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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. FO818
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/PerCP, Clone UCHT1 Nr kat. PR702
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/RPE, Clone UCHT1 Nr kat. R0O810
Monoclonal Mouse Anti-Human CD3/RPE-Cy5, Clone UCHT1 Nr kat. C7067

Przeznaczenie

Streszczenie i
informacje ogo6lne

Odczynnik dostarczony

Immunogen

Swoistos¢

Srodki ostroznosci

Przechowywanie

Do badan diagnostycznych in vitro.

Produkty o nr kat. C7225, F0818, PR702, R0810 oraz C7067 sa przeznaczone do stosowania w cytometrii
przeptywowej. CD3 jest antygenem specyficznym dla wszystkich linii limfocytow T, stanowigcym cenny marker
normalnych i nowotworowych limfocytéw T. Przeciwciata przeciw CD3 odgrywajg istotng role we wczesnej
ocenie ostrych i przewlektych zaburzen limfoproliferacyjnych (1). Interpretacje powinien przeprowadzi¢
wykwalifikowany patolog w oparciu o historig choroby pacjenta oraz inne testy diagnostyczne.

Ludzki antygen TCR/CD3 jest ztozong strukturg zlokalizowang na powierzchni limfocytu. Sktada sie z heterodimeru
TCRof lub TCRyd oraz przytgczonego kompleksu CD3. Kompleks CD3 jest ztozony z szesciu polipeptyddw, ktére
zazwyczaj zawierajg cztery rdézne tancuchy transmembranowego CD3: y(gamma), (delta), € (epsilon)
i € (zeta). Kompleks CD3 tworzg trzy rézne dimery ye, 8¢ oraz ¢C . Mr dla CD3e wynosi 20 000 (2).

Kompleks CD3 ma zasadnicze znaczenie dla przekazywania sygnatéw rozpoznania antygenu do cytoplazmy
limfocytow T oraz dla regulacji ekspresji kompleksu TCR na powierzchni komérki. Ponadto odgrywa istotng role
w réznicowaniu tymocytow (2).

Antygen CD3 jest wykrywany najwczes$niej w niedojrzatych tymocytach, a jego pojawienie sie najprawdopodobniej
stanowi jedng z pierwszych oznak réznicowania w kierunku linii limfocytow T. W tymocytach korowych we
wczesnych stadiach dojrzewania antygen CD3 jest obecny giéwnie w cytoplazmie komérki. W tymocytach
rdzeniowych antygen ten wykrywany jest gtéwnie na powierzchni komérki (3, 4).

Wiekszo$¢ nowotworéw pochodzacych z linii limfocytéow T réwniez wykazuje ekspresje CD3, lecz nie obserwuje
sie go w ztosliwych nowotworach limfatycznych o innym pochodzeniu (5). Zgodnie ze schematem syntezy
antygenu w normalnych tymocytach, CD3 w komérkach nowotworowych najwczesniej wykrywany jest w
cytoplazmie komorki (3).

Koniugaty anty-CD3, C7225, F0818, PR702, R0810 oraz C7067 zostaty wyprodukowane z oczyszczonego
mysiego przeciwciata monoklonalnego. Koniugaty sg dostarczane w postaci ptynnej w buforze zawierajgcym
1% albumine surowicy bydlgcej (BSA) oraz 15 mmol/L NaN; o pH 7,2. Kazda fiolka zawiera 100 testéw (10 pL
koniugatu przeznaczone jest dla maksymalnie 10° leukocytéw z normalnej krwi obwodowej).

Izotyp: 1IgG1, kappa. Stezenie koniugatu mg/L: zob. informacje podang na etykiecie fiolki.

Przeciwciato Fluorochrom Kontrola ujemna
nr kat. 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

Niedojrzate tymocyty ludzkie i limfocyty pacjenta z zespotem Sézary'ego (6).

Przeciwciato Anti-CD3, UCHT1, wigczono do programu Pierwszych i Trzecich Miedzynarodowych Warsztatéw i
Konferencji: Ludzkie antygeny réznicowania leukocytéw (International Workshops and Conferences on Human
Leucocyte Differentiation Antigens) (Paryz 1982, Oksford 1986), a badania przeprowadzone przez liczne
laboratoria potwierdzily jego reaktywnos$¢ z antygenem CD3 (7). Przeciwciato Anti-CD3, UCHT1, reaguje z
tancuchem CD3 & o masie 20 kDa (8).

Przeciwciato Anti-CD3 znakuje limfocyty T w grasicy, szpiku kostnym, $ledzionie, migdatkach i krwi. (3-6).
Znakuje rowniez komorki Purkiniego w mézdzku, stanowigce jedyny inny znany typ komodrek wigzgcych
przeciwciata przeciw CD3 (9).

W obecnosci interleukiny-2 (IL-2) przeciwcialo moze wywota¢ proliferacje in vitro dojrzatych tymocytéw oraz
limfocytow T (10).

1. Do stosowania przez wyszkolony personel.

2. Produkt zawiera azydek sodu (NaNs), substancje chemiczng silnie toksyczng w czystej postaci. Azydek sodu,
zastosowany w produkcie w stezeniu, ktére nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, moze reagowaé z
elementami kanalizacji wykonanymi z otowiu i miedzi, powodujgc nagromadzenie silnie wybuchowych azydkow
metali. Po usunigeciu sptuka¢ duzg iloscig wody, aby zapobiec nagromadzeniu si¢ azydku metalu w kanalizagiji.

3. Podobnie jak w przypadku wszelkich materiatdbw pochodzacych ze zrodet biologicznych nalezy stosowac
prawidtowe procedury postepowania.

4. W celu unikniecia kontaktu z oczami i skérg nalezy nosi¢ odpownedrﬁ@&%ﬁﬂ%ﬁ&%me ochronne.

5. Niewykorzystany odczynnik nalezy usuy %%éﬁg\éo c@gagyﬂ‘ S%r%)wyw
L O (,\,@C‘/\ D (] CEST

Przechowywa¢ w ciemnym miejscu w te....." 2 - . ..C o, .ec %ME@“W&#@E&W@WC' podanej na
etykiecie fiolki. Jesli odczynniki sg przechowywane w warunkach |nnym5nﬁ]m[&mwmﬁzytkowmk musi
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Procedura barwienia

Uwagi dotyczace procedury

Ograniczenia specyficzne
dla produktu

Pi$miennictwo

zweryfikowac¢ takie warunki. Nie ma oczywistych oznak wskazujgcych na utrate stabilnosci produktu. Dlatego
jednoczesnie z badaniem prébek pacjenta nalezy wykonywa¢ dodatnie i ujemne préby kontrolne. Jesli wystgpi
nieoczekiwany wzor barwienia, ktérego nie mozna wyjasni¢ réznicami w procedurach laboratoryjnych i istnieje
podejrzenie, ze przyczyng moze byé problem z przeciwciatem, nalezy niezwiocznie skontaktowac sie z dziatem
pomocy technicznej naszej firmy.

1. Przenies¢ 100 pL krwi z dodatkiem $rodka przeciwzakrzepowego (EDTA) do probowki polistyrenowej o
wymiarach 12 mm x 75 mm.

2. Doda¢ 10 pL sprzezonego z fluorochromem anty-CD3 i wymieszac¢ ostroznie mieszadtem wibracyjnym.

3. Inkubowa¢ proboéwke w ciemnosci przez 30 minut w temperaturze 2—8 °C lub w temperaturze pokojowej
(20-25 °C) przez 15-30 minut.

4. Dodac¢ do probéwki 100 pL odczynnika Uti-Lyse™ Reagent A (nr kat. Dako S3325) i delikatnie miesza¢
mieszadtem wibracyjnym. Inkubowaé probowke przez 10 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnym
pomieszczeniu.

5. Doda¢ do probéwki 1 mL odczynnika Uti-Lyse™ Reagent B (nr kat. Dako S3325) i delikatnie miesza¢
mieszadtem wibracyjnym. Inkubowaé¢ probéwke przez 10 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnym
pomieszczeniu.

6. Odwirowa¢ probowke przy 300 x g przez 5 minut. Delikatnie odciggna¢ supernatant i odrzuci¢ go,
pozostawiajgc w probowce okoto 50 uL cieczy.

7. Dodac¢ do probowki 2 mL odczynnika PBS i odtworzy¢ zawiesine za pomoca mieszadta wibracyjnego.
8. Powtorzyc¢ etap 6.
9. Odtworzy¢ zawiesine komérek w odpowiednim ptynie do cytometrii przeptywowej, np. 0,3 mL PBS.

10. Podda¢ probke analizie w cytometrze przeptywowym lub przechowywa¢ do analizy w ciemno$ci i
temperaturze 2—-8 °C. Probki powinny zosta¢ poddane analizie przed uptywem 24 godzin od barwienia.

Nalezy pamieta¢, ze koniugaty fluorochromowe sg wrazliwe na swiatto. Odczynniki przechowywaé z dala od
Swiatta oraz podczas procedury barwienia i do wykonania analizy probki powinny by¢ chronione przed $wiattem.

Etap 1. Opcjonalnie do kazdego pomiaru mozna dotgczy¢ odpowiednie dodatnie i ujemne probki kontrolne w
celu weryfikacji odczynnika i przygotowania probek.

Etap 2. Zalecana objgtos¢ koniugatu jest jedynie wartoscig orientacyjng. Optymalne warunki barwienia moga sie
zmienia¢ w zalezno$ci od rodzaju materiatu i sposobu jego przygotowania i powinny by¢ okreslone indywidualnie w
kazdym laboratorium.

Uwzglednienie probéwki z odczynnikiem kontrolnym jest opcjonalne. Odczynnik kontrolny powinien by¢
dopasowany do izotypu i fluorochromu sprzezonego przeciwciata. Zalecane odczynniki kontrolne przedstawiono
w tabeli powyze;j.

Etap 4 i 5. Jesli uzywany jest inny odczynnik do lizy komoérek, nalezy przy jego doborze kierowaé sie ponizszymi
zaleceniami. Nalezy zauwazy¢, ze jesli alternatywny odczynnik do lizy nie zawiera utrwalacza, np. Dako
EasyLyse™, nr kat. S2364), PBS w etapie 9 powinien zawiera¢ 1% paraformaldehydu, chyba Zze prébka
zostanie przeanalizowana w czasie zalecanym dla odczynnika do lizy.

Etap 10. W przypadku niektérych choréb mozna oczekiwa¢ nieprawidtowej liczby komérek, w ktérych zachodzi
ekspresja antygenu docelowego, lub nieprawidiowego poziomu ekspresji antygenu. Do przeprowadzenia
wiasciwej analizy konieczna jest znajomos¢ prawidtowego wzorca ekspresji antygenu oraz jego zwigzkow z
ekspresjg innych istotnych antygendw.

Zaleca sie dotgczenie do kazdego pomiaru odpowiednich dodatnich i ujemnych prébek kontrolnych w celu
weryfikacji odczynnika i przygotowania probek. Nalezy pamietaé, ze koniugaty fluorochromowe sg wrazliwe na
Swiatto, w zwigzku z czym w trakcie wykonywania odczynu i do wykonania analizy prébki powinny byé
chronione przed Swiattem.

Zaobserwowano, iz koniugaty RPE-Cy5 moga wigzac¢ sie z monocytami, co jest przyczyng nieswoistego
barwienia tta (11).
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