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PRODUKTINFORMATIONSBLATT
Monoklonale Antikdrper erkennen menschliche Antigene

CD103

PURE RUO REF] IQP-111P ¥ 100 tests IQP-111P50 ¥ 50 tests

FITC IVD REF] IQP-111F ¥ 100 tests IQP-111F50 ¥ 50 tests

R-PE RUO REF] IQP-111R ¥ 100 tests IQP-111R50 ¥ 50 tests

(vD] (€ In Vitro Diagnostikum

RUO Nur fiir Forschungszwecke

13 Beschreibung

Klon B-ly7

Isotyp Murine IgG1

Spezifitat B-ly7 erkennt ein Integrin, das die aE-Untereinheit enthdlt, die mit der b7-Kette dimerisiert,
vorhanden auf Haarzell-Leukdmiezellen, um das HML-1-Antigen (Human Mucosal Lymphocyte)
zu bilden.

Antigen-Verteilung
CD103 (B-ly7) ist sehr reaktiv bei Haarzell-Leukamie (HZL), aktivierten Monozyten, einer
Subpopulation aktivierter T- und B-Zellen (Subtyp von chronischen, lymphozytischen
B-Leukamiezellen), nicht aber mit anderen lymphatischen B-Leukdamiezellen. CD103 wird
primar auf intraepithelialen Lymphozyten und auf 1-2%igen peripheren Blutlymphozyten
zellular ausgedriickt: Haarzell-Leukamie (stark), Subpopulationen aktivierter T- und B-Zellen,
aktivierte Monozyten.

Zusammenfassung
Die Funktion des CD103-Integrins betrifft die T-Zellen-Interaktion mit Zellgewebe und die
T-Zellen-Adhéasion. CD103 (B-ly7) wird haufig fir die Diagnose von HZL verwendet, zusammen
mit CD19 (HD37). HZL ist eine seltene Funktionsstérung und HZL-Zellen kdnnen als
Knochenmarkinfiltrat oder als zirkulierende Leukd@miezellen im Blut vorhanden sein. Die
CD103-Expression kann durch Lymphozyten-Mitogene, wie Phorbolester, reguliert werden.

Verwendung Alle Reagenzien eignen sich fiir die direkte durchflusszytometrische Anwendung an menschlichem
Gewebe bei Verwendung von 10 pl/10° Leukozyten bei Einfachfarbungen und 20 pl/108
Leukozyten bei Doppelt- bzw. Dreifachfarbungen. Da der Gebrauch variiert, sollte jeder
Anwender das Reagenz titrieren um optimale Ergebnisse zu erzielen.

Anwendungen CD103 (B-ly7) kann in der Fluss-Cytometrie zur Blutanalyse und fir Knochenmarksproben oder
in der Immunhistochemie mit gefrorenem Gewebe angewendet werden. B-ly7 ist ein
routinemaBig angewendeter Marker zur Erkennung und Verfolgung von bdésartigen
B-Zelltumoren. Die Spezifitat von B-ly7 flr die Diagnose von HCL kann durch die Verwendung
von doppelten Farbungsprotokollen mit B-Zellenmarkern wie CD19 oder CD22 erweitert
werden.

HLDA-Workshop
5. Leukozyten-Antigen-Workshop. Boston, USA (1993)

Reprdsentative Daten
Eine durchflusszytometrische Farbung mit Klon B-ly7 (CD103) monoklonalen Antikdrpern ist
dargestellt unter Verwendung einer Milzzellensuspension eines HZL-Patienten illustriert. Die
direkte Farbung wurde mit 10 pl FITC-konjugiertem Antikérper wund 100 pl
Milzzellensuspension durchgefiihrt.

# ;
3 -
s 2
3 s =
4 2 P
] -
3 . " 4
24 s £ 2.
u -3 2 -
A B Z3 3
: 4
3 s
3 e
L £
b VLY
4 ! ' y 7 1 T 7
» ol w? w " " w
FL1 LOG > : FL1 LOG >

C€  1op-111 - D103 (B-Iy7) Version 5 GE



Reproduzierbarkeit

Monoklonale Antikérper von IQ Products wurden Durchflusszytometrisch unter Verwendung
einer ,Lyse/Wash"-Methode an einer Zellsuspension mit HZL-Zellen getestet. Die erhaltenen
Daten unterstiitzen die These, dass diese Reagenzien aquivalent sind in ihrer Reaktivitat diesen
HZL-Zellen. Die Werte werden in Prozenten (%) bezogen auf die Gesamtzellzahl ausgedrickt
(siehe Tabelle).

Reagenz Mittlere % positiv S.D. % CV Produktcode
CD103 FITC 91,30 3,30 3,61 IQP-111F

Limitierungen

1 Konjugate mit helleren Fluorochromen wie PE oder APC werden eine gréBere Separation
aufweisen als Konjugate mit Farben wie FITC oder CyQ. Wenn Populationen Uberlappen, kann
der prozentuale Anteil positiver Zellen bezogen auf einen bestimmten Marker durch die Wahl
des verwendeten Fluorochroms beeinflusst werden.

2 Die Verwendung monoklonaler Antikérper bei der Behandlung von Patienten kann die
Antigenerkennung durch das Reagenz behindern. Dies sollte bei der Probenanalyse solcherart
behandelter Patienten in Betracht gezogen werden. IQ Products hat den Effekt
therapeutischer Antikdrper auf die Leistung dieses Reagenz nicht charakterisiert.

3 Reagenzien kénnen in verschiedenen Kombinationen verwendet werden, deswegen miussen
sich Laboratorien mit den Leistungsdaten jedes Antikdpers in Verbindung mit anderen
Markern bei normalen und abnormalen Proben vertraut machen.

4 Hier prasentierte Ergebnisse wurden mit EDTA-Blut erzielt. Ergebnisse kénnen durch den
Gebrauch anderer Koagulanzien beeinfluBt werden.

Erforderliche aber nicht bereit gestellte Reagenzien und Materialien

1 DurchfluBzytometer

Fir durchfluBzytometrische Messungen geeignete verschlieBbare 12 x 75-mm Polystyrolrohren
Mikropipetten mit Einwegspitzen

Vortex Mixer

Zentrifuge

IQ Lyse - Erythrozytenlysereagenz (IQP-199)

IQ Starfigs — Fixierungs- und Permeabilisierungsreagenz (IQP-200)

PBS (phosphatgepufferte Saline)

1% Paraformaldehydlésung in PBS (Aufbewahrung bei 2-8 °C in Braunglas flr bis zu 1 Woche)

CoOoONOOTUTA,WN

Immunfluoreszenzfarbung und Lysing-Protokoll

- A - DurchfluBzytometrische Methode bei Verwendung unkonjugierter monoklonaler Antikérper

1. 100 pl EDTA-behandeltes Blut (ca.10°® Leukozyten) in ein 5 ml ReagenzgefaB lUberfihren. Der Inhalt eines
Réhrchens ist ausreichend fur einen Test.

2. In jedes Rohrchen 10 pl unkonjugierten AntikOper geben*. Das Rohrchen vortexen, um eine gute
Durchmischung von Zellen und Antikdrpern zu garantieren.

3. Flr 15 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.

4. Die gefarbten Zellen waschen, indem 2 ml PBS mit 0.001% (Y/v) Heparin zufigt werden. AnschlieBend die
Suspension vortexen, zentrifugieren (2 Minuten 1000 x g) und den Uberstand verwerfen.

5. 50 pl 1:10 in PBS mit 0.001% (¥/v) Heparin verdinntes IQ Products F(ab). Rabbit Anti Mouse IgG
Fluoreszenzkonjugat [FITC (IQP-190F); R-PE (IQP-190R)] hinzugeben. Es wird empfohlen, das Réhrchen
vor Licht zu schitzen.

6. Durch Vortexen mischen und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.

7. 100 pl IQ Lyse (IQP-199 ready-to-use) zugeben und sofort durchmischen.

8. Fur 10 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.

9. 2 ml demineralisiertes Wasser zugeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit
inkubieren.

10. Die gefarbte Zellsuspension fir 2 Minuten bei 1000 x g zentrifugieren.

11. Uberstand verwerfen und die Zellen in 200 pl PBS** resuspendieren.

12. Die durchfluBzytometrische Analyse innerhalb von vier Stunden durchfiihren (alternativ kénnen die Zellen

mit 0.05% Formalin in gepufferter Saline fiir eine Analyse am folgenden Tag fixiert werden. Es sollte
jedoch hierbei in Betracht gezogen werden, dass einige Antigene leicht durch Fixierung zerstort werden
kdnnen).
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DurchfluBzytometrische Methode bei Verwendung konjugierter (FITC, R-PE, CyQ oder APC) monoklonaler
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Antikbrper

100 pl EDTA-behandeltes Blut (ca.108 Leukozyten) in ein 5 ml ReagenzgefaB tUberfiihren. Der Inhalt eines
Réhrchens ist ausreichend fur einen Test.

In jedes Rohrchen 10 pl konjugierten monoklonalen Antikdper geben*. Das R6hrchen vortexen, um eine
gute Durchmischung von Zellen und Antikdrper zu garantieren.

Flr 15 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.

100 pl IQ Lyse (IQP-199 ready-to-use) zugeben und sofort durchmischen.

Fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.

2 ml demineralisiertes Wasser zugeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit
inkubieren.

Die gefarbte Zellsuspension fir 2 Minuten bei 1000 x g zentrifugieren.

Uberstand verwerfen und die Zellen in 200 pl PBS** resuspendieren.

Die durchfluBzytometrische Analyse innerhalb von vier Stunden durchfiihren (alternativ kénnen die Zellen
mit 0.05% Formalin in gepufferter Saline flr eine Analyse am folgenden Tag fixiert werden. Es sollte
jedoch hierbei in Betracht gezogen werden, dass einige Antigene leicht durch Fixierung zerstért werden
kénnen).

DurchfluBzytometrische Methode bei Verwendung von Zweifach- und Dreifachkombinationen
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100 pl EDTA-behandeltes Blut (ca.10°® Leukozyten) in ein 5 ml ReagenzgefaB Uberfihren. Der Inhalt eines
Réhrchens ist ausreichend fur einen Test.

Bei Kombinationen mit anti-kappa und/oder anti-lambda Ig siehe Anwendungshinweis unten

In jedes Rohrchen 20 pl konjugierten monoklonalen Antikdper geben*.

Das Réhrchen vortexen, um eine gute Durchmischung von Zellen und Antikdrper zu garantieren.

Fir 15 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.

100 pl IQ Lyse (IQP-199 ready-to-use) zugeben und sofort durchmischen.

Fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubieren.

2 ml demineralisiertes Wasser zugeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit
inkubieren.

Die gefarbte Zellsuspension fur 2 Minuten bei 1000 x g zentrifugieren.

Uberstand verwerfen und die Zellen in 200 pl PBS** resuspendieren.

Die durchfluBzytometrische Analyse innerhalb von vier Stunden durchfiihren (alternativ kénnen die Zellen
mit 0.05% Formalin in gepufferter Saline fiir eine Analyse am folgenden Tag fixiert werden. Es sollte
jedoch hierbei in Betracht gezogen werden, dass einige Antigene leicht durch Fixierung zertstért werden
kdnnen).

* Geeignete ,,Mouse Ig Iisotype"-Kontrollproben sollten immer bei jeder Markierungsstudie vorhanden sein
** PBS: Phosphate Buffered Saline (Phosphat gepuffte Kochsalzlésung), pH 7.2

Anwendungshinweis fiir Anti-Kappa und/oder Anti-Lambda-IG-Kombinationen

2 ml PBS mit 0.001% (v/v) Heparin (auf 37 °C vorgewarmt) zur Zellsuspension hinzugeben
Vortexen, zentrifugieren (2 min bei 300x g) und den Uberstand verwerfen. Diesen Schritt zwei Mal
wiederholen.

Pellet in 100l PBS mit 0.001 % (v/v) Heparin resuspendieren.

A&f) *Y

Handhabung und Lagerung

Antikérper werden entweder mit 100 Tests pro Ampulle (1 ml) fir einfache oder 50 Tests pro
Ampulle (1 ml) fir doppelte und dreifache Kombinationen geliefert. Sie werden in 0,01 M
Natriumphosphat, 0,15 M NaCl; pH 7,3, 0,2% BSA, 0,09% Natriumazid (NaN3) geliefert. Ampullen
bei 2-8 °C lagern. Monoklonale Antikérper sollten vor langerer Lichteinstrahlung geschitzt
werden. Reagenzien sind bei richtiger Lagerung im auf der Ampulle angezeigten Zeitraum stabil.

Garantie Fur die verkauften Produkte gilt nur eine Garantie fir die Menge und Inhalte, die auf der Ampulle,

zum Lieferzeitpunkt an den Kunden, angegeben sind. Es gibt keinerlei Garantien, ausgedriickt
oder impliziert, die Uber die Produktbeschriftung hinausgehen. IQ Products ist nicht fir
Sachschaden, Personenschaden oder wirtschaftliche Verluste verantwortlich, die durch das
Produkt entstanden sind.

Beschreibung

Um die gleichbleibende hohe Qualitat der Reagenzien zu bewahren, wird jede Lieferung von
monoklonalen Antikérpern in Ubereinstimmung mit den Charakteristika einer Standardreagenz
getestet. Reprasentative Fluss-Cytometriedaten sind auf diesen Datenblatt enthalten.

Warnung Alle Produkte enthalten Natriumazid. Dieser chemische Stoff ist giftig und gefahrlich. Er sollte

ausschlieBlich von geschultem Personal verwendet werden.
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Explanation of used symbols

Gebrauchsanweisung beachten
Bestellnummer

Ausreichend fir

In Vitro Diagnostikum

Achtung, Begleitdokumente beachten
Vor (Sonnen)licht schiitzen
Biologische Gefahr

Zulassiger Temperaturbereich (°C)
Nur fiir Forschungszwecke
Chargenbezeichnung

Verwendbar bis

Hersteller

Bevollmachtigter in der Europaischen Gemeinschaft
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Ce Conformité Européenne (Europaische Konformitét)
Bevollmachtigter Vertreter fir die Schweiz
Label - tandem Ex -max (nm) Em -max (nm)
P PURE purified material - -
F FITC FITC 488 519
R R-PE PE 488, 532 578
C CyQ PE-Cy5.18 488, 532 667
A APC 595, 633, 635, 647 660
PC PerCP 488, 532 678
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