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Lyzacni roztok
INAZEV PRODUKTU]

Lyzacni roztok

[SPECIFIKACE BALENI]
50mLx1

[ SPECIFIKACE POUZITI)

Lyzacni roztok se pouziva pro lyzu €ervenych krvinek ve vzorcich lidské periferni krve po
imunofluorescenénim obarveni bunék.

[PRINCIP]

Kli€ovou ulohu pfi imunofenotypizaci bunék pomoci pritokové cytometrie sehrava odstranéni
¢ervenych krvinek a zaroveri minimalni ztrata sledovanych leukocytt 4. Existuji dva zplsoby
jak tohoto cile dosahnout: lyza erytrocytll a izolovani mononuklearnich bunék pomoci
denzitniho gradientu. Metoda lyzy uz nahradila prostfedky denzitniho gradientu, z ddvodu
rychlejSi implementace, lepSi reprodukovatelnosti, minimalni ztraty leukocytll a mirného
naruseni morfologické a antigenni charakteristiky leukocytd 511, Kdyz jsou do vzorku piné krve
pfidany monoklonalni protilatky konjugované s fluorochromem, dochazi k jejich specifickému
navazani na povrchové antigeny leukocytd. Pfi pouziti lyzaéniho roztoku po obarveni vzorki
budou erytrocyty rychle lyzovany v hypotonickych podminkach, zaimco leukocyty budou
uchovany a fixovany.

[ AKTIVNiI SLOZKY)

Diethylen Glykol < 40%
Formaldehyd < 15%

[ SKLADOVANI A STABILITA ]

Prosim, skladujte lyza¢ni roztok pfi teplotach 2°C-25°C. Doba pouzitelnosti neoteviené
reagencie je 2 roky pfi teplotach 2°C-25°C a oteviena reagencie bude stabilni po dobu 6
mésich pfi teplotach 2°C-25°C. Pfed pouzitim nafedte 1:10 pouze deionizovanou vodou.
Nafedéna reagencie je stabilni po dobu 30 dni, kdyZ je skladovana pfi teplotach 20°C-25°C.

[PRISTROJ]

Aplikujte na Mindray BriCyte E6 pratokovy cytometr, BD FACSCalibur pritokovy cytometr a BD
FACSCanto II pratokovy cytometr.

[ SBER VZORKU A JEJICH PRIPRAVA]

Krev odeberte sterilné z zily pomoci EDTA-K/EDTA-K3 antikoagulantul*213], VVzorek skladuijte
pfi teplotach 20°C-25°C.

[POSTUP]
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REAGENCIE PRO TEST

Poskytované reagencie

Lyzaéni roztok (10% koncentrovany)

Potiebné reagencie a materialy, které nejsou poskytovany

e 12x75mm zkumavky.

o EDTA vakuované zkumavky pro odbér krve.

e Deionizovana voda.

e 1xlyzaéni roztok, nafedény podle nasledujicich instrukci.

e Monoklonalni protilatky pro metodu pritokové cytometrie.

e Vortex mixer.

e Mikropipetor se Spickami.

e Nizkorychlostni centrifuga.

e Fosfatovy pufr: (PBS, vzorec: KCI: 0.2g, KH2POa4: 0.2g, NaCl: 8.0g, NaoHPO4: 1.15g,

rozpusténo v 1L deionizované vody pH7.4+0.2). Pfed pouzitim filtrujte PBS pomoci 0.2um filtru

a skladujte ho pfi teplotach 2°C-8°C.

e Formaldehydova fixace reagencie: pridejte 40% roztok formaldehydu do PBS (celkova

koncentrace formaldehydu: 1%) pro fixaci bunék.

Redéni

Narfedte 10x koncentrovanou reagencii pomoci deionizované vody (pomér fedéni je 1:10) pfi

pokojové teploté (20°C-25°C).

Lyzaéni /[promyvaci protokol

1. Pridejte 2 mL 1x Lyzacniho roztoku do kazdé zkumavky obsahujici 100 uyL EDTA
antikoagulovaného vzorku pIné krve a koktejl monoklonilnich protilatek.

2. Jemné promichejte kazdou zkumavku a inkubujte pfi pokojové teploté bez pfistupu svétla
po dobu 10 minut.

3. Odstredujte 5min pfi 300xg, odsajte supernatant;

4. Resuspendujte buné&nou peletu s pouzitim 2 mL PBS pufru;

5. Opakujte krok 3;

6. Resuspendujte bunécnou peletu ve vhodném pufru a pokracujte s dalSimi aplikacemi.

Lyza€ni /nepromyvaci protocol

1. Pridejte 450 pL 1x Lyzaéniho roztoku do kazdé zkumavky obsahujici 50 pyL EDTA
antikoagulovaného vzorku pIné krve a koktejl monoklonilnich protilatek.

2. Jemné kazdou zkumavku promichejte a inkubujte pfi pokojové teploté bez pfistupu svétla
po dobu 15 minut.

3. Jemné zamichejte, abyste zabranili agregaci a ihned pfistupte k testu; pokud nebudete
vzorek testovat hned, skladujte ho bez pfistupu svétla pfi pokojové teploté a test
dokoncete ve Ihaté doporu€ované pro protilatku (pfed testem jemné promichejte).

[VYSLEDKY]

Lidska plna krev byla obarvena 1gG2a-FITC/IgG1-PE izotopovou kontrolou a pfisluSnou HLA-
B27-FITC/HLA-B7-PE reagencii, poté byla upravena 1xLyzaCnim roztokem podle
Lyzagniho/promyvaciho protokolu. Zpracovany vzorek testujte na Mindray BriCyte EG6
pratokovém cytometru. Figura 1. a Figura 2. ukazuji vysledky izotopové kontroly a pfislusné
reagencie.
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Figura 1. Izotop: FSC vs SSC dot plot pro identifikaci lymfocytt (vlevo); Izotop IgG2a vs IgG1 dot plot (vpravo)
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Figura 2. Vzorek: FSC vs SSC dot plot pro identifikaci lymfocytt (vlevo); test vzorku FITC vs PE dot plot
(vpravo)
Lidska plna krev byla obarvena pomoci CD3-FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/CD4-APC reagencii
a pak upravena 1xLyzacnim roztokem podle Lyzacniho /nepromyvaciho protokolu. Upraveny
vzorek testujte na Mindray BriCyte E6 pritokovém cytometru. Figura 3. ukazuje CD45 vs SSC
dot plot a Figura 4. ukazuje CD3 vs CD4 a CD3 vs CD8 dot plot.
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Figura 3. CD45 vs SSC bodovy graf pro identifikaci lymfocytu
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Figura 4. CD3 vs CD4 dot plot pro identifikaci T-lymfocytl (CD3*) a pomocnych/indukovanych T-lymfocyt(
(CD3*CD4) (vlevo); CD3 vs CD8 dot plot pro identifikaci T-lymphocytli (CD3+) a suppresorovych/cytotoxickych
T-lymfocyt( (CD3+*CD8*) (vpravo)

[ OMEZENi)

1. Pro antikoagulaci vzorkli v testech se pouzival EDTA antikoagulant, zatimco jiné
antikoagulanty (jako je heparin) nejsou testovany.

2. Vzorek se odebere do EDTA vakuové zkumavky a pfed lyzou a barvenim se skladuje pfi
teplotach 20-25°C. Pro lepsi lyzu analyzujte vzorek do 6 hodin od jeho odebrani.

3. Vzorek s jadernymi ¢ervenymi krvinkami mlze ukazovat nekompletni lyzu Eervenych
krvinek, protoZe lyzacni roztok nem(ize lyzovat jaderné erytrocyty. Nekompletni lyza se
také mulze objevit u nasledujicich vzorku: myelofibréza, srpkovita anémie, talasémie a
sféricka buné¢na anémie, atd. [7.8.14]

[ CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI]

Presnost

Reprodukovatelnost metody pro reagencii CD3-FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/CD4-APC
(Mindray) byla stanovena vySetfenim vzork( v jedné Kklinické laboratofi. Hodnoty byly
stanoveny na krevnich vzorcich od jednoho normalniho pacienta a jednoho nemocného
pacienta (nizka uroven CD4+ bunék). Bylo pfipraveno 10 alikvot ze stejného krevniho vzorku,
kazda alikvota byla obarvena pomoci CD3-FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/CD4-APC reagencie,
lyzovana podle Lyzaéniho/nepromyvaciho protokolu a testovana na stejném Mindray BriCyte
E6 pratokovém cytometru, viz Tabulka 1.
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Tabulka 1. Presnost

Vzorek podtrida N Primér(%) CV(%)
CD3* 10 71.07 0.76
Normalni CD3*CD4+ 10 38.74 1.93
CD3*CD8* 10 27.71 1.65
CD3* 10 79.92 1.07
Abnormalni CD3*CD4* 10 17.52 5.18

(nizka uroven CD4+

bunék) CD3*CD8* 10 50.40 1.96
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WBC Vytéznost

Vezméte 5 EDTA antikoagulovanych ¢&erstvych  krevnich vzorki a  zpracujte
Lyza&nim/promyvacim protokolem pomoci lyza¢niho roztoku. Testujte zpracovany vzorek na
Mindray BC-5800 automatickém hematologickém analyzatoru a ziskejte soucet bilych krvinek
pfed a po lyzi. Soucet bilych krvinek po lyzi by mél byt vysledek testu vynasobeny pomérem
fedéni. Ziskejte WBC vytéznosti tim, ze vzajemné sectete poet WBC pred lyzi a poCet WBC
po lyzi. Vysledky jsou v Tabulce 2.

Tabulka 2. Vysledky testd miry vyuziti leukocytl

Vzorek Vzorek WBC(10%/L) Vytéznost leukocyti (%)
1 221 99.77
2 2.10 98.48
3 2.36 99.03
4 3.95 99.06
5 7.11 99.02

RBC usazenina

Vezméte 5 EDTA antikoagulovanych ¢erstvych  krevnich vzorki a zpracujte
LyzaCnim/promyvacim protokolem pomoci lyza¢niho roztoku. Testujte zpracovany vzorek na
Mindray BC-5800 automatickém hematologickém analyzatoru a ziskejte pocet &ervenych
krvinek po lyzi. Mnozstvi RBC usazeniny by mél byt vysledek testu vynasobeny pomérem
fedéni vzorku. Vysledky jsou v Tabulce 3.

Tabulka 3. Vysledky testu RBC usazeniny

Vzorek Vzorek RBC(10%?/L) RBC usazenina(10*?/L)
1 4.68 0.00
2 5.88 0.01
3 4.28 0.00
4 4.60 0.00
5 4.41 0.00
[VAROVANI]

e Tato reagencie obsahuje diethylen glykol a formaldehyd. Formaldehyd je zdravi Skodlivy
pfi vdechovani, kontaktu s pokozkou a pfi poziti. Drazdi pokozku i oci. Vystaveni se
formaldehydu muaze zpusobit rakovinu. Mozny risk nezvratnych zmén. Kontaktem s
pokozkou muUze zpUsobit senzibilizaci. Uchovavejte mimo dosah déti. Uchovavejte mimo
dosah potravin, napoju a krmeni pro zvifata. PFi praci s formaldehydem noste vhodné
ochranné obleceni a rukavice. Pouze malé mnozstvi diethylen glykolu maze byt smrtelné.
Pfi poziti okamzité vyhledejte Iékafskou pomoc a ukazte baleni nebo jeho etiketu.
Likvidace materialu musi probihat podle statnich i mistnich predpisu.

e VS8echny biologcké vzorky a materialy, které pfichazi do kontaktu s reagencii musi byt
povazovany za biohazardni. Zachazeni s témito materidly musi probihat se vSi opatrnosti
a jeho likvidace musi probihat spravné a v souladu s mistnimi pfedpisy. Nevdechujte
produkt z pipety. Noste ochranné oble€eni a rukavice a zabraite kontaktu vzorku s
pokozkou nebo sliznicemi. 15161,
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[POZNAMKA)

e Pouze pro In-Vitro diagnostiku.
e Po pfidani lyza¢niho roztoku vzorek dobfe promichejte pomoci vortexu, abyste zabranili
nekompletni lyze erytrocyta.
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document M29-T2.

[ PROHLASENI O DUSEVNIM VLASTNICTVi]

SHENZHEN MINDRAY BIO-MEDICAL ELECTRONICS CO., LTD. (dale jen Mindray) vlastni
prava na duSevni vlastnictvi téchto Mindray produktd a tohoto navodu k pouziti. Tento navod
muze zmifovat informace chranéné copyright nebo patentem a nezprostfedkovava zadnou
licenci na zakladé patentniho prava nebo copyright Mindray nebo jinych firem. Mindray ma v
umyslu zachovat informace obsazené v tomto manualu jako divérné. Jakékoliv prozrazeni
informaci z tohoto manualu jakymkoliv zplisobem bez pisemného souhlasu od Mindray je
striktné zakazano. Zvefejnéni, zména, reprodukovani, distribuce, pronajem, pfizplsobovani,
prekladani nebo jakékoliv jiné prace odvozené od této prirucky jsou pfisné zakazané bez
pisemného souhlasu od Mindray.

[KONTAKTY]

Vyrobce: Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd.

Adresa: Mindray Building,Keji 12th Road South, High-tech industrial park, Nanshan,
Shenzhen 518057, P.R.China

Web: www.mindray.com

E-mail: service@mindray.com

Tel: +86 755 81888998

Fax: +86 755 26582680

EC-Zastupce: Shanghai International Holding Corp. GmbH(Europe)
Adresa: Eiffestrape 80, 20537 Hamburg, Germany

Tel: 0049-40-2513175

Fax: 0049-40-255726

[ Datum schvaleni navodu k pouziti]
07- 2014
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