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FOGLIO INFORMATIVO SUL PRODOTTO
Anticorpi monoclonali rilevanti antigeni umani

CD59
R-PE

RUO

IQP-561R ¥V 100 tests |

Ad exclusivo uso di ricerca

(&

Clone
Isotipo

Specificita

Descrizione
MEM43
Murino IgG2a

L'anticorpo CD59 reagisce con un ben definito epitopo (W40, R-53) sul CD59 (Protectina), una
glicoproteina da 18-20 kDa glicosilfosfatidilinositolo ancorata (GPI) espresso su tutte le cellule
ematopoietiche; essa € ampiamente presente sulle cellule in tutti I tessuti.

HLDA IV; WS Code NL 705

HLDA V; WS Code AS S013

HLDA V; WS Code BP BP345

HLDA V; WS Code T T-103

Distribuzione antigenica

Sommario

Applicazioni

Utilizzo

CD59 si puo trovare nei fluiddi corporei quali sangue, plasma, saliva, liquido amniotico, liquido
seminale e urine. Sebbene CD59 € ben conosciuto come proteina regolatoria del complemento
associata alla membrana , come CD55, e presente su tutte le cellule del sangue, CD55 e CD59
sembra essere il piu effettivo Anticorpo Monoclonale per determinare un subset cellulare molto
poco negativo (meno dell’ 1% sugli eritrociti o meno del 5% sui PMN leucocitari).

I difetti genetici nell’attacco dell’ancora GPI che causa una riduzione o perdita del CD59 e CD55
sugli eritrociti produce i sintomi della malattia emoglobinuria parossistica notturna (EPN). CD59
non blocca I'attivita litica della perforina causata dalla citotossicita cellulo-mediata. E’ improbabile
che CD59 venga sintetizzato da tutte le cellule sulle quali € espresso.

CD59 (clone MEM43) pu0 essere applicato in citometria a flusso per analisi di campioni di sangue
e di midollo osseo.

Tutti questi reagenti sono effettivamente formulati per colorazioni di immunofluorescenza diretta di
tessuti umani per analisi di citometria a flusso utilizzando 10 pl/10°leucociti per colorazioni singole
e 20 ul/10° leucociti in caso di doppie e triple marcature. Se le applicazioni variassero, ogni
utilizzatore dovrebbe titolare il reagente per ottenere risultati ottimali.

Dati rappresentativi

La colorazione con CD59 anticorpi monoclonali di normali cellule del sangue ¢ illustrate da analisi
di citometria a flusso. La colorazione diretta e stata fatta utilizzando 10 ul di anticorpi coniugati
con R-PE e 100 pl di sospensione di cellule rosse del sangue.
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Diagnosi di Emoglobinuria Parossistica Notturna (EPN)

Procedura

Eritrociti

-A- Preparazione della sospensione di cellule rosse del sangue

1. Utilizzare 10 ml di sangue intero con Eparina o EDTA e centrifugare 10 min. 600g (partenza e fermo
graduali).

2. Collezionare plasma ricco in piastrine (PRP) ed il buffy coat per ulteriori analisi di Leucociti e Piastrine,
rispettivamente.

3. Lavare il pellet degli eritrociti tre volte con 2 ml di PBS per 2 min. 1000g.

4. Risospendere 1 volume di eritrociti impaccati in 9 volumi di PBS.

5. Utilizzare un emocitometro o un contaglobuli automatico per calcolare il numero totale di RBC per ml di
sangue raccolto in provette trattate con Eparina o EDTA.

6. Diluire le RBC contate con PBS fino ad una concentrazione finale di 50x10° cellule/ml.

-B- Colorazione di immuno-fluorescenza

7. Determinare la quantita necessaria di provette (controllo negativo (=controllo isotipico), controllo positivo
(= es. anti-glicoforina A+B), CD55 eCD59 singoli o doppio marcati).

8. Aggiungere 100 pl di RBC ad ogni provetta (5x10° cellule).

9. Aggiungere 10 pl dei singoli (CD55, CD59) o 20 pl del doppio marcato.

10. Incubare per 30 min. a temperatura ambiente. Evitare la luce diretta.

11. Lavare due volte in 3 ml di PBS e centrifugare per 2 min. 1000g.

12. Risospendere le cellule in PBS (200-500 pl).

-C- Acquisizione dati in citometria a flusso

13. Dovrebbero essere acquisiti inList mode files 20.000 eventi con I segnali in scala logaritmica per log FSC,
log SSC e log fluorescenze.

Leucociti

-A- Preparazione della sospensione cellulare di Leucociti

1. Utilizzare 10 ml di sangue intero in eparina o EDTA e centrifugare 10 min. 600g (partenza e fermo
graduali).

2. Raccogliere il plasma ricco in piastrine (PRP) per ulteriori analisi di piastrine.

3. Raccogliere il buffy coat e aggiungere 10 ml di tampone lisante.

4. Incubare 5 min. a temperature ambiente (massimo 10 min.).

5. Centrifugare 5 min. 400g per rimuovere il tampone lisante.

6. Lavare il pellet dei leucociti due volte con 10 ml di PBS per 5 min. 400g.

7. Risospendere il pellete dei Laucociti in 1 ml di PBS.

8. Utilizzare un emocitometro o un contaglobuli automatic per calcolare il numero totale di leucociti per ml di
sangue raccolto in in provette trattate con eparina o EDTA .

9. Diluire i Leucociti contati con PBS per una concentrazione finale di 20x10° cellule/ml.

-B- Colorazione di immuno-fluorescenza

10. Determinare il numero necessario di provette (controllo negativo= controllo isotipico), controllo positivo
= es. anti-HLA classe I), CD55 e CD59 singoli o doppio marcati).

11. Aggiungere 100 pl di Leucociti per ogni provetta (2x10° cellule).

12. Aggiungere 10 pl del marcato singolo (CD55, CD59) o 20 ul per il doppio marcato.

13. Incubare per 30 min. a temperature ambiente. Evitare la luce diretta.

14. Lavare due volte in 3 ml PBS e centrifugare per 4 min. 400g.

15. Risospendere le cellule in PBS (200 - 500 pl).

-C- Acquisizione dati in citometria a flusso

16.

Analizzare almeno 20.000 cellule con il citofluorimetro .Utilizzare le regioni basate sui parametri
morfologici allo scopo di eliminare i detriti cellulari e il rumore di fondo elettronico e per separare Linfociti,
Monociti e Granulociti.
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Piastrine

Preparare PBS-EDTA 5 mM pH 7.4 (50 - 75 ml per paziente). Per i migliori risultati si dovrebbero usare 0,45 um
filtrati di PBS-EDTA 5mM . Il PBS-EDTA 5 mM dovrebbe essere fresco (deve essere utilizzato per la settimana
lavorativa) e deve essere filtrate prima di ogni esperimento.

-A- Preparazione della sospensione cellulare di Piastrine

1. Utilizzare 10 ml di sangue intero con eparina o EDTA e centrifugare 10 min. 600g (partenza e fermata

graduale).

2. Raccogliere il plasma ricco in piastrine (PRP) e diluire in PBS-EDTA 5 mM fino a un volume di 10 ml.

3. Centrifugare 5 min. 2000g.

4. Scartare il surnatante e risospendere il pellet in 1 ml PBS-EDTA 5 mM.

5. Utilizzare un emocitometro o un contaglobuli automatico per calcolare il numero totale di Piastrine per ml

di sangue raccolto in provette trattate con eparina o EDTA.

6. Diluire le Piastrine contate con PBS-EDTA 5 mM fino a una concentrazione finale di 10x10° cellule/ml.

-B- Colorazione di immuno-fluorescenza

7. Determinare il numero di provette necessarie (controllo negativo , controllo isotipico, controllo positivo |

(CD61), CD55 e CD59 singoli o doppio marcati.

8. Aggiungere 100 pl di Leucociti ad ogni provetta (2x10° cellule).

9. Aggiungere 10 pl del marcato singolo (CD55/CD59) o 20 pl del doppio marcato.

10. Incubare per 30 min. a temperature ambiente. Evitare la luce diretta .

11. Lavare due volte in 3 ml PBS-EDTA 5 mM e centrifugare per 5 min. 2000g.

12. Risospendere le cellule in PBS-EDTA 5 mM (200 - 500 ul).

-C- Acquisizione dati in citometria a flusso

13. Per analisi al FACS , utilizzare un regione basata sui parametri morfologici per poter eliminare i detriti

cellulari e il rumore di fondo elettronico. Dovrebbero essere collezionati almeno in List mode files 20.000
eventi per parametri logaritmici log FSC, log SSC e log fluorescenze.
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Manipolazione e Conservazione
Gli anticorpi sono forniti per 100 test per fiala (1 ml) per la singola marcatura o 50 tests per fiala | (1 ml)
per le doppie e triple combinazioni. Essi sono forniti in 0.01 M di sodiofosfato, 0.15 M NaCl; pH 7.3,
0.2% BSA, 0.09% sodioazide (NaNs). Conservare le fiale a 2-8 °C. Gli anticorpi monoclonali dovrebbero
essere protetti da lunghe esposizioni alla luce. I reagenti sono stabili per il periodo mostrato
sull’etichetta della fiala quando conservati accuratamente.

Garanzia
I prodotti venduti qui di seguito sono garantiti solo per conformita alla e al contenuto dichiarato
sull’etichetta al tempo della spedizione al cliente. Non ci sono garanzie , espresso o implicite, che si
estendono oltre la descrizione sull’etichetta del prodotto . IQ Products non & responsabile per danno alla
proprieta, ferita personale o perdita economica causata dal prodotto.

Caratterizzazione
Per assicurare costantemente I'alta qualita dei reagenti, ogni lotto di anticorpo monoclonale & testato per
essere conforme alle caratteristiche di un reagente standard. Il dato citofluorimetrico rappresentativo e
incluso in questo foglio illustrativo.

Attenzione
Tutti i prodotti contengono Sodio Azide. Questo prodotto chimico & velenoso e pericoloso. La
manipolazione dovrebbe essere fatta solo da personale esperto.

enda dei simboli

Consultare le Istruzioni per lI'uso

Numero di catalogo

Sufficiente per

Dispositivo medico-diagnostico in vitro
Attenzione, consultare il documento allegato
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Conservare al riparo dalla luce (solare)
Rischio biologico
Limiti di temperatura (°C)
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LOT Codice del lotto
2 Utilizzare entro aaaa-mm-gg
wl Fabbricante
|[EC|REP Mandatario nella Comunita Europea
Ce Conformité Européenne (Conformita
Europea)
Etichetta - tandem Ex — max (nm) Em - max (nm)
P PURE Materiale purificato - -
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
PCC PerCP-Cy5.5 488, 532 695
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