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T-cell BlastoFlowEx Kit
100 testt | Kat. ¢. ED7642

Nepouzivat pro diagnostické a terapeutické procedury.

Technicky list (CS)
Verze: ED7642_TDS_v8_CS
Datum vydani: 20-12-2024

Symboly pouzité k oznaceni produktu

Pouze pro vyzkumné tcely 1"
Vyrobce N
Ctéte ndvod k pouziti
Obsah postacuje pro <n> testl CONTENTS

Katalogové cislo
Koéd davky

Pouziti do data

~wlf [l 48 L[

Omezeni teploty

A
-&/_\\_

Chranit pred slune¢nim zarenim

Chranit pred vihkem
Pozor
Koncentrovany roztok (10x)

Obsah



Popis

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

Souprava T-cell BlastoFlowEx Kit je urcena k méreni proliferacni odpovédi
T-lymfocyt( v aktivovanych vzorcich lidské krve.

K detekci proliferujicich lymfocytd vyuziva souprava smési protilatek (anti-CD3 a
anti-Ki-67).

Poskytované materialy

Obsah

Produkt T-cell BlastoFlowEx Kit vystaci na provedeni 100 test( a je dodavan ve
formatu:

Fix and Lysing Solution ED7642-1 (1 lahev) obsahujici 25 ml koncentrovaného
(10X) fixujiciho lyzujiciho roztoku.

Permeabilizing Solution ED7642-2 (1 lahev) obsahujici 10 ml koncentrovaného
(10X) permeabilizujiciho roztoku.

EDTA ED7642-3 (1 lahvicka) obsahujici 2,5 ml rozotku pripraveného k pouziti
obsahuijici pufrovany roztok dvojmocné chelatacni soli.

CD3 APC/Ki-67 PE ED7642-4 (2 lahvicky) obsahujici 2,5 ml roztoku smési
fluorescencéné znacenych monoklonalnich protilatek, naredénych na optimalni
koncentrace ve stabiliza¢nim fosfatovém pufru (PBS) s obsahem 15mM azidu
sodného.

Specifikace protilatek
Tabulka 1 Popis protilatkovych konjugat( v T-cell BlastoFlowEx Kit

Antigen Flurochrom Klon Isotyp
CD3 APC MEM-57 1gG2a
Ki-67 PE Ki-67 1gG1

Nutné, ale neposkytované materialy

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)
Deionizovana voda
Fosfatovy pufr (1x PBS),pH 7,2 - 7,4
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Nutna zafizeni

Automaticka pipeta s jednorazovymi spickami (25 ul - 2 ml) pro pipetovani vzork( a
¢inidel

Lahvic¢ky a kadinky pro fedéni roztok( / komponent soupravy

Vortex mixer

Centrifuga

Odpadni nddoba s dezinfekci na sbér supernatantl po centrifugaci

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

Tabulka 2 Spektralni charakteristika fluorochromt pouzitych v produktu

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

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 potieby)
naleznete v ¢asti Postup (Pfiprava reagencii).

Vystrahy, opatfeni a omezeni
GHS klasifikace nebezpecnosti

VYSTRAHA: Fix and Lysing Solution (ED7642-1) obsahuje formaldehyd
(€. 50-00-0), methanol (¢. 67-56-1) a diethylenglykol (¢. 111-46-6) v
koncentracich klasifikovanych jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo

&

Nebezpeci
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H-véty H302: Zdravi skodlivy pfi poZiti.

H315: Drazdi kdzi.

H317: MlZe vyvolat alergickou kozni reakci.

H319: Zpusobuje vazné podrazdéni oci.

H335: MlZe zplsobit podrazdéni dychacich cest.

H341: Podezreni na genetické poskozeni.

H350: M(iZe vyvolat rakovinu.

H371: MliZe zplsobit poskozeni organd.

H373: MlZe zplsobit poskozeni ledvin pfi prodlouzené nebo
opakované expozici pfi poziti.

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

P260: Nevdechujte pary.

P264: Po manipulaci diikladné omyjte ruce a zasaZené Casti téla.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranné bryle/oblicejovy Stit.
P308+P313: PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte
|ékarskou pomoc/osetreni.

P314: Necitite-li se dobre, vyhledejte |ékarskou pomoc/osetreni.

VYSTRAHA: Permeabilizing Solution (ED7642-2) obsahuje formaldehyd
(€. 50-00-0), methanol (¢. 67-56-1) a diethylenglykol (¢. 111-46-6) v
koncentracich klasifikovanych jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo

%

Nebezpeci

H-véty H302: Zdravi skodlivy pfi poZiti.

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: MUiZe zplsobit poskozeni ledvin pfi prodlouzené nebo
opakované expozici pfi poziti.

P-véty P201: Pred pouZitim si obstarejte specialni instrukce.

P260: Nevdechujte pary.

P264: Po manipulaci diikladné omyjte ruce a zasaZené Casti téla.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranné bryle/oblicejovy stit.
P308+P313: PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte
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|ékarskou pomoc/osetieni.
P314: Necitite-li se dobre, vyhledejte Iékarskou pomoc/osetreni.

VYSTRAHA: EDTA (ED7642-3) obsahuje kyselina ethylendiamintetraoctova-
Na2-sal-2H20 (€. 6381-92-6) v koncentracich klasifikovanych jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo

Varovani

H-véty H373: MiiZze zpUsobit poskozeni organt pfi prodlouzené nebo
opakované expozici.

P-véty P260: Nevdechujte pary.

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 povaZzovany za infekéni.

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

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

Projevy znehodnoceni prostredku

Normalni vzhled dodavanych reagencii Fix and Lysing Solution, Permeabilizing
Solution and EDTA je Cira kapalina. Nepouzivejte, pokud pozorujete jakoukoli
zménu vzhledu, napt. zadkal nebo znadmky precipitace.

Omezeni pouZiti

Nepouzivejte po uplynuti doby pouzZitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

Vzorek
Pouzijte periferni krev odebranou do zkumavky klasifikované jako zdravotnicky

prostfedek s antikoagulantem heparin. Antikoagulant EDTA a citrat negativné
ovlivni stimula¢ni odpovéd.

Vzorek krve zpracujte nejpozdéji do 24 hodin po odbéru. Vzorek skladujte pri
laboratorni teploté (20-25 °C). Neuchovéavejte vzorek v chladnicce.
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Postup
Méreni Urovné proliferativni odpovédi T-lymfocyta.
Stimulace plIné krve ve zkumavkach

POZNAMKA: Souprava byla optimalizovana pro detekci z pIné krve
stimulované pfimo v cytometrickych zkumavkach (12 x 75 mm). Jednorazové
zkumavky obsahujici lyofilizované mitogeny jsou dodavany 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 ul pIné krve (s antikoagulantem heparin).

Zavickujte zkumavky a promichejte obsah na vortexu.

vk N

Ujistéte se, ze vicka jsou nasazena do pozice umoznujici ventilaci, a umistéte
zkumavky do inkubatoru (37 °C, 5% CO2) na dobu alespon 3 dn(l.

Priprava reagencii
Fix and Lysing solution

Cinidlo je 10X koncentrované a musi byt pred pouzitim nafedéno deionizovanou
vodou (1 objem koncentrovaného roztoku a 9 objem( 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.

Pripravte si pro kazdou reakci alespor 2 ml nafredéného roztoku.
Permeabilization Solution

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

Pripravte si pro kazdy vzorek alespon 0,5 ml nafredéného roztoku.
Detekce T-lymfocyti exprimujicich Ki-67

1. Vyjméte zkumavky z inkubatoru. Odvickujte (vicko vyhodte do odpadu).
Do kazdé zkumavky pfidejte 25 ul roztoku EDTA a zamichejte obsah.

2. Nechte inkubovat po dobu 10 minut pri 37 °C.

3. Pridejte 2 ml PBS, promichejte. Centrifugujte bunky pri 400x g po dobu
5 minut. Slijte supernatant.
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. Jemné protfepejte 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 buriky pfi 400x 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 buriky pfi 400x g po dobu 5 minut. Slijte
supernatant.

. Pridejte 50 pl smési protildtek CD3 APC / Ki-67 PE, promichejte. Inkubujte
nejméné 30 minut v temnu pfi laboratorni teploté.

. Pridejte 2 ml PBS. Centrifugujte buriky pfi 400x g po dobu 5 minut. Slijte
supernatant.

10.Resuspendujte bunky v 0,1 - 0,3 ml pufru PBS s 1% formaldehydem anebo v Fix

and Lysing Solution nafedéném do PBS (smichejte 1 dil Fix nad Lysing Solution a
9 dil(i PBS). Obarvené vzorky skladujte v temnu pfi teploté 2-8 °C az do
analyzy v prutokovém cytometru.
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Analyza pratokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouziti s produktem T-cell BlastoFlowEx Kit musi
byt rutinné kalibrovan pomoci fluorescenc¢nich mikrokuli¢ek podle pokyn( vyrobce
cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

Pfi nespravné adrzbé mize 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 signdly 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 je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software urceny pro offline analyzu cytometrickych dat (napfr.
FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

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 predni rozptyl svétla (FSC) tak, aby byly
zaznamenany pouze pozadované udalosti. Nenastavujte threshold na fluorescence
v APC detektoru: dle zkusenosti to mUze zpUsobit zkresleni dosazenych vysledk( z
dlvodu zprocesovani fluorescencniho pozadi pfi analyze cytometrem.

Nastavte napéti na detektorech fluorescence tak, Ze vsechny 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.
Pri sprdvném nastaveni Skalovani je plocha piku signdlu (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.
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Analyza dat
Vyneste vsechny udalosti jako SSC vs. CD3 APC fluorescence. Ohranic¢te CD3+
udalosti (Obrazek 1). Zaznamenejte alespori 3,000 CD3+ lymfocyt( na vzorek.

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

Obrazek 2 Obhraniceni singletovych udalosti (PHA stimulace).

Singlets
26,1%

0 S0K 100K _ 150K 200K 250K
FSC-A

10/ 13



Zkontrolujte rozlozZeni signalu Ki-67 v PE zobrazenim CD3+ singlet(i v dot-plotu CD3
APC signélu na ose Y proti Ki-67 PE signadlu na ose X. Nastavte nejvhodnéjsi
diskriminaci mezi negativni a pozitivni populaci (prerusovana ¢ara) (Obrazek 3).

Obrazek 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 ohraniceni

bunék aplikujte na vsechny zkumavky a vyhodnotte procentudlni zastoupeni singlet
CD3+Ki-67+ (Obrazek 4).

Obrazek 4 Vyhodnoceni procentualniho zastoupeni (PHA stimulace).
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Odkazy

N/A

Pouziti ochrannych znamek tretich stran

FlowJo™ je registrovana ochranna znamka 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 8, ED7642_TDS_v8

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 uradu.
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