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Bruksanvisning

FIX&PERM®

For suspensionsfargning och flodescytometriska analyser av ytmembran och intracellulara antigener.

GAS-002-1-CE/IVD FIX&PERM® kit 1000 Cellfixerings- och permeabiliseringskit
Losning A (fixeringsmedium) 1x100 ml 1 000 tester c €
Loésning B (permeabiliseringsmedium) 1x100 ml 1 000 tester

GAS-002-CE/IVD FIX&PERM® Cellfixerings- och permeabiliseringskit
Losning A (fixeringsmedium) 4 x5ml 200 tester
Loésning B (permeabiliseringsmedium) 4 x5 ml 200 tester

GAS-002M-CE/IVD FIX&PERM® provkit Cellfixerings- och permeabiliseringskit
Losning A (fixeringsmedium) 1x5ml 50 tester
Ldsning B (permeabiliseringsmedium) 1x5ml 50 tester

REF| GAS-002A-1-CE/IVD FIX&PERM® Lésning A (Fix) Cellfixerings- och permeabiliseringskit
Losning A (fixeringsmedium) 1x100 ml 1 000 tester

GAS-002B-1-CE/IVD FIX&PERM® Ldsning B (Perm) Cellfixerings- och permeabiliseringskit
Ldsning B (permeabiliseringsmedium) 1x100 ml 1 000 tester

IVD | Medicinteknisk produkt for in vitro-diagnostik

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

Avsedd anvandning

Enhetens avsedda anvandning ar att forbereda cellsuspensionsprover for cytometrianalyser. Saddana analyser kombinerade med
(monoklonala) antikroppar var lange begransade till cellens ytmolekyler. Intracelluldra strukturer som cytoplasmiska eller nukleara
enzymer, onkoproteiner, cytokiner, immunglobuliner etc. utesléts huvudsakligen fran sadana studier. Cytoplasmiska lokalisationer
av véletablerade membranmolekyler utesldts ocksa fran flodescytometriska studier. Genom att anvdnda FIX&PERM® har
flodescytometriska analyser av intracellulara (cytoplasmiska och nukleara) antigener blivit lika enkelt som ytantigena studier.
FIX&PERM® Idsningarna kan bade anvéndas i automatiserade och icke-automatiserade uppstallningar fér att studera perifera
blodcellsprover, benmargsprover, mononukledra cellsuspensioner eller cellsuspensioner som preparerats av fast vavnad och in
vitro-odlade celler.

Denna produkt ar endast avsedd att anvdndas for professionell in vitro-diagnostik.

Princip

FIX&PERM® innehaller 1 eller 2 Idsningar: Fixeringsmedium (I&sning A) och/eller permeabiliseringsmedium (I8sning B). Avsedd
anvandning ar att (forst) fixera celler i suspension med I6sning A och (sedan) permeabilisera cellmembranen med I6sning B.
Detta forfarande tillater inte bara immunfargningen av cellytans antigener, utan det ger aven antikroppar atkomst till intracellulara
strukturer och ldmnar cellernas morfologiska spridningsegenskaper intakta. Den specifika formeln minskar bakgrundsfargningen
och méjliggér en samtidig tillsats av permeabiliseringsmedium och fluorokromt mérkta antikroppar. FIX&PERM® ar lampligt for
analys av normala och maligna leukocytpopulationer som utvunnits ur olika humana biologiska prover (perifera blodcellsprover,
benmargsprover, mononukleara cellsuspensioner eller cellsuspensioner som preparerats av fast vavnad och in vitro-odlade
celler) med hjalp av flddescytometri. FIX&PERM® l&sningar har utformats fér att kunna anvéndas med alla kommersiellt
tillgéngliga flédescytometrar.
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INNEHALL

Material som tillhandahalls

GAS-002-1-CE/IVD FIX&PERM® kit 1000 Cellfixerings- och permeabiliseringskit

| hbsning A

Lésning A (fixeringsmedium) skyddad sammanstéllining, innehéller 4-10 % formaldehyd

1x100 mi 1000 tester

Lésning B

1x100 ml 1000 tester

REF| Gas-00

2-CE/IVD FIX&PERM® Cellfixerings- och permeabiliseringskit

osnln
4al osnln

Loésning A (fixeringsmedium) skyddad sammanstéllining, innehéller 4-10 % formaldehyd

4 x5ml 200 tester

Losning B

4 x5ml 200 tester

GAS-002M-CE/IVD FIX&PERM® provkit Cellfixerings- och permeabiliseringskit

| ht’)snina A

Lésning A (fixeringsmedium) skyddad sammanstélining, innehaller 4-10 % formaldehyd

1x5ml 50 tester

Lésning B

1x5ml 50 tester

GAS-002A-1-CE/IVD FIX&PERM® L&sning A (Fix) Cellfixerings- och permeabiliseringskit

OSI’III’I

Lésning A (fixeringsmedium) skyddad sammanstéallining, innehéller 4-10 % formaldehyd

4al osnln

1x100 mi 1000 tester

GAS-002B-1-CE/IVD FIX&PERM® Ldsning B (Perm) Cellfixerings- och permeabiliseringskit

Lésning B

1x100 ml 1000 tester

Material som kravs, men inte tillhandahalls
Vidta lampliga skyddsatgarder, som att bara laboratorierock, handskar, skyddsglaségon etc.

5 ml glas- eller

plastror

Pipetter, vortex och centrifug
Floédescytometer och mantelvatska

Lampliga (fluor
Fosfatbuffrad s

okroma) konjugerade antikroppar
altiésning (PBS)

1 % formaldehydIdsning (valfritt)

Insamling, lag

ring och hantering av prover

Lésning B (permeabiliseringsmedium) skyddad sammanstéllning, innehaller 0,05 % natriumazid.

Lésning B (permeabiliseringsmedium) skyddad sammanstéllning, innehaller 0,05 % natriumazid.

Lésning B (permeabiliseringsmedium) skyddad sammanstallning, innehaller 0,05 % natriumazid.

Lésning B (permeabiliseringsmedium) skyddad sammanstallning, innehaller 0,05 % natriumazid.

fosfatbuffrad

fosfatbuffrad

fosfatbuffrad

fosfatbuffrad

Biologiska cellprover (perifera blodcellsprover, benmargsprover, mononukleara cellsuspensioner eller cellsuspensioner som
preparerats av fast vavnad och in vitro-odlade celler) maste samlas in under sterila férhallanden. Antikoagulering med EDTA eller
heparin rekommenderas. Proverna ska lagras i rumstemperatur tills de anvands. Fér optimala resultat ska proverna bearbetas
och analyseras inom 24 timmar. Prover med ett stort antal icke-viabla celler kan ge falska resultat, och i sadana fall kravs
determinering av cellernas viabilitet i ett separat prov med t.ex. propidiumjod utan fixering och permeabilisering med FIX&PERM®.

Alla biologiska prover maste hanteras med forsiktighet. Betrakta dem alltid som potentiellt infekterade. Vidta 1ampliga

skyddsatgarder, som att bara handskar, laboratorierock, etc.

Forfarande for fixering, permeabilisering och fargning

FIX&PERM® 16

sningarna ar fardiga att anvandas.

e  For varje prov som ska analyseras ska 50 pl helblod, benmargsprov, mononuklear cellsuspension, eller cellsuspension

somp

reparerats av fast vavnad och in vitro-odlade celler Iaggas till i ett 5 ml ror.

Lagg till 100 ul av 16sning A (fixeringsmedium, som lagrats och anvands vid rumstemperatur)
Inkubera i 15 minuter vid rumstemperatur

Lagg till 5 ml fosfatbuffrad saltldsning och centrifugera cellerna i 5 minuter vid 300xg
Avlagsna supernatant och lagg till 100 pl l6sning B (permeabiliseringsmedium) och 20 ul av det lampliga

antikroppskonjugatet till cellpelleten

0,5ml

Vortexbehandla vid lag hastighet i 1-2 sekunder
Inkubera i 15 minuter vid rumstemperatur

Tvéatta cellerna med fosfatbuffrad saltlésning pa det satt som beskrevs ovan
Avlagsna supernatant och resuspendera cellerna i mantelvatska fér omedelbar analys eller resuspendera cellerna i

1,0 % formaldehyd och lagra dem vid 2-8°C i morker. Analysera fixerade celler inom 24 timmar.
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Kommentarer: Specialfall (utspadda benmargsprover, andra prover som innehaller laglésligt protein) kan framjas av pafylining
med plasmakomponenter fére behandlingen med FIX&PERM® for att skapa en milj®, som mer liknar situationen i antikoagulerat
blod. | det syftet rekommenderas tillsats av IgG-preparat (t.ex. Beriglobulin P, ZLB Behring, slutlig koncentration 10 mg/ml) och
humant serumalbumin (t.ex. humant albumin "Behring” 20% - infusionsldsning, slutlig koncentration 40 mg/ml).

Prestandaegenskaper

FIX&PERM® har i ett antal publikationer (se utvalda referenser nedan) visat sig méjliggéra en framgangsrik immunfargning av
cellens ytmarkorer och intracellulara antigener i olika slags celler som utvunnits ur perifert blod eller benmérg samtidigt som
spridningskannetecknen for dessa celltyper forblev intakta. Genom detta kan de olika celltyperna och deras mognadsstadier
kvantifieras med floédescytometriteknik i normalt och (pre)malignt blod och benmargsprover. For illustrationer av representativa
prestandaegenskaper hanvisas till exemplen nedan. Prestationerna for varje FIX&PERM®-sats avgors genom fixering och
permeabilisering av valdefinierade blodprover fran representativa givare och en féljande jamfoérelse av fram- och sidospridda
kannetecken fran leukocyter som erhallits, samt genom immunfargningseffektiviteten for flera membrana och cytoplastiska
antigener. Avvikelser fran dessa 7 parametrar som har faststéllts mellan féljande satser &r mindre an 10 %.

Teknikens begransningar

Genom att anvanda FIX&PERM® har flddescytometriska analyser av intracelluldra antigener blivit lika enkelt som ytantigena
studier. Det enda villkoret &r att det finns lampliga antikroppskonjugat. De flesta av de tillgangliga (monoklona)
antikroppskonjugaten kan anvindas med FIX&PERM?®, vissa determinanter &r dock kénsliga mot det fixeringssteg som ingar.
Detta och den optimala fixeringstiden maste testas for varje l6sning. Vissa fargningsexempel med antikroppskonjugat visas
nedan.

FIX&PERM® I8sningar har utformats for att kunna anvéndas med alla kommersiellt tillgéngliga flédescytometrar. Utjiamning och
kompensation ska utféras i enlighet med tillverkarens instruktioner. Flédescytometri ska endast utféras av professionella
anvandare. Felaktig instalining av flodescytometern, bristfallig kompensation fér fluorescens som lacker till andra kanaler samt en
felaktig positionering av regionerna kan leda till falska resultat. Lysering av réda blodkroppar kan vara omdjligt av olika skal. |
sadana fall rekommenderar vi att ni isolerar mononukledra celler (MNC) via densitetsgradientcentrifugering fore fargningen.
Resultaten blir korrekta och reproducerbara om de férfaranden som anvands respekterar de tekniska rekommendationerna och
folier god laboratoriepraxis. FIX&PERM® I8sningarna tillhandahalls i en koncentration som gor det méjligt att fixera och
permeabilisera humana hematopoetiska celler. Vi rekommenderar darfor att man verkligen haller sig till protokollet vad galler
koncentrationen och volymerna fér celler och antikroppar. Egenskaperna fér FIX&PERM® har faststallts med EDTA antikoagulerat
perifert blod och benmargsprover.

Varningar och forsiktighetsatgarder

Endast for professionella anvandare.

Lésning A i FIX&PERM® innehaller formaldehyd och &r mérkt: Skadligt. Formaldehyd &r toxiskt, allergiframkallande och misstankt
cancerframkallande. Pipettera aldrig med munnen och undvik kontakt med 6gon, hud och klader. Lampliga hanteringsférfaranden
rekommenderas. Som huvudregel far inte personer under 18 ar arbeta med denna produkt. Anvandarna maste fa noggranna
instruktioner om de ratta arbetssatten, om produktens farliga egenskaper och om nédvandiga sakerhetsinstruktioner. |
sakerhetsdatabladet finns mer information. Kassera produktrester i enlighet med lokala regler.

Alla allvarliga incidenter som intraffar i samband med enheten ska rapporteras till tillverkaren och till den behériga myndigheten i
den EU-medlemsstat dar anvandaren och/eller patienten har sitt sate.

Endast for 16sning A: det farliga dmnet innehaller 4-10 % formaldehyd

@

Fara

H341: Misstanks kunna orsaka genetiska defekter (ange exponeringsvag om det ar definitivt bevisat att faran inte kan orsakas av
nagra andra exponeringsvagar)

H350: Kan orsaka cancer (ange exponeringsvag om det ar definitivt bevisat att faran inte kan orsakas av nagra andra
exponeringsvagar)

H317: Kan orsaka allergisk hudreaktion

P201: Inhdmta sarskilda instruktioner fére anvandning.

P280: Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.

P308+P313: Vid exponering eller misstanke om exponering: Sok lakarhjalp.

P333+P313: Vid hudirritation eller utslag: Sok lakarhjalp.

P362+P364: Nedstinkta kldder tas av och tvittas innan de anvinds igen.

Lagring

FIX&PERM® I6sningar ska lagras och anvandas vid rumstemperatur (18-24°C). Frys inte in. Lésningens stabilitet: Se det bast
fore-datum som finns tryckt pa ampullen. Vi avrader fran att anvanda I6sningen efter bast fore-datumet. Om I6sningarna lagrats
under andra forhallanden an de angivna, maste férhallandena verifieras av anvandaren. Anvand inte I6sningarna om fallningar
eller missfargningar upptrader.

Lagringsforhallandena efter att ampullerna har 6ppnats &r desamma som for o6ppnade ampuller.

Om ovantade resultat erhalls, som inte beror pa skillnader i laboratoriets férfaranden ber vi er att kontakta oss.
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Garanti

De produkter som séaljs omfattas bara av en garanti som galler den kvantitet och det innehall som anges pa etiketten vid
tidpunkten for leverans till kunden. Inga garantier ges, varken uttryckliga eller underférstadda, som gar langre &n beskrivningen pa
produktetiketten. Nordic-MUbios enda ansvar begrénsas till att antingen ersatta produkterna eller betala tillbaka képesumman.
Nordic-MUbio &r inte ansvarigt for skadad egendom, personskador eller ekonomiska forluster som har fororsakats av produkten.
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Representativa exempel
Testade prover: helblod (EDTA), behandlat med FIX&PERM® cellfixerings- och permeabiliseringskit och immunmarkt for
ytmarkor CD3, och de cytoplasmiska antigenerna Lactoferrin (LF), Lysozyme (LZ) och Myeloperoxidase (MPO-C2).

e Specimen-Tube_001 Specimen-Tube_010 Specimen-Tube_004 Specimen-Tube_008
1= [
it w3
m 7 _
e 4]
_IIII|I.III|IIII|IIII|IIII|I 9 5 q 2 R
) 100 1S 200 250 10 10t 10 10" 10 10"
FS b 1.000) LZ FITC-A MPO-C2 FITCAA MPO-C2 FITC-A
Spridningskannetecken Lactoferrin/ Lysozyme Lactoferrin/MPO-C2 CD3/MPO-C2

Resultat: Intracellulara och membrana markningsmonster av god kvalitet med bade PE- och FITC-konjugerade monoklonala
antikroppar. Spridningskannetecknen majliggér en god separation av leukocyt-underpopulationer.
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Testade prover: benmargsprover fran ett icke-malignt fall (normal BM), och fran flera leukemipatienter (leukemisk BM, B-
ALL, T-ALL och AML) behandlade med FIX&PERM® permeabiliseringskit och immunmarkt fér ytmarkdrerna CD3 och CD22,
och de cytoplasmiska antigenerna Lactoferrin och Myeloperoxidase (MPO).

Normal benmarg: Leukogate
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Resultat: Intracellulara och membrana markningsménster av god kvalitet med bade PE- och FITC-konjugerade monoklonala
antikroppar som mojliggor differentialdiagnos av de olika typerna och faserna av leukemi.

Utfardat den
Version 2: 22 maj 2022
Andringar som inférts: Denna version har andrats sa att den efterlever IVD-R
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