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Przeznaczenie Do badan diagnostycznych in vitro.

Odczynnik F7139 jest przeznaczony do uzytku w cytometrii przeptywowej. Terminalna transferaza
deoksynukleotydowa (TdT) to zatwierdzony marker wewnatrzkomérkowy niedojrzatych limfocytow w uktadzie
krwiotwdrczym (1), uwazany za istotny we wstepnej ocenie ostrych biataczek wraz z panelem innych
przeciwciat (1, 2, 3). Interpretacja wynikow musi zosta¢ przeprowadzona przez certyfikowanego specjaliste

z uwzglednieniem historii choroby pacjenta i wynikéw innych badan diagnostycznych.

Streszczenie i Transferaza TdT jest biatkiem o masie czasteczkowej 58 kDa (2), katalizujgcym polimeryzacje
informacje deoksynukleotydéw na koncu 3’-hydroksylowym polideoksynukleotydu bez udziatu matrycy (3, 4). Transferaza
ogo6lne TdT jest obecna w jadrach prekursoréw limfocytéw T i B i w ich nowotworowych odpowiednikach (5). Komorki

wykazujgce dodatni odczyn sg obecne w prawidtowej grasicy i niektorych prawidtowych komorkach szpiku
kostnego, odpowiadajgcych prekursorom krwiotwérczym (2). Ekspresja transferazy jest wykazywana w wigkszosci
przypadkow biataczki ALL oraz w 37% przypadkow biataczki AML (3).

Dostarczony F7139 to oczyszczone mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z izomerem 1 izotiocyjanianu

odczynnik fluoresceiny (FITC). Koniugat jest dostarczany w postaci ciektej w buforze zawierajgcym albumine surowicy
bydlecej (BSA) w stezeniu 1% oraz 15 mmol/L NaNs, pH 7,2. Kazda fiolka zawiera 50 testéw (10 uL koniugatu
dla nawet 10® komérek MOLT-4).

Izotyp: 19G1, kappa. Stezenie koniugatu w mg/L: patrz etykieta na fiolce.

Nr kat. Nr kat. kontroli
przeciwciata Fluorochrom ujemnej
F7139 FITC (izotiocyjanian fluoresceiny — izomer 1) X0927
Immunogen Oczyszczona transferaza TdT wyizolowana z ludzkich komérek biataczkowych (przetom blastyczny w
biataczkach CML).
Swoistos¢ Komaorki znakowane przeciwciatem wykazujg odczyn ograniczony do jadra.

Przeciwciato przeciwko TdT, HT-6, znakuje komo6rki MOLT-3 i MOLT-4 (obie linie niedojrzatych limfocytéw
T pochodzace z ALL, o ktérych wiadomo, ze wykazujg ekspresje TdT) (6).

W cytometrii przeptywowej przeciwciato przeciwko TdT, HT-6, wykazuje wysokg ekspresje w przypadkach
ostrych chtoniakéw i nizszg ekspresje w przypadkach biataczek szpikowych. Przeciwciato przeciwko TdT,
HT-6, wraz z innymi przeciwciatami pozwala na rozpoznanie minimalnych ilosci blastow biataczkowych
podczas remisji klinicznej AML (7).

Srodki 1. Do stosowania przez wyszkolony personel.

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

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

W celu unikniecia kontaktu z oczami i skérg nalezy nosi¢ odpowiednie osobiste wyposazenie ochronne.
5. Niewykorzystany roztwor usuwac zgodnie z rozporzgdzeniami lokalnymi, wojewodzkimi i krajowymi.

Przechowywanie Przechowywaé w zaciemnionym miejscu w temperaturze 2—8°C. Nie nalezy uzywaé odczynnikéw po uptywie
terminu waznosci podanego na fiolce. Jesli odczynniki sg przechowywane w warunkach innych niz podane
powyzej, uzytkownik powinien zweryfikowac te warunki. Nie ma wyraznych oznak wskazujgcych na
niestabilnos¢ produktu. Dlatego jednoczesnie z badaniem probek pochodzacych od pacjenta nalezy
wykonywac kontrole dodatnie i ujemne. W przypadku uzyskania nieoczekiwanego wyniku odczynu, ktérego
nie mozna wyjasnic¢ réznicami w procedurach laboratoryjnych, i gdy podejrzewa sie problem z przeciwciatem,
nalezy skontaktowac¢ sie z naszym dziatem wsparcia technicznego.
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Procedura 1. Przenies¢ 50 uL (nawet do 108 komorek) zawiesiny komérkowej do analizy (petna krew, szpik kostny
barwienia lub komorki jednojgdrzaste) do probéweki.

2. Dodac¢ 100 pL odczynnika Dako IntraStain, Reagent A (utrwalacz), nr kat. K2311. Ostroznie wymieszaé
na worteksie do uzyskania zawiesiny komorek.

3. Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 15 minut.

4. Dodac¢ 2 pL PBS i ostroznie wymieszac na worteksie.

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

6. Wymieszac¢ doktadnie na worteksie w celu utworzenia zawiesiny komorkowej, a nastepnie doda¢ 100 uL
odczynnika Dako IntraStain, Reagent B (Permeabilisation), nr kat. K2311. Doda¢ 10 pL F7139.
Ostroznie wymieszac¢ na worteksie do uzyskania zawiesiny komorek.

7. Uzy¢ niereaktywnego przeciwciata monoklonalnego tego samego izotypu i skoniugowanego z takim
samym fluorochromem jako kontrole ujemna (patrz tabela).

8. Inkubowa¢ w zaciemnionym miejscu, w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
9. Powtorzy¢ kroki 4 i 5.

10. Ponownie utworzy¢ zawiesine komoérkowg w odpowiednim ptynie do cytometrii przeptywowej, np. 0,3 mL
paraformaldehydu w stezeniu 1% (utrwalacz) w 0,01 mol/L PBS, pH 7,4.

11. Wykona¢ analize na cytometrze przeptywowym.

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

odczynnika i kontroli przygotowawczej. Nalezy pamietaé, ze koniugaty fluorochromu sg wrazliwe na $wiatto

i w zwigzku z tym probki nalezy przed nim chroni¢ podczas procesu barwienia i do momentu analizy.
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