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1. Uéel pouziti

Produkt Fox-Flow Hexatest TBNK je urcen
pro spolehlivou identifikaci populaci lidskych T-
lymfocytd (CD3+), v€etné pomocnych/ indukovanych T-
lymfocytd (CD3+CD4+) a supresorovych/cytotoxickych T-
lymfocytd (CD3+CD8+), B-lymfocytd (CD19+), a NK
lymfocytd (CD3-CD16+ a/nebo CD56+) v lidské periferni
krvi pomoci priitokové cytometrie.

2. Princip testu/metody

Test je zaloZzen na specifické vazbé fluorescencné
znacenych monoklondlnich protildtek na povrchové
antigeny leukocytd. Po pridani testovaného vzorku
do ¢inidla se fluorescencné znacena protildtka v cinidle
specificky navaze na povrchovy antigen cilovych bunék.
Vzorek je dale lyzovan (pro odstranéni erytrocytd).
Protildtky jsou oznaceny rdznymi fluorescenénimi
znackami, které jsou béhem analyzy v pritokovém
cytometru excitovany laserem vhodné vinové délky, coz
vede k charakteristické fluorescencni emisi. Tyto
fluorescen¢ni signaly detekované pristrojem poskytuii
informace o velikosti bunék, jejich vnitrfni sloZitosti a
intenzité exprese prislusného antigenu.

3. Slozeni soupravy

Vialka obsahuje 1 ml roztoku smési fluorescencné
zna¢enych monoklondlnich mySich protildtek proti
lidskym antigentm. Pouzité protildtky maji nasledujicf
charakteristiky:

CD3: FITC (488/525 nm),

CD4: PE-Cy™7 (488/785 nm),

CD8: APC-Cy™7 (633/785 nm),

CD16: PE (488/575 nm),

CD19: APC (633/660 nm),

CDs56: PE (488/575 nm),

CD45: PerCP-Cy™s.5 (488/695 nm).

Obsah vialky (1 ml) vystaci na 50 testl. Protilatky jsou

v 100mM PBS o pH 7,2 pfitomny v optimalni koncentraci
a jsou stabilizovany BSA (0,2 %) a ProClin 300 (1%).

Neposkytovany (nutny) material:

a) lyzaéniroztok pro lyzu erytrocytt

b) sterilni odbérové zkumavky nakrev santikoagu-
lantem (napr. EDTA)

c) automatické pipety (20pl, 1o0opl, 1000 pl)
s jednorazovymi Spickami
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d) vhodné cytometrické zkumavky (12x75 mm)
e) vortex
f) pritokovy cytometr

4. Skladovaci podminky

Skladujte 18 mésicd mimo dosah sluneéniho zéreni
pfiteploté 2-8°C. Reagencii nezmrazujte. Produkt
spotrebuijte do 12 mésicd od otevien.

Cislo 3arze a exspirace jsou vyznaceny na obalu.

5. Pozadavky na vzorek

a) Vzorky plné Zini krve (min. 200 pl) odebirejte
do zkumavky santikoagulantem (napf. EDTA) a
uchovdvejte pfilaboratorni teploté.

b) Vzorek skladujte pri laboratorni teploté, netrepejte s
nim a analyzujte jej do 24 hodin po odbéru.

c) Po obarveniskladujte vzorky ve tmé pfiteploté 2-
8°C. Pro odstranéni erytrocytd pouzijte lyzaéni
roztok.

d) Vzorky s mikrobidlni kontaminaci, lipémif, koagulaci a
Spatnou Zivotaschopnosti bunék by se nemély
analyzovat, pokud neni vzorek nenahraditelny
(informaci vyznacte ve vysledkové zpravé).

e) Pipetované mnoZstvi reagencie je 20 pl/10® bunék
nebo 20 pl/50 yl pIné krve. V pripadé, Ze reagencie je
pouzivdna u jinych metod, stanovte si optimalni
mnozstvi.

6. Pracovni postup

Priprava vzorku:

a) Pipetujte 20 pl reagencie Fox-Flow Hexatest TBNK do
(cytometrické) zkumavky.

b) Pridejte 50 pul dobfe promichané pIné krve o3etiené
antikoagulantem (idedlné technikou reverzniho
pipetovani).

¢) Zkumavku uzavrete a jemné promichejte na vortexu
(cca 55). Nechte reagovat pfi laboratorni teploté
po dobu 15-25 min. ve tmé.

d) Do cytometrické zkumavky pipetujte 450 pl
lyza¢niho roztoku.

Pozn.: Rtizné komeréné doddvané lyzacni roztoky maji
rézné pozZadavky. Postupujte podle pokyn( vyrobce
daného lyzacniho roztoku.

e) Zkumavku uzavrete, jemné promichejte na vortexu
(cca 10 s) a inkubujte 15 minut ve tmé p¥i pokojové
teploté.

f) Analyzujte vzorek na pratokovém cytometru.
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Obr. 3:

Interpretace cytometrické analyzy:

a) Pripraveny vzorek je analyzovdn na prdatokovém
cytometru a vysledek analyzy je vyjadren jako
procento cilovych bunék vidi leukocytdm.

b) Pro vybér populace leukocytd k analyze je pouzito
znaceni protildtkou CD45. Vysledky analyzy lze
zpracovat bud (i) automaticky pomoci softwaru
nebo (ii) manualné.

Nize je uveden piiklad analyzy a interpretace dat
s pouzitim normadlnich vzorkd periferni krve odebrané
dospélému jedinci.

Nejprve data zobrazte v grafu, kde vyneste CD45+ buriky
proti side-scatter (SSC). Populace lymfocytl vykazuje
vysokou expresi antigenu CD45 a nizkou hodnotu SSG;
populace je oznacena v nepravidelném regionu (Obr. 1,
zelend barva). Monocyty vykazuiji stfedni miru exprese
antigenu CD45, podobné jako hodnoty SSC; a neutrofily
exprimuji CD45 v malé mirfe s vysokymi hodnotami SSC.
Tyto tfi skupiny bunék tvori dobre rozliSitelné regiony
(obr. 1).
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Déle byly vybrany regiony lymfocytdrnich bunék, které
jsou zobrazeny v grafech CD3 vs. SSC (Obr. 2), CD3 vs.
CD4 (Obr. 3), CD3 vs. CD8 (Obr. 4), CD3 vs. CD16+56
(Obr.5)a CD3 vs. CD19 (Obr. 6).

V grafu CD3 vs. SSC jsou jasné odliSeny negativni a
pozitivni populace bunék a jsou nastaveny regiony, které
oznaduji pozitivni populaci bunék exprimujici tento
antigen. Procento lymfocyt(i odpovidajici populaci CD3+
bunék je vysledkem relativniho po¢tu CD3+ bunék (Obr.

2).
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Obr.2: Oznaceni populace CD3+ T-lymfocytd v grafu

CD3 vs. SSC.

V grafech CD3 vs. CD4, CD3 vs. CD8, CD3 vs. CD16+56 a
CD3 vs. CD19 jsou jasné rozliSeny negativni a pozitivni
populace bunék, ¢mz se grafy rozdélily do ctyr
kvadrantd. Procento lymfocytd odpovidajici pozitivni
populaci bunék je vysledkem relativniho poctu téchto
bunék (Obr. 3-6).
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Obr.5: Nastaveni kvadrantd v grafu CD3 vs. CD16+56. Obr.6: Nastavenikvadrant( v grafu CD3 vs. CD19.

7. Referencni interval
Pro hodnoceni bylo vybrdno celkem 120 zdravych jedinct s normalnim krevnim obrazem a vysledky s 95% intervalem
spolehlivosti byly pocitany jako referencniinterval.

Parametr Procentudlni obsah (% lymfocyt)
celkovy pocet T-lymfocytd (CD3+) 61,28-80,87 %
pomocnéfindukované T-lymfocyty (CD3+/CD4+) 26,38-50,29 %
supresorové/cytotoxické T- lymfocyty (CD3+/CD8+) 19,24-39,34 %

NK lymfocyty (CD3-/CD16+ nebo CD56+) 5,99-25,62 %

celkové B-lymfocyty (CD19+) 6,74-18,91%

8. Omezeni testu

a) Tento vyrobek se pouzivd pouze pro diagnostiku in vitro a vysledky testu slouzi pouze pro klinické tcely. Klinicka
diagndza a Iécba pacientli by méla byt stanovena na zakladé jejich symptom(, anamnézy, dalSimi laboratornimi testy a
reakci na [é¢bu.

b) Pokud neni pratokovy cytometr kalibrovén nebo pokud je kompenzace fluorescence nedostatecna a poloha vybraného
regionu (circle gate) nespravna, mohou byt ziskané vysledky nespravné.

¢) Pro dosazeni optimalniho poméru signalu a Sumu byly protildtky kalibrovény a reagencie by se méla pouzivat striktné v
souladu s udanym pomérem cinidlo/vzorek.

d) Udaje namé&fené timto produktem nejsou pfimo srovnatelné s podobnymi Gdaji ziskanymi jinymi ¢inidly nebo pfistroji.

e) Interpretace vysledk mlze byt ovlivnéna dalsimi faktory, napf. riznorodou expresi sledovanych antigend na odlisnych
bunéénych populacich.

9. Vlastnosti a analytické parametry
a) Presnost

Hodnoceni presnosti bylo provedeno s pouzitim bunécného referencniho produktu a malobunééného referenc¢niho
produktu. Pro testovani byly zvoleny 3 rGizné Sarze téchto produktd a byly stanoveny hodnoty varia¢nich koeficient (miry
pozitivity) a prdm. intenzity fluorescence.

Bunécny referencni produkt Malobunécny referenéni produkt
mira .. . mira . . .
arametr ozitivit prum. intenzita arametr ozitivit prum. intenzita
P y P . y fluorescence P g P . y fluorescence
(%) (%)
CD3+ 1,88 3,13 CD3+ 2,35 2,57
CD3+CD4+ 2,79 3,27 CD3+CD4+ 5,71 3,68
CD3+CD8+ 4,93 3,74 CD3+CD8+ 3,33 3,09
CDB'CD19+ 5,73 3,50 CDS'CD19+ 5,43 3’67
CD3-CD(16+56)+ 6,76 4,27 CD3-CD(16+56)+ 4,44 3,42
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b) Linearita
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Stanoven| linearity bylo provedeno pro celkem 5 koncentraci bunééného referen¢niho produktu a sériové redénych
kontrol. Bunéény referenéni produkt byl sériové fedén v nasobcich, aby vzniklo celkem pét koncentraci vzorkd, a kazda
koncentrace byla ¢tyrikrat opakovana. Absolutni nebo relativni hodnota (%) maximalniho rozdilu mezi medidnem kazdé
koncentrace a medidnem viech rfedéni byla vypoctena jako index pro hodnocenf linearity.

Linearita
subpopulace absolutni relativni [%]
CD3+ 2,75 3,77
CD3+CD4+ 2,33 4,80
CD3+CD8+ 1,33 6,10
CD3-CD19+ 0,95 6,82
CD3-CD(16+56)+ 0,84 7,59

c) Specifita

Bylo  prokdzano, Ze  monoklondini  protilatky
CD3/CD16+56/CD45/CD4/CD19/CD8 pfitomné v tomto
cinidle specificky vazou cilové antigeny. Protilatka CD8
reaguje s CD3- a CD3+ lymfocyty, ale ne s granulocyty a
monocyty; protildtka CD16+56 reaguje v riizné mitfe na
NK lymfocyty, CD3+ lymfocyty, monocyty a granulocyty,
pri¢emz vice nez 98 % granulocytll exprimuje antigeny
CD16 a/nebo CD56; protildtka CD19 reaguje pouze s CD3-
lymfocyty, bez vyznamné zkrizené reaktivity s jinymi
burikami.

10. Varovani
11. Vysvétleni symboli

katalogové ¢islo

LOT ¢&islo Sarze

J’ omezeni teploty

':/_.IR‘ chranit pred slune¢nim zarenim
12. Vyrobce
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exspirace produktu D:i]

a) Klinické vzorky, kontrola kvality/kalibratory,
experimentdIni odpad a dalSi materidly zlikvidujte
jako potencidlné infekéni materidl a za pouZiti
bezpecnostnich opatfeni, kterd jsou v souladu
s predpisy.

b) Pokud neni pratokovy cytometr fadné kalibrovén,
fluorescence neni primérené kompenzovdna a
detekéni regiony (gating) nejsou presné umistény,
mdzZe analyza vést k chybnym vysledkdm.

¢) Pokud je ve vzorku pfili§ mnoho leukocyt(, naredte
jej pred barvenim pomoci PBS (6,7 mM) tak, aby se
koncentrace bunék blizila hodnoté 5x109 bunék/I.

d) Produkt obsahuje fluorescein. Zamezte kontaktu
skzi, potravinami a pri manipulaci pouZivejte
rukavice.

e) Pred lyzou erytrocytd doporucujeme obarvit celou
krev.

diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
CE certifikace
¢téte ndvod k pouziti

vyrobce

13. Ochranné znamky
Cy™ and CyDye™ jsou registrované znacky spolecnosti
Cytiva.

14. Historie revizi
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