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Polyclonal Rabbit Anti-Human IgD/FITC, Rabbit F(ab’). Nr kat. F0189
Polyclonal Rabbit Anti-Human IgD/RPE, Rabbit F(ab’). Nr kat. R5112

Przeznaczenie

Wstep

Odczynnik dostarczony

Przygotowanie

Immunogen

Swoistos¢

Srodki ostroznosci

Do badan diagnostycznych in vitro.

Produkty o nr kat. FO189 i R5112 sg przeznaczone do uzytku w cytometrii przeptywowej. W cytometrii
przeptywowej przeciwciata dla IgD sg przydatne w wykrywaniu obecnos$ci powierzchniowych IgD i, co za tym
idzie, w szczegotowej klasyfikacji zaburzen limfoproliferacyjnych komérek B, wraz z panelem innych przeciwciat
(1-6). Interpretacje wynikéw powinien przeprowadzi¢ pracownik uprawniony do wykonywania takich badan, na
podstawie historii choroby pacjenta oraz innych testéw diagnostycznych.

Wiekszo$¢ komorek B, poza komoérkami prekursorowymi pre-B i komérkami pre-B, jak réwniez dojrzatych
komorek plazmatycznych, wykazuje ekspresje immunoglobuliny na powierzchni komérki. Komérki pre-B
wykazujg ekspresje cytoplazmatycznych tancuchéw p bez ekspresji tancuchéw lekkich, natomiast
w niedojrzatych limfocytach B wystepuje wytacznie ekspresja btonowej IgM. Dojrzewajace limfocyty B
dodatkowo wytwarzajg IgD, ktéra dotgcza do wystepujgcej w btonie komodrkowej IgM, tworzac populacje
limfocytow B typu IgM+IgD+. Populacja ta stanowi najliczniejsza grupe krazacych limfocytéw B u cztowieka.
Pézniejsze przegrupowanie statego regionu gendéw kodujgcych ciezkie tancuchy immunoglobulin wywotuje w
komorkach ekspresje powierzchniowej 1gG lub IgA, poczgtkowo razem z IgM lub IgD. Odstoniecie antygenu
aktywuje produkcje tych komérek. Moga one powstawa¢ z mniej dojrzatych prekursoréw limfocytéw B podczas
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej lub z komérek pamieci podczas odpowiedzi wtérnej (7). Komorki
przewlektej biataczki limfatycznej typu B (B-CLL) cechujg sie zwykle obecnoscig zaréwno powierzchniowych
IgM, jak i IgD (2—6). Ponadto komorki IgM- i IgD-dodatnie obserwuje sie czesto w przypadku biataczki
prolimfatycznej typu B, biataczki wiochatokomérkowej, chtoniaka limfocytowego kosmatokomérkowego
Sledziony, chtoniaka strefy ptaszcza i chtoniaka z grudek chtonnych (1, 5).

Koniugaty przeciwciat dla IgD o nr kat. F0189 i R5112 zostaty wyprodukowane z fragmentu F(ab’), kréliczego
przeciwciata poliklonalnego, wyizolowanego na drodze chromatografii powinowactwa. Koniugaty sg dostarczane
w postaci ptynnej w buforze zawierajgcym 1% albumine surowicy bydlecej (BSA) oraz 15 mmol/L NaN; o
pH 7,2. Kazda fiolka zawiera 100 testow (10 uL koniugatu przeznaczone jest dla maksymalnie 106 leukocytow z
normalnej ludzkiej krwi obwodowej).

Stezenie koniugatu g/L: patrz informacja podana na etykiecie fiolki.

Przeciwciato Kontrola ujemna nr
Fluorochrom

nr kat. kat.

F0189 FITC (izomer 1 izotiocyjanianu fluoresceiny) X0929

R5112 RPE (R-fikoerytryna) X0930

1. Przeciwciato uzyte do skoniugowania z FITC i RPE zostato poddane absorpcji w fazie statej z uzyciem biatek
osocza ludzkiego, w celu usunigcia niepozgdanych przeciwciat.

2. Zaabsorbowane przeciwciato poddano dalszemu oczyszczaniu drogg chromatografii powinowactwa na
kolumnie z ludzkim IgD.

3. Przeciwciato wyizolowane drogg powinowactwa zostato nastepnie poddane degradacji z uzyciem pepsyny
i fragmentu F(ab'), wyizolowanego przez filtracje zelowa.

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

IgD wyizolowane z puli surowicy ludzkiej.

Przeciwciato dla IgD reaguje z fancuchami & ludzkiej IgD. Swoisto$¢ stwierdzono ponizszymi metodami. Aby
uzyska¢ maksymalng czutosc¢, przed oczyszczaniem drogg powinowactwa i degradacjg pepsyng wykonano test
swoistosci metodg immunoelektroforezy krzyzowej i ELISA.

Immunoelektroforeza krzyzowa: tuk precypitacyjny IgD pojawia sie wytgcznie w testach przeprowadzanych na
osoczu ludzkim. Barwienie: barwnik Coomassie Briliant Blue.

ELISA: W posrednim tescie ELISA nie obserwuje sie znaczacych reakcji z ludzkg 1gG, IgA, IgM lub surowicg
pozbawiong IgD.

Cytometria przeptywowa: W testach na lizacie petnej krwi ludzkiej przeciwciato dla IgD znakuje podgrupe
komorek CD19-dodatnich.

Przeptywowa analiza cytometryczna limfocytow krwi obwodowej wskazuje, ze przeciwciato znakuje znaczng czesé
komérek B-CLL. Dlatego tez w analizie obejmujacej 121 przypadkéw (3) 1 oznaczono jako wytgcznie IgD-dodatnie,
natomiast w pozostatych 21 przypadkach stwierdzono obecno$¢ zaréwno IgD, jak ilgM. W innym badaniu
obejmujgcym 165 przypadkéw (4), 117 oznaczono jako IgD-dodatnie, chociaz w wielu z nich stwierdzono réwniez
obecnosc¢ IgM.

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, ktdre nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, moze reagowaé
z elementami kanalizacji wykonanymi z otowiu i miedzi, powodujgc nagromadzenie silnie wybuchowych

azydkéw metali. Po usunieciu sptukaé duzg iloscig wody, aby zapol HERBHRRGRISANYIe azydku metalu w
kanalizacji. przez Wojciech Duljasz

3. Podobnie jak w przypadku wszelkich [Jo\j@ecl/\ Du(]wéz Zg%a’ 8;,2?,‘.‘8%&32%&%-%%@@ stosowac
wiasciwe procedury postepowania. Potozenie: Warszawa; 02-

4. W celu unikniecia kontaktu z oczami i skérg nalezy nosi¢ odpowiedni@ospisizawiggidsaReaizkachronne.

5. Niewykorzystany roztwor utylizowac zgodnie z lokalnymi, wojewddzkimi i krajowymi rozporzadzeniami.
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Przechowywanie Przechowywa¢ w ciemnym miejscu w temperaturze 2—-8°C. Nie uzywa¢ po uptywie daty waznosci podanej na
etykiecie fiolki. Jesli odczynniki sg przechowywane w warunkach innych niz podane powyzej, uzytkownik musi
zweryfikowac¢ takie warunki. Nie ma oczywistych oznak wskazujgcych na utrate stabilnosci produktu. Dlatego
jednoczesnie z badaniem probek pacjenta nalezy wykonywa¢ kontrole dodatnie i ujemne. W trakcie
przechowywania moze wytraci¢ sie niewielki osad, powodujgc nieswoiste barwienie z utworzeniem drobnych
granulek. Poczatkowg wysokg jakos¢ koniugatu mozna przywrdci¢ przez odfiltrowanie (filtr z octanu celulozy
0,22 uym). Nie przechowywaé rozcienczonych koniugatéw. W wypadku nieoczekiwanego wyniku odczynu,
ktérego nie mozna wyjasni¢ roznicami w procedurach laboratoryjnych, gdy podejrzewa sie problem z
przeciwciatem, nalezy skontaktowac¢ sie z dziatem wsparcia technicznego firmy Dako.

Uwagi dotyczace procedury Przed rozpoczeciem barwienia probek krwi obwodowej, komérki jednojadrzaste nalezy wyizolowac przez
odwirowanie na podtozu rozdzielajgcym badz przeptukanie prébki w celu usuniecia rozpuszczalnych biatek
surowicy. Poniewaz ludzkie monocyty wiazg immunoglobuliny surowicy przez receptory powierzchniowe Fc,
komorki te nalezy usung¢ lub zidentyfikowac.

Procedura barwienia Pobra¢ krew zylng do probdwki z antykoagulantem.

Przenies¢ do probéwki 100 pL krwi z antykoagulantem.

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

Wirowa¢ przy 300 x g przez 5 minut, nastepnie zassa¢ supernatant, pozostawiajgc okoto 50 pL ptynu.

Powtorzy¢ jeszcze dwa razy etapy 3 i 4.

Doda¢ 10 pL frakcji immunoglobulin kréliczych, nr kat. X0903, w celu zablokowania reakgcji. Delikatnie

wymiesza¢ w wytrzasarce; inkubowa¢ w ciemnosci w temperaturze 37°C przez 30 minut.

Doda¢ 10 pL fluorochromu skoniugowanego z przeciwciatem dla IgD. Delikatnie wymieszac¢.

Jako kontrole ujemng zastosowac niereaktywny fragment F(ab’), immunoglobuliny kréliczej skoniugowany

z tym samym fluorochromem (zob. tabela).

9. Inkubowaé¢ w ciemnosci w temperaturze 4°C przez 30 minut.

10. Do kazdej probéwki doda¢ 1-2 mL czynnika hemolizujgcego erytrocyty; delikatnie wymieszaé. Odnosnie

do czasu i temperatury inkubacji postepowa¢ wedtug zalecen producenta.

11. Wirowac przy 300 x g przez 5 minut.

12. Zassac supernatant, pozostawiajgc okoto 50 plL ptynu.

13. Doda¢ 2 mL 0,01 mol/L PBS o pH 7,4. Delikatnie wymiesza¢ w wytrzgsarce.

14. Powtorzy¢ etapy 11i 12.

15. Ponownie przygotowaé granulke w zawiesinie, w plynie odpowiednim dla analizy cytometrycznej,

np. w 0,3 mL 1% paraformaldehydu (utrwalacz) w 0,01 mol/L PBS o pH 7,4.

16. Analizowac na cytometrze przeptywowym.
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Dla zapewnienia kontroli odczynnikdw i przygotowania probek zalecane jest stosowanie podczas kazdego testu
odpowiednich prébek kontroli dodatniej i ujemnej. Nalezy pamigtaé, ze koniugaty fluorochromu sg wrazliwe na
dziatanie Swiatta, dlatego podczas procedury barwienia i do chwili wykonania analizy nalezy chroni¢ prébki
przed dziataniem Swiatta.
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