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In vitro diagnostikum.

Cinidlo Monoclonal Mouse Anti-Human CD235a, Glycophorin A, Clone JC159, slouZi pro pouZiti v imunocytochemii.
Protilatka znaci erytroidni buriky téméf ve vSech stadiich diferenciace a je uzite€nym nastrojem pro identifikaci
erytroleukémii (1). Vysledky z panelu protilatek napomahaiji v diferencialni identifikaci. Interpretaci musi provadét
kvalifikovany patolog v souvislosti s anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi vySetfenimi.

CD235a, GPA, sialoglykoprotein alfa (1, 2).

Glykoforin A je membranovy sialoglykoprotein jedenkrat prochazejici pfes bunéCnou membranu, ktery je
nositelem krevné-skupinovych antigend M a N. Jeho gen je lokalizovan v segmentech 28-31 q raménka
chromozomu 4 a sdili sekvencni homologii s geny kédujicimi glykoforin B a glykoforin E (2). Glykoforin A je
exprimovan erytroidnimi bunkami po€inaje morfologicky rozeznatelnymi erytroidnimi prekurzory, po dovrSeni
CFU-E stadia, a konce zralymi erytrocyty. Jakmile dojde k maximalni expresi glykoforinu A, zlstava jeho
mnozstvi v kazdé erytroidni burice konstantni a zda se, Ze se béhem dal$iho zrani neméni (3). Ve vétsiné pripadud
erytroleukémie dochazi k expresi glykoforinu A na povrchu nadorovych erytroblast(, zatimco u akutni myeloidni
leukémie nebo u akutni lymfoblastické leukémie je glykoforin A exprimovan velmi zfidka (1, 4).

Monoklonalni mysi protilatka je poskytovana v tekuté formé jako supernatant z bunééné kultury dialyzovany proti
0,05 mol/L Tris HCI, pH 7,2, a obsahuje 15 mmol/L NaNs.

Klon: JC159 (1). |zotyp: 1gG1, kappa.
Koncentrace mysiho IgG: Viz Stitek na ampuli.

Membranové preparaty z bunék leukémie z bunék typu "hairy cell”, které byly ziskany ze sleziny (1).

Jak bylo dokadzano hemaglutinaci a metodou imunoblottingu, protilatka reaguje s formalinem fixovanym, do
parafinu zalitym rezistentnim epitopem extracelularni domény proteinu, pravdépodobné umisténym mezi
aminokyselinami 27 a 40. Protilatka vyrazné znaci normalni erytroidni buriky ve vSech stadiich diferenciace od
stadia erytroblastl do stadia zralych erytrocytd a nereaguje s glykoforinem B (1).

1. Pouze pro profesionalni uZivatele.

2. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), chemikalii, ktera je v Cistém stavu vysoce toxicka. V
koncentracich, v nichz se azid sodny nachazi v produktu, neni klasifikovan jako nebezpeény, mulze vsak
reagovat s olovénymi a médénymi armaturami a vytvaret vysoce vybusné koncentrace kovovych azidu. Pfi
likvidaci splachnéte velkym mnozstvim vody, abyste zabranili nahromadéni kovovych azid( v armaturach.

3. Stejné jako u jinych vyrobk( z biologickych zdroju i zde dodrZujte spravné postupy zachazeni.

Uchovaveijte pfi teploté 2-8°C. Nepouzivejte po uplynuti data expirace, které je uvedeno na ampuli. Jsou-li €inidla
uchovavana v jinych nez uvedenych podminkach, musi je uzivatel provéfit. Nestabilita vyrobku neni
signalizovana zadnymi zietelnymi znamkami. Testujte proto souc¢asné se vzorky pacientl i pozitivni a negativni
kontroly. Pokud dojde k neCekanému zbarveni, které nelze vysvétlit odchylkami v laboratornich postupech, a
méte-li podezieni na problém s protilatkou, kontaktujte nasi Technickou sluzbu.

Parafinové fezy: Protilatka mize byt pouzita ke znaceni formalinem fixovanych tkarovych fezd zalitych do
parafinu. Doporucena je predbézna Uprava tkani proteindzou K nebo odmaskovani epitopu tepelnou indukci. Pfi
odmaskovani epitopt tepelnou indukci je dosahovano optimalnich vysledkd pfi pouziti odmaskovacich roztokd
Dako Target Retrieval Solution, kéd S 1700, Dako Target Retrieval Solution, High pH, kéd S 3308, 10 mmol/L
citratového pufru, pH 6,0, nebo 10 mmol/L Tris pufru, 1 mmol/L EDTA, pH 9,0. Tkanové fezy by béhem pfipravy
a nasledujiciho imunocytochemického barveni nemély zaschnout.

Zmrazené fezy a bunécné preparaty: Protilatku Ize pouzit k oznaceni acetonem fixovanych zmrazenych fezl a
bunéénych natéra.

Redéni: Protilatku Monoclonal Mouse Anti-Human CD235a, Glycoforin A, kéd M 0819, Ize pouZit v rozmezi
fedéni 1:50-1:400 pfi aplikaci na formalinem fixované, do parafinu zalité fezy lidské tonzily za pouziti 20ti
minutového odmaskovani epitopt tepelnou indukci v roztoku 10 mmol/L citratového pufru, pH 6,0, a 30ti
minutové inkubace s primarni protilatkou za pokojové teploty. Optimalni podminky se mohou liit v zavislosti na
vzorku a metodé pripravy, a kazda laborator by si je méla stanovit individualné. Doporuéenou negativni kontrolou
je protilatka Dako Mouse IgG1, kéd X 0931, nafedéna na stejnou koncentraci mysiho IgG, jakou ma primarni
protilatka. Pokud jste u aktualniho barviciho postupu nestanovili stabilitu nafedéné protilatky a negativni kontroly,
doporu€ujeme tato Cinidla nafedit bezprostfedné pfed pouzitim nebo pouzit k Fedéni Cinidlo Dako Antibody
Diluent, kod S 0809. Pozitivni a negativni kontroly by mély byt vySetfovany soucasné se vzorky pacientu.

M 0819/CZ/C0OS/27.02.03 p. 1/2

Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup - Denmark - Tel. +4544859500 - Fax+4544859595 - CVR No. 33211317



Vykonnostni charakteristiky
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Vizualizace: Doporucen je kit DAKO LSAB™+/HRP, kéd K 0679, a kity DAKO EnVision™+/HRP, kédy K 4004
a K 4006. Pokud u zmrazenych fezll a bunéénych preparatd dochazi k problémim se zbarvenim endogenni
peroxidazou, je dobrou alternativou sada Dako APAAP, kéd K 0670. Postupujte podle postupu pfibaleného
k vybranému vizualizanimu kitu.

Automatizace: Protilatka je vhodna k imunocytochemickému barveni pomoci automatizovanych systému jako
napf. Dako Autostainer.

Buriky znacené touto protilatkou vykazuji zbarveni omezené na povrchovou bunéénou membranu.

Normalni tkané: Protilatka znaci normalni erytroidni bunky ve vSech stadiich diferenciace od prekurzor(
normoblastd az do stadia zralych erytrocytu (1).

Abnormalni tkané: V 5/5 pfipadu erytroleukémie byly blastické buriky silné znaceny protilatkou (60-80%
pozitivnich bunék) (1).
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