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Monoclonal antibodies detecting human antigens

CD22

PURE  [ORALLJ [REF] 1QP-110P V¥ 100 tests
FITC  [ORALLJ [REF] 1QP-110F V¥ 100 tests
R-PE  [ORALL] [REF] IQP-110R V¥ 100 tests

ORALL|  Exclusivamente para uso em investigacdo
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Clone
Isotipo

Especificidade

Descrigao

B-LY8

Murino IgG1

Clone B-LY8, produz IgG1 imunoglobulinas dirigida contra os CD22, Peso molecular 130-140 kD.

Distribuicdo de antigenos

Resumo

Aplicativos

Utilizacao

CD22 é detectada no citoplasma no inicio do desenvolvimento de células B (tarde pro-fase de
células B), aparece na superficie da célula em simulténeo com a superficie IgD, e é encontrado
na maioria das células B maduras. Expressao € perdido com a diferenciagdo terminal de células B
e estd ausente em células plasmaticas. Ativacdo de células B através de Ig de superficie aumenta
a expressdo de CD22 [1]. CD22 reage com a maioria das leucemias de células B incluindo células
pilosas (HCL) e os linfomas cutaneos de células B.

0OS anticorpos CD22 sdo utilizados em citometria de fluxo e imunohistoquimica como uma panela
de células B reagente, para a imunofenotipagem dos linfomas cutaneos de células B e HCL. Ele é
mais fortemente expressa em leucemia prolinfocitica e HCL do que na leucemia linfocitica
cronica. Todas as linhagem celular B, expressam na membrana citoplasmatica o CD22.

As formas complexas CD22 com a solto antigeno das células BcR receptor (BcR) [2]. O dominio é
citoplasmatica tirosina fosforilada mediante ligadura do BCR e associados através de SH2
dominios com a tirosina fosfatase SHP-1, a tirosina quinase Syk e fosfolipase C-g1 [3,4]. CD22
para baixo-modula o limiar de ativacédo de células B, presumivelmente através de sua associacdo
com SHP-1 e outras moléculas de sinalizagdo [2,3]. Camundongos deficientes em CD22
mostraram as respostas de anticorpos exagerada para o Antigeno e levantaram niveis de auto-
anticorpos [1,5]. CD22 também pode mediar a adesdo celular através de sua interacdo com
moléculas de superficie celular que ostentam o adequado sialoglyco-conjugados, mas apenas
guando estas ndo sdo conjugados no CD22 prépria célula do rolamento [2,6].

O anticorpo monoclonal CD22, clone B-LY8 pode ser aplicado em citometria de fluxo para a
analise de amostras de sangue e medula dssea ou em imunohistoquimica usando cytospots ou
seccOes de tecido congelado.

Todos estes reagentes sdo efetivamente formulados para coloracdo de imunofluorescéncia direta do
tecido humano para andlise de citometria de fluxo usando 10 pl/106 leucdcitos separados e 20
ul/106 leucdcitos no caso de combinagdes de duplas e triplas. Visto que os aplicativos variam, cada
investigador deve dosar o reagente para obter resultados ideais.

Workshop HLDA

O antigeno leucocitario FactsBook - Barclay, A.N. et al, Academic Press. Londres (1997).

Dados representativos

O Clone B-LY8 (CD22) foi analisada por citometria de fluxo usando uma amostra de sangue de
uma saudavel voluntério. Foi realizada a coloragdo indireta por adicdo de 10 ul diluida em
anticorpo monoclonal para 100 ul amostra de sangue, seguido de FITC-rotuladas de anticorpo
secundario.
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Limitacoes

Conjugados com fluorocromos mais brilhante, como PE e a APC, terd uma maior separagao
do que aqueles com corantes como FITC e trimestre. Quando as populagdes se sobrepdem, a
percentagem de células positivas usando um marcador selecionado pode ser afetada pela
escolha da etiqueta fluorescente.

Uso de anticorpos monoclonais no tratamento do paciente pode interferir com o
reconhecimento pelo antigen target este reagente. Este facto deve ser tido em conta quando
sdo analisadas amostras de pacientes tratados desta forma. Produtos IQ ndo tem
caracterizado o efeito da presenca de anticorpos terapéuticos sobre o desempenho deste
reagente.

Os reagentes podem ser utilizados em combinagbes diferentes laboratorios, portanto
necessidade de conhecer as caracteristicas de desempenho de cada anticorpo em relagdo
com a combinagdo de marcadores nas amostras normais e anormais.

Reagente de desempenho de dados é baseado em EDTA-sangue tratado. Desempenho de

reagente pode ser afetado pelo uso de outros anticoagulantes.

Reagentes e materiais necessarios mas nao fornecidos

Citdmetro de fluxo

Citometria de fluxo descartavel 12 x 75 mm de poliestireno cobertas de tubos de ensaio
Micropipeta com pontas descartaveis

Agitador de vortice

Centrifuga

1Q lisar - solucdo de lise de hemacias (IQP-199)

IQ Starfigs - Fixacdo e permeabilizagdo solugdo (IQP-200)

PBS (solugao salina tamponada com fosfatos)

Solugdo de paraformaldeido a 1% em PBS (armazenar a 2-8 °C em vidro &mbar para até 1
semana)
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Técnica de coloracao de imunofluorescéncia indireta e lisar protocolo
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Método de citometria de fluxo para uso com anticorpos monoclonais purificado

1.

W

Adicionar 100 pl de EDTA-sangue tratado (ou seja aproximadamente 106 leucécitos) para um tubo de 5
ml de reagente. O conteldo de um tubo é suficiente para a execugdo de um teste.

Adicionar a cada tubo 10 pl de anticorpo monoclonal purificado*. Vortex o tubo para assegurar uma
mistura completa dos anticorpos e células.

Incubar o tubo durante quinze minutos em temperatura ambiente no escuro.

Lavar as células marcadas pela adicdo de 2 ml de PBS contendo 0,001% (v/v) Heparina, centrifugacdo e
centrifugagdo (2 min 1000 x g.) e descarte o sobrenadante.

Adicionar 50 pl de 1:10 de diluicdao de produtos IQ F(ab)2 Coelho Anti IgG de camundongo conjugado
fluorescente, [FITC (IQP-190F); R-PE (IQP-190R)] em PBS contendo 0,001% (v/v) de heparina para o
tubo. E recomendado que o tubo esta protegido da luz.

Misturar por centrifugagdo e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente no escuro.

Adicionar 100 pul do IQ lisar (IQP-199 prontos para uso) e misturar imediatamente.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro.

Adicionar 2 ml de agua desmineralizada e incubar durante dez minutos no escuro.

Centrifugar a suspensdo de células rotuladas durante 2 minutos a 1000 x g.

Extrair a fraccdo sobrenadante e colocar novamente as células em 200 pl de PBS**,

Anadlise por citometria de fluxo no prazo de quatro horas (alternativamente, as células podem ser fixadas
por 0,05% de formalina em salina tamponada para analise no dia seguinte. Alguns antigenos sdo
prontamente destruidas mediante a fixagdo e isso deve ser levado em conta quando usando essa
alternativa).

Método de citometria de fluxo para uso com rotulada (FITC, R-PE, CY-Q ou APC) anticorpos

N
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monoclonais

Adicionar 100 pl de EDTA-sangue tratado (ou seja aproximadamente 106 leucdcitos) para um tubo de 5
ml de reagente. O contelido de um tubo é suficiente para a execugdo de um teste.

Adicionar a cada tubo 10 pl de anticorpo monoclonal rotulada*. Vortex o tubo para assegurar uma
mistura completa dos anticorpos e células.

Incubar o tubo durante quinze minutos em temperatura ambiente no escuro.

Adicionar 100 pl do IQ lisar (IQP-199 prontos para uso) e misturar imediatamente.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro.

Adicionar 2 ml de agua desmineralizada e incubar durante dez minutos no escuro.

Centrifugar a suspensdo de células rotuladas durante 2 minutos a 1000 x g.

Extrair a fraccdo sobrenadante e colocar novamente as células em 200 pl de PBS**,

Anadlise por citometria de fluxo no prazo de quatro horas (alternativamente, as células podem ser fixadas
por 0,05% de formalina em salina tamponada para analise no dia seguinte. Alguns antigenos sdo
prontamente destruidas mediante a fixagdo e isso deve ser levado em conta quando usando essa
alternativa).
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- C - Método de citometria de fluxo para uso com combinacdes duplas e triplas

1. Adicionar 100 pl de EDTA-sangue tratado (ou seja aproximadamente 106 leucdcitos) para um tubo de 5
ml de reagente. O contelido de um tubo é suficiente para a execugdo de um teste.
Para combinagbes com anti-kappa e/ou anti-lambda Ig ver nota de aplicagdo abaixo.

2.

3.

4,

5.

6.

7.

8.

9.

1
por O,
pronta

Adicionar a cada tubo 20 pl de anticorpo monoclonal rotulada combinagao*.

Vortex o tubo para assegurar uma mistura completa dos anticorpos e células.

Incubar o tubo durante quinze minutos em temperatura ambiente no escuro.

Adicionar 100 pl do IQ lisar (IQP-199 prontos para uso) e misturar imediatamente.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro.

Adicionar 2 ml de dgua desmineralizada e incubar durante dez minutos no escuro.

Centrifugar a suspensdo de células rotuladas durante 2 minutos a 1000 x g.

Extrair a fracgdo sobrenadante e colocar novamente as células em 200 pl de PBS**.

0. Analise por citometria de fluxo no prazo de quatro horas (alternativamente, as células podem ser fixadas

05% de formalina em salina tamponada para andlise no dia seguinte. Alguns antigenos sdo
mente destruidas mediante a fixacdo e isso deve ser levado em conta quando usando essa

alternativa).

* adequado

mouse isétipo de Ig amostras de controlo deve ser sempre incluida em qualquer estudo de

rotulacdo
** PBS: Solugdo salina tamponada com fosfato, pH 7,2

Adicionar 2 ml de PBS contendo 0,001% (v/v) Heparina (lavam-a 37 °C) para a suspensdo de células

Ressuspender o peletizada células do sangue em 100 pl tampdo PBS contendo 0,001% (v/v) Heparina

Nota de aplicagao para anti-kappa e/ou anti-lambda combinacgdes de Ig

Vortex, centrifugar (2 min a 300 x g) e descarte o liquido sobrenadante
Repita esta etapa duas vezes

A&Y %Y

Manuseamento e armazenagem

Garantia

Os anticorpos sdo fornecidos como 100 testes por frasco (1 ml) para solteiros ou 50 testes por
frasco (1 ml) para combinagdes duplas e triplas. Eles sdo fornecidos em fosfato de sodio 0,01 M,
0,15 M NaCl; pH 7,3, 0,2%, 0,09% sodiumazide BSA (NaN3). Armazenar os tubos a 2-8 °C. Os
anticorpos monoclonais devem ser protegidos da exposicdo prolongada a luz. Os reagentes s&o
estaveis durante o periodo indicado no rétulo do frasco quando armazenado corretamente.

Produtos vendidos aqui sdo justificiveis apenas em conformidade com a quantidade e o contetido
indicado na etiqueta no momento de entrega ao cliente. N3ao existem quaisquer garantias
expressas ou implicitas que ultrapassam a descricdo no rétulo do produto. Produtos IQ ndo é
responsavel por danos de propriedade, ferimentos pessoais ou prejuizos econdmicos causados
pelo produto.

Caracterizagao

Aviso

Para garantir consistentemente os reagentes de alta qualidade, cada lote de anticorpo
monoclonal é testado para conformidade com caracteristicas de um reagente
padrdo. Representante citometria de fluxo de dados esta incluido nesta folha de dados.

Todos os produtos contém sodiumazide. Este produto quimico é venenoso e perigosos.
Tratamento deve ser feito apenas por pessoal devidamente qualificado.
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Explicacdo dos simbolos utilizados

Consulte as instrugdes de uso

REF Numero de catalogo

Suficiente para

Cuidado, consulte documento de acompanhamento
Manter afastado de luz solar

Riscos bioldgicos

Limitagcdo de Temperatura (°C)

RALL Exclusivamente para uso em investigagao
Caddigo de lote

Utilizagdo por aaaa-mm-dd
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Fabricante
tE::‘qduee;a " Ex -max (nm) Em -max (nm)

P Puro Material purificado - -

F FITC FITC 488 519
R R-PE PE 488, 532 578
C Trimestre de PE-CY5.18 488, 532 667
A APC 595, 633, 635, 647 660
PC PerCP 488, 532 678
PCC PerCP-Cy5.5 488, 532 695
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