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Popis produktu

EXCELLYSE XPerm je sada dvou roztok( urc¢ena pro lyzu ¢ervenych krvinek a fixaci
bilych krvinek spole¢né s permeabilizaci cytoplazmatickych membran pfi pfipravé
biologickych vzork( z lidské periferni krve pro analyzu v pritokovém cytometru.

Specifikace
Roztok XPerm Solution A je pufrovany roztok s fixativem urceny pro fixaci bilych
krvinek ve vzorku periferni krve.

Roztok XPerm Solution B je pufrovany roztok s detergentem urceny pro
permeabilizaci cytoplazmatickych membran a potlaceni nespecifickych interakci
béhem intracelularniho barveni vzork( periferni krve, které byly zafixovany
roztokem XPerm Solution A a lyzovany deionizovanou vodou.

Poskytované materialy

Obsah
Produkt EXCELLYSE XPerm vystaci k lyzi a permeabilizaci 100 krevnich vzork( a je
dodavan ve formatu:

XPerm Solution A, 1 x 25 ml
XPerm Solution B, 1 x 25 ml

Nutné, ale neposkytované materialy

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)
Deionizovana voda

Fosfatovy pufr (PBS), pH 7,4 (0,2 g/l KH2PO4, 1,42 g/l Na2HPO4-2H-0, 8,0 g/I
NaCl, 0,2 g/I KCI)

Fosfatovy pufr (1X PBS) s 1% formaldehydem
Vhodné primarni/sekundarni protilatky znacené fluorescencni znackou

Nutna zafizeni
Automaticka pipeta s jednorazovymi $pickami (100 ul - 500 pl) pro pipetovani
vzorkd, roztokll XPerm a PBS s 1% formaldechydem

Davkovac kapalin nebo pipeta s jednorazovymi Spickami (1,0 ml - 3,0 ml) pro
davkovani deionizované vody a PBS

Vortex
Centrifuga
Pritokovy cytometr
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Skladovani a manipulace

Skladujte pri teploté 2-25 °C.
Chrante pred primym slunec¢nim svétlem.
Nezamrazujte.

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

Vystrahy, opatfeni a omezeni
GHS klasifikace nebezpecnosti

VYSTRAHA: EXCELLYSE XPerm Solution A (ED7397-1) obsahuje formaldehyd
(¢. 50-00-0) a metanol (¢. 67-56-1) v koncentracich klasifikovanych jako
nebezpecné.
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Prvky oznaceni | Signalni slovo

%

Nebezpeci

H-véty H302 Zdravi skodlivy pfi poziti.

H315 Drazdi kdzi.

H317 Muze vyvolat alergickou koZni reakci.
H319 Zplsobuje vazné podrazdéni oci.

H335 Muze zpUsobit podrazdéni dychacich cest.
H341 Podezfeni na genetické poskozeni.

H350 Muze vyvolat rakovinu.

P-véty P201 Pred pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

P264 Po manipulaci diikladné omyjte ruce a zasazené ¢asti téla.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle.
P301+P312 PRI POZITi: Necitite-li se dobfe, volejte lékare.

P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody a
mydla.

P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P308+P313 PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte
|ékaFskou pomoc/osetieni.

P333+P313 Pri podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte |ékarskou
pomoc/osetreni.

P362+P364 Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym
pouZitim vyperte.

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 vZdy povaZovany za infekéni.

PouzZivejte osobni ochranné a bezpecnostni pom(cky, abyste zabranili kontaktu s
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kdzi, o¢ima a sliznicemi.

Dodrzujte vsechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢nich materiala.

Projevy znehodnoceni prostiedku
Normalni vzhled dodanych reagencii je Cird kapalina. NepouZivejte, pokud
pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napt. zakal nebo znamky precipitace.

Omezeni pouziti
Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

Vzorek

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

Postup

PFiprava reagencii
Pred pouzitim vytemperujte Cinidla na laboratorni teplotu.

Po prvnim otevreni si reagencie zachovavaji své funkéni charakteristiky aZz do data
exspirace, pokud jsou skladovany za uvedenych podminek v originalnich primarnich
obalech.

Priprava nutnych, ale neposkytovanych materialii
Pred pouzitim vytemperujte deionizovanou vodu a 1X PBS na laboratorni teplotu.

Barveni intracelularnich antigen(

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

2. P¥i znageni pIné krve dodrzujte pokyny vyrobce protilatky.

3. Pipetujte 250 ul XPerm Solution A na 100 pul pIné lidské krve. Obsah zkumavky
promichejte na vortexu.

4. Inkubujte po dobu 10 minut pf¥i laboratorni teploté.

5. Pipetujte 3 ml deionizované vody do zkumavky, dobre promichejte a inkubujte
po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté.

6. Centrifugujte zkumavku 5 minut pfi 300x g.
7. Odstrarite supernatant a pipetujte 250 pl XPerm Solution B do zkumavky.
8. Pridejte dostate¢né mnozZstvi fluorescencné oznacenych protilatek uréenych

pro intracelularni barveni. Promichejte obsah zkumavky na vortexu.
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9. Inkubujte po dobu 15-30 minut v temnu pfFi laboratorni teploté.

10.Promyjte bunky: pipetujte 2 ml PBS do zkumavky, centrifugujte buriky po dobu
5 minut pfi 300x g a odstrante supernatant.

11.Resuspendujte sediment v 0,2 - 0,3 ml PBS s 1 % formaldehydem.

12.0barveny vzorek ihned mérte pritokovym cytometrem. V pripadé, Ze obarveny
vzorek nebude okamzité zméren, uchovavejte v temnu pfi 2-8 °C a analyzujte
do 24 hodin.

Analyza pratokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouziti s produktem EXCELLYSE XPerm musi byt
rutinné kalibrovan pomoci fluorescencénich mikrokulicek podle pokyn( vyrobce
cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

Pri nespravné udrzbé muze pritokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci Nutna zafizeni 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 fluorescencni signdly nespravné kompenzovany nebo pokud jsou regiony
(gates) umistény nepresné&, mohou byt data nespravné interpretovana.

Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software uréeny pro offline analyzu cytometrickych dat.
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Reprezentativni data

Obrazek 1 Dvourozmérny graf se zvyraznénim denzity udalosti ukazuje rozdéleni
leukocyt( periferni krve zpracované EXCELLYSE XPerm a analyzované pomoci cytometru
BD FACSCanto™ II.
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Obrazek 2 Profil znaceni pIné krve zpracované EXCELLYSE XPerm, obarvené protilatkou
proti myeloperoxidaze oznacené FITC a analyzované pomoci cytometru BD FACSCanto™ II.
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Obrazek 3 Profil znaceni lymfocyt( z pIné krve zpracované EXCELLYSE XPerm, obarvené
protilatkami anti-CD79a APC a anti-CD19 APC-Cy™7 a analyzované pomoci cytometru
BD FACSCanto™ II.

CD19+CD79%a+ DVOJITE POZITIVNi UDALOSTI (B-LYMFOCYTY)
L 4

CD79a APC

CD19+CD79a+ DVOJITE NEGATIVNI UDALOSTI (NK- A T-LYMFOCYTY)
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Odkazy
N/A

Pouziti ochrannych znamek tretich stran

BD FACSCanto™ Il je registrovana ochranna zndmka firmy Becton, Dickinson a
Company. Cy™ a CyDye jsou registrované ochranné znamky firmy Cytiva.

Historie revizi

Verze 4, ED7397_TDS_v4
Usporadani TDS bylo zménéno.

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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