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Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/APC, Clone UCHT1  Nr kat. C7225 
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/FITC, Clone UCHT1  Nr kat. F0818 
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/PerCP, Clone UCHT1 Nr kat. PR702 
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/RPE, Clone UCHT1  Nr kat. R0810 
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/RPE-Cy5, Clone UCHT1   Nr kat. C7067 

Przeznaczenie Do badań diagnostycznych in vitro. 

 Produkty o nr kat. C7225, F0818, PR702, R0810 oraz C7067 są przeznaczone do stosowania w cytometrii 
przepływowej. CD3 jest antygenem specyficznym dla wszystkich linii limfocytów T, stanowiącym cenny marker 
normalnych i nowotworowych limfocytów T. Przeciwciała przeciw CD3 odgrywają istotną rolę we wczesnej 
ocenie ostrych i przewlekłych zaburzeń limfoproliferacyjnych (1). Interpretację powinien przeprowadzić 
wykwalifikowany patolog w oparciu o historię choroby pacjenta oraz inne testy diagnostyczne. 

Streszczenie i Ludzki antygen TCR/CD3 jest złożoną strukturą zlokalizowaną na powierzchni limfocytu. Składa się z heterodimeru 

informacje ogólne  TCR lub TCR oraz przyłączonego kompleksu CD3. Kompleks CD3 jest złożony z sześciu polipeptydów, które 

zazwyczaj zawierają cztery różne łańcuchy transmembranowego CD3:  (gamma)  (delta)  (epsilon)  

i  (zeta) Kompleks CD3 tworzą trzy różne dimery ,  oraz  . Mr dla CD3 wynosi 20 000 (2). 

Kompleks CD3 ma zasadnicze znaczenie dla przekazywania sygnałów rozpoznania antygenu do cytoplazmy 
limfocytów T oraz dla regulacji ekspresji kompleksu TCR na powierzchni komórki. Ponadto odgrywa istotną rolę 
w różnicowaniu tymocytów (2).  

Antygen CD3 jest wykrywany najwcześniej w niedojrzałych tymocytach, a jego pojawienie się najprawdopodobniej 
stanowi jedną z pierwszych oznak różnicowania w kierunku linii limfocytów T. W tymocytach korowych we 
wczesnych stadiach dojrzewania antygen CD3 jest obecny głównie w cytoplazmie komórki. W tymocytach 
rdzeniowych antygen ten wykrywany jest głównie na powierzchni komórki (3, 4). 

Większość nowotworów pochodzących z linii limfocytów T również wykazuje ekspresję CD3, lecz nie obserwuje 
się go w złośliwych nowotworach limfatycznych o innym pochodzeniu (5). Zgodnie ze schematem syntezy 
antygenu w normalnych tymocytach, CD3 w komórkach nowotworowych najwcześniej wykrywany jest w 
cytoplazmie komórki (3).  

Odczynnik dostarczony Koniugaty anty-CD3, C7225, F0818, PR702, R0810 oraz C7067 zostały wyprodukowane z oczyszczonego 
mysiego przeciwciała monoklonalnego. Koniugaty są dostarczane w postaci płynnej w buforze zawierającym 
1% albuminę surowicy bydlęcej (BSA) oraz 15 mmol/L NaN3 o pH 7,2. Każda fiolka zawiera 100 testów (10 µL 
koniugatu przeznaczone jest dla maksymalnie 106 leukocytów z normalnej krwi obwodowej).  

Izotyp: IgG1, kappa. Stężenie koniugatu mg/L: zob. informację podaną na etykiecie fiolki. 
 

Przeciwciało 
nr kat. 

Fluorochrom 
Kontrola ujemna 
nr kat. 

F0818 FITC (Fluorescein Isothiocyanate Isomer 1) X0927 

R0810 RPE (R-Phycoerythrin) X0928 

PR702 PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) X7909 

C7067 RPE-Cy5 (R-Phycoerythrin-Cyanine 5) X0955 

C7225 APC (Allophycocyanin) X0968 

Immunogen Niedojrzałe tymocyty ludzkie i limfocyty pacjenta z zespołem Sézary'ego (6). 

Swoistość Przeciwciało Anti-CD3, UCHT1, włączono do programu Pierwszych i Trzecich Międzynarodowych Warsztatów i 
Konferencji: Ludzkie antygeny różnicowania leukocytów (International Workshops and Conferences on Human 
Leucocyte Differentiation Antigens) (Paryż 1982, Oksford 1986), a badania przeprowadzone przez liczne 
laboratoria potwierdziły jego reaktywność z antygenem CD3 (7). Przeciwciało Anti-CD3, UCHT1, reaguje z 

łańcuchem CD3  o masie 20 kDa (8). 

Przeciwciało Anti-CD3 znakuje limfocyty T w grasicy, szpiku kostnym, śledzionie, migdałkach i krwi. (3-6). 
Znakuje również komórki Purkiniego w móżdżku, stanowiące jedyny inny znany typ komórek wiążących 
przeciwciała przeciw CD3 (9).  

W obecności interleukiny-2 (IL-2) przeciwciało może wywołać proliferację in vitro dojrzałych tymocytów oraz 
limfocytów T (10). 

Środki ostrożności 1. Do stosowania przez wyszkolony personel. 

 2. Produkt zawiera azydek sodu (NaN3), substancję chemiczną silnie toksyczną w czystej postaci. Azydek sodu, 
zastosowany w produkcie w stężeniu, które nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, może reagować z 
elementami kanalizacji wykonanymi z ołowiu i miedzi, powodując nagromadzenie silnie wybuchowych azydków 
metali. Po usunięciu spłukać dużą ilością wody, aby zapobiec nagromadzeniu się azydku metalu w kanalizacji. 

 3. Podobnie jak w przypadku wszelkich materiałów pochodzących ze źródeł biologicznych należy stosować 
prawidłowe procedury postępowania. 

 4. W celu uniknięcia kontaktu z oczami i skórą należy nosić odpowiednie osobiste wyposażenie ochronne. 

 5. Niewykorzystany odczynnik należy usuwać zgodnie ze stosownymi przepisami lokalnymi i krajowymi. 

Przechowywanie Przechowywać w ciemnym miejscu w temp. 2–8 C. Nie używać po upłynięciu daty ważności podanej na 
etykiecie fiolki. Jeśli odczynniki są przechowywane w warunkach innych niż podane powyżej, użytkownik musi 
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zweryfikować takie warunki. Nie ma oczywistych oznak wskazujących na utratę stabilności produktu. Dlatego 
jednocześnie z badaniem próbek pacjenta należy wykonywać dodatnie i ujemne próby kontrolne. Jeśli wystąpi 
nieoczekiwany wzór barwienia, którego nie można wyjaśnić różnicami w procedurach laboratoryjnych i istnieje 
podejrzenie, że przyczyną może być problem z przeciwciałem, należy niezwłocznie skontaktować się z działem 
pomocy technicznej naszej firmy. 

Procedura barwienia  1. Przenieść 100 µL krwi z dodatkiem środka przeciwzakrzepowego (EDTA) do probówki polistyrenowej o  
 wymiarach 12 mm x 75 mm. 

2. Dodać 10 µL sprzężonego z fluorochromem anty-CD3 i wymieszać ostrożnie mieszadłem wibracyjnym. 

3. Inkubować probówkę w ciemności przez 30 minut w temperaturze 2–8 °C lub w temperaturze pokojowej 
(20–25 °C) przez 15–30 minut. 

4. Dodać do probówki 100 µL odczynnika Uti-Lyse™ Reagent A (nr kat. Dako S3325) i delikatnie mieszać 
mieszadłem wibracyjnym. Inkubować probówkę przez 10 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnym 
pomieszczeniu. 

5. Dodać do probówki 1 mL odczynnika Uti-Lyse™ Reagent B (nr kat. Dako S3325) i delikatnie mieszać 
mieszadłem wibracyjnym. Inkubować probówkę przez 10 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnym 
pomieszczeniu. 

6. Odwirować probówkę przy 300 x g przez 5 minut. Delikatnie odciągnąć supernatant i odrzucić go, 
pozostawiając w probówce około 50 µL cieczy. 

7. Dodać do probówki 2 mL odczynnika PBS i odtworzyć zawiesinę za pomocą mieszadła wibracyjnego. 

8. Powtórzyć etap 6. 

9. Odtworzyć zawiesinę komórek w odpowiednim płynie do cytometrii przepływowej, np. 0,3 mL PBS. 

10. Poddać próbkę analizie w cytometrze przepływowym lub przechowywać do analizy w ciemności i 
temperaturze 2–8 °C. Próbki powinny zostać poddane analizie przed upływem 24 godzin od barwienia. 

Należy pamiętać, że koniugaty fluorochromowe są wrażliwe na światło. Odczynniki przechowywać z dala od 
światła oraz podczas procedury barwienia i do wykonania analizy próbki powinny być chronione przed światłem. 

Uwagi dotyczące procedury Etap 1. Opcjonalnie do każdego pomiaru można dołączyć odpowiednie dodatnie i ujemne próbki kontrolne w 
celu weryfikacji odczynnika i przygotowania próbek. 

 Etap 2. Zalecana objętość koniugatu jest jedynie wartością orientacyjną. Optymalne warunki barwienia mogą się 
zmieniać w zależności od rodzaju materiału i sposobu jego przygotowania i powinny być określone indywidualnie w 
każdym laboratorium. 

 Uwzględnienie probówki z odczynnikiem kontrolnym jest opcjonalne. Odczynnik kontrolny powinien być 
dopasowany do izotypu i fluorochromu sprzężonego przeciwciała. Zalecane odczynniki kontrolne przedstawiono 
w tabeli powyżej. 

 Etap 4 i 5. Jeśli używany jest inny odczynnik do lizy komórek, należy przy jego doborze kierować się poniższymi 
zaleceniami. Należy zauważyć, że jeśli alternatywny odczynnik do lizy nie zawiera utrwalacza, np. Dako 
EasyLyse™, nr kat. S2364), PBS w etapie 9 powinien zawierać 1% paraformaldehydu, chyba że próbka 
zostanie przeanalizowana w czasie zalecanym dla odczynnika do lizy.  

 Etap 10. W przypadku niektórych chorób można oczekiwać nieprawidłowej liczby komórek, w których zachodzi 
ekspresja antygenu docelowego, lub nieprawidłowego poziomu ekspresji antygenu. Do przeprowadzenia 
właściwej analizy konieczna jest znajomość prawidłowego wzorca ekspresji antygenu oraz jego związków z 
ekspresją innych istotnych antygenów. 

 Zaleca się dołączenie do każdego pomiaru odpowiednich dodatnich i ujemnych próbek kontrolnych w celu 
weryfikacji odczynnika i przygotowania próbek. Należy pamiętać, że koniugaty fluorochromowe są wrażliwe na 
światło, w związku z czym w trakcie wykonywania odczynu i do wykonania analizy próbki powinny być 
chronione przed światłem. 

Ograniczenia specyficzne  Zaobserwowano, iż koniugaty RPE-Cy5 mogą wiązać się z monocytami, co jest przyczyną nieswoistego 
dla produktu barwienia tła (11). 
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