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KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC

ENGLISH

1. Manufacturer

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341

252 42 Vestec, Czech Republic
Tel: +420 261 090 666

Fax: +420 261 090 660

E-mail: orders@exbio.cz
www.exbio.cz

2. Specification

Content 50 tests, 1 ml

Usage 20 pl per test

Specificity CD3 CD8 CD45 CD4
Clone UCHT1 MEM-31 MEM-28 MEM-241
Isotype (mouse) lgG1 lgG2a lgG1 lgG1
Fluorochrome FITC PE PerCP APC

A excitation 488 nm 488 nm 488 nm 633 nm
5’;‘)‘:;'3; 525 nm 575 nm 670 nm 660 nm

3. Intended use

The KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC is
designed for identification and enumeration of mature human
helperfinducer (CD3+CD4+) and suppressor/cytotoxic (CD3+CD8+)
T lymphocytes in erythrocyte-lysed whole blood using Flow Cytometry.
The helper/suppressor ratio (CD4+ / CD8+) may also be determined.

4. Principle

This test is based on the specific binding of monoclonal antibodies to the
antigenic determinants expressed on the surface of leukocytes. The
monoclonal antibodies are labeled with different fluorochromes which
are excited via laser beam from a flow cytometer during analysis.
Subsequent emissions of light from the fluorochromes of each cell are
collected and analyzed by a flow cytometer. The fluorescence intensity
differences enable the separation of cell subsets based on the
expression of analyzed antigens.

The specific staining of blood cells is performed by the incubation of
blood samples with the reagent followed by a lysis of red blood cells.
Afterwards, unaffected leukocytes are subjected to analysis by a flow
cytometer.

5. Reagent provided

The reagent contains a premixed combination of mouse monoclonal
antibody against human CD3 antigen (clone UCHT1) labeled with
Fluorescein isothiocyanate (FITC), mouse monoclonal antibody against
human CD8 antigen (clone MEM-31) labeled with R-phycoerythrin (PE),
mouse monoclonal antibody against human CD45 antigen (clone MEM-
28) labeled with Peridinin-chlorophyll-protein complex (PerCP), and
mouse monoclonal antibody against human CD4 antigen (clone
MEM-241) labeled with Allophycocyanin (APC). Labeled antibodies are
diluted at optimum concentrati%éqtgﬁ\}piéilzé% gl%%s%astg 8‘1’1@%?&11 galine
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(PBS) solution containing 15mM sodium azide. The content of a vial
(1 ml) is sufficient for 50 tests.

6. Storage

Store vial in the dark at 2-8°C. Do not freeze.

7. Evidence of deterioration
In case of reagent deterioration or if obtained data show any
performance alteration, please contact manufacturer using following
e-mail address: technical@exbio.cz

8. Precautions
= Intended for In Vitro Diagnostic use in laboratories outside USA

and Canada. This CE-IVD reagent is in conformity with the

European In Vitro Diagnostic Medical Device Directive 98/79/EC.

Do not use after expiration date stamped on vial label.

Avoid prolonged exposure to light.

The content of the vial must not freeze.

Avoid contamination of the reagent.

The flow cytometer should be calibrated on a routine basis using

fluorescent microbeads to ensure stable sensitivity of detectors.

= Any non-performance of the staining protocol may produce false
results.

= The reagent contains sodium azide (NaNs) which is highly toxic in
pure form. However, the concentration in the reagent (15mM) is
not considered as hazardous. When disposing the reagent, flush
the sink with a large volume of water.

= Blood samples are considered as potentially infectious and must
be handled with care. Avoid all contact of the sample with the skin,
eyes and mucosa.

9. Necessary material not supplied

Test tubes for staining of blood samples (e.g. 12 x 75 mm), automatic
pipettes with disposable tips, vortex mixer, EXCELLYSE Easy lysing
solution (Cat.No. ED7066), flow cytometer with two lasers (488 nm and
633 or 635 nm).

10. Blood specimen

The peripheral blood in a sterile tube with an anticoagulant (Heparin or
EDTA) must be stored at room temperature and stained within 48 hours
of drawing.

11. Staining protocol

1. Add 20 pl of KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP
/ CD4 APC reagent to a test tube.

2. Add 50 pl of blood sample to the tube. Vortex the tube.

3. Incubate the tube for 15-20 minutes at room temperature in the
dark.

4. Perform lysis of red cells using EXCELLYSE Easy lysing

solution (Cat.No. ED7066) or any other commercial lysing

solution containing formaldehyde as a fixative. Follow the

instructions of the lysing solution manufacturer.

Analyze the sample immediately using a flow cytometer or store

@ sample at 2-8°C in the dark and analyze within 24 hours

~ provided that cells were fixed.
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12. Flow cytometry

Analyze stained samples using a flow cytometer equipped with two
excitation lasers (488 nm and 633 or 635 nm) and proper filters.
Compensate fluorescent signals prior to or after data acquisition.

13. Data analysis

Visualize compensated data on the side-scatter (SSC) versus
CD45 PerCP plot. Set the gate for CD45+ lymphocyte population as
shown in figure 1 (chapter 18).

Visualize CD45+ lymphocytes in a dot-plot CD8 PE versus CD3 FITC as
shown in figure 2 (chapter 18). Separate populations using appropriate
gates and calculate the percentage of suppressor/cytotoxic
Tlymphocytes situated in  upper-right quadrant (CD3+CD8+
subpopulation) on the dot-plot.

Visualize CD45+ lymphocytes in a dot-plot CD4 APC versus CD3 FITC
as shown in figure 3 (chapter 18). Separate populations using
appropriate gates and calculate the percentage of helper/inducer
Tlymphocytes situated in  upper-right quadrant (CD3+CD4+
subpopulation) on the dot-plot.

14. Expected values

Results obtained in different laboratories may vary. Each laboratory
should establish a normal range of cell subsets using its own test
conditions. Results obtained in our laboratory are given in the table
below.

Lymphocyte Subset Unit n Mean 95% Range
% 108 70 52-83
CD3+
cells/pl 54 1475 796-2363
CD3+CD8+ % 108 25 13-46
cells/pl 54 503 208-1031
CD3+CD4+ % 108 44 25-64
cells/pl 54 939 473-1524

15. Performance characteristics

Specificity

The antibody UCHT1 recognizes the CD3 antigen of the TCR/CD3
complex on mature human T cells. The UCHT1 antibody reacts with the
epsilon chain of the CD3 complex.

HLDA I; WS Code T 3

HLDA IIl; WS Code T 126

HLDA IIl; WS Code T 471

HLDA VI; WS Code T 6T-CD3.1

The antibody MEM-31 recognizes a conformationally-dependent epitope
of CD8, a cell surface glycoprotein that mediates efficient cell-cell
interactions within the immune system. CD8 is a disulfide-linked dimer
(each monomer approx. 32-34 kDa) and exists as a CD8o/o
homodimer on subsets of memory T cells, intraepithelial lymphocytes,
NK cells and dendritic cells, or as a CD8a/p heterodimer on majority of
MHC I-restricted cytotoxic T cells and thymocytes.

HLDA IlI; WS Code T 575

The antibody MEM-28 reacts with all alternative forms of human CD45
phosphotyrosine phosphatase (Leukocyte Common Antigen), a 180-220
kDa single chain type | transmembrane protein expressed at high level
on all cells of hematopoietic origin, except from erythrocytes and
platelets.

HLDA IIl; WS Code NL 833a

The antibody MEM-241 recognizes CD4 co-receptor, a 55 kDa
transmembrane glycoprotein of immunoglobulin family expressed on
subsets of T lymphocytes (such as “helper” T cells, CD4* regulatory
T cells or CD4*CD8* double-positive T cells) and also on monocytes,
tissue macrophages and granulocytes.

HLDA VIl (HCDM); WS Code M241

Accuracy
The accuracy of the method was studied by the comparison of
KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC with
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competitor’s product in parallel staining of blood samples. Samples were
analyzed using BD FACSCanto™ Flow Cytometer. The regression
parameters are given in the table below.

;ﬂ;;ocyte Unit n Slope | Intercept r2 Range
D3+ % 108 0.986 1.55 0.954 38-91
cells/ul 54 1.003 -7.05 0.942 | 573-2571
CD3+CD8+ % 108 0.978 0.66 0.954 6-48
cells/ul 54 1.077 =327 0.951 | 133-1242
CD3+CD4+ % 108 0.979 0.89 0.964 17-68
cells/ul 54 0.992 -1.17 0.953 | 331-1682
Linearity

The linearity of the method was verified on 10 serial dilutions of
leukocyte-enriched blood sample (buffy coat). Cell samples were stained
by KOMBITEST™ CD3 FITC/CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC in
triplicates. Measured data were observed to be linear across the tested
range 33-17022 lymphocytes/ul. Cell subsets were in following ranges.

Lymphocyte Subset Range (cells/pl)
CD3+ 25-13034
CD3+CD8+ 7-3674
CD3+CD4+ 15-7512

Repeatability

The repeatability of the assay was measured on one blood sample in
twelve tubes in parallel. Coefficients of variation (CV) are given in the
table below.

Lymphocyte .
Subset Unit n Average SD cv
% 12 46.2 117 252
CD3+
cells/ul 12 589 321 5.46
% 12 18.6 0.66 3.56
CD3+CD8+
cells/ul 12 237 14.1 5.93
% 12 25.9 0.90 3.46
CD3+CD4+
cells/ul 12 330 18.7 5.67

Reproducibility

The reproducibility of the assay was measured on stabilized blood
sample (Immuno-Troll™ Cells, Beckman-Coulter) under the same
conditions for three weeks. Coefficients of variation (CV) are given in the
table below.

Lymphocyte

Subset Unit n Average sD cv
% 42 739 1.12 1.51

CD3+
cells/pl 42 966 393 4.07
CD3+CDS+ % 42 26,8 0.95 3.55
cells/ul 42 350 16.0 455
CD3+CDa % 42 44,9 0.96 2.15
cells/ul 42 587 276 470

16. Limitations

= Concentrations of labeled antibodies in this reagent were
optimized to offer the best specific signal/non-specific signal ratio.
Therefore, it is important to adhere to the reagent volume/sample
volume ratio in every test.

= Flow cytometer may produce false results if the device has not
been aligned and maintained appropriately.

= Data may be incorrectly interpreted if fluorescent signals were
compensated wrongly or if gates were positioned inaccurately.

= Blood samples from abnormal patients may exhibit abnormal
values of positive cells.

= In case of a hyperleukocytose sample, it is recommended to dilute
the blood sample with PBS to obtain leukocyte density
approximately 5 x 106 leukocytes/ml.
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17. Trademarks
= KOMBITEST™ is registered trademark of EXBIO Praha, a.s.
BD FACSCanto™ is registered trademark of Becton, Dickinson
and Company.

CESKY

1. Vyrobce

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341

252 42 Vestec, Czech Republic
Tel: +420 261 090 666

Fax: +420 261 090 660

E-mail: orders@exbio.cz
www.exbio.cz

2. Specifikace produktu

Obsah 50 testl, 1 ml
Pouziti 20 pl na test
Specificita CD3 CD8 CD45 CD4
Klon UCHT1 MEM-31 MEM-28 MEM-241
Izotyp (mysi) lgG1 lgG2a lgG1 lgG1
Fluorochrom FITC PE PerCP APC
A excitace 488 nm 488 nm 488 nm 633 nm
rElr:;(Sirr:um 525 nm 575 nm 670 nm 660 nm
3. Pouziti
KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC je
reagencie uréena pro identifikaci apocitani  zralych
pomocnych/induktorovych T lymfocytt (CD3+CD4+)
a supresorovych/cytotoxickych T lymfocytd  (CD3+CD8+) v lidské

periferni krvi pomoci pritokové cytometrie.

4. Princip

Tento test je zaloZen na specifické vazb& monoklonalnich protilatek na
antigeny, které jsou exprimovany na povrchu leukocytl. Monoklonalni
protilatky jsou znacéené odliSnymi fluorescenénimi znackami, které jsou
excitovatelné zdrojem zafeni. Bé&hem analyzy vzorku pratokovym
cytometrem je detekovana emise fluorescence jednotlivych bunék.
Rozdily vemisi zafeni fluorochrom( umoziuji separovat skupiny
leukocytil na zakladé rozdilné exprese analyzovanych antigend.

Specifické barveni leukocytd probiha v periferni krvi. Po inkubaci vzorku
se znaCenymi protiltkami jsou ervené krvinky odstranény pomoci lyze
a leukocyty jsou analyzovany pratokovym cytometrem.

5. Popis reagencie

Reagencie obsahuje smés &tyf mySich monoklonalnich protilatek:
protilatka proti lidskému antigenu CD3 (klon UCHT1) je znaena
fluorescein isothiokyanatem (FITC), protilatka proti lidskému antigenu
CD8 (klon MEM-31) je znacena R-phycoerythrinem (PE), protilatka proti
lidskému antigenu CD45 (klon MEM-28) je znadena Peridinin-
chlorophyll-protein  komplexem (PerCP) a protilatka proti lidskému
antigenu CD4 (klon MEM-241) je znagena Allophycocyaninem (APC).
Znacené protilatky byly nafedény na optimalni koncentrace do
stabilizaéniho roztoku, ktery obsahuje PBS a 15mM azid sodny. Obsah
vialky (1 ml reagencie) odpovida provedeni 50 testu.

6. Skladovani
Vialku s reagencii uchovavejte vtemnu pfi teploté 2-8°C. Doba
pouzitelnosti reagencie je vyznaCena na Stitku vialky.

37

7. Zmény kvality produktu

V pfipadé pozorovani jakychkoliv zhorSeni vlastnosti produktu, prosime,
neprodlené informujte vyrobce prostfednictvim e-mailové adresy:
technical@exbio.cz

8. Upozornéni
= Reagencie je urena pro In vitro diagnostiku a vyhovuje

pozadavkdm NV 56/2015 Sb., které je harmonizovano s evropskou

smérici pro In vitro diagnostické zdravotnické prostfedky

98/79/EC.

NepouZivejte reagencii po uplynuti doby pouZitelnosti.

Reagencii nevystavujte dlouhodobému plsobeni svétla.

Obsah vialky nesmi zmrznout.

Chrarite obsah vialky pfed kontaminaci.

Pritokovy cytometr pravidelné kalibrujte pomoci fluorescenénich

kulicek, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

= NedodrZeni postupu méfeni mize ovlivnit vysledky testu.

= Reagencie obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v Cistém stavu
vysoce toxicky, avdak koncentrace, kterd je vtéto reagencii
(15mM), neni jiz povaZovéna za nebezpeénou. PFi likvidaci
reagencie obsahujici azid splachujte velkym mnoZstvim vody.

= Krevni vzorky jsou povazovany za potencialné infekéni material,
aproto s nimi musi byt naleZité nakladano. Vyvarujte se kontaktu
vzork( s pokozkou, oéima a sliznicemi.

9. Potiebné vybaveni a material, ktery neni dodavan
Vhodné zkumavky pro barveni bunék (napf. 12 x 75 mm), sada pipet
s jednorazovymi  Spickami, centrifuga, vortex, lyzaéni roztok
EXCELLYSE Easy (kat. ¢. ED7066), pritokovy cytometr se dvéma
excitaénima lasery (488 nm a 633 nebo 635 nm).

10. Vzorek krve

Vzorek periferni krve odebrany do sterilni zkumavky s antikoagulantem
(heparin nebo EDTA) skladujte pfed obarvenim za laboratorni teploty na
kyvacce. Krev musi byt obarvena do 48 hod od odbéru.

11. Postup barveni

1. Pipetujte 20 pl reagencie KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE /
CD45 PerCP / CD4 APC do zkumavky.

2. Pfidejte 50 pl promichané periferni krve a smés promichejte
pomoci vortexu.

3. Inkubujte zkumavku 15-20 minut v temnu za laboratorni teploty.

4. Provedte lyzi Cervenych krvinek pomoci lyzaéniho roztoku
EXCELLYSE Easy (kat. ¢. ED7066) nebo jiného komeréniho
lyzaéniho roztoku, ktery obsahuje formaldehyd fixujici buriky.
Postupuijte podle ndvodu vyrobce lyzacniho roztoku.

5. Analyzujte vzorek ihned po obarveni pomoci prutokového
cytometru. V pfipadé Ze, byl vzorek fixovan formaldehydem, je
mozné vzorek uskladnit v temnu pfi 2-8°C a analyzovat do 24
hodin.

12. Cytometrické méreni

Analyzujte obarveny vzorek pomoci prltokového cytometru vybaveného
dvéma excitatnima lasery (488 nm a 633 nebo 635 nm) a vhodnymi
filtry. Provedte kompenzaci fluorescencnich signald naméfenych dat.

13. Analyza dat

Kompenzovana data zobrazte v grafu side-scatter (SSC) versus CD45
PerCP. Ohraniéte populaci CD45+ lymfocytd, jak je zndzoméno na
obrazku 1 (kap. 18).

Poté zobrazte ohranicené CD45+ lymfocyty v grafu CD8 PE versus
CD3 FITC. Separujte jednotlivé populace lymfocytd pomoci vhodné
nastavenych regionl, jak je znazornéno na obrazku?2 (kap. 18)
a spoCitejte  procentuelni  zastoupeni  supresorovych/cytotoxickych
Tlymfocytl (CD3+CD8+), které se nachazeji v pravém hornim
kvadrantu grafu.

Poté zobrazte ohrani¢ené CD45+ lymfocyty v grafu CD4 APC versus
CD3 FITC. Separujte jednotlivé populace lymfocytl pomoci vhodné
nastavenych regiond, jak je znazomnéno na obrazku3 (kap. 18)
aspoCitejte  procentuelni  zastoupeni  pomocnych/induktorovych
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Tlymfocytl (CD3+CD4+), které se nachazeji vpravém hornim
kvadrantu grafu.

14. Ocekavané hodnoty

Viysledky poltu pozitivnich bunék mohou kolisat mezi jednotlivymi
laboratofemi. Kazda laboratof by si méla ustanovit vlastni rozsah
normalnich hodnot. Data zméfena v naSi laboratofi jsou uvedena
v nasledujici tabulce.

Subpopulace lymfocyti jednotka n pramér | 95% Range
% 108 70 52-83
CD3+
cells/pl 54 1475 796-2363
CD3+CD8+ % 108 25 13-46
cells/pl 54 503 208-1031
% 108 44 25-64
CD3+CD4+
cells/pl 54 939 473-1524

15. Analytické parametry

Specificita

Monoklonalni protilatka UCHT1 rozpoznava CD3 antigen TCR/CD3
komplexu na zralych lidskych T lymfocytech. Tato protilatka specificky
reaguje s epsilon fetézcem CD3 komplexu. Specificita monoklon&lni
protilatky UCHT1 byla ovéfena vramci mezinarodnich pracovnich
seminarl o lidskych leukocytéarnich diferenciaénich antigenech (HLDA |
WS Code: T 3, HLDA Il WS Code: T 126, HLDA Il WS Code: T 471,
HLDA VI WS Code: T 6T-CD3.1).

Monoklonalni protilatka MEM-31 rozpoznava konformacné zavisly epitop
glykoproteinu CD8, ktery zprostfedkovava mezibunééné interakce
v ramci imunitniho systému. CD8 (monomer 32-34 kDa) se vyskytuje ve
formé homodimeru  CD8a/o. u  pamétovych T lymfocytd,
intraepitelialnich lymfocytd, piirozenych zabije¢i (NK) a dendritickych
bunék, nebo ve formé heterodimeru CD8a/f u v&tSiny cytotoxickych
T lymfocytd a thymocytd. Specificita monoklonaini protilatky MEM-31
byla ovéfena vramci mezinarodniho pracovniho seminafe o lidskych
leukocytarnich diferenciaénich antigenech (HLDA3 WS Code: T 575).

Monoklonalni protilatka MEM-28 reaguje se vSemi izoformami molekuly
CD45. Fosfotyrosinfosfatasa CD45 (Leucocyte Common Antigen) je
jednofetézcovy transmembranovy protein o molekulové hmotnosti 180-
220 kDa, exprimovany ve velkém mnozstvi u vSech bunék
hemotopoetického plvodu kromé erytrocytd a krevnich desticek.
Specificita monoklonalni protilatky MEM-28 byla ovéfena v ramci
mezinarodniho pracovniho seminafe o lidskych leukocytarnich
diferenciacnich antigenech (HLDA3 WS Code: NL 833a).

Monoklonalni protilatka MEM-241 rozpoznava koreceptor CD4, 55 kDa
transmembranovy glykoprotein exprimovany na subpopulacich T
lymfocytd, na monocytech, tkanovych makrofazich a granulocytech.
Specificita monoklondlni protilatky MEM-241 byla ovéfena v ramci
mezindrodniho pracovniho seminafe o lidskych leukocytarnich
diferenciaCnich antigenech (HLDA8 (HCDM) WS Code: M241).

Presnost

Pfesnost méfeni byla ovéfena srovnanim produktu KOMBITEST™
CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC s konkuren¢nim
produktem paralelnim méfenim vzork( krve. Obarvené vzorky byly
analyzovany pomoci BD FACSCanto™ Flow Cytometer. Vysledky
regresni analyzy jsou uvedené v nasledujici tabulce.

El::fztz;‘éace jednotka n smérnice | intercept r2 rozsah
D3+ % 108 0,986 1,55 0,954 38-91
cells/ul 54 1,003 -7,05 0,942 | 573-2571
% 108 0,978 0,66 0,954 6-48
CD3+CD8+
cells/ul 54 1,077 -32,7 0,951 | 133-1242
% 108 0,979 0,89 0,964 17-68
CD3+CD4+
cells/ul 54 0,992 1,17 0,953 | 331-1682
Linearita

Linearita méfeni byla ovéfena pomoci desetibodové fedici fady krevniho
vzorku obohaceného o leukocyty (buffy coat). Vzorky fedici fady byly
obarveny pomoci KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP /

CD4 APC v triplikatech a analyzovany. Naméfena data byla shledana
linedrni v celém testovaném rozsahu 33-17022 lymfocytd/ul. Rozsahy
sledovanych subpopulaci jsou uvedené v nasledujici tabulce.

Subpopulace lymfocyti rozsah (cells/pl)
CD3+ 25-13034
CD3+CD8+ 7-3674
CD3+CD4+ 15-7512

Opakovatelnost

Opakovatelnost méfeni byla testovana na jednom vzorku krve, ktery byl
za stejnych experimentalnich podminek obarven azméfen 12x.
Koeficienty variance (CV) pro jednotlivé subpopulace jsou uvedené
v nasledujici tabulce.

El:rk‘)f;:)c::sttxéace jednotka n pramér sD cv
% 12 46,2 1,17 2,52
CD3+
cells/ul 12 589 32,1 5,46
CD3+CDS+ % 12 18,6 0,66 3,56
cells/pl 12 237 141 593
% 12 25,9 0,90 3,46
CD3+CD4+
cells/pl 12 330 18,7 5,67

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost méfeni byla testovana na stabilizovaném krevnim
vzorku  (Immuno-Troll™ Cells, Beckman-Coulter) za  stejnych
experimentalnich podminek po dobu tfech tydn(. Koeficienty variance
(CV) pro jednotlivé subpopulace jsou uvedené v nasledujici tabulce.

Eﬁfﬂi@f&ace jednotka n pramér sD cv
D3+ % 42 739 1,12 1,51
cells/pl 42 966 39,3 4,07
CD3+CD8+ % 42 26,8 0,95 3,55
cells/pl 42 350 16,0 4,55
CD3+CD4+ % 42 44,9 0,96 2,15
cells/pl 42 587 27,6 4,70

16. Omezeni metody

= Koncentrace znacené protilatky v reagencii byla optimalizovana
s cile nejlepSiho poméru specifického signalu k nespecifickému
signalu. Z tohoto ddvodu je dlleZité dodrzovat doporuéeny pomér
objemu reagencie a objemu vzorku v kazdém testu.

= Pritokovy cytometr mize poskytovat Spatné hodnoty, pokud neni
dobfe sefizen a udrzovan.

= Data mohou byt Spatné interpretovana, pokud jsou fluorescenéni
signaly Spatné kompenzované, pfipadné pokud jsou regiony bunék
Spatné umisténé.

= Krevni vzorky od abnormalnich pacientd mohou vykazovat
abnormalni hodnoty procent pozitivnich bunék.

= Vpfipadé krevniho vzorku sabnormalné vysokym poctem
leukocytu je tfeba vzorek nafedit pomoci PBS na hodnotu kolem
5 x 108 leukocytli na ml.

17. Trademarks

KOMBITEST™ je registrovand znacka spole¢nosti EXBIO Praha, a.s.
BD FACSCanto™ je registrovana znacka spole¢nosti Becton, Dickinson
and Company.
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SLOVENSKY

1. Vyrobca

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341

252 42 Vestec, Czech Republic
Tel: +420 261 090 666

Fax: +420 261 090 660

E-mail: orders@exbio.cz
www.exbio.cz

2. Specifikacia produktu

Obsah 50 testov, 1 ml

Pouzitie 20 pl na test

Specifiénost CD3 CD8 CD45 CD4
Klon UCHT1 MEM-31 MEM-28 MEM-241
Izotyp (my3ie) lgG1 lgG2a lgG1 1gG1
Fluorochrém FITC PE PerCP APC
A excitacia 488 nm 488 nm 488 nm 633 nm
Emene 525nm | 5750m | 670nm | 660nm

3. Pouzitie

Reagencia KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP /
CD4 APC je Invitro diagnosticky zdravotnicky prostriedok, ktory je
uréeny na identifikaciu a pocitanie zrelych pomocnych/induktorovych
T lymfocytov (CD3+CD4+) a supresorovych/cytotoxickych T lymfocytov
(CD3+CD8+) v ludskej periférnej krvi pomocou prietokovej cytometrie.

4. Princip

Tento test je zaloZzeny na Specifickej vdzbe monoklonovych protilatok na
antigény, ktoré su exprimované na povrchu leukocytov. Monoklonové
protilatky st oznacené odliSnymi fluorescennymi znackami, ktoré su
excitovatelné zdrojom Ziarenia. V priebehu analyzy vzorky prietokovym
cytometrom sa zaznamena fluorescencia jednotlivych buniek. Rozdiely
v emisii Ziarenia fluorochrémov umoziuju separovat skupiny leukocytov
na zaklade rozdielnej expresie analyzovanych antigénov.

Specifické znacenie leukocytov prebieha v perifémnej krvi. Po inkubacii
vzorky s oznacenou protilatkou su Eervené krvinky odstranené pomocou
lyzy a leukocyty su analyzované prietokovym cytometrom.

5. Popis reagencie

Reagencia obsahuje zmes Styroch mySich monoklonovych protilatok:
protilatka proti ludskému antiggnu CD3 (klon UCHT1) je oznaena
fluorescein izotiokyanatom (FITC), protilatka proti fudskému antigénu
CD8 (klon MEM-31) je oznacena R-phycoerythrinom (PE), protilatka
proti fudskému antigénu CD45 (klon MEM-28) je oznagena Peridinin-
chlorophyll-protein komplexom (PerCP) a protilatka proti fudskému
antigénu CD4 (klon MEM-241) je oznacena Allophycocyaninom (APC).
Oznacené protilatky boli nariedené na optimélnu koncentraciu do
stabilizatného roztoku, ktory obsahuje PBS a 15mM azid sodny. Obsah
ffasticky (1 ml reagencie) odpoveda uskutoneniu 50 testov.

6. Skladovanie
FlastiCku s reagenciou uschovavajte v temne pri teplote 2-8°C. Doba
pouzitelnosti reagencie je vyznacena na Stitku flasticky.

7. Zmeny kvality produktu

V pripade spozorovania akychkolvek zhorSeni vlastnosti produktu,
prosime, ihned' informujte vyrobcu prostrednictvom e-mailovej adresy:
technical@exbio.cz
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8. Upozornenie
= Reagencia je urend pre In vitro diagnostiku a vyhovuje
poziadavkam europskej smernice pre In vitro diagnostické
zdravotnicke prostriedky 98/79/EC.

= Nepouzivajte reagenciu po uplynuti doby pouZitelnosti.

= Reagenciu nevystavujte dihodobému pdsobeniu svetla.

= Obsah flastiCky nesmie zmrznut.

= Chranite obsah flastiCky pred kontaminaciou.

= Prietokovy  cytometer  pravidelne  kalibrujte ~ pomocou
fluorescenénych guli¢iek, pre zaistenie stabilngj citlivosti
detektorov.

= NedodrZanie postupu merania moZe ovplyvnit vysledky testu.

= Reagencia obsahuje azid sodny (NaNs), ktory je v Cistom stave
vysoko toxicky, avSak koncentracia pritomna v tejto reagencii
(15mM) uz nie je povazovana za nebezpeénu. Pri likvidacii
reagencie obsahujlicej azid splachujte umyvadlo velkym
mnozstvom vody.

= Krvné vzorky su povazované za potencidlne infekény material
a preto sa s nimi musi zaobchadzat opatrne. Vyvarujte sa kontaktu
vzoriek s pokoZkou, o¢ami a sliznicami.

9. Potrebné vybavenie a material, ktory sa nedodava
Vhodné skumavky pre znagenie buniek (napr. 12 x 75 mm), sada pipiet
s jednorazovymi  Spickami, centrifuga, vortex, lyzaCny roztok
EXCELLYSE Easy (kat. ¢. ED7066), prietokovy cytometer s dvomi
excitujucimi lasermi (488 nm a 633 alebo 635 nm).

10. Vzorky krvi

Vzorku periférnej krvi odobratu do sterilnej skimavky s antikoagulantom
(heparin alebo EDTA) skladujte pred zna¢enim pri laboratornej teplote
na kyvacke. Krv musi byt znacend do 48 hod od odberu.

11. Postup znacenia

1. Pipetujte 20 pl reagencie KOMBITEST™ CD3 FITC / CD8 PE /
CD45 PerCP / CD4 APC do skimavky.

2. Pridajte 50 pl premieSanej periférnej krvi a zmes premieSajte
pomocou vortexu.

3. Skumavku inkubujte 15-20 minit vtemne pri laboratornej
teplote.

4. Zlyzute C&ervené krvinky pomocou lyzaéného roztoku
EXCELLYSE Easy (kat. ¢&. ED7066) alebo iného komeréného
lyzaéného roztoku, ktory obsahuje formaldehyd a fixuje bunky.
Postupuijte podfa ndvodu od vyrobceu lyzaéného roztoku.

5. Vzorky analyzujte na prietokovom cytometri ihned' po oznaceni.
V pripade, ze vzorky boli fixované formaldehydom, je mozné
tieto vzorky uskladnit vtemne pri 2-8°C a analyzovat do 24
hodin.

12. Cytometrické meranie

Analyzujte znacenl vzorku krvi pomocou prietokového cytometru
vybaveného dvomi excitujicimi lasermi (488 nm a 633 nebo 635 nm)
avhodnymi filtrami. Kompenzujte namerané data fluorescenénych
signalov.

13. Analyza dat

Kompenzované data zobrazte v grafe side-scatter (SSC) versus CD45
PerCP. Ohranicte populaciu CD45+ lymfocytov, ako je to zndzormené na
obrazku 1 (kap. 18).

Potom zobrazte ohrani¢ené CD45+ lymfocyty v grafe CD8 PE versus
CD3 FITC. Separuijte jednotlivé populécie lymfocytov pomocou vhodne
nastavenych regionov, ako je to znazornené na obrazku 2 (kap. 18)
aspocitajte  percentudlne zastupenie supresorovych/cytotoxickych
T lymfocytov (CD3+CD8+), ktoré sa nachadzaju v pravom hornom
kvadrante grafu.

Potom zobrazte ohrani¢ené CD45+ lymfocyty v grafe CD4 APC versus
CD3 FITC. Separuijte jednotlivé populacie lymfocytov pomocou vhodne
nastavenych regionov, ako je to znazornené na obrazku 3 (kap. 18)
aspoCitajte  percentualne  zastlpenie  pomocnych/induktorovych
T lymfocytov (CD3+CD4+), ktoré sa nachadzaju v pravom hornom
kvadrante grafu.
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14. Odakavané hodnoty

Vysledky poCtu pozitivnych buniek mézu kolisat medzi jednotlivymi
laborat6riami. Kazdé laborat6rium by si malo ustanovit vlastny rozsah
normalnych hodndt. Data namerané v naSom laboratériu su uvedené
v nasledujuce;j tabulke.

Subpopulacie lymfocytov jednotka n priemer | 95% Range
% 108 70 52-83
CD3+
cells/pl 54 1475 796-2363
CD3+CD8+ % 108 25 13-46
cells/pl 54 503 208-1031
CD3+CD4+ % 108 44 25-64
cells/pl 54 939 473-1524

15. Analytické parametre

Specifiénost’

Monoklonalna protilatka UCHT1 rozpoznava CD3 antiggn TCR/CD3
komplexu na zrelych ludskych T lymfocytoch. Tato protilatka Specificky
reaguje s epsilon retazcom CD3 komplexu. Specifiénost monoklonalnej
protilatky UCHT1 bola overend vramci medzinarodnych pracovnych
seminarov o [udskych leukocytarnych diferenciaénych antigénoch
(HLDA | WS Code: T 3, HLDA Il WS Code: T 126, HLDA Il WS Code:
T 471, HLDA VI WS Code: T 6T-CD3.1).

Monoklonova protilatka MEM-31 rozpoznava konformacne zavisly epitop
glykoproteinu CD8, ktory sprostredkiva medzibunkové interakcie
v ramci imunitného systému. CD8 (monomér 32-34 kDa) sa vyskytuje vo
forme  homodiméru  CD8a/a. u  pamatovych T lymfocytov,
intraepitelidlnych  lymfocytov,  prirodzenych  zabijacov ~ (NK)
a dendritickych buniek alebo vo forme heterodiméru CD8a/f u vacsiny
cytotoxickych T lymfocytov a tymocytov. Specifiénost monoklonovej
protilatky MEM-31 bola overend v ramci medzinarodného pracovného
seminara o [udskych leukocytarnych diferenciatnych antigénoch
(HLDA3 WS Code: T 575).

Monoklonova protilatka MEM-28 reaguje so vSetkymi izoformami
molekuly CD45. Fosfotyrozinfosfatiza CD45 (Leucocyte Common
Antigen) je jednoretazcovy transmembranovy protein s molekulovou
hmotnostou 180-220 kDa, exprimovany vo velkom mnozstve u v3etkych
buniek hematopoetického pdvodu, okrem erytrocytov a krvnych
dostigiek. Specifitnost monoklonovej protilatky MEM-28 bola overena
vramci  medzinarodného  pracovného  semindra o fudskych
leukocytarych diferenciaénych antigénoch (HLDA3 WS Code: NL
833a).

Monoklonova protilatka MEM-241 rozpoznava ko-receptor CD4, 55 kDa
transmembranovy glykoprotein  exprimovany na  subpopulaciach
Tlymfocytov, na  monocytoch,  tkanivovych  makrofagoch
a granulocytoch. Specifignost monoklonovej protilatky MEM-241 bola
overena vramci medzinarodného pracovného seminara o [udskych
leukocytarych diferenciatnych antigénoch (HLDA8 (HCDM) WS Code:
M241).

Presnost’

Presnost merania bola overend porovnanim produktu KOMBITEST™
CD3 FITC / CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC s konkurenénym
produktom paralelnym meranim vzoriek krvi. Oznagené vzorky boli
analyzované pomocou BD FACSCanto™ Flow Cytometer. Vysledky
regresnej analyzy su uvedené v nasledujucej tabulke.

Et:f;;z[;:lclsme jednotka n smernice | intercept 1 rozsah
D3+ % 108 0,986 1,55 0,954 38-91
cells/pl 54 1,003 -7,05 0,942 | 573-2571
% 108 0,978 0,66 0,954 6-48
CD3+CD8+
cells/pl 54 1,077 -32,7 0,951 | 133-1242
% 108 0,979 0,89 0,964 17-68
CD3+CD4+
cells/pl 54 0,992 117 0,953 | 331-1682
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Linearnost

Linearnost merania bola overena pomocou desatbodovej riediacej rady
krvnej vzorky obohatenej o leukocyty (buffy coat). Vzorky riediacej rady
boli oznacené pomocou KOMBITEST™ CD3 FITC /
CD8 PE / CD45 PerCP / CD4 APC v triplikatoch a podrobené analyze.
Namerané data boli uznané ako linedrne v celom testovanom rozsahu
33-17022 lymfocytov/ul. Rozsahy sledovanych subpopulacii st uvedené
v nasledujucej tabulke.

Subpopulécie lymfocytov rozsah (cells/pl)
CD3+ 25-13034
CD3+CD8+ 7-3674
CD3+CD4+ 15-7512

Opakovatelnost’

Opakovatelnost merania bola testovana na jednej vzorke krvi, ktora bola
pri rovnakych experimentalnych podmienkach oznacena a analyzovana
12x. Koeficienty variacie (CV) pre jednotlivé subpopulacie st uvedené
v nasledujlcej tabulke.

Ellrf%?:slt‘;ime jednotka n priemer sD cv
% 12 46,2 1,17 2,52
CD3+
cells/ul 12 589 321 5,46
CD3+CD8+ % 12 18,6 0,66 3,56
cells/ul 12 237 14,1 5,93
% 12 259 0,90 3,46
CD3+CD4+
cells/ul 12 330 18,7 5,67

Reprodukovatelnost’

Reprodukovatelnost merania bola testovana na stabilizovanej krvnej
vzorke  (Immuno-Troll™ Cells, Beckman-Coulter) pri  rovnakych
experimentalnych podmienkach po dobu troch tyzdrov. Koeficienty
variacie (CV) pre jednotlivé subpopulacie st uvedené v nasledujlcej
tabulke.

ISubpopuIécie jednotka n priemer sD cv
ymfocytov
% 42 73,9 1,12 1,51
CD3+
cells/ul 42 966 39,3 4,07
—— % 42 26,8 095 3,55
cells/ul 42 350 16,0 4,555
— % 42 449 096 2,15
cells/ul 42 587 276 4,70
16. Obmedzenia metoédy
= Koncentracia znacenej protilatky v reagencii bola optimalizovana
scielom  najlepSieho  pomeru  $pecifického  signalu  k

neSpecifickému signalu. Ztohto dbvodu je ddlezité dodrziavat
odpor¢any pomer objemu reagencie a objemu vzorky v kazdom
teste.

= Prietokovy cytometer mdze poskytovat nepresné vysledky, ak nie
je dobre nastaveny a udrZiavany.

= Data mdzu byt zle interpretované, ak su fluorescenéné signaly
nedostatone kompenzované alebo ak sU regidny buniek zle
umiestnené.

= Krvné vzorky od abnormalnych pacientov mézu vykazovat
abnormalne percentualne hodnoty pozitivnych buniek.

= V pripade krvnej vzorky s abnormalne vysokym poctom leukocytov
je potrebné vzorku nariedit pomocou PBS na hodnotu priblizne
5 x 108 leukocytov na ml.

17. Trademarks
KOMBITEST™ je registrovand znacka spolognosti EXBIO Praha,
a.s. BD FACSCanto™ je registrovana znacka spolognosti Becton,
Dickinson and Company.

ED7045_EN_CZ_SK_160212



ENGLISH / CESKY / SLOVENSKY

18. Example data / Vzorové vyhodnoceni / Vzorové
vyhodnotenie

4000
3000
<

$ 2000 4
1000

0 i

0 10° 10° 10t 10°

CD45 PeiCP

Fig. 1: Delimitation of CD45+ lymphocyte population
Obr. 1: Ohraniéeni populace CD45+ lymfocyt(
Obr. 1: Ohranicenie populacie CD45+ lymfocytov
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Fig. 2: CD45+ lymphocytes in a dot-plot CD8 PE vs. CD3 FITC
Obr. 2: CD45+ lymfocyty v grafu CD8 PE vs. CD3 FITC
Obr. 2: CD45+ lymfocyty v grafe CD8 PE vs. CD3 FITC
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Fig. 3: CD45+ lymphocytes in a dot-plot CD4 APC vs. CD3 FITC

Obr. 3: CD45+ lymfocyty v grafu CD4 APC vs. CD3 FITC
Obr. 3: CD45+ lymfocyty v grafe CD4 APC vs. CD3 FITC
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19. References / Literatura / Literatura
This product has not been published yet.

20. Explanation of symbols / Vysvétleni symbol(i /

Vysvetlenie symbolov

IVD

In Vitro Diagnostic Medical Device

In vitro diagnosticky zdravotnicky prostfedek
In vitro diagnosticky zdravotnicky prostriedok

REF

Catalog number
Katalogové ¢islo
Katalégové ¢islo

Manufacturer identification
Vyrobce
Vyrobca

E

Consult the manual before use
Viz navod k pouZiti
Vid navod na pouzitie

]
i

Sufficient for N test
Lze pouzit pro N testl
Postacujuce na vykonanie N testov

o

8
2°C

Store within temperature limits
Rozmezi skladovacich teplot
Rozmedzie skladovacich teplot

“

Batch code
Cislo $arze
Use by

Pouzitelné do
Pouzitelné do
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