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N.° de referencia Muestras/Vial Nombre del producto

R7-11101 100 cFluor® B515 Anti-Human HLA-DR (L243)

R7-11102 25 cFluor® B515 Anti-Human HLA-DR (L243)
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1. Uso previsto

Este producto esta indicado para uso diagndstico in vitro, para identificar células humanas que
expresen moléculas del antigeno HLA-DR en paises en los que se haya obtenido la aprobacion
normativa de las autoridades sanitarias locales.

2. Aplicacion

El anticuerpo monoclonal L243 se une al antigeno HLA-DR humano, una glucoproteina heterodimérica
con una cadena pesada alfa de 36 kDa y una cadena ligera beta de 27 kDa en la familia del complejo
principal de histocompatibilidad 2 (major histocompatibility complex 2, MHC Il) transmembranario.
El HLA-DR, también conocido como el isétopo DR del antigeno leucocitario humano, esta presente
en la superficie de las células presentadoras de antigeno, como los linfocitos B, las células dendriticas,
los macrofagos, los monocitos y los linfocitos T activados. El MHC clase Il regula el sistema inmunitario
mediante su funcidn critica en la union y presentaciéon de péptidos derivados de antigenos a los
linfocitos T CD4 especificos para péptidos-MHC II. El anticuerpo se conjuga con un fluoréforoy se
purifica por cromatografia de afinidad.

3. Componentes

El anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR conjugado con los fluorocromos cFluor indicados
a continuacién se suministra en solucién salina tamponada con fosfatos, pH 7,2, con un 0,09 %
de azida sodica y un 0,2 % de seroalbumina bovina (BSA, pais de origen, EE. UU.).

Especificidad del anticuerpo HLA-DR

Clon L243

Subtipo de inmunoglobulinas IgG2a, kappa
Especie y género Ratoén
Fluorocromo cFluor® B515"
Longitud de onda de excitacion 488 nm

Pico de emisién 515 nm

4. Almacenamiento y manipulacion

Este producto es estable hasta la fecha de caducidad mostrada en la etiqueta, siempre que
se guarde protegido de la luz, a una temperatura de 2-8 °C. No congelar.

5. Otros materiales necesarios pero no suministrados
* Solucién de lisado de hematies

+ Pipetasy puntas de pipeta de 20 pl, 100 ply 1000 pl

*  Tubo de 12x75 mm

«  Vortex

+ Citometro de flujo
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6. Requisitos de la muestra

1

Se requiere la recogida por venopuncion de un minimo de 500 ul de sangre periférica en un tubo
anticoagulacién con EDTA.

Tras la recogida, las muestras deben conservarse a temperatura ambiente (18-25 °C). No las
agite. El tiempo de almacenamiento no debe ser superior a 24 horas.

Tras la tincidn, las muestras deben conservarse a una temperatura de 2-8 °C, protegidas
de la luz, y analizarse por citometria de flujo antes de 2 horas.

Evite utilizar muestras coaguladas o con contaminacién microbiana.

7. Procedimiento

1

8.

9.

Afada 100 pl de sangre completa anticoagulada con EDTA bien mezclada al fondo de un tubo.
Evite que la sangre toque la pared superior del tubo.

Centrifugue brevemente este producto antes de utilizarlo. Afiada 5 pl de reactivo conjugado
HLA-DR-cFluor al fondo del tubo.

Mezcle bien en el vértex e incube durante 15-30 minutos a temperatura ambiente y protegido
de la luz.

Afada 2 ml de tampdn de lisis 1 X al tubo, mezcle brevemente en el vortex e incube durante
10-15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

Centrifugue a 300 x g durante 5 minutos, deseche el sobrenadante, afiada 2 ml de PBS con
un 0,02 % de BSA 'y un 0,09 % de NaN3 para resuspender las células.

Centrifugue a 300 x g durante 5 minutos, deseche el sobrenadante, afiada 300 pl de PBS con
un 0,02 % de BSA 'y un 0,09 % de NaNs para resuspender las células, conserve a 4 °Cy analice
por citometria de flujo antes de 2 horas. Si es necesario retrasar el analisis (mas de 2 horas),
se deben utilizar 300 pl de PBS con 1 % de paraformaldehido para resuspender las células

y conservar la muestra refrigerada a una temperatura de 2-8 °C, protegida de la luz; en este
caso, sin embargo, el tiempo de almacenamiento no debe ser superior a 24 horas.

Control de calidad

Control de calidad del instrumento: utilice los controles recomendados por el fabricante
en funcion del modelo del citémetro de flujo.

Consulte la Guia del usuario del instrumento para ver la informacion relativa al mantenimiento
del instrumento.

Advertencias
Este reactivo contiene trazas de azida sddica. No pipetee con la boca.

Cuando utilice este producto use el equipo de proteccion individual adecuado segun la ficha
de datos de seguridad.

Siga las practicas de bioseguridad de conformidad con las normativas locales, regionales
y nacionales al manipular todas las muestras bioldgicas y los materiales en contacto con ellas.

Pongase en contacto con el servicio de asistencia de Cytek o consulte la informacion sobre
solucion de problemas en cytekbio.com.
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10. Caracteristicas de rendimiento

10.1. Exactitud

Se tifieron 3 réplicas de tubos con reactivo conjugado de HLA-DR-cFluor y se analizaron en un
citometro de flujo Northern Lights™ de Cytek. Los resultados de porcentaje de linfocitos HLA-DR+
estuvieron dentro del intervalo de valores diana en sangre del control proporcionado por el
fabricante.

Muestra: CD-CHEX PLUS Porcentaje de linfocitos HLA-DR+

HLA-DR-Fluorocromo R1 R2 R3 Media Intervalo de valores diana

cFluor B515 13,5 14,7 13,5 13,9 9,7-21,7

10.2. Precision intralote

Se tifieron 10 réplicas de tubos con el mismo lote de reactivo conjugado de HLA-DR-cFluor y se
analizaron en un citémetro de flujo Northern Lights™ de Cytek. Se calcul6 el CV del porcentaje
de linfocitos HLA-DR+ y estuvo dentro de los criterios de aceptacion.

Muestra: sangre normal Porcentaje de linfocitos HLA-DR+

HLA-DR-Fluorocromo Promedio (%) % CV Criterios

cFluor B515 12,0 2,63 CV<15%

10.3. Precision entre lotes

Se tifleron 3 réplicas de tubos con tres lotes de reactivo conjugado de HLA-DR-cFluor y se
analizaron en un citémetro de flujo Northern Lights™ de Cytek. Se calcul6 el CV del porcentaje
de linfocitos HLA-DR+ y estuvo dentro de los criterios de aceptacion.

Muestra: CD-CHEX PLUS Porcentaje de linfocitos HLA-DR+

HLA-DR-Fluorocromo Promedio (%) % CV Criterios

cFluor B515 14,7 5,43 CV<15%

10.4. Estabilidad de la tincion

Se tifleron 3 réplicas de tubos con el mismo lote de reactivo conjugado de HLA-DR-cFluor y se
analizaron en un citémetro de flujo Northern Lights™ de Cytek en los siguientes puntos temporales:
antes de 2 horas (T0) y después de 24y 48 horas tras la tincidn. El porcentaje de linfocitos HLA-DR+
en cada punto temporal se compardé con el TO y se calcul6 la diferencia relativa media, que estuvo
dentro de los criterios de aceptacion.

Muestra: sangre normal Porcentaje de linfocitos HLA-DR+

HLA-DR-Fluorocromo Promedio (%) Diferencia relativa frentea 2 h Criterios
24 h 48 h Diferencia
relativa <20 %
cFluor B515 13,0 3,49 % 1,36 %
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11. Limitaciones

1 Este reactivo puede utilizarse para citometria de flujo y no se recomienda su uso para
microscopia de fluorescencia ni inmunohistoquimica.

2 Este reactivo es un producto marcado con fluorescencia. La fluorescencia puede extinguirse
facilmente con la exposicion prolongada a la luz y el producto debe manipularse protegido
de la luz.

3 Sino se sigue el procedimiento de lavado y lisado descrito anteriormente, el rendimiento
del reactivo puede verse afectado.

4 Los resultados pueden verse afectados por el almacenamiento incorrecto de los reactivos,
la coagulacién de las muestras, el almacenamiento incorrecto de las muestras o el lisado
incompleto de los hematies en las muestras.

5 Los resultados del ensayo con este reactivo son exclusivamente para referencia clinica. Para el
diagnostico debe considerarse también el historial del paciente, otras pruebas de laboratorio
y la respuesta al tratamiento.

12. Referencias

«  Korman, AJ et al. 1982. Proc Natl Acad Sci U S A. 79(19):6013-6017
« Shackelford DA, et al. 1982. Immunol Rev. 66:133-87

+  WalsengE, et al. 2008. ] Biol Chem. 23;283(21):14717-2

1cFluor® B515 es equivalente a CF® 488A, fabricado y suministrado por Biotium, Inc. bajo un acuerdo
entre Biotium y Cytek (LICENCIATARIO). La fabricacion, el uso, la oferta de venta o la importaciéon
del producto estan cubiertas por una o varias de las patentes o solicitudes pendientes propiedad
o con licencia de Biotium. La compra de este producto incluye una excepcién de jurisdiccion limitada
y no transferible bajo las reivindicaciones de las patentes antes mencionadas sobre el uso de esta
cantidad de producto exclusivamente para la investigacion interna del propio comprador. Por el
presente documento no se otorga (ni expresa ni implicitamente ni por doctrina de actos propios)
ningun derecho derivado de otra solicitud de patente, ni tampoco ningun derecho a emplear
métodos patentados o a prestar servicios comerciales de cualquier tipo, incluyendo (a titulo
orientativo, no exhaustivo) la notificacion de resultados de actividades del comprador a cambio
de honorarios u otras contraprestaciones comerciales.
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