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LAMBDA MONOKLONINIO HLA I IR Il KLASES AUDINIY TIPAVIMO PLOKSTELES

Katalogo Nr. LM144, LM144A, LM144B, , LM172, LM272, LM372, LM720R, LM96, , LMB2703, ,
MDR172, MDR272
Diagnostikai in vitro.

PASKIRTIS

Skirtos naudoti nustatant HLA 1 ir Il klasés lastelés pavirSiaus antigenus, taikant nuo komplemento
E]z’ priklausomg mikrolimfocitotoksinj metoda.

SANTRAUKA IR PAAISKINIMAS

HLA 1 ir Il klasés Lambda monokloninio tipavimo (LMT™) plokStelése yra zinomo monokloninio reagento ir triusio
komplemento miSinio, kuris yra naudojamas nustatyti HLA | ir Il klasés antikiiny buvima ant T ir B limfocity.
Kiekviename Sulinélyje yra 1 mikrolitras (1 pl) specifinio monokloninio ir komplemento misinio, o taip pat 5
mikrolitrai (5 pl) beveik nelakaus mineralinio aliejaus. Kiekvienos plokstés sudétyje yra teigiama ir neigiama
kontrolé. Il klasés tipavimo plokstelése taip pat yra anti-B ir anti-T limfocity monokloniniy antikdiny.

PRINCIPAS(-Al)

Gyvybingi limfocitai yra inkubuojami su komplementu fiksuoty monokloniniy antikliny ir komplemento miSinyje. Jei
limfocitai ekspresuoja antigeng, atpazjstamg pagal specifinj antikiing, Fab antikino dalis fiksuojasi prie antigeno,
sudarydama antigeno-antikiino kompleksg. Po to, kai susiformuoja Sie kompleksai, komplemento C1q ir Ca*™*
fiksuojasi prie FC antikiino dalies. Vienas IgM antiklinas turi fiksuoti vieng C1q molekule arba du IgG antiktnai turi
fiksuoti vieng C1q molekule. C1q fiksavimas pradeda komplementy kaskadg, kuri sukelia Igsteliy su antigeny-
antikiiny kompleksais lize. Kai reakcija neigiama, limfocitai iSlieka gyvybingi. Kai reakcija teigiama, limfocitai yra
Zuve.

REAGENTAI

A. Identifikacija

HLA lir Il klasés ,Lambda“ monokloninio tipavimo plokStelése yra anti-1 ar Il klasés monokloniniy
antikdny ir triuSio komplemento misinio. Kiekviename Sulinélyje yra 1 ul specifinio monokloninio ir
komplemento misinio ir 5 pl beveik nelakaus mineralinio aliejaus.

Pastaba. Monokloniniai antikiinai gali bdti gaunami i§ pelés ar Zmogaus organizmo.

B. Perspéjimas arba jspéjimas
1. FDA paskirtis: IVD

2. |spéjimas. Visi kraujo produktai turi bati laikomi potencialiai uzkre€iamais. Atlikus FDA Siuo
metu reikalaujamus atlikti testus pradinei medZiagai, i$ kurios buvo gautas Sis preparatas, testy
rezultatai buvo neigiami. Néra jokiy Zinomy testy metoduy, visiSkai uztikrinanciy, kad produktai,
paruosti naudojant Zmogaus kraujg, nepernes uzkre€iamy agenty.

3. Perspéjimas. Etidzio bromidas yra zinomas karcinogenas. Naudokite taikydami atitinkamas
saugos priemones. Gali bdti zalingas, jei jsiskverbia j odg. Stenkités, kad nepatekty j akis ar
neuztikSty ant odos ar drabuZiy. Laikyti sandariai uzdarytg. Po naudojimo kruop$¢&iai nuplauti.

4. ISsamig informacijg galite rasti medziagos saugos duomeny lape.
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D. Laikymo instrukcijos

Laikykite reagentus ant pakuotés nurodytoje temperatiroje. Sunaudoti iki atspausdinto galiojimo
termino.

é C. Reagenty paruosimas naudoti
1. Zr. ,Naudojimo nurodymai*.

E. Gryninimas arba apdorojimas, reikalingi naudojimui
Zr. skyriy ,Naudojimo nurodymai*.
F. Nestabilumo pozymiai

Dél bakterinio uztersimo ir (arba) anglies dioksido poveikio serumai pakeis pH. Sj pH pokytj rodo i$
rausvos j geltong pasikeitusi spalva. Jei jvyksta toks pasikeitimas, iSmeskite ploksteles.

MEGINIY EMIMAS IR PARUOSIMAS

A. Kadangi gyvybingi limfocitai yra reikalingi serologiniam tipavimui, gautas kraujas turi biti apdorotas
nedelsiant, iSkart po gavimo. Limfocity kiekis mazéja su laiku ir veikiant ekstremalioms temperatiroms.
Kraujas turéty bati paimamas, apdorojant riigsties citrato dekstrozés tirpalu (ACD) arba natrio heparinu,
laikomas horizantalioje padétyje kambario temperatiroje (20-25 °C) ir analizuojamas 48 valandy laikotarpiu,
siekiant panaudoti didziausig T ir B limfocity kiekj.

PROCEDURA

1. Pridedamos medziagos
1. HLA L ir Il klasés tipavimo plokstelé (-s), 72 ar 96 Sulinéliai

2. Darbo lapai, kuriuose nurodytas kiekvieno monokloninio antikino specifiSkumas.

2. Reikalingos medziagos, kuriy néra pakuotéje
1. MikroSvirkstai

2. Insta-Seal™ (OLI Kat. Nr. TIS250U) dengiamieji objektiniai stikleliai ir stikliniai objektiniai ir petrolatas
(Vaseline™)

3. Dazymo ir fiksavimo reagentai:
a. Dazy iSskyrimui tirti: Eozinas Y (natrio pagrindu) ir formaldehidas

b. Fluorescencijai tirti: FluoroQuench™ AO/EB (OLI Kat. Nr. FQAE-100/500) FQZAE-100 arba
fluorescencinj testavima naudojant CFDA (ziGrékite apacioje ,B“ dalj) arba pridékite 1 ml EB pradinio
tirpalo | 9 ml hemoglobino ar 1 % dazy (zr. medziagy Nr. 4-7 Zemiau).

a. AtSaldytas hemoglobinas
a. IS liofilizuoto jauCio serumo:
(1) Istirpinkite 10 gm hemoglobino 100 ml 5 % EDTA PBS. Jpilkite 1 ml 1 % natrio azido.
(2) Centrifuguokite 45 minutes 1000 g. Laikykite supernatantg —20 °C temperatiroje.
b. 18 stabilizuoty raudonyjy kraujo kaneliy:

(1) Pradinis tirpalas: supakuotus eritrocitus praplaukite 3 kartus fiziologiniu tirpalu. Paruoskite 70%
hematokrito ir suSaldykite ir atSildykite. Centrifuguokite 45 minutes, esant 20000 g. Dializuokite 3
dienas, naudodami fiziologinj tirpala.

(2) Darbinis tirpalas: jpilkite 10ml 5 % EDTA PBS. |pilkite 1 ml 1% natrio azido j 89ml hemoglobino.
Laikykite —20 °C temperataroje.

b. 1% dazy darbinis griidintas skystis
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a. Istirpdykite 1 g jaucio serumo albumino (BSA) 10 ml 5% EDTA PBS.
b. 19,8 ml BSA/5% EDTA/PBS jpilkite:
(1) 100 pl 1% natrio azido.
(2) 100 p1 ,Higgins® juodo kaligrafijos rasalo
6. 5% EDTA (dinatrio) PBS
a. |IStirpdykite 5 g EDTA 90 ml PBS.
b. pH pakoreguokite iki 7,2 su M NaOH.
c. Paruoskite galutinj turj iki 100 ml su PBS.

7. Etidzio bromido (EB) pradinis tirpalas: istirpinkite 50 mg 1 ml distiliuoto vandens. Pridékite 49 ml PBS.
Pakaitinkite vandens voneléje esant 56° C temperatiroje 30 minuciy. Laikykite -20° C temperatroje.

8. Karboksifluoresceino diacetatas (CFDA)

a. Pradinis tirpalas: istirpinkite 10 mg CFDA 1 ml acetono stikliniame mégintuvélyje. Laikykite -20° C
temperatiroje Bekmano mégintuvéliuose.
b. Darbinis tirpalas: naudokite vieng i$ Siy:
(1) Paruostg PBS esant pH 7,2: pridékite 30 ul CFDA pradinio tirpalo j 5 ml PBS (pH 7,2). Laikykite 2
- 5° C temperatiroje ne ilgiau nei 1 savaite.

(2) Paruostg PBS esant pH 5,5: pridékite 30 yl CFDA pradinio tirpalo j 5 ml PBS (pH 5,5). Laikykite 2
- 5° C temperatiroje ne ilgiau nei 1 savaite.

C. Naudojimo nurodymai

Pastaba:Informacijos apie limfocity izoliacijos metodus, ieSkokite ,ASHI Laboratory Procedure Manual® (ASHI
Laboratoriniy tyrimy metodikos vadove)’ arba produkto informaciniame lapelyje apie ,One Lambda“
LFluoroBeads™* ar ,LymphoKwik™*“ del limfocity atskyrimo metody.

1. Testavimas
a. AtSildykite padéklus kambario temperatiroje (20— 25 °C) 15 minuciy ir naudokite per1 valandg po
atSildymo. Démesio! NeuzZSaldykite dar karta.

b. | kiekvieng Sulinélj jpilkite 1 pl 2 X 106 Igsteliy/ml T limfocity suspensijos j | klasés plokstele, arba B
limfocitus j Il klasés plokstele. Apie fluorescencinj testavimg naudojant CFDA, Zidrékite apacioje ,,2°
dalj.

c. Sumaisykite mikrolaselius kartu, naudodami elektrostatinj maisiklj arba laida.

d. Inkubuokite ploksteles kambario temperatdroje (20-25 °C) 1 valanda.

e. Po inkubavimo nudazykite ir uzfiksuokite lasteles.
(1) Dazy atskyrimo testui j kiekvieng Sulinél;j jpilkite:

e 5yl eozino dazy, po 2 minuciy 5 pl formaldehido j kiekvieng Sulinélj

(2) Fluorescenciniam testavimui jpilkite 5 pl FluoroQuench™ AO/EB (OLI Kat. Nr. 100/500), FQZAE-
100. CFDA testavimui (,2“ dalis zemiau), jpilkite 5 pl hemoglobino j kiekvieng Sulinélj arba jpilkite
50 pl etidZio bromido.

f.  Uzdenkite ploksteles Terasaki Insta-Seal™ (OLI Kat. Nr. TIS250U). Jeigu vietoj to naudojama stiklo
skaidre, izoliuokite, naudodami istirpintu petrolatu. Palaikykite ploksteles (20 - 25° C) 15 minuciy, kad
leistumeéte limfocitams nusistovéti. Dazy atskyrimo plokstelés gali bati laikomos 2 - 5° C
temperatdroje iki 2 savaiciy. Fluorescentinés plokstelés gali bati laikomos 2 - 5° C temperatiroje
tamsoje iki 2 dieny. Plokstelés, uzdengtos Terasaki Insta-Seal™ dengiamaisiais stiklelaiis, turi bati
nuskaitomos tg pacig dieng, kai jos paruoSiamos testuoti.

2. Fluorescencija: limfocity paruoSimo CFDA zyméjimas
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a. Inkubuokite limfocitus 500 pl CFDA pH 7,2 esant 37 °C temperatdrai 15 minuciy arba CFDA pH 5,55
minutes esant 20-25 °C temperatirai. Limfocitams, izoliuotiems magnetinémis granulémis, inkubuokite
500 pl CFDA pH 5,5 esant 20-25 °C temperatirai 10 minuciy.

b. Centrifuguokite 1 minute 1000 g. Pasalinkite supernatantg. Limfocitus, izoliuotus magnetinémis

granulémis, uzdékite ant magneto 1 minute. Pa8alinkite supernatanta.

Resuspenduokite j PBS.

Pakartokite dukart b ir b Zingsnius.

e. Resuspenduokite Igsteles Mak-Kojaus (McCoy’s) mégintuvéliuose su 0,5% FCS, ir pritaikykite Igsteles 2 x
10° Igsteliy/ml koncentracijai. Saugokite nuo Sviesos.

f.  Vadovaukités auksSciau pateikto , Testavimo® skyriaus b—f zingsniais.

oo

REZULTATAI

A. Duomeny gavimas

1. Lastelés gali Zati bet kuriame teste, kur HLA Igstelés pavirSiaus antigenas yra atpaZjstamas pagal jam
prilygstantj anti-HLA antikiing. Kai naudojamas dazy pasalinimas, neigiami (gyvybingi) limfocitai atrodo
mazi, Sviesus ir l0ztantys (refraktilGs). Teigiami (negyvi) limfocitai atrodo tamsus ir nerefraktiski su eozino
dazais. Reakcijy rezultatai jvertinami pagal Zuvusiy lasteliy procenta.

B. Duomeny analizé

1. Fluorescenciniam testavimui naudojant karboksifluoresceino diacetatg (CFDA) ar akridino oranzg (AO),
neigiami (gyvybingi) limfocitai atrodo zali. Naudojant etidZio bromidg (EB) ar propidiumo jodidg (PI),
teigiami (negyvi) limfocitai atrodo raudoni.

PROCEDUROS APRIBOJIMAI

¢ Sunkumai izoliuojant Igsteles ir limfocity uzterSimas eritrocitais, juos ruosiant, mielés, monocitai, trombocitai
ar granulocitai gali bati klaidingy rezultaty priezastis. Be to, klaidingi rezultatai gali bati gauti, kai lgsteliy
koncentracijos yra vir$ ar Zemiau leistiny riby. Bakterinis uzterSimas ar monokloniniy reagenty pH pokytis gali
lemti klaidingas neigiamas reakcijas. Tam tikri HLA antigenai daznai rodo silpnus specifiSkumus. Jie yra
vadinami kryzmi8kai reaguojanciais antigenais ir yra detalizuojami antigenais ir antikinais i$ kiekvienos
plokstelés pagal pridedama reakcijy modeliy informacinj lapa.

o Il klasés tipavimo plokstelése anti-B limfocity kontrolé turi bdti teigiama, kad baty patvirtinta, kad paruostos
Iastelés yra prisodrintos B limfocity. Jei Si kontrolé yra Zzemesné nei reakcijos rezultatas 6, testas néra
galiojantis.

NUMATOMOS REIKSMES
Mikroskopinis testy jvertinimas

Reakcijy rezultatai jvertinami pagal Zuvusiy Igsteliy procentg. Jei neigiamoje kontroléje yra Zuvusiy limfocity,
negyvy lasteliy likusiuose Sulinéliuose procentas turi bati atitinkamai pakoreguotas.

ASHI rodmeny standartai yra parodyti Sioje lenteléje:

Rezultatas Zuvusiy lasteliy Interpretavimas
1 0-10% Neigiamas
2 11-20% Abejotinas neigiamas
4 21-50% Silpnas teigiamas
6 51-80% Teigiamas
8 81-100% Stiprus teigiamas
0 Nenuskaitoma
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Fenotipy daznumai HLA | ir Il klasei skirsis palyginus skirtingas populiacijas (t.y. baltyjy rasés Amerikos
juodaodziy, Ryty Azijos, ir t. t.).4

SPECIALIOSIOS VEIKIMO SAVYBES

A. Pajégumas ir specifiSkumas

Testo reagentai buvo tiksliai charakterizuoti pagal atskirus nuoseklius serologinius skriningus. Standartinés
suSaldyty limfocity méginiy panelés yra naudojami dviejose atskirose patikrose.

Du trecdaliai visy atrinkty reagenty yra stiprds su aiSkiai iSreikStu specifiniu HLA reaktyvumu (su 70%
stiprumo indeksu), leidziant ne daugiau nei 10% klaidingy teigiamy ir 15% klaidingy neigiamy reakcijy. Likes
vienas tre€dalis reagenty neatitinka Siy kriterijy, bet yra naudingi tyrimo atzvilgiu, naudojant pagrijsti kitus
aiSkiai iSreikStus antikGnus. Multispecifiniai antiknai yra naudojami tik kai néra monospecifiniy antikiiny tam
tikram specifiSkumui nustatyti. Multispecifiniai antiknai yra iSrenkami tomis paciomis savybémis visiems
specifiSkumams kaip ir monospecifiniai antikiinai. Patikra palyginus su Svieziai paruosty limfocity paneliu, yra
naudojama patvirtinti ir jteisinti serumo stiprima ir specifiSkumg. Analizé yra atliekama naudojant astuntojo
tarptautinio audiniy suderinamumo seminaro 1980 m. (Eighth International Histocompatibility Workshop)
kompiuterinius metodus. *

B. Neigiama kontrolé

Neigiamos kontrolés antiserumas yra gautas i$ sveiko vyro organizmo, turincio AB kraujo grupe, kuris neturi
citotoksinio reaktyvumo testuose su laisvai parinktais limfocity donorais. Si kontrolé yra atliekama nustatyti
limfocity gyvybiSkuma.

C. Teigiama kontrolé

Teigiama kontrolé yra monokloninis antikiinas ir yra stipriai citotoksikas Zmogaus limfocitams. Si kontrolé yra
atliekama nustatyti komplementy gyvybiSkuma.

D. Anti-B limfocity kontrolé
Anti-B limfocity kontrolé yra monokloninis antikiinas ir yra stipriai citotoksiSkas B limfocitams ir nereaguojantis

prie§ trombocitus, monocitus ir eritrocitus. Si kontrolé yra naudojama nustatyti B limfocity grynuma.
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PREKES ZENKLAI

™ FluoroBeads®, ,FluoroQuench®, ,Insta-Seal“, ,Lambda Monoclonal Trays (LMT)“ ir ,LymphoKwik" yra ,One
Lambda, Inc.” prekés Zenklai.

|GLIOTASIS ATSTOVAS EUROPOJE

m MDSS GmbH, Schiffgraben 41, 30175, Hanoveris, Vokietija
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SIMBOLIY PAAISKINIMAS (nuoroda EN ISO 15223-1: medicinos prietaisai — simboliai, naudotini medicinos prietaisy etiketése,
Zyméjimuose ir pateikiamoje informacijoje)
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Gamintojas

|galiotasis atstovas Europos Bendrijoje
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15O 7000 Reg Nr 2497

Pagaminimo data

1

150 7000 Reg Nr 2607

Sunaudoti iki nurodytos datos

Partijos laukas ant etiketés skirtas pagaminimo atvejui sekti.

PADARYTI PATAISYMAI

Pataisymas ISleidimo data Pataisymo paaiskinimas
01 2019-04-08 | Atnaujinta vidiné dokumenty valdymo sistema. Dokumenty turinys nepakeistas.
02 2019-09-20 | Atnaujinta kontaktiné informacija ir adresas pasikeitus oficialiai gamybos vietai.
PasSalinta Stain-Fix™ (OLI kat. Nr. SF-500), FluoroQuench EB™ (OLI kat. Nr.
03 Dabartiné FQEB-500). Pasalinta katalogo Nr. 2LM72, LMB2701, LMBL72, MDR160.
Naudojimo nurodymy eilutéje C.1.b. pasalinta ,arba“ ,B".
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