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Popis

Vyrobek je uré¢en pouze pro vyzkumné Ucely. Diagnostické nebo terapeutické
pouZiti je pFisné zakazano.

TregFlowEx Kit je urcen k detekci regulacnich T-bunék (CD4+CD25+FOXP3+ bunék)
v lidské periferni krvi nebo lidské pupecnikové krvi pomoci pritokové cytometrie.

Regula¢ni T-bunky (Treg buriky) jsou podskupinou lymfocytd, kterd ma imuno-
supresivni vlastnosti a hraje klicovou roli pfi udrZzovani autotolerance. Jejich tlumici
Ucinky chrani tkané pred kolaterdlnim poskozenim, které provazi imunitni reakce
proti mikrobim a alergendm, usnadnuji materskou toleranci k alogennimu plodu
béhem t&hotenstvi a udrzuji homeostazu s komenzalni mikrobiotou(®l.

Tregy jsou obvykle charakterizovany jako CD4+CD25high CD127low T-burky
exprimujici transkrip¢ni faktor (FOXP3). Takovy fenotyp se nachazi v lidské periferni
krvi u 5-12 % CD4+ T-bunék!2l. Tregy Ize dale rozlisovat na tzv. ,pfirozené” Tregy
pochazejici z thymu (bunky tTreg) a periferné indukované Tregy (bufky plreg)®l.
Rozliseni mezi tTreg a pTreg burikami je stale sporné, nicméné nékolik protein(i bylo
navrzeno jako tTreg markery: transkripéni faktor Helios a Neutropilin-1, receptor pro
proteiny z rodiny vaskularnich endotelidlnich réstovych faktort 4.

Poskytované materialy

Obsah

Produkt TregFlowEx Kit vystaci na provedeni 50 testt a je dodavan ve formatu:
Fix and Lysing Solution ED7417-1 (1 lahev) obsahujici 10 ml koncentrovaného
(10x) roztoku s formaldehydem.

Permeabilizing Solution ED7417-2 (1 lahev) obsahujici 25 ml roztoku pfipraveného
k pouziti.

Blocking Buffer ED7417-3 (1 lahev) obsahujici 2,5 ml rozotku pripraveného k
pouZiti obsahujici 15mM azid sodny.

CD4 FITC/CD25 PE ED7417-4 (1 lahvicka) obsahujici 0,5 ml roztoku smési
fluorescencéné znacenych monoklonalnich protilatek, naredénych na optimalni
koncentrace ve stabiliza¢nim fosfatovém pufru (PBS) s obsahem 15mM azidu
sodného.

FOXP3 APC ED7417-5 (1 lahvicka) obsahujici 0,25 ml roztoku fluorescen¢né
znacené monoklonalni protilatky, naredéné na optimalni koncentraci ve
stabiliza¢nim fosfatovém pufru (PBS) s obsahem 15mM azidu sodného.
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Specifikace protilatek

Tabulka 1 Popis protilatkovych konjugat( v TregFlowEx Kit

Antigen Flurochrom Klon Isotyp
CD4 FITC MEM-241 IgG1l
CD25 PE MEM-181 IgG1l

FOXP3 APC 3G3 IgG1

Nutné, ale neposkytované materialy

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)

Deionizovana voda

Fosfatovy pufr (1x PBS), pH 7,2 - 7,4

1% formaldehydovy roztok v PBS

Nutna zafizeni

Automaticka pipeta s jednorazovymi Spickami (5 pul - 1 ml) pro pipetovani vzorka a
c¢inidel

Davkovac kapalin nebo pipeta s jednorazovymi Spickami (1 - 2 ml) pro davkovani
fosfatového pufru

Chlazena centrifuga

Chladnicka (2-8 °C)

Vortex mixer

Pratokovy cytometr se dvéma laserovymi excita¢nimi zdroji (488 nm a ~635 nm),
detektory pro rozptylené svétlo, optickymi filtry a emisnimi detektory vhodnymi
pro sbér signalll z fluorochromt uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2 Spektralni charakteristika fluorochromt pouzitych v produktu

Flurochrom Excitace [nm] Emise [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
APC 630 - 640 660

Nadoba na tekuty odpad s vhodnym dezinfekénim prostfedkem

Pasteurovy pipety pripojené ke zdroji vakua k odsavani supernatantu béhem
promyvani bunék (volitelné)
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Skladovani a manipulace

Skladujte pfi teploté 2-8 °C.

Chrante pred primym slunec¢nim svétlem.

Reagencie byly specidlné navrzeny tak, aby fungovaly pfi nizkych teplotach. BEéhem
postupu je dulezité dodrzovat pozadavky na nizkou teplotu, jinak se vyrazné snizi
fluorescencni signaly, celkovy pocet bunék a pocet identifikovanych cilovych bunék.

Informace o stabilité po prvnim otevieni a dobé pouzitelnosti po prvnim otevreni,
spolu s podminkami skladovani a stabilitou pracovnich roztokd (v pfipadé potfeby)
naleznete v ¢asti Postup (Priprava reagencii).

Vystrahy, opatfeni a omezeni
GHS klasifikace nebezpecnosti

VYSTRAHA: Fix and Lysing Solution (ED7417-1) obsahuje formaldehyd
(¢. 50-00-0), methanol (¢. 67-56-1) a diethylenglykol (¢. 111-46-6) v
koncentracich klasifikovanych jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo

&

H-véty H315: Drazdi kdzi.

H317: MliZe vyvolat alergickou kozni reakci.

H319: ZpUsobuje vazné podrazdéni oci.

H335: MUiZe zpUsobit podrazdéni dychacich cest.

H341: Podezieni na genetické poskozeni.

H350: M(iZe vyvolat rakovinu.

H371: MliZe zplsobit poskozeni organd.

H373: M(iZe zplsobit poskozeni ledvin pfi prodlouzené nebo
opakované expozici pfi poziti.

H302+H312+H332: Zdravi skodlivy pfi poZiti, pfi styku s kGizi nebo
pfi vdechovani.

Nebezpeci

P-véty P201: Pfed pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

P260: Nevdechuijte pary.

P264: Po manipulaci dliikladné omyjte ruce a zasaZené Casti téla.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranné bryle/oblicejovy stit.
P308+P313: PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte
|ékafskou pomoc/osetieni.

P314: Necitite-li se dobre, vyhledejte Iékarskou pomoc/osetreni.
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Uplné informace o rizicich, ktera predstavuji chemické latky a smési obsazené v
tomto vyrobku a o tom, jak s nimi zachazet a jak je likvidovat, naleznete v
Bezpecnostnim listu (SDS), ktery je k dispozici na www.exbio.cz.

Biologické riziko

Lidské biologické vzorky, krevni vzorky a jakékoliv materidly, které s nimi prichazeji
do kontaktu, jsou vZzdy povaZovany za infekéni.

Pouzivejte osobni ochranné a bezpecnostni pomcky, abyste zabranili kontaktu s
kazi, o¢ima a sliznicemi.

DodrzZujte vsechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢nich materiald.

Projevy znehodnoceni prostiedku

Normalni vzhled dodavanych reagencii Fix and Lysing Solution, Blocking Buffer,
CD4 FITC / CD25 PE a FOXP3 APC je ¢ira kapalina. Nepouzivejte, pokud
pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napf. zakal nebo zndmky precipitace.

Normalni vzhled permeabilizacniho pufru je svétle Zlutad az Zlutohnéda kapalina,
obvykle se sraZzeninou, pokud je skladovan pfi 2-8 °C. SraZenina se Uplné rozpusti,
pokud se roztok necha zahrat na pokojovou teplotu (anebo zahfatim na 37 °C,
pokud je to nutné).

Omezeni pouZiti

Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.
Vzorek

PouZijte periferni krev odebranou do zkumavky klasifikované jako zdravotnicky
prostfedek s antikoagulantem EDTA nebo heparin.

Souprava neni vhodna pro zpracovani suspenzi purifikovanych bunék (PBMC).
Vzorek krve zpracujte nejpozdéji do 24 hodin po odbéru. Vzorek skladujte pfi
laboratorni teploté (20-25 °C). Neuchovéavejte vzorek v chladnicce.

Postup

Priprava reagencii

Fix and Lysing solution

Cinidlo je 10X koncentrované a musi byt pred pouZitim nafedéno deionizovanou
vodou (1 objem koncentrovaného roztoku a 9 objemU deionizované vody).

Po prvnim otevreni si ¢inidlo zachovava své funkéni charakteristiky az do data
exspirace, pokud je skladovano za uvedenych podminek v plivodnim primarnim
obalu.

Zredény lyza¢ni roztok (1X) je stabilni po dobu 1 mésice, pokud je skladovan v
davkovaci kapaliny nebo uzavrené nadobé pri 2-8 °C.
Pred pouzitim vychladte ziedéné cinidlo na 2-8 °C.
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Permeabilization Solution

Cinidlo obsahuje detergent dodecylsiran sodny (SDS), ktery se vysrazi, pokud je
roztok skladovan pri nizkych teplotach. V pripadé potreby rozpustte srazeninu SDS
zahratim lahvicky na 37 °C. Poté permeabilizacni roztok skladujte pti laboratorni
teploté (15-25 °C).

Po prvnim otevreni si reagencie zachovava své funkéni charakteristiky az do data
exspirace, pokud je skladovana za uvedenych podminek v pavodni primarni
nadobé.

Pred pouzitim vytemperujte cinidlo na laboratorni teplotu.

Blocking Buffer

Pred pouzitim vychladte cinidlo na 2-8 °C.

PBS

Pripravte PBS podle nize uvedeného predpisu (mohou byt pouZité i jiné predpisy).
Rozpustte:

8,0 g chloridu sodného (NaCl)

0,2 g chloridu draselného (KCI)

2,0 g jednosytného fosfore¢nanu draselného (KH2PQOa)

1,42 g dihydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného (NazHPO4:2H20)

v 800 ml deionizované H>O.

Upravte pH na 7,4 pomoci HCI.

Doplnte deionizovanou H20 do 1 litru.

Sterilizujte autoklavovanim po dobu 20 minut pfi 15 psi nebo sterilizujte filtraci.
Pred pouzitim vychladte Cinidlo na 2-8 °C.

1% formaldehyd v PBS

Pripravte 1% formaldehyd v PBS smichanim 1 dilu koncentrovaného 37% roztoku
formaldehydu stabilizovaného methanolem od Sigma-Aldrich (kat. ¢. F1635) a

36 dilti PBS. Skladujte pri 2-8 °C. Roztok je stabilni po dobu 1 mésice.

Pred pouzitim vychladte na 2-8 °C.

UPOZORNENI: igoncentrovany'/ roztok formaldehydu je klasifikovan jako akutné
toxickd latka. Ridte se bezpecnostnimi opatfenimi poskytnutymi vasim
dodavatelem formaldehydu.
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Postup povrchového znaceni

1.

Oznacte kazdou testovaci zkumavku 12 x 75 mm s kulatym dnem identifika¢nim
Udajem vzorku.

Pipetujte 10 ul CD4 FITC/CD25 PE na dno testovaci zkumavky 12 x 75 mm s
kulatym dnem.

3. Pipetujte 100 ul krevniho vzorku na dno zkumavky.

6.

Vortexujte a nasledné inkubujte testovaci zkumavku po dobu 10 minut v
chladni¢ce ve tmé.

(volitelné promyti) Promyjte bunky pridanim 2 ml studeného PBS a centrifugujte
pfi 300x g po dobu 5 minut pfi 4 °C.

Odsajte supernatant a pokracujte v intracelularnim znaceni.

Postup intracelularniho znaceni

1.
2.

»

W ©® N oW

13.
14.

Pipetujte 1 ml zfredéného studeného Fix and Lysing Solution.

Vortexujte pro resuspendovani bunééného sedimentu a nasledné inkubujte
testovaci zkumavku po dobu 10 minut v chladni¢ce ve tmé.

Pipetujte 0,5 ml Permeabilizing Solution.

Vortexujte a nasledné inkubujte testovaci zkumavku po dobu 10 minut v
chladnic¢ce ve tmé.

Centrifugujte buriky pfi 400x g po dobu 5 minut pfi 4 °C.

Odstrante (slijte) supernatant.

Pipetujte 50 ul studeného Blocking Buffer na dno testovaci zkumavky.
Pipetujte 50 ul studeného PBS na dno testovaci zkumavky.

Promichejte a inkubujte 5 minut v chladnicce ve tmé.

. Pipetujte 5 ul reagencie FOXP3 APC na dno testovaci zkumavky.
. Promichejte a inkubujte 30 minut v chladnic¢ce ve tmé.

. Promyijte dvakrat buriky: pfidejte 2 ml studeného PBS, centrifugujte pri 400x g

po dobu 5 minut pfi 4 °C, odsajte supernatant.
Resuspendujte buriky v 300 pl 1% formaldehydu v PBS.

Zmérte obarveny vzorek pomoci pratokového cytometru. Pokud obarveny
vzorek nebude zméren okamzité, skladujte ho pfi 2-8 °C v temnu a analyzujte
do 4 hodin.
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Analyza pratokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouZiti s produktem TregFlowEx Kit musi byt
rutinné kalibrovan pomoci fluorescencnich mikrokulicek podle pokyn( vyrobce
cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

Pfi nespravné adrzbé mize pritokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci Nutna zarizeni jsou uvedeny potrebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochrom.

Pred analyzou obarveného vzorku nastavte napéti na poZzadovanych
fluorescencnich detektorech. Napéti na fotonasobici by mélo byt nastaveno
dostatecné vysoko, aby minimum negativnich udalosti bylo zaznamenano v nultém
kanalu na ose fluorescence. Napéti na fotonasobici by také nemélo prekrocit
hodnoty, pfi kterych jsou pozitivni udalosti natlaceny k pravé ose.

Kompenzujte fluorescenéni signaly mezi detektory pred nebo po sbéru dat. Pokud
jsou fluorescenéni signdly nespravné kompenzovany nebo pokud jsou regiony
(gates) umistény nepresné&, mohou byt data nespravné interpretovana.

Pro analyzu namérenych dat (10 000 - 30 000 CD4+ lymfocyt( z kazdého vzorku)
je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem cytometru nebo software uréeny pro
offline analyzu cytometrickych dat (napt. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyza dat
Zobrazte kompenzovana data v grafu SSC vs. FCS. Nastavte region (gate) pro
lymfocyty, jak je zndzornéno na obrazku 1.

Obrazek 1 Dvourozmérny graf se zvyraznénim denzity udalosti ukazuje rozdéleni
leukocyt periferni krve zpracované soupravou TregFlowEx Kit a analyzovaného pomoci
cytometru BD FACSCanto™ II: ohranicujici prah (A) a region pro cilovou
bunéénou populaci (B).
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Vyneste ohranic¢ené lymfocyty do grafu FSC-H vs. FSC-A. Oddélte singlety a dublety
pomoci diagonalné umisténého regionu (C).

Obrazek 2 Oddéleni singletli a dublett
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Vyneste ohrani¢ené lymfocytarni singlety v grafu bocniho rozptylu (SSC) proti
intenzité fluorescence ve FITC detektoru (CD4 FITC). Vytvorte region kolem CD4+
lymfocytt (D).

Obrazek 3 Oddéleni CD4+ lymfocytd (D) od CD4+ monocytl a CD4 negativnich
lymfocytl
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Vyneste ohrani¢ené CD4+ lymfocyty v grafu CD25 PE vs FOXP3 APC. Nastavte
vhodné rozdéleni regiont a vypocitejte procentudlni zastoupeni Treg bunék
(CD4+CD25+FOXP3+; oblast E na obrazku 4). Pro spravné umisténi hranice mezi
regiony pouZijte vhodné kontrolni reakce.

Obrazek4 CD4+ lymfocyty zobrazené v bodovém grafu CD25 PE vs. FOXP3 APC. Treg
bunky (CD4+CD25+FOXP3+) se nachazeji v pravém hornim kvadrantu.
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Pouziti ochrannych znamek tretich stran

FlowJo™ a BD FACSCanto™ Il jsou registrované ochranné znamky firmy Becton,
Dickinson a Company, VenturiOne® je registrovana ochranna znamka firmy
Applied Cytometry, Infinicyt™ je registrovana ochranna znamka firmy Cytognos
S.L.

Historie revizi

Verze 4, ED7417_TDS_v4
Oprava antigenu v Tabulce 1: CDS3, spravné CDA4.

Vyrobce

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

Kontaktni informace
info@exbio.cz

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

POZNAMKA: Jakakoli vaZzna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s produktem,
musi byt ozndmena vyrobci a mistnimu prislusnému Gradu.
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