T-cell BlastoFlowEXx
Kit
Kat. ¢. ED7642

Popis produktu
Souprava T-cell BlastoFlowEx Kit je urcena k
méfeni  proliferacni  odpovédi  T-lymfocyt

v aktivovanych vzorcich lidské krve. K detekci
proliferujicich lymfocytl vyuziva souprava smési
protilatek (anti-CD3 a anti-Ki-67).

Specifikace

Fix and Lysing Solution (10x koncentrovany)
obsahuje fixujici lyzujici roztok.

Permeabilizing  Solution (10x koncentrovany)
obsahuje permeabilizujici roztok.

EDTA (pfipraveny k poufZiti) obsahuje pufrovany
roztok dvojmocné chelatacni soli.

CD3 APC/Ki-67 PE (pfipraveny k pouziti)
obsahuje smés protiladtek ve stabilizacnim pufru
(viz tabulka nize).

Obsah 2x2,5ml
PouZiti 50 pl na test
Specificita CD3 Ki-67
Klon MEM-57 Ki-67
Izotyp (mys3i) 1gG2a 1gG1
Fluorochrom APC R-PE
Excitaéni maximum 633 nm 488 nm
Emisni maximum 660 nm 575 nm

Poskytované materialy

ED7642-1 Fix and Lysing Solution, 10x konc.,
1x25ml.

ED7642-2 Permeabilizing Solution, 10x konc.,
1x 10 ml.

ED7642-3 EDTA, roztok, 1 x 2,5 ml.

ED7642-4 CD3 APC / Ki-67 PE, smés protilatek,
2x2,5ml.

Obsah soupravy je uréeny pro provedeni 100

reakci a odpovida 50 testtim.

Nutné, ale neposkytované materialy
Deionizovana voda

PBS (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem)
5ml testové zkumavky (12 x 75 mm)

Skladovani a manipulace

Skladujte T-cell BlastoFlowEx Kit pfi 2-8 °C.
Doba pouZzitelnosti je vytisténa na etiketé kazdé z
komponent a na krabicce soupravy.

Doba pouzitelnosti po prvnim otevieni soupravy
se od doby skladovéani vytisténé na etiketach
komponent a baleni soupravy nelisi.

Vystrahy, predbézna opatfeni a omezeni
Reagencie je ur¢ena pouze pro vyzkumné
ucely.

Nepouzivejte soupravu ani jednotlivé
komponenty po jejich exspiraci.

Vyhnéte se kontaminaci komponent.
Nevystavujte dlouhodobé svétlu.
NezamraZujte soupravu ani jednotlivé
komponenty.

Fix and Lysing Solution a Permeabilizing
Solution obsahuji formaldehyd, methanol a
dietylen glykol.

Tyto roztoky jsou dle regulace (EC) 1272/2008
klasifikované jako nebezpetné. Pouzivejte
ochranné rukavice, ochranny odév, ochranu oci a
tvare pfi praci s témito roztoky.

H véty

H302+312+332: Zdravi skodlivy pfi poziti, pfi
styku s kizi a pti vdechovani.

H315: Drazdi kazi.

H317: Mlize vyvolat alergickou koZni reakci.
H319: Zpusobuje vazné podrazdéni oci.

H335: Mlize zplisobit podrazdéni dychacich
cest.

H351: Podezfeni na vyvolani rakoviny.

H371: MUZe zplsobit poskozeni organu.
H373: Mlize zplsobit poskozeni ledvin pfi
prodlouzené nebo opakované expozici (poziti).
P véty

P270: Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte,
nepijte ani nekufte.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.
P301+P312: PRI POZITI: Necitite-li se dobre,
volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI
STREDISKO/Iékafe/ ...

P302+P352: PRI STYKU S KUZ[: Omyjte
velkym mnozstvim vody s mydlem.
P305+P351 + P338: PRI ZASAZENI OCi:
Nékolik minut opatrné oplachujte vodou.
Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

EDTA reagencie obsahuje Ethylenediamine
tetraoctovou kyselinu-Na2-sl.

Roztok komponenty je dle (EC) 1907/2006
klasifikovan jako Nebezpeény

H véty

H373: MUze zplsobit poskozeni organt

(ledviny) pfi prodlouzené nebo opakované

expozici pozitim.

P véty

P260: Nevdechujte prach / dym / plyn / mlhu

/ péry / aerosoly.

P314 Necitite-li se dobre, vyhledejte

|ékarskou pomoc/osetieni.

P501: Odstrarite obsah/obal.

Detailni informace o pfislusnych H-vétach a P-

vétach naleznete v bezpec¢nostnim listu

soupravy T-cell BlastoFlowEx Kit.

o Lidské biologické vzorky, tj. krevni vzorky a
Vvse, co s nimi prislo do pfimého styku, jsou
vzdy povaZovany za potencialné infekéni
material a musi byt s nimi patfi¢né nakladano.
Pouzivejte ochranné rukavice a nasledujte
pokyny pro manipulaci s infekénim
materidlem. Zamezte kontaktu krevniho
vzorku s kiizi, o¢ima a sliznici.

o Krevni vzorek urceny k stimulaci musi byt
odebran do zkumavky obsahujici
antikoagulant heparin. Antikoagulant EDTA a
citrat negativné ovlivni stimulacni odpovéd.

o Pritokovy cytometr musi byt pravidelné
kalibrovan pomoci fluorescencnich kuli¢ek pro
zaruceni stability citlivosti detektord.

o Pritokovy cytometr miize poskytovat
nespravné vysledky, pokud nebude kalibrovan
a servisovan pravidelné.

Aplikace
Méreni urovné
T-lymfocytd.

proliferativni odpovédi

Stimulace pIné krve ve zkumavkach
POZNAMKA: Souprava byla optimalizovdna pro
detekci z plné krve stimulované pfimo v
cytometrickych zkumavkdch (12 x 75 mm).
Jednordzové zkumavky obsahujici  lyofilizované
mitogeny jsou doddvdny firmou EXBIO pod nize
uvedenymi katalogovymi Cisly:

ED7634 (PHA), ED7635 (PWM), ED7636 (Con A),
ED7637 (Stimulation Negative Control), ED7673
(CD3/CD28).

1. Umistéte zkumavky s mitogenem do
laminarniho boxu. (Pokud pouzivate zkumavky
EXBIO, odvickujte je, ale ponechte je uvnitf
laminarniho boxu).

Pridejte 0,5 ml kultiva¢niho media do
zkumavky.

Pridejte 50 pl pIné krve (s antikoagulantem
heparin).

4. Zavickujte zkumavky a promichejte obsah na
vortexu.

Ujistéte se, Ze vicka jsou nasazena do pozice
umoziujici ventilaci, a umistéte zkumavky do
inkubatoru (37 °C, 5% CO,) na dobu alespon 3
dndi.
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Detekce T-lymfocytl exprimujicich Ki-67
pomoci T-cell BlastoFlowEx kit

Priprava reagencii

Fix and Lysing Solution:

Roztok narfedte 10x v deionizované vodé.
Pripravte si pro kazdou reakci alespori 2 ml
nafedéného roztoku.

Permeabilizing Solution:

Pfipravte si pro kazdy vzorek alespori 0,5 ml
nafedéného roztoku.

Nutna zafFizeni

Lahvicky a kadinky pro fedéni roztokd /
komponent soupravy

Vortex

Automatické pipety s jednorazovymi $pickami
Centrifuga s rotorem pro 5ml zkumavky

Odpadni nddoba s dezinfekci na sbér
supernatantd po centrifugaci

Pratokovy cytometr - modry laser s excitaci 488
nm a 633 nm a s vhodnou sadou filtrd.

Postup
1. Vyjméte zkumavky z inkubatoru. Odvickujte
(vicko vyhodte do odpadu). Do kazdé
zkumavky pridejte 25 pl roztoku EDTA a
zamichejte obsah.
Nechte inkubovat po dobu 10 minut pfi 37 °C.
Pridejte 2 ml PBS, promichejte.
Centrifugujte bunky pfi 400 g po dobu 5
minut. Slijte supernatant.
4. Jemné protiepejte obsah, abyste uvolnili
sediment ze dna zkumavek.
Pridejte 2 ml nafedéného Fix and Lysing
Solution, promichejte.
Nechte inkubovat po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté.
. Centrifugujte bunky pfi 400 g po dobu 5
minut. Slijte supernatant.
Pridejte 0,5 ml nafedéného Permeabilizing
Solution, promichejte.
Nechte inkubovat po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté.
. Pridejte 2 ml PBS.
Centrifugujte burky pfi 400 g po dobu 5
minut. Slijte supernatant.
. Pridejte 50 pl smési protilatek CD3 APC/ Ki-
67 PE, promichejte.
Inkubujte nejméné 30 minut v temnu pfi
laboratorni teploté.
9. Pridejte 2 ml PBS.
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Centrifugujte bunky pfi 400g po dobu 5
minut.
Slijte supernatant.

10. Resuspenduijte buriky v 0,1 - 0,2 ml pufru PBS
s 1% formaldehydem anebo v Fix and Lysing
Solution nafedéném do PBS (smichejte 1 dil
Fix nad Lysing Solution a 9 dila PBS).
Obarvené vzorky skladujte v temnu pfi teploté
2-8 °C az do analyzy v pratokovém
cytometru.

Analyza v priitokovém cytometru

Nastavte napéti na detektorech rozptylu svétla,
predni rozptyl svétla (FSC; forward light scatter) a
bocni ropztyl svétla (SSC; side (perpendicular)
light scatter) tak, aby poZadované udalosti byly ve
skale (stimulované a nestimulované vzorky se v
FSC a SSC signalu lisi).

Nastavte prah detekce (threshold) na pfedni
rozptyl svétla (FSC) tak, aby byly zaznamenany
pouze pozadované udalosti. Nenastavujte
threshold na fluorescence v APC detektoru: dle
zkusenosti to miZze zpUsobit zkresleni dosazenych
vysledkd z divodu zprocesovani fluorescenéniho
pozadi pfi analyze cytometrem.

Nastavte napéti na detektorech fluorescence tak,
Ze viechny poZadované udalosti jsou ve skale.
Nastavte $Skalovani na detektoru predniho
rozptylu svétla (FSC) pro pfistroje BD pro
dosazeni lepsi diskriminace mezi singletovymi a
doubletovymi udalostmi. Pfi spravném nastaveni
Skalovani je plocha piku signalu (FSC-A)
srovnatelna s vyskou signalu (FSC-H) a singletové
udalosti vytvareji diagonalu (45° a prochazi nulou)
v dot-plot FSC-A vs. FSC-H.

Vyneste viechny udalosti jako SSC vs CD3 APC
fluorescence. Ohrani¢te CD3+ udalosti (Obrazek
1).

Zaznamenejte alespoii 3,000 CD3+ lymfocytd na
vzorek.

Obrdzek 1 Ohrani¢eni CD3+ bunék (PHA stimulace)
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Analyza vzorka
Ohranicte singletové CD3+ udalosti v diagonale
dot-plotu FSC-A vs. FSC-H (Obrazek 2).

Obrdzek 2 Ohraniceni singletovych uddlosti (PHA
stimulace).
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Zkontrolujte rozlozeni signalu Ki-67 v PE
zobrazenim CD3+ singletli v dot-plotu CD3 APC
signalu na ose Y proti Ki-67 PE signlu na ose X.
a pozitivni populaci (pferusovana ¢ara) (Obrazek
3).

Obrdzek 3 Ki-67 fluorescence (PHA stimulace)
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Zobrazte CD3+ singletové udalosti v histogramu
fluorescence v PE  detektoru. Rozdélte
separatorem negativni (vlevo) a pozitivni (vpravo)
pik. Strategii ohrani¢eni bunék aplikujte na
véechny zkumavky a vyhodnotte procentudlni
zastoupeni singletd CD3+Ki-67+ (Obrazek 4).

Obrdzek 4 Vlyhodnoceni procentudlniho zastoupeni
(PHA stimulace).
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Vyrobce

EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
252 50 Vestec
Czech Republic
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

Ochranné znamky

n/a

Historie revizi

e Verze 1, ED7642_TDS_v1

Prvni vydani

e Verze 2, ED7642_TDS_v2

Oprava textovych chyb.

e Verze 3, ED7642_TDS_v3

Doporuéena odstrediva centrifugacni sila v ramci
postupu zpracovani zménéna z 300 g na 400 g.
Doporuéeni rozmichani bunééné pelety doplnéno
ke kroku 4 v postupu.

e Verze 4, ED7642_TDS_v4

Dodavané mnozstvi komponenty Permeabilizing
Solution zménéna ze 6 ml na 10 ml.

e Verze 5, ED7642_TDS_v5

Logo spolecnosti bylo zménéno.
pribalového letaku bylo zménéno.
PSC vyrobce bylo zménéno z 25242 na 25250.
Princip testu, vétsina textu zabyvajici se stimulaci
krve a materidl potfebny pro stimulaci byly
vynechany z pfibalového letadku Priklad analyzy
kontrolni negativni stimulace neni obsazen v
pribalovém letaku.

o Verze 6, ED7642_TDS_vé

Aktualizace sekce Vystrahy, predbézna opatieni a
omezeni.

e Verze 7, ED7642_TDS_v7

Oprava textovych chyb.

RozloZeni

Symboly

Katalogové ¢islo
Cislo 3arze
Spotfebujte do

Rozmezi skladovacich teplot

Pozorné proctéte pribalovy
letak
;7&\ Chranite  pred  slune¢nim
g zafenim

M Vyrobce

Pouze pro vyzkumné ucely.
Nepouzivat pro diagnostické a
terapeutické procedury.
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Pouze pro vyzkumné tcely.
Nepouzivat pro diagnostické a terapeutické procedury.

Technicky list

Verze ED7642_TDS_v7_CS
Datum vydani: 28-09-2021

Produkt je urcen pouze pro vyzkumné ucely. Diagnostické nebo terapeutické aplikace jsou zakazany.
Vyrobky nesméji byt pouzity k dalSimu prodeji nebo prevodu tretim osobam ani jako samostatny
vyrobek, ani jako soucast vyroby jiného vyrobku bez pisemného souhlasu EXBIO Praha, a.s.

EXBIO Praha, a.s. nenese odpovédnost za poruseni patentu ani za zZadné dalsi poruseni prav
dusevniho vlastnictvi, ke kterym muze dojit pfi pouzivani téchto produktl. Objednéavky na vsechny
produkty jsou pfijimany v souladu s pravidly a podminkami dostupnymi na www.exbio.cz. EXBIO,
EXBIO Logo a viechny ostatni ochranné znamky jsou vlastnictvim spolecnosti EXBIO Praha, a.s.



