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Popis

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

SpermFlowEx Kit je urc¢en k analyze lidského ejakulatu pomoci priitokové
cytometrie za Ucelem stanoveni:

e poctu spermii

e poctu leukocytt

e vitality spermii

o integrity akrozomu spermif

e pritomnosti intra-akrozomalniho proteinu ve spermiich

Pocet spermii a pocet leukocytti

Méreni poctu spermii a poctu leukocytt zahrnuje pridani vnitfniho standardu
(fluorescencnich kulicek o znamé koncentraci) ke vzorku ejakulatu. Leukocyty jsou
detekovany pomoci fluorescen¢né znacené protilatky proti lidskému antigenu
CDA45 (CD45 PE-Cy5).

Vitalita spermii

Zivotaschopnost spermii je uré¢ovana pomoci barviva propidium jodidu, ktery
pronika do bunék s poskozenou membranou (mrtvé buriky) a vaze se na jejich
DNA.

Integrita akrozomu

Integrita akrozomu je hodnocena detekci intraakrozomalniho proteinu (IAP), ktery
se nachazi uvnitf akrozomu spermie. Pokud je akrozom neporuseny, IAP z(istava
nedetekovatelny. Pfi poSkozeni membrany spermie je vSak IAP exponovan a stava
se pristupnym pro protilatku proti IAP, coz umoznuje detekci tohoto proteinu.

Pfitomnost intra-akrozomalniho proteinu

Po permeabilizaci membrany spermie je intra-akrozomalni protein (IAP) detekovan
pomoci protilatky specifické pro IAP. Pokud spermie IAP neobsahuje, nebude po
permeabilizaci detekovan.

Analyzu by mélo doplnit vySetfeni pohyblivosti a morfologie spermii pomoci
svételného mikroskopu, v souladu s doporuéenimi WHO!1,

Neplodnost je rostoucim problémem lidské populace, ktery postihuje témér 20 %
pard, pricemz jedna tretina pripadl je zpUsobena faktory na strané muze. Analyza
semene proto hraje klicovou roli v neinvazivnich diagnostickych postupech, které
mohou pomoci potvrdit nebo vyloucit andrologickou pFicinu neplodnosti.
Vysetreni ejakulatu se obvykle provadi svételnym mikroskopem dle kritérii WHO z
roku 2010, Toto vy3etfeni je viak subjektivni a zavisi na osobnich zku3enostech
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vysetrujiciho. Naproti tomu pritokova cytometrie nabizi vyvazenéjsi a objektivnéjsi
analyzu, protoze zkouma vétsi pocet spermii a detekuje je pomoci specifického
barveni 12,

Klicové parametry, které vyznamné ovliviuji schopnost spermie oplodnit vajicko,
zahrnuji: pocet spermii, vitalitu spermii, integritu akrozomu a pfitomnost intra-
akrozomalniho proteinu (IAP)Rl. Akrozom obsahuje travici enzymy, jako je
hyaluronidaza a akrozin, které narusuji vnéjsi membranu vajicka zvanou zona
pellucida, coZ umoznuje pranik haploidniho jadra spermie do vajicka. Pfitomnost
leukocytl v semeni navic naznacuje zanét nebo mozné pohlavné prenosné
onemocnéni.

Poskytované materialy
Obsah

Produkt SpermFlowEx Kit vystaci na provedeni 25 test( a je dodavan ve formatu:

Intra-acrosomal protein FITC ED7079-1 (1 lahvicka) obsahujici 0,5 ml
fluoresceinem oznacené mysi monoklonalni protilatky proti intra-akrozomalnimu
proteinu (klon Hs-8).

CDA45 PE-Cy5 ED7079-2 (1 lahvicka) obsahujici 0,25 ml PE-Cy™5 oznacené mysi
monoklonalni protilatky proti CD45 (klon MEM-28).

Fluorescent Count Standard ED7079-3 (1 lahvicka) obsahujici 2 ml fluorescenénich
kuli¢ek, 1x10¢ &astic/ml.

Propidium lodide ED7079-4 (1 lahvicka) obsahujici 0,25 ml roztoku propidium
jodidu.

Permeabilizing Solution ED7079-5 (1 lahev) obsahujici 25 ml permeabiliza¢niho
¢inidla.

Nutné, ale neposkytované materialy

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)

Deionizovana voda

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

Nutna zafizeni

Automatické pipety s jednorazovymi spickami (10 ul - 1 ml) pro pipetovani vzork(

a Cinidel

Vortex mixer

Centrifuga

Svételny mikroskop

Priatokovy cytometr s laserovym excita¢nim zdrojem (488 nm), detektory pro

rozptylené svétlo, optickymi filtry a emisnimi detektory vhodnymi pro sbér signal(
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z fluorochrom( uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2 Spektralni charakteristika fluorochrom( pouZitych v produktu

Flurochrom Excitace [nm] Emise [nm]
FITC 488 525
PE-Cy™5 488 670
Propidium jodid 535 617

Skladovani a manipulace

Skladujte pfi teploté 2-8 °C.
Chrante pred pfimym slune¢nim svétlem.

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

Vystrahy, opatreni a omezeni

GHS klasifikace nebezpecnosti

VYSTRAHA: Permeabilizing Solution (ED7079-5) obsahuje ethanol (¢. 64-17-5)
v koncentracich klasifikovanych jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo
Varovani
H-véty
H226: Hoflava kapalina a pary.
P-véty P210: Chrante pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym

ohném a jinymi zdroji zapaleni. Zakaz koureni.

P260: Nevdechujte aerosoly.

P301+P312: PRI POZITi: Necitite-li se dobte, volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/Iékate.
P302+P352: PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody a
mydla.

P305+P351+P338: PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
P403+P235: Skladujte na dobre vétraném misté. Uchovavejte v
chladu.

P501: Odstrarite obsah/obal podle mistnich predpis(.
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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 pom(cky, 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 reagencie Intra-acrosomal protein FITC je Zluto-zelené zabarvena
kapalina. Nepouzivejte, pokud pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, nap¥. zakal
nebo znamky precipitace.

Normalni vzhled reagencie CD45 PE-Cy5 je tmavé Cervené az fialové zabarvena
kapalina. Nepouzivejte, pokud pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napf. zakal
nebo znadmky precipitace.

Normalni vzhled reagencie Propidium lodide je rizovo-Cervené zabarvena kapalina.
Nepouzivejte, pokud pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napfr. zdkal nebo znamky
precipitace.

Normalni vzhled reagencie Fluorescent Count Standard je Cira kapalina. Vzhledem
k tomu, Ze je reagencie dodavana v c¢ernych pro svétlo nepropustnych lahvickach,
nemuze uZivatel vzhled posoudit, ale nepouzivejte cinidlo, pokud pfi otevieni mate
podezieni na jakoukoli zménu vzhledu, napfiklad zakal nebo znamky precipitace.
Normalni vzhled reagencie Permeabilizing Solution je Cira kapalina. NepouZivejte,
pokud pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napf. zakal nebo znamky precipitace.
Omezeni pouZiti

Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

Vzorek

Vzorky ejakulatu zpracujte do 8 hodin po odbéru. Skladujte vzorky pfi laboratorni
teploté.

Zkontrolujte pocet spermii v ejakulatu pomoci svételného mikroskopu. Naredte
ejakulat 1:1 nebo 1:9 s PBS podle odhadovaného poc¢tu poctu spermii (¢im vétsi
pocet, tim vétsi fedéni).

V pfipadé nizkého poc¢tu spermii (méné nez 10 x 10°/ml) budou vysledky analyzy
poctu spermii ovlivnény pfitomnosti buné¢ného debrisu v regionu ohranicujicim
spermatozoa.
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Postup

PFiprava reagencii
Nechte Permeabilizing Solution vytemperovat na laboratorni teplotu (20-25 °C).
Pocet spermii a pocet leukocyti

1. Pipetujte 50 ul zfedéného ejakulatu na dno testovaci zkumavky.
2. Pridejte 10 pl CD45 PE-Cy5.
Vortexujte a nasledné inkubujte 20 minut pfi laboratorni teploté.

3. Pridejte 50 ul Fluorescent Count Standard (nejprve standard dobre
promichejte a dejte nékolik kapek do cisté mikrozkumavky, poté napipetujte
presny objem standardu z mikrozkumavky do zkumavky se vzorkem spermatu).

4. Pridejte 0,5 ml PBS, promichejte a analyzujte pomoci priitokového cytometru.
Vitalita spermii

1. Pipetujte 50 ul zfedéného ejakulatu na dno testovaci zkumavky.

2. Pridejte 10 ul roztoku Propidium lodid.

3. Vortexujte a nasledné inkubujte 20 minut pfi laboratorni teploté.

4. Pridejte 0,5 ml PBS, promichejte a zmérte pomoci priitokového cytometru.
Integrita akrozomu

1. Pipetujte 50 ul zfedéného ejakulatu na dno testovaci zkumavky.

2. Pridejte 1 ml PBS, promichejte a centrifugujte 5 minut pri 150x g. Odstrante
supernatant.

3. Promyijte jesté jednou (opakuijte krok 2).

4. K peleté pridejte 10 ul protilatky Intra-acrosomal protein FITC.

5. Vortexujte a nasledné inkubujte 20 minut pfi laboratorni teploté.

6. Pridejte 0,5 ml PBS, promichejte a zmérte pomoci pritokového cytometru.
Pritomnost intra-akrozomalniho proteinu

1. Pipetujte 50 pl zfredéného ejakulatu na dno testovaci zkumavky.

2. Pridejte 1 ml Permeabilizing Solution vytemperovaného na laboratorni teplotu
(20-25 °C).

Vortexujte a nasledné inkubujte 15 minut pfi laboratorni teploté.

4. Centrifugujte 5 minut pri 150x g. Odstrante supernatant.
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K peleté pridejte 1 ml PBS, promichejte a centrifugujte 5 minut pfi 150x g.
Promyjte jesté jednou (opakujte krok 5).
K peleté pridejte 10 pl protilatky Intra-acrosomal protein FITC.

Vortexujte a nasledné inkubujte 20 minut pfi laboratorni teploté.

Y © N o U

Pridejte 0,5 ml PBS, promichejte a zmérte pomoci pratokového cytometru.

Analyza pritokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouZiti s produktem SpermFlowEx Kit musi byt
rutinné kalibrovan pomoci fluorescencénich mikrokuli¢ek podle pokyn( vyrobce
cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

Pri nespravné udrzbé muze pritokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci Nutn4 zafizeni jsou uvedeny potrebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochrom.

Pred analyzou obarveného vzorku nastavte napéti na pozadovanych
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 fluorescencni signaly mezi detektory pred nebo po sbéru dat. Pokud
jsou fluorescencni signdly nespravné kompenzovany nebo pokud jsou regiony
(gates) umistény nepresné, mohou byt data nespravné interpretovana.

Fluorescence vnitfniho standardu (Fluorescent Count Standard) stejné jako
znacené protilatky proti intra-akrozomalnimu proteinu je detekovana v kandle pro
FITC. Fluorescence propidium jodidu a fluorescencni znacky PE-Cy™5 je
detekovana v kandle pro PC5 nebo PerCP.

Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software urceny pro offline analyzu cytometrickych dat (napr.
FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyza dat - Poéet spermii a pocet leukocytti
Data zobrazte v grafu dot-plot, kde intenzita fluorescence v detektoru pro FITC je
na ose X a forward-scatter (FSC) na ose Y (Obr. 1). V grafu nastavte regiony, jak je
ukazano na obrazku 1: Region A ohranicujici populaci vsech bunék, region B
ohranicujici spermatozoa a region C ohranicujici Fluorescent Count Standard
(fluorescenéni kulicky).

Obrazek 1 Méreni poctu spermii v ejakulatu.
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Poté zobrazte udalosti z Gate A v grafu dot-plot, kde osa X predstavuje intenzitu
fluorescence barveni pomoci CD45 PE-Cy5 a osa Y predtavuje side-scatter (SSC).
Na rozdil od spermatozoi jsou leukocyty CD45 pozitivni. Oddélte leukocyty
vybérem populace s vysokou intenzitou znaceni CD45-PE Cy5, jak je zndzornéno
na obrazku 2 (Region D).

Obrazek 2 Méreni poctu leukocytl v ejakulatu.

SSC-A

50K

S VL ——
4
0 103 10 105
PE-Cy5-A

Vypocitejte koncentraci spermii a leukocytll pomoci nasledujicich vzorca:

iZieC x Fedéni [10% spermii/ml]
“ZZZelC) x Fedéni [10¢ leukocytd/ml]
S predstavuje pocet spermii v ejakulatu
L predstavuje pocet leukocytt v ejakulatu

gate B predstavuje pocet udalosti v regionu B
gate C predstavuje pocet udalosti v regionu C
gate D predstavuje pocet udalosti v regionu D
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Analyza dat - Vitalita spermii
Namérena data zobrazte jako graf forward-scatter (FSC) versus side-scatter (SSC).
Nastavte ohranicujici region kolem spermii, jak je znazornéno na obrazku 3.

Obrazek 3 Ohraniceni spermii.
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Nasledné zobrazte spermie v histogramu, kde osa X predstavuje intenzitu
fluorescence propidium jodidu (obrazek 4). Oddélte pozitivni a negativni populaci
spermii pomoci vhodné umisténého gate. Neobarvena (negativni) populace
predstavuje Zivotaschopné spermie, zatimco pozitivni populace predstavuje
nezivotné spermie. Zivotaschopnost spermii je vyjadfovana jako podil
Zivotaschopnych spermii vzhledem k celkové populaci spermii.

Obrazek 4 Meéreni Zivotaschopnosti spermii.

l"ll.'l""l‘ T 'l""'l T ""l‘ Ty 'll"l
3 4 5
0 10 10 10
PE-Cy5-A

11/15



Analyza dat - Integrita akrozomu a pFitomnost intra-akrozomalniho proteinu
Zobrazte data z permeabilizovaného a nepermeabilizovaného vzorku obarveného
protilatkou proti intra-akrozomalnimu proteinu v grafu forward-scatter (FSC) versus
side-scatter (SSC) a nastavte region E ohranicujici spermie (obrazek 3). Poté,
zobrazte udalosti z regionu E v histogramu (Obr. 5-7), kde osa X predstavuje
intenzitu fluorescence v detektoru pro FITC. Oddélte pozitivni a negativni spermie
pomoci vhodné umisténého rozhrani (pfiklady na obrazku 5, 6, 7).

Obrazek 5 Nepermeabilizované, normalni spermie s nizkym zastoupenim (< 30 %)
pozitivnich spermii. Negativni udalosti predstavuji spermie s neporusenou akrozomani
membranou, zatimco pozitivni udalosti predstavuji spermie s poskozenou akrozomalni

membranou.
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Obrazek 6 Permeabilizované, normalni spermie s dominantnim zastoupenim (100 %)
pozitivnich spermii. Pozitivni udalosti dokladaji pfitomnost intra-akrosomalniho proteinu.
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Obrazek 7 Nepermeabilizované patologické spermie s vysokym zastoupenim (> 30 %)
pozitivnich spermii s poSkozenou akrozomalni membranou.
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Normalni hodnoty dle WHO!!

Pocet spermii v ejakulatu > 15x108 /ml
Pocet leukocyt( v ejakulatu < 1x106 /ml
Vitalita spermii >58 %

Normalni hodnoty akrozomu

Integrita akrozomu spermii

(=procento pozitivnich spermii v <30%
nepermeabilizovaném vzorku)

Pritomnost intra-akrozomalniho protein

(=procento pozitivnich spermii v > 90%
permeabilizovaném vzorku)

Odkazy
1)  WHO laboratory manual for the Examination and processing of human
semen. World Health Organization, 5th edition, 2010.

2) Gilan L, Evans G, Maxwell WM (2005) Flow cytometric evaluation of sperm
parameters in relation to fertility potential. Theriogendogy. 63: 445-57.

3) Peknicova J, Chladek D, Hozak P (2005) Monoclonal antibodies against sperm
intra-acrosomal antigens as markers for male infertility diagnostics and
estimation of spermatogenesis. Am J Reprod Immunol. 53(1): 42-9.

Pouziti ochrannych znamek tretich stran

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

Historie revizi

Verze 7, ED7079_TDS_v7

Usporadani TDS bylo zménéno, text obsahuje drobné Gpravy pro zlepseni
srozumitelnosti obsahu textu.

14/ 15



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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