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EasyLyse™
Erythrocyte-Lysing Reagent
Nr kat. S2364

Do badan diagnostycznych in vitro.

Odczynnik EasyLyse™ jest przeznaczony do stosowania w cytometrii przeptywowej. EasyLyse™ jest
buforowanym chlorkiem amonowym do lizy krwinek czerwonych.

Odczynnik EasyLyse™ zapewnia catkowitg, tagodng lize erytrocytéw po znakowaniu immunofluorescencyjnym
komorek krwi petnej, krwi pepowinowej lub probek z leukaferezy, przeprowadzanym przed badaniem
w cytometrze przeptywowym (1). Dzigki wiasciwosciom optycznym EasylLyse™ w wiekszosci przypadkoéw nie
ma potrzeby odwirowywania z probki pozostatosci rozpadu krwinek czerwonych, dzieki czemu odczynnik nadaje
sie zaréwno do barwienia ,z ptukaniem”, jak i ,bez ptukania”. Odczynnik nie zawiera srodka utrwalajgcego.

EasyLyse™ dostarczany jest w 6 fiolkach po 5 mL 20-krotnie stezonego roztworu. Jedna fiolka wystarcza do
przeprowadzenia 50 oznaczen (2 mL rozcienczonego odczynnika na oznaczenie).

Nierozcienczony odczynnik przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C. Nie uzywaé po uptywie daty waznosci
podanej na etykiecie fiolki. Po otwarciu fiolki odczynnik zachowuje stabilno$¢ przez cztery miesigce
w temperaturze 2-8°C. Nieuzywany odczynnik przechowywaé w szczelnie zamknietej fiolce, poniewaz kontakt
z powietrzem moze skraca¢ dopuszczalny okres przechowywania. Po rozcienczeniu produkt przechowywany
w temperaturze 2—-25°C pozostaje stabilny przez 20 dni.

Jesli produkt jest przechowywany w innych warunkach niz podane powyzej, uzytkownik musi zweryfikowac te
warunki.

UWAGA: Podczas przechowywania moze wzrosna¢ pH odczynnika, co moze wptywaé na pozycje komérek na
wykresie FSC/SSC. Wartos¢ pH rozcienczonego odczynnika powinna wynosi¢ od 7,0 do 7,4. W przypadku
wartosci pH powyzej 7,4 nalezy je obnizy¢ do 7,2, dodajac 0,2 mol/L KHCOs.

1. Do stosowania przez wyszkolony personel.

2. Produkt zawiera azydek sodu (NaNs), substancje chemiczng silnie toksyczng w czystej postaci. Azydek
sodu, zastosowany w produkcie w stezeniu, ktore nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, moze reagowac z
elementami kanalizacji wykonanymi z otowiu i miedzi, powodujac nagromadzenie silnie wybuchowych azydkéw
metali. Po usunieciu sptuka¢ duzg iloscig wody, aby zapobiec nagromadzeniu sie azydku metalu w kanalizaciji.

3. Niniejszy produkt zawiera 210-<25% chlorek amonu, 22-<3% 4-(2-hydroksyetylo) piperazyn-1-
ylethansulfonsyre i 20.1-<0.2% azydek sodu. Produkt jest oznaczony:

Uwaga
H319 Dziata draznigco na oczy.
H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
P280 Stosowacé rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub ochrone twarzy.
P261 Unika¢ wdychania pary.

P305 + P351 + P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka
minut. Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je fatwo usung¢. Nadal ptukac.
P501 Zawartos¢ pojemnika jak i pojemnik utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi,
regionalnymi, narodowymi oraz miedzynarodowymi przepisami.

Gdy odczynnik EasyLyse™ uzywany jest w protokole ,lizy i ptukania”, limfocyty mogg tworzy¢ z ptytkami krwi i
monocytami agregaty, zwane takze ,uciekinierami’. Agregaty charakteryzujg sie silniejszym rozpraszaniem
Swiatta w przdd (FSC) i rozpraszaniem bocznym (SSC) niz zawiesiny pojedynczych komoérek. Jesli podczas
analizy danych zastosowane zostanie bramkowanie FSC/SSC, agregaty komérek bedg uciekaty poza bramke
(2). Na stopien nasilenia agregacji ma wplyw kilka parametréw opisanych przez Gratama i in. (2). Po
dokfadniejs zym zbadaniu tego zjawiska stwierdziliSmy, ze uzycie odczynnika powodujgcego lize bez $rodka
utrwalajgcego w procedurze ,lizy i ptukania” moze powodowac zjawisko ucieczki.

Aby unikng¢ agregacji komorek zaleca sie uzywanie odczynnika EasyLyse™ w protokole ,bez ptukania”.
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Rysunek 1. Przyktad ,zjawiska ucieczki”. Krew prawidlowa zostata wybarwiona Anti-CD3/FITC (nr kat. Dako
F0818), zlizowana odczynnikiem EasyLyse™ i dwukrotnie odwirowana. Wiasciwosci FSC i SSC niektérych
komoérek CD3-dodatnich ulegty zmianie w wyniku zagregowania z aktywowanymi monocytami i granulocytami.
Jesli wokot limfocytéw zostanie zdefiniowana bramka, odpowiednie zdarzenia dodatnie ,uciekng”.
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Rysunek 2. Wykres punktowy prébki krwi wybarwionej Anti-CD3/FITC i zlizowanej odczynnikiem EasyLyse™ bez
odwirowania. Nie wystepuje zjawisko ucieczki.

PROCEDURA LIZY

Lize nalezy przeprowadzaé w temperaturze pokojowej.

1. RozciehAczy¢ odpowiednig ilos¢ S2364 1+19 wodg demineralizowang® o temperaturze pokojowe;j.
Alternatywnie wymiesza¢ zawarto$¢ jednej fiolki (5 mL) S2364 z 95 mL wody demineralizowanej
o temperaturze pokojowej.

2. Jesli planuje sie znakowanie komorek przeciwciatem, przed rozpoczeciem lizy inkubowaé prébke?
z przeciwciatem skoniugowanym z fluorochromem.

3. Bezposrednio po zakonczeniu inkubacji z przeciwciatem doda¢ 2 mL rozcienczonego odczynnika
wywotujgcego lize do 100 pL prébki (np. krwi) i natychmiast wymieszaé.

Postepowaé dalej w sposéb opisany w czesci A: Procedura lizy bez ptukania, lub B: Procedura lizy i ptukania.

A: Procedura lizy bez ptukania

4. Inkubowaé probke z odczynnikiem wywotujgcym lize przez 10-15 minut w temperaturze pokojowej,
a nastepnie oznaczy¢ w cytometrze przeptywowym?. Jesli test nie zostanie wykonany w ciggu 45 minut,
probke nalezy umiesci¢ w lodzie i oznaczy¢ w ciggu 2 godzin.

B: Procedura lizy i ptukania

4 Inkubowac probke z odczynnikiem wywotujagcym lize przez 15 minut w temperaturze pokojowej.

5. Odwirowaé prébke z przyspieszeniem 300 x g przez 5 minut i oddzieli¢ nadsacz.

6. Przeptuka¢ probke 2 mL soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS).

7 Powtorzy¢ czynnosci z punktu 5.

8 Doda¢ do prébki odpowiednig ilos¢ PBS.

9 Oznaczy¢ prébke w cytometrze przeptywowyms.

Uwagi dotyczace procedury:

1. Do rozciehnczania stosowac wytgcznie wode demineralizowang. Woda z kranu nie jest chemicznie zgodna
z odczynnikiem wywotujgcym lize.

2. Zalecanym $rodkiem przeciwkrzepliwym jest EDTA. Mozna réwniez stosowac¢ heparyne i cytrynian, ale
niekiedy srodki te sg przyczyng wiekszej ilosci zanieczyszczen w probce.
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Pismiennictwo 1.

Roéwnoczesnie z analizg probek pacjentéw zaleca sige oznaczanie prébek prawidtowych, aby zweryfikowac
poprawnos$c¢ przeprowadzenia procesu lizy.
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Objasnienia symboli

a
Numer katalogowy znc/ﬂrs ¢ Ograniczenie temperatury ‘ Producent
e Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro LOT Numer partii Piktogram GHS (dziat $rodki
ostroznosci)
s d2 w instrukgii st . E Zuzyé d Autoryzowany przedstawiciel w Unii
Dil prawdz w instrukcji stosowania uzy¢ prze m Europejskie]
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