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Navod k pouziti
FIX&PERM®

Pro barveni suspenze a pratokové cytometrické analyzy povrchovych membranovych a intracelularnich antigen(.

GAS-002-1-CE/IVD FIX&PERM® Kit 1000 Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok A (fixaéni médium) 1x100 ml 1 000 testu c €
Roztok B (permeabilizaéni médium) 1x100 ml 1 000 testu

GAS-002-CE/IVD FIX&PERM® Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok A (fixacni médium) 4 x5ml 200 testa
Roztok B (permeabilizaéni médium) 4 x5ml 200 testu

GAS-002M-CE/IVD FIX&PERM® Sada vzorki Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok A (fixacni médium) 1x5ml 50 testl
Roztok B (permeabilizaéni médium) 1x5ml 50 testl

REF| GAS-002A-1-CE/VD FIX&PERM® Roztok A (Fix) Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok A (fixacni médium) 1x100 ml 1 000 testu

GAS-002B-1-CE/IVD FIX&PERM® Roztok B (Perm) Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok B (permeabilizaéni médium) 1x100 ml 1 000 testl

IVD | Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

u Nordic Immunological Laboratories BV, Nordic-MUbio, Rangeerweg 5A, 6114 BC Susteren, Nizozemsko

Zamysleny ucel

Zafizeni je ur€eno k pfipravé vzorkl bunééné suspenze pro pratokovou cytometrickou analyzu. Takové analyzy v kombinaci s
(monoklonalnimi) protilatkami byly dlouho omezeny na povrchové molekuly bunék. Intracelularni struktury, jako jsou
cytoplazmatické nebo jaderné enzymy, onkoproteiny, cytokiny, imunoglobuliny atd., byly z t&chto studii vétSinou vylou€eny. Z
pratokovych cytometrickych studii byly rovnéz vylou¢eny cytoplazmatické lokalizace dobfe zavedenych membranovych molekul.
Pomoci FIX&PERM® se stala priitokova cytometricka analyza intracelularnich (cytoplazmatickych a jadernych) antigend stejné
snadnou jako studie povrchovych antigent. Roztoky FIX&PERM® Ize pouzit v automatizovaném i neautomatizovaném prostredi
ke studiu vzorkd perifernich krvinek, aspiratd kostni dfené, suspenzi mononuklearnich bunék nebo bunéénych suspenzi
pfipravenych z pevnych tkani a bunék kultivovanych in vitro.

Tento produkt je uréen pouze pro profesionalni in vitro diagnostické pouziti.

Obecné informace

FIX&PERM® obsahuje 1 nebo 2 roztoky: Fixadni médium (roztok A) a/nebo permeabilizaéni médium (roztok B). Je uréen (neprve)
k fixaci bunék v suspenzi roztokem A a (nasledné) permeabilizaci bunécnych membran roztokem B. Tento postup umozriuje
nejen imunobarveni povrchovych antigent bunék, ale také umoznuje protilatkam pfistup k intracelularnim strukturam a
ponechava neporuSené morfologické charakteristiky rozptylu bunék. Specifické sloZeni snizuje barveni na pozadi a umozfuje
soudasné ptidani permeabilizaéniho média a fluorochromem znadenych protilatek. FIX&PERM® FIX&PERM je vhodny pro
analyzu normalnich a malignich populaci leukocytu ziskanych z riznych lidskych biologickych vzork( (vzorky perifernich krvinek,
aspiraty kostni dfené, suspenze mononuklearnich bunék nebo bunéné suspenze pfipravené z pevné tkané a bunék
kultivovanych in vitro) pomoci priitokové cytometrie. Roztoky FIX&PERM® jsou uréeny pro pouZiti se vdemi komergné
dostupnymi pratokovymi cytometry.

OBSAH Dodavané materialy

GAS-002-1-CE/IVD FIX&PERM® Kit 1000 Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék

Roztok A Slozeni roztoku A (fixatni médium) je patentované, obsahuje 4-10 % formaldehydu ve fosfatovém pufru..
1x100 ml 1 000 testd
Slozeni roztoku B (permeabilizaéni médium) je patentované, obsahuje 0,05 % azidu sodného.

Roztok B
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1x 100 ml 1 000 testd
GAS-002-CE/IVD FIX&PERM® Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok A SlozZeni roztoku A (fixacni médium) je patentované, obsahuje 4-10 % formaldehydu ve fosfatovém pufru..
4 x5ml 200 testh

SlozZeni roztoku B (permeabilizaéni médium) je patentované, obsahuje 0,05 % azidu sodného.

Roztok B 4x5ml 200 testt

GAS-002M-CE/IVD FIX&PERM® Sample Kit Sada vzorki Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok A Slozeni roztoku A (fixaéni médium) je patentované, obsahuje 4-10 % formaldehydu ve fosfatovém pufru..
1x5ml 50 testl

SlozZeni roztoku B (permeabilizani médium) je patentované, obsahuje 0,05 % azidu sodného.
Roztok B 1x5ml 50 testt

GAS-002A-1-CE/IVD FIX&PERM® Roztok A (Fix) Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
Roztok A SlozZeni roztoku A (fixacni médium) je patentované, obsahuje 4-10 % formaldehydu ve fosfatovém pufru..
1x 100 ml 1 000 testl

GAS-002B-1-CE/IVD FIX&PERM® Roztok B (Perm) Souprava pro fixaci a permeabilizaci bunék
SlozZeni roztoku B (permeabilizani médium) je patentované, obsahuje 0,05 % azidu sodného.
Roztok B 1x 100 ml 1000 testd

Pozadované, ale nedodavané materialy

Pouzivejte vhodna bezpecnostni opatieni, jako je noSeni laboratorniho plasté, rukavic, ochrannych bryli atd.
Sklenéné nebo plastové zkumavky o objemu 5 ml

Pipety, vortex a odstfedivka

Priitokovy cytometr a plastova tekutina

Vhodné (fluorochromem) konjugované protilatky

Fosfatovy pufrovany roztok (PBS)

1% roztok formaldehydu (volitelné)

Odbér, skladovani a manipulace se vzorky

Vzorky biologickych bunék (vzorky perifernich krvinek, aspiraty kostni dfené, suspenze mononuklearnich bunék nebo bunécné
suspenze pfipravené z pevné tkané a bunék kultivovanych in vitro) musi byt odebrany za sterilnich podminek. Doporucuje se
antikoagulace pomoci EDTA nebo heparinu. Vzorky by mély byt aZz do pouziti uchovavany pfi pokojové teploté. Pro dosazeni
optimalnich vysledkd by mély byt vzorky zpracovany a analyzovany do 24 hodin. Vzorky s vysokym poc¢tem nezivych bunék
mohou zpUsobit fale$né vysledky, takové pfipady vyZaduji stanoveni Zivotaschopnosti bunék v samostatném vzorku napf.
propidium jodidem bez fixace a permeabilizace pomoci FIX&PERM®. Se véemi biologickymi vzorky je tfeba zachézet opatrné.
VZzdy je povaZujte za potencialné infekéni. Pouzivejte vhodna bezpecnostni opatfeni, jako jsou rukavice, laboratorni plast atd.

Postup fixace, permeabilizace a barveni
Roztoky FIX&PERM® jsou pfipraveny k pouZiti.
e Pro kazdy analyzovany vzorek pfidejte 50 ul plné krve, aspiratu kostni dfené, suspenze mononuklearnich bunék nebo
bunécénych suspenzi pfipravenych z pevné tkané a bunék kultivovanych in vitro do 5ml zkumavky
Pfidejte 100 pl roztoku A (fixaéni médium, uchovavané a pouzivané pfi pokojové teploté).
Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté
Pfidejte 5 ml fosfatového pufru a odstfedujte buriky 5 minut pfi 300xg.
Odstrante supernatant a pfidejte k bunécné peleté 100 ul roztoku B (permeabilizacni médium) a 20 pl pfisluSného
konjugatu protilatek.
Protfepejte pfi nizkych otackach po dobu 1-2 sekund
Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté
Promyjte bunky fyziologickym roztokem s fosfatovym pufrem, jak je popsano vyse.
Odstrante supernatant a resuspendujte buriky v plastové tekutiné pro okamzitou analyzu nebo resuspenduijte
bunky v 0,5 ml 1,0 % formaldehydu a uchovavejte je pfi 2-8 °C ve tmé. Fixované buriky analyzujte do 24 hodin.

Poznamky: Ve zvlastnich pfipadech (zfedéné vzorky kostni dfené, jiné vzorky obsahujici malo rozpustnych bilkovin) maze byt
prosp&sné doplnit pred oSetfenim FIX&PERM® slozky plazmy, aby se vytvofilo prostredi, které se vice podoba situaci v
protisrazlivé krvi. Za timto u¢elem se doporucuje pfidani IgG preparatt (napf. beriglobulin P, ZLB Behring, kone¢na koncentrace
10 mg/ml) a lidského sérového albuminu (napf. lidsky albumin "Behring" 20% - infuzni roztok, kone¢na koncentrace 40 mg/ml).

Charakteristiky u€innosti

Ve velkém mnozZstvi publikaci (viz vybrané odkazy nize) bylo prokazano, ze FIX&PERM® umoziiuje Gispé$né imunobarveni
povrchovych bunéénych marker( a intracelularnich antigenl v riznych typech bunék ziskanych z periferni krve nebo kostni dfené
a zaroven ponechava rozptylové charakteristiky téchto typd bunék nedotéené. Vysledkem je Ze rizné typy bunék a jejich stadia
zrani Ize kvantifikovat pritokovymi cytometrickymi technikami v normalnich a (pre)malignich krevnich aspiratech a aspiratech
kostni dfené. llustrace reprezentativnich vykonnostnich charakteristik viz pfiklady nize. Vykonnost kazdé Sarze FIX&PERM® se
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urCuje fixaci a permeabilizaci dobfe definovanych vzorkd krve od reprezentativnich darcd a naslednym porovnanim charakteristik
pfimého a bo¢niho rozptylu ziskanych leukocytd a také Gginnosti imunobarveni pro nékolik membranovych a cytoplazmatickych
antigen(. Odchylky pro 7 parametrd stanovenych mezi naslednymi Sarzemi jsou vSechny mensi nez 10 %.

Omezeni techniky

Pfi pouziti FIX&PERM® se stala pritokova cytometrickd analyza intracelularnich antigent stejné snadnou jako studie
povrchovych antigeni. Jedinou podminkou je dostupnost vhodnych konjugovanych protilatek. VétSinu dostupnych
(monoklonalnich) protilatkovych konjugatl Ize pouzit s FIX&PERM®, nékteré determinanty jsou viak citlivé na pfislusny fixaéni
krok. To a optimalni dobu fixace je tfeba pro kazdy roztok otestovat. Nékteré priklady barveni s konjugaty protilatek jsou uvedeny
nize.

Roztoky FIX&PERM® jsou uréeny pro pouziti se véemi komeréné dostupnymi pratokovymi cytometry. Vyrovnani a kompenzace
by mély byt provedeny podle pokynd vyrobce. Pratokovou cytometrii by méli provadét pouze profesionalni uzivatelé. Nespravné
zarovnani prutokového cytometru, nepfesna kompenzace fluorescence unikajici do jinych kanald i nespravné umisténi oblasti
mohou vést k faleSnym vysledkim. Lyza ¢ervenych krvinek muze byt z riznych divodu nemozna. V takovych pfipadech se
doporucuje pfed barvenim izolovat mononuklearni buriky (MNC) centrifugaci s gradientem hustoty. Vysledky budou spravné a
reprodukovatelné, pokud pouzité postupy respektuji technicka doporu€eni a dodrzuji spravnou laboratorni praxi. Roztoky
FIX&PERM® jsou dodavany v koncentraci, ktera umozni fixovat a permeabilizovat lidské hematopoetické buriky. Proto se dlrazné
doporuéuje dodrzovat pracovni protokol, pokud jde o koncentraci a objem bunék a protilatky. Viastnosti FIX&PERM® byly
stanoveny s pouzitim EDTA antikoagulované periferni krve a aspirat kostni diené.

Upozornéni a bezpeénostni opatreni

Pouze pro profesionalni uzivatele.

Roztok A pfipravku FIX&PERM® obsahuje formaldehyd a je oznaden: Skodlivy. Formaldehyd je toxicky, alergenni a podeziely
karcinogen. Nikdy nepipetujte Usty a zabrante kontaktu s o¢ima, k(izi a odévem. Doporucuje se spravny postup pfi manipulaci. S
timto vyrobkem zasadné nesmi pracovat osoby mladsi 18 let. UZivatelé musi byt peclivé pou€eni o spravném pracovnim postupu,
nebezpecnych vlastnostech vyrobku a nezbytnych bezpecnostnich pokynech. DalSi informace naleznete v bezpecnostnim listu
(SDS). Zbytky vyrobku likvidujte v souladu s mistnimi predpisy.

Jakakoli zavazna udalost, ke které doslo v souvislosti s timto prostfedkem, musi byt nahlaSena vyrobci a pfisluSnému organu
¢lenského statu EU, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient ma své sidlo.

Pouze pro roztok A: obsah nebezpecné latky 4-10% formaldehyd

O®

Nebezpedi

H341: Podezfeni na zpusobeni genetickych vad (uvedte zplisob expozice, pokud je jednoznaéné prokazano, ze zadné jiné
zplsoby expozice nezpusobuji nebezpecdi)

H350: Muze zpusobit rakovinu (uvedte zplsob expozice, pokud je jednoznaéné prokazano, Ze Zadné jiné zplisoby expozice
nezpusobuji nebezpedi)

H317: Mdze zplsobit alergickou kozni reakci

P201: Pfed pouzitim si vyzadejte zvlastni pokyny.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obli¢eje.

P308+P313: Pokud je vystaven plsobeni nebo ma obavy: Vyhledejte Iékafskou pomoc / zasah.

P333+P313: Pokud dojde k podrazdéni kiize nebo se objevi vyrazka: Vyhledejte Iékafskou pomoc / zasah.

P362+P364: Kontaminovany odév pfed dalSim pouZitim svliéknéte a vyperte.

Skladovani

Roztoky FIX&PERM® by se mély uchovavat a pouzivat pfi pokojové teploté (18-24°C). Nezamrazujte. Stabilita roztoku: Sledujte
prosim datum pouzitelnosti vyti§téné na lahvi¢ce. Pouziti roztoku po uplynuti doby pouzitelnosti se nedoporucuje. Pokud jsou
roztoky skladovany za jinych nez uvedenych podminek, musi si uzivatel tyto podminky provéfit. Nepouzivejte roztoky, pokud se
vytvofila srazenina nebo doslo ke zméné barvy.

Podminky skladovani po otevieni lahvicek jsou stejné jako u lahvi€ek neotevienych.

Pokud se objevi neo¢ekavané vysledky, které nelze pfi€ist rozdilim v laboratornich postupech, kontaktujte nas.

Zaruka

Na nize prodavané vyrobky se vztahuje zaruka pouze na mnozstvi a obsah uvedeny na etiketé v dobé& dodani zékaznikovi.
Neexistuji zadné zaruky, vyslovné ani pfedpokladané, které by pfesahovaly ramec popisu na Stitku vyrobku. Jedina odpovédnost
spolecnosti Nordic-MUbio je omezena na vymeénu vyrobk( nebo vraceni kupni ceny. Spole€nost Nordic-MUbio neodpovida za
Skody na majetku, zranéni osob nebo ekonomické ztraty zplsobené vyrobkem.
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Reprezentativni priklady
Testovany vzorek: plna krev (EDTA), o$etfena soupravou FIX&PERM® pro fixaci a permeabilizaci bun&k a imunobarvena na
povrchovy marker CD3 a cytoplazmatické antigeny laktoferin (LF), lysozym (LZ) a myeloperoxidazu (MPO-C2).
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Charakteristiky rozptylu

Laktoferrin/lysozym Laktoferrin/MPO-C2 CD3/MPO-C2

Vysledek: Dobra kvalita intracelularniho a membranového barveni s monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s PE i FITC.
Charakteristiky rozptylu umoznuji dobré oddéleni subpopulaci leukocytu.

Testované vzorky: aspiraty kostni dfené z nemaligniho pfipadu (normalni BM) a z nékolika pacient(l s leukémii (leukemicka
BM, B-ALL, T-ALL a AML) oSetfené soupravou FIX&PERM® pro fixaci a permeabilizaci bun&k a imunobarvené na povrchové
markery CD3 a CD22 a cytoplazmatické antigeny laktoferin a myeloperoxidazu (MPO).
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Normalni kostni dfen: Leukogate
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Vysledek: Kvalitni intracelularni a membranové barveni monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s PE a FITC, které umozriuje
diferencialni diagnostiku riznych typl a stadii leukémie.
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