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Polyclonal Rabbit Anti-Human IgM/FITC, Rabbit F(ab’). F0058
Polyclonal Rabbit Anti-Human IgM/RPE, Rabbit F(ab’). R5111

Do badan diagnostycznych in vitro.

Odczynniki FO058 i R5111 sg przeznaczone do uzytku w cytometrii przeptywowej. W cytometrii przeptywowej
przeciwciata przeciwko IgM sg przydatne w wykrywaniu IgM na powierzchni komérek, a w zwigzku z tym okreslaniu
podtypu ostrych biataczek limfoblastycznych podtypu pre-B (biataczki ALL podtypu pre-B), ostrych biataczek
limfoblastycznych B-komérkowych (B-ALL) oraz przewleklych B-komérkowych chorobach limfoproliferacyjnych wraz
z panelem innych przeciwciat (1-6). Interpretacja wynikéw musi zosta¢ przeprowadzona przez certyfikowanego
specjaliste z uwzglednieniem historii choroby pacjenta i wynikéw innych badan diagnostycznych.

Wiekszos¢ limfocytow B, za wyjagtkiem komérek progenitorowych limfocytéw pre-B i limfocytéw pre-B i dojrzatych
komorek osocza wykazuje ekspresje immunoglobuliny na swojej powierzchni. Limfocyty pre-B wykazujg ekspresje
cytoplazmatyczng tafcuchoéw p, ale nie tancuchéw lekkich, podczas gdy niedojrzate limfocyty B wykazujg ekspresje
przeciwciat IgM wytacznie w bfonie komoérkowej. Dojrzewajgce limfocyty B wytwarzajg dodatkowo przeciwciato IgD,
ktore zostaje wprowadzone do btony komérkowej, taczac sie z IgM i tworzgc populacje limfocytéw B IgM+IgD+,
bedaca najwiekszg populacja limfocytdéw B krgzgcych w organizmie cziowieka. P6zniejsza rearanzacja regionu
statego genodw ciezkiego tancucha immunoglobuliny powoduje ekspresje IgG lub IgA na btonie komérek, poczatkowo
razem z przeciwciatami IgM i IgD. Wytwarzanie tych komadrek jest aktywowane przez ekspozycje na antygen. Moga
one rozwija¢ sie z mniej dojrzatych prekursoréw limfocytéw B w odpowiedzi pierwotnej lub z komérek pamieci w
odpowiedzi wtérnej (7). Komorki przewlektej B-komorkowej biataczki limfocytowej (B-CLL) wykazujg zazwyczaj
powierzchniowg ekspresje przeciwciat IgM i IgD (2—-6). Co wiecej, ekspresja przeciwciat IgM i IgD czesto wystepuje
w przypadkach prolimfocytowej biataczki B-komorkowej, biataczki wiochatokomérkowej, chtoniaka sledziony z
kosmkowymi limfocytami, chtoniaka z komérek ptaszcza i chtoniaka grudkowego (1, 5). Przypadki biataczki ALL
podtypu pre-B wykazujg cytoplazmatyczng ekspresje przeciwciat IgM, podczas gdy w biataczce ALL B-komérkowej
wykazywana jest powierzchniowa ekspresja przeciwciat (1).

Koniugaty przeciwko IgM, F0058 i R5111, zostaty uzyskane z izolowanego przez powinowactwo fragmentu F(ab'),
kréliczego przeciwciata poliklonalnego. Koniugaty sa dostarczane w postaci ciektej w buforze zawierajgcym
albumine surowicy bydlecej (BSA) w stezeniu 1% oraz 15 mmol/L NaNs, pH 7,2. Kazda fiolka z FO058 zawiera
100 testoéw (10 pL FO058 dla nawet 106 leukocytow z prawidtowej ludzkiej krwi obwodowej). Kazda fiolka z R5111
zawiera 100 testéw (10 uL koniugatu dla nawet 10° leukocytow z prawidtowej ludzkiej krwi obwodowej).

Stezenie koniugatu w g/L: patrz etykieta na fiolce.

Nr kat. Nr kat. kontroli
przeciwciata Fluorochrom ujemnej
F0058 FITC (izotiocyjanian fluoresceiny — izomer 1) X0929

R5111 RPE (R-fikoerytryna) X0930

1. Przeciwciato wykorzystane do skoniugowania z FITC i RPE poddano absorpcji w fazie statej z biatkami surowicy
ludzkiej i bydlecej w celu usunigcia niechcianych przeciwciat.

2. Zaabsorbowane przeciwciato zostato nastepnie oczyszczone metodg chromatografii powinowactwa na kolumnie
z immobilizowanymi ludzkimi przeciwciatami IgM.

3. Wyizolowane przez powinowactwo przeciwciato zostato nastepnie poddane trawieniu pepsyna, a fragmenty
F(ab"), zostaty wyizolowane z zastosowaniem filtracji zelowej.

4. Na koniec, fragment F(ab'), zostat skoniugowany z izomerem 1 izotiocyjanianu fluoresceiny lub R-fikoerytryng.

Immunoglobulina IgM wyizolowana z ludzkiej surowicy pacjentéw z makroglobulinemig Waldenstroma.

Przeciwciato przeciwko IgM reaguje z tarncuchami ludzkich IgM typu p. Jego okreslono w sposob opisany ponizej.
W celu uzyskania maksymalnej czutosci, przed oczyszczaniem metodg powinowactwa i degradacjg pepsyna
wykonano testy swoistosci metodg immunoelektroforezy krzyzowej i testem ELISA.

Immunoelektroforeza krzyzowa: w testach przeciwciata na osoczu ludzkim pojawia sig wytgcznie tuk precypitacyjny
IgM. Barwienie: btekit Coomassie Birilliant Blue.

Test ELISA: w posrednich testach ELISA nie zaobserwowano zadnych istotnych reakcji z ludzkimi IgA i 1gG.
W testach metodg sandwich ELISA nie obserwuje sie istotnych reakgji z ludzkim osoczem pozbawionym IgM.

Cytometria przeptywowa: podczas testow na lizowanej petnej krwi ludzkiej przeciwciato przeciwko IgA znakowato
subpopulacje komérek wykazujgcych ekspresje antygenu CD19.

Analiza cytometryczna limfocytéw krwi obwodowej wykazata, ze przeciwciato przeciwko IgM znakuje cze$¢ biataczek
B-CLL. W zwigzku z tym w jednym badaniu, obejmujacym 121 przypadkéw (3), w 32 przypadkach wykazana zostata
ekspresja wytgcznie IgM, a w dodatkowych 21 przypadkach zostata wykazana ekspresja zaréwno IgD, jak i IgM. W
innym badaniu, obejmujacym 165 przypadkéw (4), w 142 przypadkach wykazana zostata ekspresja przeciwciat IgM,
przy czym w czesci przypadkow zostata wykazana réwniez ekspresja IgD.
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Do stosowania przez wyszkolony personel.

2. Opisywany produkt zawiera silnie toksyczny zwigzek — azydek sodu (NaNs), w czystej postaci. Azydek sodu
zastosowany w produkcie w stezeniu, ktére nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, moze reagowac z
elementami kanalizacji wykonanymi z ofowiu i miedzi, powodujgc nagromadzenie silnie wybuchowych azydkow
metali. Po usunieciu sptuka¢ duzg iloscig wody, aby zapobiec nagromadzeniu sie azydku metalu w kanalizacji.

3. Podobnie jak w przypadku wszelkich materiatdéw pochodzacych ze zrédet biologicznych, nalezy stosowac
wiasciwe procedury postepowania.

W celu uniknigcia kontaktu z oczami i skérag nalezy nosi¢ odpowiednie osobiste wyposazenie ochronne.

5. Niewykorzystany roztwér usuwac zgodnie z rozporzadzeniami lokalnymi, wojewddzkimi i krajowymi.

Przechowywanie Przechowywaé w zaciemnionym miejscu w temperaturze 2—8°C. Nie nalezy uzywaé¢ odczynnikoéw po uptywie terminu

waznosci podanego na fiolce. Jesli odczynniki sg przechowywane w warunkach innych niz podane powyzej,
uzytkownik powinien zweryfikowa¢ te warunki. Nie ma wyraznych oznak wskazujgcych na niestabilnos¢ produktu.
Dlatego jednoczesnie z badaniem prébek pochodzacych od pacjenta nalezy wykonywac kontrole dodatnie i ujemne.
Podczas przechowywania od czasu do czasu moze sie wytworzy¢ niewielka ilos¢ osadu, powodujgca wystepowanie
drobnoziarnistego, nieswoistego odczynu. Pierwotng wysoka jakos¢ koniugatu mozna przywréci¢ poprzez
wykonanie prostej filtracji (filtr z octanu celulozy 0,22 pm). Koniugatéw nie nalezy przechowywac w formie
rozcienczonej. W przypadku uzyskania nieoczekiwanego wyniku odczynu, ktérego nie mozna wyjasni¢ réznicami w
procedurach laboratoryjnych, i gdy podejrzewa sie problem z przeciwciatem, nalezy skontaktowa¢ sie z naszym
dziatem wsparcia technicznego.

Uwagi dotyczace Przed rozpoczeciem barwienia probek krwi obwodowej komorki jednojgdrzaste nalezy wyizolowaé przez odwirowanie
procedury na podfozu rozdzielajgcym badz przeptukanie probki krwi w celu usunigcia rozpuszczalnych biatek surowicy. Poniewaz

Procedura barwienia

ludzkie monocyty wigzg immunoglobuliny surowicy przez receptory powierzchniowe Fc, komorki te nalezy usungc¢ lub
zidentyfikowac.

Pobra¢ krew zylng do probéwki zawierajgcej antykoagulant.

Przenies$¢ do probéwki 100 pL krwi z antykoagulantem.

Doda¢ 2 mL 0,01 mol/L PBS o pH 7,4. Delikatnie wymiesza¢ na worteksie.

Wirowac z przyspieszeniem 300 x g przez 5 minut, a nastepnie pobra¢ supernatant, pozostawiajgc ok. 50 pL
ptynu.

Powtérzy¢ kroki 3 i 4 jeszcze dwa razy.

6. Dodac¢ 10 pL frakcji immunoglobuliny kréliczej, nr kat. X0903, w celu zablokowania reakcji. Delikatnie
wymieszaé na worteksie i inkubowa¢ w zaciemnionym miejscu, w temperaturze 37°C przez 30 minut.

7. Doda¢ 10 pL przeciwciata przeciwko IgM skoniugowanego z fluorochromem. Ostroznie wymieszac.

8. Uzy¢ niereaktywnego fragmentu F(ab’), immunoglobulin kréliczych i skoniugowanego z takim samym
fluorochromem jako kontrole ujemng (patrz tabela).

9. Inkubowac¢ w zaciemnionym miejscu, w temperaturze 4°C przez 30 minut.

10. Doda¢ 1-2 mL odczynnika lizujgcego erytrocyty do kazdej probdwki i ostroznie wymieszaé. Postepowac
zgodnie z zaleceniami producenta odczynnika odno$nie czasu i temperatury inkubaciji.
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11. Wirowa¢ z przyspieszeniem 300 x g przez 5 minut.

12. Pobraé supernatant, zostawiajgc ok. 50 pL ptynu.

13. Doda¢ 2 mL 0,01 mol/L PBS o pH 7,4. Delikatnie wymiesza¢ na worteksie.
14. Powtdrzy¢ kroki 111 12.

15. Ponownie utworzyé zawiesing osadu w odpowiednim ptynie do cytometrii przeptywowej, np. 0,3 mL
paraformaldehydu w stezeniu 1% (utrwalacz) w 0,01 mol/L PBS, pH 7,4.

16. Wykona¢ analize na cytometrze przeptywowym.

Zaleca sie wykonanie odpowiedniej probki kontroli dodatniej i ujemnej do kazdego zadania dla kontroli odczynnika i

kontroli przygotowawczej. Nalezy pamigtac, ze koniugaty fluorochromu sg wrazliwe na $wiatto i w zwigzku z tym

probki nalezy przed nim chroni¢ podczas procesu barwienia i do momentu analizy. Do barwienia cytoplazmatycznych
przeciwciat IgM zalecany jest zestaw Dako IntraStain, Fixation and Permeabilisation Kit, nr kat. K2311.
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