FIX&PERM® Fixierungs- und Permeabilisierungskit

Zur Farbung und Analyse intrazelluldrer Antigene mittels Durchflusszytometrie

Packungsinhalt — Kat. Nr.: GAS-002
Reagenz A (Fixierungsmedium) 4x5ml 200 Tests C E
Reagenz B (Permeabilisierungsmedium 4x5ml 200 Tests

IVD In-Vitro-Diagnostikum
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Einleitung

Die durchflusszytometrische Analyse mit monoklonalen Antikérpern war bislang auf Oberflachenmolekiile beschrénkt. Intrazelluldre Strukturen, wie zytoplasmatische
oder nukleére Enzyme, Onkoproteine, Zytokine oder Immunglobuline waren dadurch nicht erfassbar. Zudem konnte die zytoplasmatische Lokalisation von an sich
membrangebundenen Molekilen, wie CD3 oder CD22, die in ihrer zytoplasmatischen Form als eine der verlasslichsten Marker bei undifferenzierten Leukamien gelten,
nicht erfasst werden. Mit FIXPERM® kénnen erstmals intrazellular Antigene einfach mittles Durchfiusszytometrie analysiert werden. Die einzige Bedingung ist die
Verfligbarkeit geeigneter Antikérper Konjugate. Die meisten erhaltlichen monoklonalen Antikérper kénnen mit FIX&PERM® verwendet werden. In einzelnen Fallen
muss jedoch die optimale Fixierungsmethode und Fixierungszeit individuell getestet werden. Einige Beispiele von Farbungen mit Nordic-MUbio Antikérpen sind oben
abgebildet.

Verwendungszweck

Dieser FIX&PERM® Fixierung- und Permeabilisierungskit enthélt 2 Reagenzien: Das Fixierungsmedium (Reagenz A) und das Permeabilisierungsmedium (Reagenz
B). FIX&PERM?® dient der Fixierung von Zellen mittels Reagens A und der anschlieRenden Permeabiliserung der Zellmembran mittels Reagens B. Dieser Vorgang
erméglicht Antikérpern den Zugang zu intrazeliuléren Strukturen bei gleichzeitiger Konservierung der morphologischen Zell-Charakteristika. Die spezielle Rezeptur von
FIX&PERM® reduziert Hintergrundfarbungen und erlaubt die gleichzeitige Zugabe des Permeabilisierungsmediums (B) und Fluorochrom-markierten Antikérpers.
FIX&PERM® dient der Analyse von gesunden und malignen Leukozyten-Populationen aus verschiedenen biologischen Proben (wie z.B. Blut oder Knochenmark)
mittels Durchflusszytometrie. Vor endglltiger Diagnosestellung miissen die hierbei gewonnenen Ergebnisse jedoch im Kontext mit weiteren diagnostischen Tests
sowie der klinischen Situation eines Patienten gesehen und von einem qualifizierten Professionalisten beurteilt werden. Sollten unerwartete Ergebnisse erzielt werden,
welche nicht auf modifizierte Arbeitsschritte zuriick zu fithren sind, kontaktieren Sie uns bitte umgehend!

Analyse mittels Durchflusszytometrie

FIX&PERM® Reagenzien sind fiir die Verwendung mit allen kommerziell erhaltlichen Durchflusszytometern ausgerichtet. Die Einstellung und Kompensation soll
anhand der Herstellerhinweise durchgefuhrt werden.

Proben

Biologische Proben miissen unter sterilen Bedingungen entnommen werden. Es wird die Antikoagulation mit EDTA oder Heparin empfohlen. Die Proben sollten bis zu
ihrer Verwendung bei Raumtemperatur gelagert werden. Fir optimale Resultate empfehlen wir, die Proben innerhalb von 24 Stunden zu bearbeiten und auszuwerten.
Proben mit einer groen Zahl an nicht lebensfahigen Zellen kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fithren. Die Feststellung der Lebensfahigkeit der Zellen (mit z.B.
Propidiumjodid) kann hierbei notwendig sein. Alle biologischen Proben miissen mit Vorsicht behandelt und gehandhabt werden — und immer als potentiell infektids
angesehen werden. Verwenden Sie entsprechende VorsichtsmaRnahmen wie Handschuhe, Laborkleidung, etc.

Permeabilsierungs- und Farbungsprotokoll
. Fir jede zu untersuchende Probe 504l Voliblut, Knochenmark oder mononukleédre Zellsuspension in ein 5ml Réhrchen geben.
100pl Reagenz A (Fixierungs-Medium, Lagerung und Ben(itzung bei Raumtemperatur) hinzufiigen.
16 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
5ml PBS (Phosphate Buffered Saline) zugeben, die Zellen 5 Minuten bei 300g zentrifugieren.
Den Uberstand entfernen, 100yl Reagenz B (Permeabilisierungs-Medium) und 20l des monoklonalen Antikérper-Konjugates von Nordic-MUbio zugeben.
Bei niedriger Geschwindigkeit 1-2 Sekunden vortexen.
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15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Die Zellen wie oben beschrieben mit PBS (Phosphate Buffered Saline) waschen und zentrifugieren.

Den Uberstand entfernen und die Zellen fiir die anschlieRende Analyse in ,sheath fluid’ resuspendieren.

Falls nicht sofort analysiert wird, Zellen in 0.5ml 1.0% Formaldehyd resuspendieren und bei 2-8°C lichtgeschutitzt lagern. Die fixierten Zellen innerhalb von 24
Stunden analysieren.

Anmerkung: In speziellen Fallen (verdiinnte Knochenmarksproben, andere Proben mit schwach l6slichem Protein) kann das Zufligen von Plasmakomponenten vor
FIX&PERM® Behandlung von Vorteil sein, um ein Milieu zu schaffen, welches antkoaguliertem Blut ahnelt. Dazu empfehlen wir den Zusatz von I9G Préparationen (z.B.
Beriglobin P, ZLB Behring, Endkonzentration 10mg/ml) und humanes Serumalbumin (z.B humanes Albumin “Behring” 20% - Infusionslésung, Endkonzentration 40mg/mi)

Sensitivitat

Die Qualitat jedes FIX&PERM® Lots wird mittels Fixierung und Permeabilisierung mit anschliessender Analyse des foward- bzw. side-scatter Verhaltens von Leukozyten
reprasentativer Spender bestimmt. Das Fixierungs — und Permeabilisierungsverhalten von FIX&PERM® wurde unter Verwendung von EDTA antikoaguliertem peripherem
Blut ermittelit.

Grenzen des Verfahrens

Samtliche Arbeitsschritte und Tatigkeiten mit Durchflusszytometrie sollten ausschlieBlich von qualifiziertem Fachpersonal durchgefiihrt werden. Ungenaue und
unsachgemiRe Einstellungen des Durchflusszytometers, ungenaue Kompensation von Fluoreszenz, als auch die unkorrekte Positionierung von Gates kénnen zu
falschen Resultaten fiihren. Die ausreichende Lysierung roter Blutkérperchen kann aus verschiedenen Griinden nicht méglich sein. In solchen Féllen empfehien wir vor
dem Farben mononukledre Zellen mittels Dichtegradienten zu isolieren. Die Resultate sind solange korrekt und reproduzierbar, als die angewendeten Prozeduren den
technischen Empfehlungen und der befolgten guten Labor-Praxis entsprechen. FIX&PERM® Reagenzien liegen in einer Konzentration vor, die es erméglicht humane
hamatopoetische Zellen zu fixieren und zu permeabilisieren. Es wird daher sehr empfohlen, sich genau an das Arbeitsprotokoll beziglich Konzentrationen und
Mengenangaben zu halten.

Hinweise und VorsichtsmaBnahmen

Nur fiir professionellen Gebrauch!

FIX&PERM?® Reagens A enthadlt Formaldehyd und ist entsprechend mit “gesundheitsschadlich” gekennzeichnet. Formaldehyd ist toxisch, allergen und potentiell
krebserregend. Pipettieren Sie niemals mit dem Mund und vermeiden Sie jeden Kontakt mit Augen, Haut und Kleidung. Es werden entsprechend angemessene
Arbeitsverfahren empfohlen.

Personen unter 18 Jahren ist es grundsatzlich nicht gestattet, mit diesem Produkt zu arbeiten. Benutzer missen sorgféltig in die richtigen Arbeitsverfahren eingewiesen
und Ober die gefahrdenden Eigenschaften des Produkies und die notwendigen Sicherheitsvorschriften informiert werden. Weitere Angaben sind dem
Sicherheitsdatenblatt (SDB) zu entnehmen.

Altbestéande und Restmengen des Produktes sind entsprechend der anzuwendenden lokalen Vorschriften zu entsorgen.

Lagerung

FIX&PERM® Reagenzien sollen bei Raumtemperatur gelagert und verwendet werden.

Nicht einfrieren.

Die Haltbarkeit der Reagenzien entnehmen Sie bitte der Aufschrift auf der Verpackung. Von der Verwendung des Reagens nach Ablauf des Haitbarkeitsdatums wird
dringend abgeraten.

Verwenden Sie das Reagens nicht, falls sich eine Ablagerung bildet oder Verfarbungen eintreten.

Garantie

Eine Garantie fir dieses Produkt besteht nur fiir die zum Zeitpunkt der Auslieferung an den Kunden auf dem Etikett angegebenen Mengen- und Inhaltsangaben. Eine
Uber die Beschreibung auf dem Verpackungsetikett hinausgehende Garantie besteht nicht, weder ausdriicklich noch impliziert. Nordic-MUbio verpflichtet sich lediglich
zum Ersatz des Produktes oder zur Refundierung des Kaufpreises. Nordic-MUbio haftet nicht fiir Sachschaden, Personenschaden oder wirtschaftliche Schaden bzw.
Verluste, die durch dieses Produkt verursacht wurden.
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