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CD16 (B73.1)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD16.

Форма Номер по каталогу

PE 332779

PE-Cy7 335823

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD16 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD16, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия CD16 в исследовании гемато-
логической неоплазии1,2

2. СОСТАВ

CD16, клон B73.1,3-5 получается путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
P3-X63-Ag8.653 с клетками селезенки 
мышей BALB/c, иммунизированных есте-
ственными клетками-киллерами.

CD16 (B73.1) состоит из мышиных тяже-
лых цепей IgG1 и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество Конц.a (мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

PE 50 мкг в 2,0 мл PBS 25

PE-Cy™7b 50 мкг в 0,5 мл PBS 100
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Чистота антител следующая:

• PE, PE-Cy7: ≤20 % свободного флуоро-
фора во флаконах, измеренного методом 
эксклюзионной хроматографии (SEC)

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа6,7.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток6.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опа-

b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 
продукт является предметом прав собственности 
GE Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагностики 
in vitro. Он не лицензирован ни для каких других примене-
ний. Если вам нужна какая-либо дополнительная лицензия 
для использования этого продукта, верните этот продукт 
нераспакованным в BD Biosciences, 2350 Qume Drive, San 
Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги будут возвра-
щены.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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сными. Обращайтесь с ними как с потен-
циальными источниками инфекции8,9 и 
при утилизации соблюдайте меры безопа-
сности, соответствующие законам, приня-
тым на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует исполь-
зовать соответствующую защитную оде-
жду, средства защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в пробирке 
12x75 мм добавьте соответствующий 
объем конъюгированных с флуорохро-
мом моноклональных антител CD16. 
Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 

образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Эмиссионные спектры 
некоторых конъюгатов PE-Cy7 меня-
ются при длительном воздействии 
параформальдегида. Для хранения 
окрашенных клеток в течение ночи 
промойте и ресуспендируйте их в 
буфере без параформальдегида после 
1-часовой фиксации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.10 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на лизированной 
цельной крови и гейтированные по лим-
фоцитам. Лазерное возбуждение проводи-
лось при длинах волн 488 нм и 635 нм.
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Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.

Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы11.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антитела CD16 распознают антиген раз-
мером от 50 до 65 килодальтон (кДа), при-
сутствующий на человеческих естествен-
ных клетках-киллерах, который является 
рецептором типа III фрагмента Fc IgG.12

Антиген CD16 экспрессируется приблизи-
тельно на 15 % лимфоцитов перифериче-
ской крови и присутствует практически на 
всех остальных покоящихся естественных 
клетках-киллерах.12 У некоторых лиц 
антиген CD16 может экспрессироваться на 
CD3+ T-лимфоцитах.13 Антиген CD16 
также экспрессируется на нейтрофилах.14 
CD16 (B73.1) реагирует с нейтрофилами 
слабее, чем CD16 (NKP15) и CD16 
(GO22).4,15 Переменное количество лим-
фоцитов CD16+ коэкспрессируют антиген 
CD57, антиген CD8 низкой плотности или 
оба.4,14,15 Естественные клетки-киллеры 
CD16+CD56+ характеризуются обратным 
переносом состояния активации с ден-
дритными клетками.16 

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций CD16+ и 
CD16–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение CD16+ и 
CD16– определяли для каждого образца и 
усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
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клеток CD16+ и соответствующих отрица-
тельных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD16 (B73.1) был представлен на Четвер-
той международной научно-практической 
конференции по дифференцировочным 
антигенам лейкоцитов человека (Fourth 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценили 
клон B73.1 (известный как Leu-11c) как 
часть слепой панели антител и сообщили 
согласующиеся друг с другом резуль-
таты.17

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандар-
тные отклонения (SD) определяли по пар-
ным результатам для каждого образца. 
Индивидуальные SD группировали для 
выведения объединенного SD для каждого 
реагента, что обеспечивало оценку вну-
триобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний 
реагентов7.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-

Таблица 2. Повторяемость MFI CD16+ лимфо-
цитов по разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объеди-
ненное SD

Объединен-
ный %CVb

b. CV = коэффициент вариации

PE 5 374,65 73,7 19,67

PE-Cy7 7 397,9 16,54 4,16
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тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизне-
способность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличен-
ным количеством 
антител.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанали-
зируйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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CD61 (RUU-PL 7F12)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD61.

Форма Номер по каталогу

FITC 347407

PerCP 347408

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD61 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD61, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия CD61 в исследовании гемато-
логической неоплазии1, 2.

2. СОСТАВ

CD61, клон RUU-PL 7F123, получен путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
P3-X63-Ag8.653 с клетками селезенки 
мышей BALB/c, иммунизированных очи-
щенными гликопротеинами мембраны 
тромбоцитов. CD61 состоит из мышиных 
тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
Табл. 1.

Чистота антител следующая:

Табл. 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 25 мкг в 2,0 мл PBS 12,5

PerCP 3 мкг в 1,0 мл PBS 3
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• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PerCP: ≤20 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм Falcon®* или аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (№ по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (№ по каталогу 340181) 
или 1%-й раствор параформальдегида в 
PBS с 0,1 % азида натрия. Храните не 
более 1 недели в темной стеклянной 
посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4, 5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции6, 7 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.* Falcon является зарегистрированным товарным 

знаком компании Corning Incorporated.
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6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD61. Относительно объ-
ема см. соответствующую маркировку 
пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS Lysing Solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Рекомендуется анализировать образцы 
в пределах 24 часов после окрашива-
ния.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-

ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр8. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На Рис. 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на фиксированных тромбоци-
тах и гейтированные по тромбоцитам. 
Лазерное возбуждение при длине волны 
488 нм.

Рис. 1 Репрезентативные данные, получен-
ные на проточном цитометре BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуется использовать гранулы 
BD Calibrite™ Beads и программное обес-
печение BD FACSComp™, чтобы настро-
ить напряжение фотоэлектронного умно-
жителя (ФЭУ), компенсацию флуоресцен-
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ции, а также проверить чувствительность 
прибора перед его использованием. См. 
руководство по эксплуатации гранул 
BD Calibrite Beads и руководство пользо-
вателя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD61 распознает белок молекулярной 
массой 110 килодальтон (кДа), известный 
также как gpIIIa, распространенную 
β3-субъединицу (β3-цепь интегрина) ком-
плекса gpIIb/IIIa и рецептор витронектина 
(VNR)10–12.

Комплекс gpIIb/IIIa и VNR — это интег-
рины, α/β-гетеродимерные гликопротеи-
новые комплексы, участвующие в клеточ-
ной адгезии12–16. С антигеном CD41 (gpIIb 
или αIIb) антиген CD61 образует комплекс 
gpIIb/IIIa, который действует в качестве 
рецептора фибриногена, фактора фон Вил-
лебранда (vWF), фибронектина и витро-
нектина на активированных 
тромбоцитах11, 12, 15, 17–19. С антигеном 
CD51 (VNR α-цепь или αv) антиген CD61 
образует VNR, опосредующий активаци-
онно независимую клеточную адгезию к 
витронектину, vWF, фибриногену и 
тромбоспондину12, 17.

Антиген CD61 присутствует на всех нор-
мальных покоящихся и активированных 
тромбоцитах11. Тромбоциты больных 
тромбастенией Гланцманна демонстри-
руют более чем 90 % снижение связыва-
ния CD61, а гетерозиготные носители дан-
ного заболевания демонстрируют прибли-

зительно 50 % снижение20, 21. Антиген 
CD61 также присутствует на клетках эндо-
телия, мегакариоцитах и некоторых мие-
лоидных, эритроидных и T-лимфоидных 
лейкемических клеточных линиях11, 15, 17.

Чувствительность
Чувствительность определяется как сте-
пень разделения популяций CD61+ и 
CD61–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
тромбоцитах цельной крови. Разделение 
CD61+ и CD61– определяли для каждого 
образца и усредняли по каждой из концен-
траций. Концентрация антител во флако-
нах для каждого реагента обеспечивала 
оптимальную чувствительность при раз-
делении клеток CD61+ и соответствующих 
отрицательных. См. Табл. 1.

Воспроизводимость
CD61 был представлен на рассмотрение 
на Пятой международной научно-практи-
ческой конференции по дифференциро-
вочным антигенам лейкоцитов человека 
(Fifth International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценивали клон RUU-PL 
7F12 как часть скрытой панели антител и 
сообщили согласующиеся друг с другом 
результаты3.
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Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в Табл. 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости в пределах образца.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-

щихся подобному лечению. Компания BD 
Biosciences пока не охарактеризовала вли-
яние терапевтических антител на эффек-
тивность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний 
реагентов5.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Табл. 2 Повторяемость MFI тромбоцитов по 
разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Средняя 
MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 3 114,46 13,44 12,06

PerCP 4 112,63 21,25 18,87
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Проблема
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вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизне-
способность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
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параметры 
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окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
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приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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CD117 (104D2)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD117.

Форма Номер по каталогу

PE 332785

PerCP-Cy5.5 333950

PE-Cy7 339217

APC 333233

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD117 предназначен для диаг-
ностической идентификации in vitro кле-
ток, экспрессирующих антиген CD117, на 
проточном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD117 в исследова-
нии гематологической неоплазии1,2

2. СОСТАВ

CD117, клон 104D2, получен путем слия-
ния клеток мышиной миеломы Sp2/0 со 
спленоцитами мышей BALB/c, иммунизи-
рованных мегакариоцитарной клеточной 
линией MOLM-1.3, 4 CD117 состоит из 
мышиных тяжелых цепей Mouse IgG1 и 
легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.
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Чистота антител следующая:

• PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC: ≤20 % 
свободного флуорофора во флаконах, 
измеренного методом эксклюзионной 
хроматографии (SEC)

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм Falcon®* или аналогичные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202).

Инструкции по разведению и меры 
предосторожности см. в руководстве 
по использованию реагентов.

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1 %-й раствор парафор-
мальдегида в PBS с 0,1 % азида натрия

Храните не более 1 недели в темной 
стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS

Подробности см. в руководстве поль-
зователя прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 

Таблица 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

PE 10 мкг в 1,0 мл PBS 10

PerCP-Cy™5.5b

b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 
продукт является предметом прав собственности 
GE Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавли-
вается и продается по лицензии GE Healthcare. Этот про-
дукт лицензирован для продажи исключительно для диаг-
ностики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в компанию BD Biosciences по 
адресу 2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплачен-
ные за него деньги будут возвращены.

1 мкг в 1,0 мл PBS 1

PE-Cy™7 6,25 мкг в 0,5 мл PBS 12,5

APC 5 мкг в 0,5 мл PBS 10

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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должны быть рассмотрены до отбора 
образцов и анализа.5,6

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток5. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опа-
сными. Обращайтесь с ними как с потен-
циальными источниками инфекции7,8 и 
при утилизации соблюдайте меры безопа-
сности, соответствующие законам, приня-
тым на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует исполь-
зовать соответствующую защитную оде-
жду, средства защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD117.

Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-

руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут.

Удалите надосадочную жидкость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут.

Удалите надосадочную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте.

До анализа храните пробирки при 
2–8 °C. Мы рекомендуем анализиро-
вать образцы в пределах 24 часов 
после окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Эмиссионные спектры 
некоторых конъюгатов PE-Cy7 меня-
ются при длительном воздействии 
параформальдегида. Для хранения 
окрашенных клеток в течение ночи 
промойте и ресуспендируйте их в 
буфере без параформальдегида после 
1-часовой фиксации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.9 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
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помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на клетках эри-
тролейкоза человека (HEL) и гейтирован-
ные по клеткам HEL и гранулоцитам. 
Лазерное возбуждение проводилось при 
длинах волн 488 нм и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 

оптимизации настроек прибора и контр-
оля качества системы10.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD117 связывается с рецептором фактора 
стволовых клеток (SCF).11-19 Он селек-
тивно узнает клетки NIH-3T3, трансфици-
рованные c-kit человека — геном, кодиру-
ющим SCF-R. Антитела CD117 не блоки-
руют эпитоп, связывающий SCF.19

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций CD117+ и 
CD117–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента PE тестировалась 
на костном мозге. Каждая концентрация 
реагентов PerCP-Cy5.5 и APC тестирова-
лась на цельной крови с клетками HEL. 
Разделение CD117+ и CD117– определяли 
для каждого образца и усредняли по 
каждой из концентраций. Концентрация 
антител во флаконах для каждого реагента 
обеспечивала оптимальную чувствитель-
ность при разделении клеток CD117+ и 
соответствующих отрицательных. См. 
табл. 1.

Воспроизводимость
CD117 был представлен на рассмотрение 
на Шестом международном семинаре-кон-
ференции по дифференцированным анти-
генам лейкоцитов человека (Sixth 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценивали 
клон 104D2 в составе слепой панели анти-
тел и сообщили согласующиеся друг с 
другом результаты4.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-

APC

PE-Cy7

PerCP-Cy5.5

PE
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вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение медианной интенсивно-
сти флуоресценции (MFI) разных образ-
цов, как показано в таблице 2. Для каж-
дого образца две разные партии реагентов 
дали пару результатов. Индивидуальные 
стандартные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку внутриобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 

влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Особо рекомендуется 
многоцветный анализ с использованием 
сочетаний реагентов.6

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Таблица 2 Повторяемость MFI костного мозга 
или клеток HEL по разным партиям и многим 

донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Средняя 
MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

PEc

c. костный мозг

4 207,63 65,66 31,62

PerCP-Cy5.5d

d. клетки HEL добавлены к цельной крови

6 617,58 63,59 10,30

PE-Cy7d 6 3881,8 314,94 8,11

APCc 6 598,17 51,61 8,63
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анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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CD11c (S-HCL-3)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD11c

Форма Номер по каталогу

PE 333149

APC 333144

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD11c предназначен для диаг-
ностической идентификации in vitro кле-
ток, экспрессирующих антиген CD11c, на 
проточном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD11с в исследова-
нии гематологической неоплазии1–4

2. СОСТАВ

CD11с, клон S-HCL-3, получается путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
NS-1 с клетками селезенки мышей CD-1, 
иммунизированных цельными клетками и 
мембранными препаратами клеток волоса-
токлеточного лейкоза. CD11с состоит из 
тяжелых цепей иммуноглобулина мыши 
IgG2b и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое
количество Конц.a (мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

PE 25 мкг в 2,0 мл PBS 12,5

APC 12,5 мкг в 0,5 мл PBS 25
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Чистота антител следующая:

• PE, APC: ≤20 % свободного флуорофора 
во флаконах, измеренного методом 
эксклюзионной хроматографии (SEC)

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть рассмотрены до отбора 
образцов и анализа.5,6

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток5. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опа-
сными. Обращайтесь с ними как с потен-
циальными источниками инфекции7,8 и 
при утилизации соблюдайте меры безопа-
сности, соответствующие законам, приня-
тым на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует исполь-
зовать соответствующую защитную оде-
жду, средства защиты глаз и перчатки.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в пробирке 
12 x 75 мм добавьте соответствующий 
объем конъюгированных с флуорохро-
мом моноклональных антител CD11с. 
Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 

антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.9 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на цельной 
крови и гейтированные по моноцитам, 
лимфоцитам и гранулоцитам. Лазерное 
возбуждение проводилось при длинах 
волн 488 нм и 635 нм.
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Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 

оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы10.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD11c распознает антиген моноцитов/
макрофагов человека. CD11c специфичен 
для 150 килодальтон (кДа)11 α-субъеди-
ницы гетеродимера антигена CD11c/CD18, 
называемого также рецептором компле-
мента 4 типа (CR4)12. 95-кДа антиген 
CD18, β цепь функционально-связанного 
антигена лимфоцитов — 1 (LFA-1), явля-
ется общей для гетеродимеров антигенов 
CD11a/CD18 (LFA-1) и CD11b/CD1813–15.

Антиген CD11c присутствует на моноци-
тах и, с низкой плотностью, на гранулоци-
тах и естественных клетках-киллерах 
периферической крови12. Он также при-
сутствует на клетках волосатоклеточного 
лейкоза и некоторых клетках острой мие-
лоидной лейкемии (AML)11. CD11c реаги-
рует с эпитопом на 150-кДа цепи антиген-
ного комплекса CD11c/CD18. Кроме того, 
CD11c окрашивает синусовые гистио-
циты лимфатических узлов, миндалин и 
селезенки; макрофаги коркового и мозго-
вого вещества вилочковой железы; клетки 
Купфера печени; продолговатые межтубу-
лярные клетки почек и альвеолярные 
макрофаги легочной ткани.11 В злокачест-
венных тканях данные антитела окраши-
вают клетки истинных гистиоцитарных 
лимфом и не окрашивают карциномы или 
T- или B-лимфомы.11,12

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций CD11с+ и 
CD11с– . Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение CD11с+ и 
CD11с– определяли для каждого образца и 
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усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
клеток CD11с+ и соответствующих отри-
цательных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD11с был представлен на рассмотрение 
на Второй международной научно-практи-
ческой конференции по дифференциро-
вочным антигенам лейкоцитов человека 
(Second International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценили клон S-HCL-3 в 
составе слепой панели антител и сооб-
щили согласующиеся друг с другом 
результаты16.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандар-
тные отклонения (SD) определяли по пар-
ным результатам для каждого образца. 
Индивидуальные SD группировали для 
выведения объединенного SD для каждого 
реагента, что обеспечивало оценку вну-
триобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Особо рекомендуется 
многоцветный анализ с использованием 
сочетаний реагентов.6

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

Таблица 2 Повторяемость MFI CD11с+ лейкоци-
тов по разным партиям и многим донорам (N)

Na Среднее MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

PEc 4 332,23 19,43 5,85

PEd 4 90,29 7,76 8,6

APCe 7 94,93 5,59 5,89

a. N = количество образцов
b. CV = коэффициент вариации
c. Цельная кровь, гейтированная по моноцитам
d. Цельная кровь, гейтированная по лимфоцитам
e. Цельная кровь, гейтированная по гранулоцитам и моноци-

там
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ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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CD22 (S-HCL-1)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке 
человека для идентификации клеток, 
экспрессирующих антиген CD22

Форма Номер по каталогу

FITC 337898

PE 337899

APC 333145

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD22 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD22, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD22 в исследова-
нии гематологической неоплазии1,2

2. СОСТАВ

CD22, клон S-HCL-13, получается путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
NS-1 с клетками селезенки мышей CD-1, 
иммунизированных цельными клетками и 
мембранными препаратами клеток воло-
сато-клеточного лейкоза. CD22 состоит из 
тяжелых цепей иммуноглобулина мыши 
IgG2b и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), а также желатин и 0,1 % 
азида натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Чистота антител следующая:

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое количе-

ство
Конц.a 

(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 25 мкг в 2,0 мл PBS 12,5

PE 25 мкг в 2,0 мл PBS 12,5

APC 12,5 мкг в 0,5 мл PBS 25
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• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, APC: ≤20 % свободного флуорофора 
во флаконах, измеренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухой среде.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или 
изменение цвета означает нестабильность 
или непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ И 
ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разбавлению и 
предосторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• Центрифуга

• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 

буфер PBS, содержащий 0,1 % азида 
натрия

• Раствор BD CellFIX™ (номер по ката-
логу 340181) или 1%-ный раствор пара-
формальдегида в PBS с 0,1 % азида 
натрия. Храните не более 1 недели в 
темной стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4,5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо 
оценить жизнеспособность образцов и 
установить предельное значение. Рекомен-
дуемое предельное значение — не менее 
80 % жизнеспособных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют 
потенциальную биологическую опа-
сность. Обращайтесь с материалами как с 
потенциальными источниками 
инфекции6,7 и при утилизации соблюдайте 
меры безопасности, соответствующие 
законам, принятым на федеральном, реги-
ональном или местном уровне. Никогда не * Falcon является зарегистрированным товарным 

знаком компании Corning Incorporated.
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набирайте жидкость в пипетку ртом. Сле-
дует использовать соответствующую 
защитную одежду, средства защиты глаз и 
перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12x75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD22. Относительно 
объема см. соответствующую марки-
ровку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре (20–
25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200g в 
течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или 
аберрантного уровня его экспрессии. Для 
проведения надлежащего анализа важно 
понимать картину нормальной экспрес-
сии данного антигена и ее связь с экспрес-
сией других релевантных антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на мешалке 
«вортекс» при низкой скорости, чтобы 
снизить агрегацию перед их обработкой на 
проточном цитометре8. Перед сбором 
образцов отрегулируйте пороговое значе-
ние, чтобы максимально исключить кле-
точные обломки и убедиться, что 
интересующие популяции вас популяции 
включены. Соберите и проанализируйте 
данные пациентов, собранные в виде спи-
ска, с помощью соответствующего про-
граммного обеспечения. На рисунке 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на периферической крови и 
гейтированные по лимфоцитам. Лазерное 
возбуждение проводилось при длинах 
волн 488 нм и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS
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Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать частицы 
BD Calibrite™ и программное обеспече
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его 
использованием. См. руководство по 
эксплуатации гранул BD Calibrite Beads и 
Руководство пользователя программного 
обеспечения BD FACSComp Software 
User’s Guide.

Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Реагент CD22 распознает антиген B-лим-
фоцитов человека с молекулярным весом 
135 килодальтон (кДа)10.

Антиген CD22 экспресируется в цито-
плазме всех B-лимфоцитов и присутствует 
только на клеточной поверхности зрелых 
B-лимфоцитов11. В отличие от антигенов 
CD10, CD19 и CD20, антиген CD22 еще 
присутствует на лимфоплазмацитоидных 
клетках, но убывает на полностью созрев-
ших плазмацитах12. Антиген CD22 
экспрессируется при большинстве B-кле-
точных лейкозов, в том числе лейкозе вор-
систых клеток3, и почти всех (97 %) B-
клеточных лимфомах13, но не при T-кле-
точных лейкозах или T-клеточных 
лимфомах14. Плотность антигена значи-
тельно повышена при волосато-клеточных 
лейкозах3,10.

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций CD22+ и 
CD22–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение CD22+ и 
CD22– определяли для каждого образца и 
усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
клеток CD22+ и соответствующих отрица-
тельных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD22 был представлен на рассмотрение 
на Втором международном семинаре-кон-
ференции по дифференцированным анти-
генам лейкоцитов человека (Second 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценивали 
клон S-HCL-1 в составе слепой панели 
антител и сообщили согласующиеся 
результаты10.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандар-
тные отклонения (SD) определяли по паре 
результатов для каждого образца. Индиви-
дуальные SD группировали для выведения 
объединенного SD для каждого реагента, 
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что обеспечивало оценку внутриобразцо-
вой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем другие красители (FITC, PerCP). Когда 
популяции перекрываются, на расчет про-
цента клеток, положительных по маркеру, 
может влиять выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся данному лечению. Компания BD 
Biosciences пока не охарактеризовала вли-
яние терапевтических антител на эффек-
тивность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с 
использованием релевантных сочетаний 
реагентов5.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 

должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных 
образцах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
НЕИСПРАВНОСТЕЙ

Таблица 2. Повторяемость MFI CD22+ 
лимфоцитов по разным партиям и многим 

донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 4 61,18 4,88 7,98

PE 4 598,15 74,99 12,54

APC 5 571,12 46,18 8,09

Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизируйте 
настройки, если 
необходимо.
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Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение



1

Becton, Dickinson and Company
BD Biosciences
2350 Qume Drive
San Jose, CA 95131 USA

Benex Limited
Pottery Road, Dun Laoghaire,
Co. Dublin, Ireland
Tel +353.1.202.5222
Fax +353.1.202.5388

BD Biosciences
European Customer Support
Tel +32.2.400.98.95
Fax +32.2.401.70.94
help.biosciences@europe.bd.com

Becton Dickinson Pty Ltd,
4 Research Park Drive,
Macquarie University Research Park,
North Ryde NSW 2113, Australia

Becton Dickinson Limited,
8 Pacific Rise, Mt. Wellington,
Auckland, New Zealand

BD, логотип BD и все остальные товарные знаки 
являются собственностью компании Becton, 
Dickinson and Company. © BD, 2014

IVD

3/2014 23-13764-03 

bdbiosciences.com
ClinicalApplications@bd.com

CD45RA (L48)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD45RA.

Форма № по каталогу

FITC 335039

PE-Cy7 337186

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD45RA предназначен для 
диагностической идентификации in vitro 
клеток, экспрессирующих антиген CD45RA, 
на проточном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ II) 
для сбора данных и их анализа. Инструк-
ции см. в руководстве пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD45RA в исследо-
вании гематологической неоплазии1–3

2. СОСТАВ

CD45RA, клон L48, получается путем 
гибридизации клеток Sp2/0 мышиной мие-
ломы с клетками селезенки мышей BALB/
c, иммунизированных человеческими 
лимфоцитами с низкой плавучестью. 
CD45RA состоит из мышиных тяжелых 
цепей IgG1 и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в табл. 1.

Табл. 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое коли-

чество
Конц.a 

(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 100 мкг в 2,0 мл PBS 50

PE-Cy™7b

b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 
продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences, 2350 Qume 
Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги 
будут возвращены.

25 мкг в 0,5 мл PBS 50 
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE-Cy7: ≤20 % свободного флуорофора 
во флаконах, измеренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
после истечения срока годности. Не замо-
раживайте реагент и не подвергайте его 
воздействию прямых солнечных лучей во 
время хранения или инкубации с клет-
ками. Держите пузырьки с антителами в 
сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм Falcon®* или аналогичные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в инструк-
ции по эксплуатации.

• Центрифуга

• Раствор BD CellWASH™ (№ по ката
логу 349524) или промывочный буфер 
PBS, содержащий 0,1 % азида натрия

• Раствор BD CellFIX™ (№ по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS

Подробности см. в руководстве поль-
зователя прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4, 5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции6, 7 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном * Falcon является зарегистрированным товарным 

знаком компании Corning Incorporated.
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уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD45RA. Относительно 
объема см. соответствующую марки-
ровку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре (20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS 
Lysing Solution.

4. Аккуратно встряхните на «вортексе» и 
инкубируйте в течение 10 минут в тем-
ноте при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора BD CellWASH 
(или промывочного буфера) и центри-
фугируйте при 200 g в течение 5 минут. 
Удалите надосадочную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Эмиссионные спектры 
некоторых конъюгатов PE-Cy7 меня-
ются при длительном воздействии 
параформальдегида. Для хранения 

окрашенных клеток в течение ночи 
промойте и ресуспендируйте их в 
буфере без параформальдегида после 
1-часовой фиксации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр8. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На рис. 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на мононуклеарных клетках 
периферической крови (PBMC) и синхро-
низированные по лимфоцитам. Лазерное 
возбуждение проводилось при длине 
волны 488 нм.
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Рис. 1 Репрезентативные данные, получен-
ные на проточном цитометре BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ Beads и программное обес-
печение BD FACSComp™, чтобы настро-
ить напряжение в трубке фотоэлектрон-
ного умножителя (ФЭУ), компенсацию 
флуоресценции, а также проверить чувст-
вительность прибора перед его использо-
ванием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и Руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp.
Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и контр-
оля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD45RA распознает изоформу антигена 
лейкоцитов человека (LCA) с молекуляр-
ной массой 220 килодальтон (кДа)10. 
Антиген CD45RA — член семейства анти-
генов CD45, которое также включает анти-
гены CD45, CD45RB и CD45RO10.

Антиген CD45RA присутствует приблизи-
тельно на 50 % CD4+ T-лимфоцитов, при-
близительно на 75 % CD8+ T-лимфоцитов 
и практически на всех B-лимфоцитах и 
естественных лимфоцитах-киллерах 
(NK)11. Субпопуляция T-лимфоцитов 
супрессоров/индукторов также экспресси-
рует фенотип CD4+CD45RA+11. Антиген 
CD45RA экспрессируется на «необучен-
ных» T-лимфоцитах; плотность антигена 
возрастает после активации in vitro12. 
Продемонстрирована селективная потеря 
субпопуляции CD4+CD45RA+ при актив-
ном рассеянном склерозе13, 14.

Чувствительность
Чувствительность определяется как сте-
пень разделения популяций CD45RA+ и 
CD45RA–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение CD45RA+ и 
CD45RA– определяли для каждого 
образца и усредняли по каждой из концен-
траций. Концентрация антител во флако-
нах для каждого реагента обеспечивала 
оптимальную чувствительность при раз-
делении клеток CD45RA+ и соответствую-
щих отрицательных. См. табл. 1.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-

PE-Cy7

FITC
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ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в табл. 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости внутри выборки.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают лучшее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 

информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний реагентов5.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образцах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Табл. 2 Повторяемость MFI CD45RA+ лимфоци-
тов по разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Сред-
няя MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 8 148,59 16,89 11,37

PE-Cy7 4 2963,3 119,79 4,04
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 часов 
после окраши-
вания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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CD11b (D12)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD11b

Форма Номер по каталогу

PE 333142

APC 333143

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD11b предназначен для диаг-
ностической идентификации in vitro кле-
ток, экспрессирующих антиген CD11b, на 
проточном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия антигена CD11b в исследова-
нии гематологической неоплазии1–10

2. СОСТАВ

CD11b, клон D1211, получается путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
NS-1 с клетками селезенки мышей 
BALB/c, иммунизированных T-лимфоци-
тами периферической крови. CD11b 
состоит из тяжелых цепей иммуноглобу-
лина мыши IgG2b и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), а также желатин и 0,1 % 
азида натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a
(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

PE 100 мкг в 2,0 мл PBS 50

APC 25 мкг в 0,5 мл PBS 50
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Чистота антител следующая:

• PE, APC: ≤20 % свободного флуорофора 
во флаконах, измеренного методом 
эксклюзионной хроматографии (SEC)

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухой среде.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разбавлению и 
предосторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• Центрифуга

• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 

буфер PBS, содержащий 0,1 % азида 
натрия

• Раствор BD CellFIX™ (номер по ката-
логу 340181) или 1%-ный раствор пара-
формальдегида в PBS с 0,1 % азида 
натрия. Храните не более 1 недели в 
темной стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа12,13.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток12.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции14,15 и при утили-
зации соблюдайте меры безопасности, 
соответствующие законам, принятым на 
федеральном, региональном или местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в * Falcon является зарегистрированным товарным 

знаком компании Corning Incorporated.
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пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

ВНИМАНИЕ! Связывание данного анти-
гена CD11b зависит от присутствия Ca++. 
Использование ЭДТА или ACD в качестве 
антикоагулянта может повлиять на связы-
вание. Рекомендуется использование гепа-
рина в качестве антикоагулянта или 
удаление антикоагулянта6,7.

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12x75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD11b. Относительно 
объема см. соответствующую марки-
ровку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200g в 
течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 

анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
релевантных антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на мешалке 
«вортекс» при низкой скорости, чтобы 
снизить агрегацию перед их обработкой на 
проточном цитометре16. Перед сбором 
образцов отрегулируйте пороговое значе-
ние, чтобы максимально исключить кле-
точные обломки и убедиться, что интере-
сующие популяции вас популяции вклю-
чены. Соберите и проанализируйте 
данные пациентов, собранные в виде спи-
ска, с помощью соответствующего про-
граммного обеспечения. На рисунке 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на лейкоцитах перифериче-
ской крови и гейтированные по лимфоци-
там и гранулоцитам. Лазерное возбужде-
ние проводилось при длинах волн 488 нм 
и 635 нм.
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Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать частицы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и Руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.

Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы17.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Реагент CD11b распознает антиген лейко-
цитов человека, который является рецеп-
тором комплемента C3bi (CR3)1. CD11b 
специфичен для 165-килодальтон (кДа) α 
субъединицы гетеродимера антигена 
CD11b/CD182. 95-кДа антиген CD18, β 
цепь лейкоцитарного функционально-свя-

занного антигена-1 (LFA-1β), является 
общим для гетеродимеров антигенов 
CD11a/CD18 (LFA-1) и CD11c/CD182.

Антиген CD11b присутствует на прибли-
зительно 30 % лимфоцитов перифериче-
ской крови, включая большинство естест-
венных киллеров (NK) и подмножество T-
лимфоцитов3. Он также присутствует на 
зрелых нейтрофилах и моноцитах4. 
CD11b+ лимфоциты составляют от 5 % до 
50 % CD8+. Эти CD8+CD11b+ лимфоциты 
связаны с супрессией, определяемой их 
влиянием на пролиферативный ответ 
CD4+ лимфоцитов на столбнячный 
анатоксин4.

Чувствительность
Чувствительность определяется как сте-
пень разделения популяций CD11b+ и 
CD11b–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение CD11b+ и 
CD11b– определяли для каждого образца и 
усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
клеток CD11b+ от соответствующих отри-
цательных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD11b был представлен на рассмотрение 
на Втором международном семинаре-кон-
ференции по дифференцированным анти-
генам лейкоцитов человека (Second 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценивали 
клон D12 в составе слепой панели антител 
и сообщили согласующиеся результаты5.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-

CD11b

CD11b PE
CD11b APCCo

un
ts

30
0

10 410 0



5

вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандар-
тные отклонения (SD) определяли по паре 
результатов для каждого образца. Индиви-
дуальные SD группировали для выведения 
объединенного SD для каждого реагента, 
что обеспечивало оценку внутриобразцо-
вой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем другие красители (FITC, PerCP). Когда 
популяции перекрываются, на расчет про-
цента клеток, положительных по маркеру, 
может влиять выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся данному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-

таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний 
реагентов13.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных 
образцах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Таблица 2. Повторяемость MFI CD11b+ лейко-
цитов по разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объеди-
ненное SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

PE 4 55,03 6,13 11,14

APC 4 592,81 3,85 0,65
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое раз-
деление кле-
точных 
обломков и 
лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой обра-
зец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, цен-
трифугируйте клетки 
на низких скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизируйте 
настройки, если необ-
ходимо.

Тусклая или 
блеклая 
окраска

Концентрация 
клеток слишком 
велика на этапе 
окрашивания

Проверьте и отрегули-
руйте концентрацию 
клеток или объем 
образца; выполните 
окрашивание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окрашива-
ние с увеличенным 
количеством антител.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 часов 
после окраши-
вания

Повторите окрашива-
ние на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немедленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид натрия)

На стадиях окрашива-
ния и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или 
нет клеток

Концентрация 
клеток слишком 
мала

Ресуспендируйте све-
жий образец с более 
высокой концентра-
цией; повторите окра-
шивание и анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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Anti–TCR-α/β (WT31)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген TCR-α/β

Форма Номер по каталогу

FITC 333140

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект Anti–TCR-α/β предназначен для 
диагностической идентификации in vitro 
клеток, экспрессирующих антиген
TCR-α/β, на проточном цитометре 
BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия антигена TCR-α/β в исследо-
вании гематологической неоплазии1,2

2. СОСТАВ

Anti–TCR-α/β, клон WT31, получен путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
Sp2/0-Ag14 с клетками селезенки мышей 
BALB/c, иммунизированных тимоцитами 
человека.3 Anti–TCR-α/β состоит из 
мышиных тяжелых цепей IgG1 и легких 
каппа-цепей.3

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое
количество

Конц.a
(мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 100 мкг в 2,0 мл PBS 50
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• CD3 PE (номер по каталогу 347347)

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-

ните не более 1 недели в темной 
стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4,5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции6,7 и при утилиза-
ции соблюдайте меры безопасности, соот-
ветствующие законам, принятым на феде-
ральном, региональном или местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.



3

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 106 клеток мононуклеаров перифе-
рической крови человека (PBMC) в 
50 мкл среды, содержащей 0,1 % азида 
натрия, в пробирке 12 x 75 мм 
добавьте 20 мкл реагента.

2. Тщательно перемешайте и выдержите 
в течение 15 минут в темном месте 
при температуре 2–8 °C.

3. Добавьте 20 мкл CD3 PE.

4. Тщательно перемешайте и выдержите 
повторно в течение 15 минут в темном 
месте при температуре 2–8 °C.

5. Промойте раствором BD CellWASH 
(или промывочным буфером).

6. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Anti–TCR-α/β частично 
ингибируется связыванием антител с 
антигеном CD3.8 Anti–TCR-α/β FITC и 
Anti-CD3, клон SK7, PE проверены при 
поставляемых концентрациях и рекомен-
дованы для двухцветных иммунофлуорес-
центных исследований. При использова-
нии других антител, направленных против 
антигена CD3, совместно с Anti–TCR-α/β 
возможны проблемы. Обратное сочетание, 
Anti-CD3 FITC и Anti–TCR-α/β Biotin с 
реагентом второго этапа, также не реко-
мендуется ввиду стерического несоответ-
ствия. Поскольку антиген TCR-1 лабилен 
в препаратах срезов тканей, эффектив-
ность Anti–TCR-α/β при иммуногистоло-
гических применениях неоптимальна.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.9 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на обычной 
крови и гейтированные по лимфоцитам. 
Лазерное возбуждение при длине волны 
488 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS
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Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать частицы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и Руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User's Guide.

Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы10.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Anti–TCR-α/β распознает конформацион-
ный эпитоп, образованный T-клеточным 
рецептором (TCR) антигена и эпсилон-
цепью CD3.8,11 α/β TCR — это дисуль-
фидсвязанный гетеродимер массой 
80 килодальтон (кДа), состоящий из 
α-цепи массой 44 кДа и β-цепи массой 
37 кДа.8,12

WT31 (Anti–TCR-α/β) идентифицирует 
приблизительно 97 % T-лимфоцитов 
обычной периферической крови, экспрес-
сирующих антиген CD3.13 Антиген 
TCR-α/β также экспрессируется на
50–70 % тимоцитов.13 Небольшая субпо-
пуляция T-лимфоцитов обычной перифе-
рической крови (1–9 %) и тимоцитов 
(менее 2 %) не реагирует с Anti–TCR-α/β 
или реагирует слабо.3,13,14 Данная CD3+ 
TCR-α/β–субпопуляция экспрессирует в 
основном γ/δ цепи комплекса TCR.3,13,14

ПРИМЕЧАНИЕ Упомянутая слабая реак-
тивность объясняется тем, что WT31 рас-
познает конформационный эпитоп, возни-
кающий при ассоциации γ или δ субъеди-
ниц с ε цепью CD3.11 На рисунке 2 (гра-
фики A и B) показано влияние отсутствия 
и присутствия CD3 на паттерны окраши-
вания WT31 и TCR-γ/δ. При использова-
нии трансфицированного ε– CD3 (или дру-
гой системы) антитела WT31 могут не 
обнаруживать присутствия субъединиц 
α/β. Anti–TCR-α/β вызывает митоз покоя-
щихся Т-лимфоцитов периферической 
крови у чувствительных пациентов.15-17

Рисунок 2 Двухпараметрический анализ 
лизированной цельной крови, окрашенной 
WT31 (Anti–TCR-α/β-1) FITC и TCR-γ/δ PE

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций TCR-α/β+ и 
TCR-α/β–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
PBMC. Разделение TCR-α/β+ и TCR-α/β– 
определяли для каждого образца и усред-
няли по каждой из концентраций. Концен-
трация антител во флаконах для каждого 
реагента обеспечивала оптимальную чув-
ствительность при разделении клеток 
TCR-α/β+ и соответствующих отрицатель-
ных. См. табл. 1.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-

Plot A Plot B

WT31 FITC WT31 FITC

TC
R

-γ
/δ

 P
E

TC
R

-γ
/δ

 P
E
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вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандар-
тные отклонения (SD) определяли по паре 
результатов для каждого образца. Индиви-
дуальные SD группировали для выведения 
объединенного SD для каждого реагента, 
что обеспечивало оценку внутриобразцо-
вой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем другие красители (FITC, PerCP). Когда 
популяции перекрываются, на расчет про-
цента клеток, положительных по маркеру, 
может влиять выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся данному лечению. Компания BD 
Biosciences пока не охарактеризовала вли-
яние терапевтических антител на эффек-
тивность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 

информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний 
реагентов5.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных 
образцах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Таблица 2. Повторяемость MFI Anti–TCR-α/β+ 
лимфоцитов по разным партиям и многим 

донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 7 97,06 6,34 6,53
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центрацией; повто-
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Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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 Аnti-TCR-γ/δ (11F2)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген TCR-γ/δ.

Форма Номер по каталогу

PE 333141

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Аnti-TCR-γ/δ предназначен для диагности-
ческой идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген TCR-γ/δ с 
использованием проточного цитометра 
BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия TCR-γ/δ в исследовании гема-
тологической неоплазии1,2

2. СОСТАВ

Аnti-TCR-γ/δ, клон 11F2, получается 
путем гибридизации клеток мышиной 
миеломы Sp2/0 с клетками селезенки 
мышей BALB/c, иммунизированных 
TCR-комплексом гранулы/CD3/γ/δ 
Sepharose®*.3 Аnti-TCR-γ/δ состоит из 
мышиных тяжелых цепей IgG1 и легких 
каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

* Sepharose является зарегистрированным товар-
ным знаком GE Healthcare

Таблица 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество Конц.a (мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

PE 50 мкг в 2,0 мл PBS 25
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Чистота антител следующая:

• PE: ≤20 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®† или 
аналогичные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C. 

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4,5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опа-
сными. Обращайтесь с ними как с потен-
циальными источниками инфекции6,7 и 
при утилизации соблюдайте меры безопа-
сности, соответствующие законам, приня-
тым на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует исполь-
зовать соответствующую защитную оде-
жду, средства защиты глаз и перчатки.

† Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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6. ПРОЦЕДУРА

1. К 106 мононуклеарных клеток перифе-
рической крови человека (PBMC) в 
50 мкл среды, содержащей 0,1 % азида 
натрия, в пробирке 12 x 75 мм 
добавьте 20 мкл реагента.

2. Тщательно перемешайте и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темном 
месте при температуре 2–8 °C.

3. Промойте раствором BD CellWASH 
(или промывочным буфером).

4. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.8 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на обычной 
крови и гейтированные по лимфоцитам. 

Лазерное возбуждение при длине волны 
488 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.

Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Аnti-TCR-γ/δ реагирует с антигенными 
детерминантами остова γ/δ TCR3, 10. 
γ/δ TCR является гетеродимерным глико-
протеином, нековалентно ассоциирован-
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ным с антигеном CD33, 10–12. γ- и δ-цепи 
TCR состоят из постоянных и вариабель-
ных участков, каждый из которых кодиру-
ется отдельными генными сегментами11. 
γ-цепь образует либо дисульфид-связан-
ные, либо дисульфид-несвязанные гетеро-
димеры с субъединицей δ3, 10–12.

γ/δ TCR присутствует на небольшой суб-
популяции T-лимфоцитов периферической 
крови, вилочковой железы, селезенки и 
лимфатических узлов.3,10,11 γ/δ TCR-поло-
жительные T-лимфоциты составляют от 
1 % до 9 % нормальных лимфоцитов пери-
ферической крови и менее 2 % нормаль-
ных тимоцитов.3,10,11

ПРИМЕЧАНИЕ Аnti-TCR-γ/δ вызывает 
митоз γ/δ-TCR — несущих T-лимфоци-
тов.13

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций 
Анти-TCR-γ/δ+ и анти-TCR-γ/δ–. Чувстви-
тельность измерена на диапазоне концен-
траций антител. Каждая концентрация 
реагента тестировалась на цельной крови. 
Разделение анти-TCR-γ/δ+ и 
анти-TCR-γ/δ– определяли для каждого 
образца и усредняли по каждой из концен-
траций. Концентрация антител во флако-
нах для каждого реагента обеспечивала 
оптимальную чувствительность при раз-
делении клеток анти-TCR-γ/δ+ и соответ-
ствующих отрицательных. См. табл. 1.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 

результатов. Индивидуальные стандар-
тные отклонения (SD) определяли по пар-
ным результатам для каждого образца. 
Индивидуальные SD группировали для 
выведения объединенного SD для каждого 
реагента, что обеспечивало оценку вну-
триобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний 
реагентов5.

Таблица 2. Повторяемость MFI Анти-TCR-γ/δ+ 
лимфоцитов по разным партиям и многим доно-

рам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

PE 8 674,98 76,13 11,28
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Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 
24 часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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BD IntraSure™ Kit
Реагенты для фиксации и пермеабилизации клеток

50 тестов в комплекте — номер по 
каталогу 641778

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект BD IntraSure™ Kit предназначен 
для фиксации и пермеабилизации клеток 
в целях окрашивания внутриклеточных 
мишеней с минимальным воздействием на 
предварительное окрашивание антигенов 
клеточной поверхности. Сбор данных 
образцов выполняется на проточном 
цитометре BD FACS™, оснащенном 
соответствующим аналитическим 
программным обеспечением для сбора 
и анализа данных.

2. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ И 
ПОЯСНЕНИЯ

Измерение внутриклеточных мишеней 
методом проточной цитометрии является 
важным аналитическим этапом базовой 
диагностики лейкемий и лимфом1–5. 
Комплект BD IntraSure* Kit используется 
в процессе окрашивания внутриклеточных 
маркеров лейкемий и лимфом для фиксации 
исследуемых клеток и повышения 
проницаемости их мембран для реагентов 
флуоресцентных антител, что позволяет 
проводить анализ методом проточной 
цитометрии.

3. ПРИНЦИПЫ МЕТОДИКИ

При инкубации цельной крови с реагентами 
на основе конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител антитела 
специфически связываются с 
соответствующими антигенами лейкоцитов 
на клеточной поверхности. Комплект 
BD IntraSure Kit позволяет фиксировать 
и пермеабилизировать окрашенные клетки 
таким образом, что конъюгированные 
с флуорохромом антитела, направленные 
против внутриклеточных мишеней, могут 

* Этот продукт изготавливается по лицензии 
треста Leeds Teaching Hospitals NHS Trust.
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проникнуть в клетки и специфически 
связаться со своими мишенями. Этапы 
фиксации и пермеабилизации оказывают 
минимальное воздействие на 
предварительное окрашивание маркеров 
клеточной поверхности. Таким образом 
становится возможен одновременный 
анализ поверхностных и внутриклеточных 
антигенов методом проточной цитометрии.

4. РЕАГЕНТЫ

Поставляемые реагенты
Комплект BD IntraSure Kit включает 5 мл 
реагента A — патентованного буферного 
фиксирующего раствора, содержащего 
1 % формальдегида, и 2,5 мл реагента 
B — патентованного буферного 
пермеабилизирующего раствора, 
содержащего детергент.

Меры предосторожности

• Не используйте реагенты в случае 
обнаружения каких-либо изменений 
в их внешнем виде. Выпадение 
осадка или изменение цвета означает 
нестабильность или непригодность.

Реагент A содержит 1,0 % формальдегида, 
номер CAS 50-00-0, и 0,35 % метанола, 
номер CAS 67-56-1.

• Реагент B содержит в качестве 
консерванта азид натрия.

Хранение и обращение
Храните флаконы при комнатной 
температуре (20–25 °C) в темном месте. 
Не замораживайте. При соблюдении 
условий хранения каждый реагент стабилен 
до истечения срока годности, указанного 
на этикетке флакона.

5. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ И 
ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 × 75 мм с крышками.

• Микропипетка с наконечниками.

• Мешалка «вортекс».

• Центрифуга.

• Конъюгированные с флуорохромом 
антитела, пригодные для окрашивания 
клеточной поверхности, например CD19 
APC (номер по каталогу 345791).

• Реагенты на основе конъюгированных 
с флуорохромом антител, пригодные 
для внутриклеточного окрашивания, 
например BD Oncomark™ CD3/Anti-
Myeloperoxidase (MPO)/CD79a (номер 
по каталогу 333164).

Опасность

H341 Предположительно вызывает 
генетические дефекты.
H350 Может вызывать рак. Путь 
воздействия: при вдыхании.

H317 Может вызывать аллергическую 
кожную реакцию.

Пользоваться защитными перчатками / 
средствами защиты глаз. Пользоваться 
защитной одеждой. Избегать вдыхания 
тумана / паров / вещества в распыленном 
состоянии. В случае воздействия или 
обеспокоенности: обратиться к врачу. 
В случае раздражения кожи или появления 
сыпи: обратиться к врачу. Выполняйте 
утилизацию содержимого/контейнера 
с соблюдением мер предосторожности, 
описанных в местных/региональных/
государственных/международных 
нормативных требованиях.

Опасность
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• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution, 10-кратный концентрат 
(номер по каталогу 349202).

Инструкции по разведению и 
предупреждения см. в руководстве 
по использованию реагента.

• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 
буфер PBS, содержащий 0,1 % азида 
натрия.

• Раствор BD CellFIX™ (10-кратный 
концентрат) (номер по каталогу 340181) 
или 1%-й раствор параформальдегида 
в PBS с 0,1 % азида натрия. Храните 
не более 1 недели в темной стеклянной 
посуде при 2–8 °C.

Инструкции по разведению 
и предупреждения см. в руководстве 
по использованию реагента.

6. ПРИБОРЫ

Сбор данных образцов проводится на 
проточном цитометре BD FACSCanto™ 
или BD FACSCanto™ II с программным 
обеспечением BD FACSDiva™ или на 
проточном цитометре BD FACSCalibur™ 
с программным обеспечением 
BD CellQuest™ Pro.

Другие реагенты, необходимые для 
настройки и использования проточного 
цитометра: 

• Проточная жидкость BD FACSFlow™ 
Sheath Fluid (номер по каталогу 342003) 
или аналогичная.

ВНИМАНИЕ! Для разбавления гранул 
BD Calibrite™ Beads используйте 
только проточную жидкость 
BD FACSFlow Sheath Fluid.

• Гранулы для настройки прибора, 
например 7-цветные настроечные 
гранулы BD FACS™ 7-Color Setup Beads 
(номер по каталогу 335775), набор 
гранул для 3-цветной настройки 
BD Calibrite™ 3 Three-Color Kit и 
гранулы BD Calibrite™ APC Beads 
(номера по каталогу 340486 и 340487 
соответственно) или гранулы 
BD FACSDiva™ CS&T IVD Beads 
(номера по каталогу 656046 и 656047).

7. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты BD IntraSure можно использовать 
с образцами периферической крови или 
костного мозга. Для каждого типа образцов 
возможны различные условия хранения и 
ограничения, которые должны быть приняты 
во внимание до отбора образцов и анализа6,7.

Образцы с большим количеством 
нежизнеспособных клеток могут давать 
ошибочные результаты из-за селективной 
потери популяций и повышенного 
неспецифического связывания антител 
с нежизнеспособными клетками. 
Необходимо оценить жизнеспособность 
образцов; должно присутствовать не 
менее 80 % жизнеспособных клеток6.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые 
биологические образцы и материалы, 
соприкасающиеся с ними, представляют 
потенциальную биологическую опасность. 
Обращайтесь с материалами как с 
потенциальными источниками инфекции8,9 
и при утилизации соблюдайте меры 
безопасности, соответствующие законам, 
принятым на федеральном, региональном 
или местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует 
использовать соответствующую защитную 
одежду, средства защиты глаз и перчатки.
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8. ПРОЦЕДУРА

Перед началом работы

1. Приготовьте не менее 75 мкл клеточной 
суспензии с концентрацией лейкоцитов 
не более 2,0 × 107 клеток/мл.

2. Оцените жизнеспособность клеток; 
должно присутствовать не менее 80 % 
жизнеспособных клеток.

3. Приготовьте неконцентрированный 
лизирующий раствор BD FACS 
Lysing Solution.

Инструкции по разведению см. 
в руководстве по использованию 
реагента.

Окрашивание и фиксация маркеров 
клеточной поверхности

1. Перенесите пипеткой 50 мкл клеточной 
суспензии в пробирку.

2. Если планируется окрашивание 
клеточной поверхности, добавьте 
соответствующие реагенты на основе 
меченных флуорохромом антител 
и инкубируйте в соответствии 
с руководствами по использованию 
реагентов (не обязательно).

3. Добавьте 100 мкл реагента A в каждую 
пробирку.

4. Перемешайте на «вортексе».

5. Инкубируйте в течение 5 минут в 
темноте при комнатной температуре 
(20–25 °C).

Лизирование и декантирование

1. Добавьте в пробирку 2 мл 
неконцентрированного лизирующего 
раствора BD FACS Lysing Solution.

2. Перемешайте на «вортексе».

3. Инкубируйте в течение 10 минут 
в темноте при комнатной температуре 
(20–25 °C).

4. Центрифугируйте при 800g–850g 
в течение 5 минут.

5. Декантируйте надосадочную жидкость.

ПРИМЕЧАНИЕ Желательно 
декантировать, а не аспирировать. 
При аспирации будьте осторожны, 
чтобы не повредить клеточный осадок.

Пермеабилизация и окрашивание 
внутриклеточных маркеров

1. Перенесите пипеткой 50 мкл реагента 
B в пробирку.

2. Добавьте реагенты на основе 
конъюгированных с флуорохромом 
антител, специфичных к исследуемым 
внутриклеточным мишеням, 
в соответствии с руководствами по 
использованию реагентов антител.

3. Перемешайте на «вортексе».

4. Инкубируйте не менее 15 минут в 
темноте при комнатной температуре 
(20–25 °C).

ПРИМЕЧАНИЕ Продолжительность 
этапа инкубации, возможно, понадобится 
оптимизировать для разных реагентов 
антител.

5. Добавьте в пробирку 2–3 мл раствора 
BD CellWASH или PBS с 0,1 % азида 
натрия.

6. Перемешайте на «вортексе».

7. Центрифугируйте при 800g–850g 
в течение 5 минут.

8. Декантируйте надосадочную жидкость.

ПРИМЕЧАНИЕ Желательно 
декантировать, а не аспирировать. При 
аспирации будьте осторожны, чтобы 
не повредить клеточный осадок.
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9. Ресуспендируйте клеточный осадок в 
0,5 мл раствора BD CellFIX или 1%-го 
параформальдегида. Перемешайте на 
«вортексе».

10. Фиксируйте клетки в течение 30 минут 
в темноте при температуре 2–8 °C.

11. Перед сбором данных встряхните 
пробирку с образцом на «вортексе».

ПРИМЕЧАНИЕ Условия хранения 
окрашенных клеток до сбора данных 
см. в руководстве по использованию 
реагента.

Проточная цитометрия
На рис. 1 показан сбор и анализ данных 
образца цельной крови, окрашенного 
CD3/Anti-MPO/CD79a и CD19 APC 
в качестве дополнительного реагента. 
Для фиксации и пермеабилизации клеток 
использовался комплект BD IntraSure Kit. 
Лазерное возбуждение проводилось при 
длинах волн 488 нм и 635 нм.

Рис. 1 Данные, собранные на проточном 
цитометре BD FACSCanto II и 
проанализированные с использованием 
программного обеспечения BD FACSDiva

9. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Воспроизводимость
Два оператора выполняли по два 
независимых тестирования в день на двух 
проточных цитометрах BD FACSCanto II 
в течение восьми дней. Каждый оператор 
окрашивал по два образца нормальной 
периферической крови реагентами CD19 
PE-Cy™7†и CD3 FITC/anti-MPO/CD79a 
для каждого тестирования, выполнял 
фиксацию и пермеабилизацию двумя 
партиями комплекта BD IntraSure Kit и 
проводил сбор и анализ данных при помощи 
программного обеспечения BD FACSDiva. 
Образцы были гейтированы по 
соответствующей клеточной популяции 
(например, по гранулоцитам в случае anti-
MPO и по лимфоцитам в случае CD3, CD19 
и CD79a).

Общая воспроизводимость была рассчитана 
для подмножества %P (процент 
положительных результатов) клеточных 
популяций. Общая воспроизводимость 
состоит из четырех компонентов: между 
оператором/прибором и оператором/
прибором, между партиями, между 
тестированиями и между пробирками. 
См. табл. 1.

† Cy™ является товарным знаком компании 
GE Healthcare.

Табл. 1  Воспроизводимость подмножества %P 
(общая)

Субпопуля-
ция DFa

a. DF = степени свободы

SDb

b. SD = среднеквадратическое отклонение

%CVc

c. CV = коэффициент вариации

%MPO+ 120 1,40 2,42

%CD3+ 120 0,74 1,06

%CD79a+ 120 0,43 4,89

%CD19+ 120 0,42 4,77
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Повторяемость
Два оператора выполняли по два 
независимых тестирования в день на двух 
проточных цитометрах BD FACSCanto II 
в течение восьми дней. Каждый оператор 
окрашивал по два образца нормальной 
периферической крови реагентами CD19 
PE-Cy7 и CD3/anti-MPO/CD79a для каждого 
тестирования, выполнял фиксацию 
и пермеабилизацию двумя партиями 
комплекта BD IntraSure Kit и проводил 
сбор и анализ данных при помощи 
программного обеспечения BD FACSDiva. 
Внутрианалитическая сходимость 
(повторяемость между пробирками) была 
рассчитана для подмножества %P клеточных 
популяций. См. табл. 2.

Погрешность
116 образцов свежей периферической крови 
и 104 образца костного мозга, оставшиеся 
после диагностического тестирования на 
лейкемии и лимфомы в двух внешних 
клинических центрах, подверглись оценке 
на предмет эквивалентности при 
использовании комплекта BD IntraSure Kit 
и комплекта FIX & PERM®‡ Kit для 
фиксации и пермеабилизации клеток. 

По два образца подверглись окрашиванию 
CD19 PE-Cy7, фиксации и пермеабилизации 
с использованием комплекта BD IntraSure 
Kit или комплекта FIX & PERM Kit в 
качестве эталона и окрашиванию на 
внутриклеточные маркеры с использованием 
BD Oncomark CD3/Anti-MPO/CD79a. Сбор 
данных образцов проводился на проточном 
цитометре BD FACSCanto II с 
использованием программного обеспечения 
BD FACSDiva. Для каждого образца 
высчитывались разность средней 
интенсивности флуоресценции (дельта 
MFI) положительной и отрицательной 
клеточной популяции MPO+, CD3+, 
CD79a+ и CD19+ и подмножество %P 
клеточных популяций для тех же маркеров. 
Было рассчитано среднее смещение дельта 
MFI между образцами, обработанными 
BD IntraSure и FIX & PERM. См. табл. 3. 
Были рассчитаны абсолютная разность 
значений подмножества %P для образцов 
из группы низкого связывания и 
относительная разность значений 
подмножества %P для образцов из группы 
высокого связывания между образцами, 
обработанными BD IntraSure и FIX & PERM. 
См. табл. 4 и табл. 5.

Табл. 2  Повторяемость подмножества %P 
(между пробирками)

Субпопуля-
ция DFa

a. DF = степени свободы

SDb

b. SD = среднеквадратическое отклонение

%CVc

c. CV = коэффициент вариации

%MPO+ 64 0,99 1,72

%CD3+ 64 0,46 0,66

%CD79a+ 64 0,34 3,82

%CD19+ 64 0,33 3,76

‡ FIX & PERM® является коллективным 
зарегистрированным товарным знаком компаний 
CALTAG и AN-DER-GRUB.

Табл. 3  Среднее смещение значений дельта
MFI между BD IntraSure и FIX & PERM

Перемен-
ная (MFI) Na

a. N = количество образцов

Относительная 
разность

Среднее 
смещение

SDb 
среднего 
смещения

b. SD = среднеквадратическое отклонение

CD3 220 165,6 49,3

MPO 219 167,8 70,9

CD79a 209 182,0 36,0

CD19 209 101,1 31,0
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10. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Только для диагностики in vitro.

• Комплект BD IntraSure Kit предназначен 
для использования с лизирующим 
раствором BD FACS Lysing Solution.

• Комплект BD IntraSure Kit повышает 
проницаемость разных клеточных 
мембран в разной степени. Поэтому 
эффективность обнаружения зависит 
от положения конкретного антигена 
в клетке.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для 
клиентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие 
гарантийные обязательства.

ДЛЯ ПРОДАВАЕМЫХ СОГЛАСНО ДАННЫМ УСЛОВИЯМ ПРОДУКТОВ 
ГАРАНТИРУЕТСЯ ТОЛЬКО СОБЛЮДЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, 
УКАЗАННЫХ НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ МАРКИРОВКЕ ПРОДУКТА НА МОМЕНТ 
ДОСТАВКИ ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ 
ДРУГИХ ГАРАНТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ 
ПРИГОДНОСТИ И СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, 
А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ВСЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЛИБО ЗАМЕНОЙ ПРОДУКТОВ, ЛИБО 
ВОЗМЕЩЕНИЕМ ПОКУПАТЕЛЮ ЦЕНЫ ПОКУПКИ. КОМПАНИЯ BD НЕ 
НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ ЗА ПОВРЕЖДЕНИЕ ИМУЩЕСТВА ИЛИ ЛЮБОЙ 
СОПУТСТВУЮЩИЙ ИЛИ КОСВЕННЫЙ УЩЕРБ, ВКЛЮЧАЯ ЛИЧНЫЕ ТРАВМЫ 
И ЭКОНОМИЧЕСКИЕ УБЫТКИ, ВЫЗВАННЫЕ ДАННЫМ ПРОДУКТОМ. 
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Табл. 4  Абсолютная разность значений 
подмножества %P между BD IntraSure 
и FIX & PERM для образцов из группы 

низкого связывания

Переменная 
(% подмножество) Na

a. N = количество образцов

Абсолютная 
разность

Среднее 
смещение SDb

b. SD = среднеквадратическое отклонение

CD3 88 1,3 6,5

MPO 54 1,6 6,9

CD79a 119 –0,2 2,5

CD19 119 –0,5 1,8

Табл. 5  Относительная разность значений 
подмножества %P между BD IntraSure и 

FIX & PERM для образцов из группы высокого 
связывания

Переменная 
(% подмножество) Na

a. N = количество образцов

Относительная 
разность с эталоном

Среднее % 
смещение SDb

b. SD = среднеквадратическое отклонение

CD3 132 –0,8 13,8

MPO 165 3,3 21,1

CD79a 90 0,6 18,2

CD19 90 –0,4 18,6
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9. Centers for Disease Control. Perspectives in disease 
prevention and health promotion update: universal 
precautions for prevention of transmission of human 
immunodeficiency virus, hepatitis B virus, and other 
bloodborne pathogens in health-care settings. MMWR. 
1988;37:377-388.
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CD16 (NKP15)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD16.

Форма Номер по каталогу

FITC 335035

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD16 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD16, на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или 
BD LYSYS™ II) для сбора данных и их 
анализа. Инструкции см. в руководстве 
пользователя прибора.

Приложения
Экспрессия CD16 в исследовании гемато-
логической неоплазии1,2

2. СОСТАВ

CD16, клон NKP15,3-5 получается путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
P3-X63-Ag8 с клетками селезенки мышей 
BALB/c, иммунизированных большими 
гранулярными лимфоцитами.

CD16 (NKP15) состоит из мышиных тяже-
лых цепей IgG1 и легких каппа-цепей.

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество Конц.a (мкг/мл)

a. Конц. = концентрация

FITC 250 мкг в 2,0 мл PBS 125
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3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока хранения, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока хранения. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки с крышками Falcon®* или 
аналогичные

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Лизирующий раствор BD FACS lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов.

• Центрифуга

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1%-й раствор параформаль-
дегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Хра-
ните не более 1 недели в темной сте-
клянной посуде при 2–8 °C.

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4,5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и из-за повышенного неспеци-
фического связывания антител с нежизне-
способными клетками. Необходимо оце-
нить жизнеспособность образцов и уста-
новить предельное значение. Рекомендуе-
мое предельное значение — не менее 80 % 
жизнеспособных клеток4. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опа-
сными. Обращайтесь с ними как с потен-
циальными источниками инфекции6,7 и 
при утилизации соблюдайте меры безопа-
сности, соответствующие законам, приня-
тым на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует исполь-
зовать соответствующую защитную оде-
жду, средства защиты глаз и перчатки.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в пробирке 
12x75 мм добавьте соответствующий 
объем конъюгированных с флуорохро-
мом моноклональных антител CD16. 
Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл 1X лизирующего рас-
твора BD FACS lysing solution.

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре.

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость.

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость.

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Мы рекомендуем анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберран-
тного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 

антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.8 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего програм-
много обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на лизированной 
цельной крови и гейтированные по лим-
фоцитам. Лазерное возбуждение проводи-
лось при длинах волн 488 нм и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуем использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение в трубке фотоэлектронного 
умножителя (ФЭУ), компенсацию флуо-
ресценции, а также проверить чувстви-
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тельность прибора перед его использова-
нием. См. руководство по эксплуатации 
гранул BD Calibrite Beads и руководство 
пользователя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.
Рекомендуется ежедневно измерять контр-
ольный образец, полученный от здорового 
взрослого, или коммерчески доступный 
контрольный образец цельной крови для 
оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы9.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антитела CD16 распознают антиген раз-
мером от 50 до 65 килодальтон (кДа), при-
сутствующий на человеческих естествен-
ных клетках-киллерах, который является 
рецептором типа III фрагмента Fc IgG.10

Антиген CD16 экспрессируется приблизи-
тельно на 15 % лимфоцитов перифериче-
ской крови и присутствует практически на 
всех покоящихся естественных клетках-
киллерах.10 У некоторых лиц антиген 
CD16 может экспрессироваться на CD3+ 
T-лимфоцитах.11 Антиген CD16 также 
экспрессируется на нейтрофилах.12 CD16 
(B73.1) реагирует с нейтрофилами слабее, 
чем CD16 (NKP15) и CD16 (GO22).13,14 
Переменное количество лимфоцитов 
CD16+ коэкспрессирует антиген CD57, 
антиген CD8 низкой плотности или 
оба.12,13,14 Естественные клетки-киллеры 
CD16+CD56+ характеризуются обратным 
переносом состояния активации с ден-
дритными клетками.15

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций CD16+ и 
CD16–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 

цельной крови. Разделение CD16+ и 
CD16– определяли для каждого образца и 
усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
клеток CD16+ и соответствующих отрица-
тельных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD16 (NKP15) был представлен на Пятой 
международной научно-практической кон-
ференции по дифференцировочным анти-
генам лейкоцитов человека (Fifth 
International Workshop and Conference on 
Human Leucocyte Differentiation Antigens). 
Участвовавшие лаборатории оценили 
клон NKP15 (известный как Leu-11а) в 
составе слепой панели антител и сооб-
щили согласующиеся друг с другом 
результаты16.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в таблице 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные стандар-
тные отклонения (SD) определяли по пар-
ным результатам для каждого образца. 
Индивидуальные SD группировали для 
выведения объединенного SD для каждого 
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реагента, что обеспечивало оценку вну-
триобразцовой повторяемости.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Настоятельно реко-
мендуется многоцветный анализ с исполь-
зованием релевантных сочетаний 
реагентов5.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-

рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТА. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
НЕИСПРАВНОСТЕЙ

Таблица 2. Повторяемость MFI CD16+ лимфо-
цитов по разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Среднее 
MFI

Объеди-
ненное

SD

Объеди-
ненный 
%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 5 180,21 8,07 4,48

Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизне-
способность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.
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Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличен-
ным количеством 
антител.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанали-
зируйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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Anti–HLA-DR (L243)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген HLA-DR

Форма
Номер по 
каталогу Форма

Номер по 
каталогу

FITC 347400 APC 347403

PE 347401 APC-Cy7 335831

PerCP 347402 APC-H7 641411

PerCP-Cy5.5 339216 V450 655874

PE-Cy7 335830

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект Anti–HLA-DR предназначен для 
диагностической идентификации in vitro 
клеток, экспрессирующих антиген HLA-
DR, на проточном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым ПО (таким как клиническое 
ПО BD CellQuest™, BD CellQuest™ Pro, 
BD FACSDiva™ или BD FACSCanto™) 
для сбора данных и их анализа. Инструк-
ции см. в руководстве пользователя к 
устройству.

Не для использования при гистотипирова-
нии.

Приложения
Экспрессия антигена HLA-DR в исследо-
вании гематологической неоплазии.1–8

2. СОСТАВ

Anti–HLA-DR, клон L243, получен путем 
гибридизации клеток мышиной миеломы 
NS-1/1-Ag4 с клетками селезенки мышей 
BALB/c, иммунизированными лимфобла-
стоидными B-клетками человека линии 
RPMI 8866.9 Anti–HLA-DR состоит из 
мышиных тяжелых цепей Mouse IgG2a и 
легких каппа-цепей.

Каждый из нижеприведенных реагентов 
поставляется в физиологическом рас-
творе, содержащем фосфатный буфер 
(PBS), а также желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
таблице 1.

Таблица 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

FITC 50,0 мкг в 2,0 мл PBS 25,0

PE 25,0 мкг в 2,0 мл PBS 12,5
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, 
APC-Cy7, APC-H7, V450: ≤20 % свобод-
ного флуорофора во флаконах, измерен-
ного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм с крышками

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Центрифуга

• Лизирующий раствор BD FACS™ lysing 
solution (10X) (номер по каталогу 
349202).

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• BD CellWASH™ (номер по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• Буферный раствор для окрашивания, 
состоящий из PBS с 0,2 % бычьего сыво-
роточного альбумина (BSA) и 0,1 % 
азида натрия

• BD CellFIX™ (номер по каталогу 
340181) или 1 %-й раствор парафор-
мальдегида в PBS с 0,1 % азида натрия

Храните не более 1 недели в темной 
стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Стабилизирующий фиксатив BD™ 
Stabilizing Fixative (3X) (номер по ката-
логу 339860)

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• Гранулы BD Calibrite™ Beads

PerCP 25,0 мкг в 2,0 мл PBS 12,5

PerCP-Cy™5.5b 6 мкг в 1,0 мл PBS 6

PE-Cy™7 25,0 мкг в 0,5 мл PBS 50,0

APC 25,0 мкг в 0,5 мл PBS 50,0

APC-Cy7 25,0 мкг в 0,5 мл PBS 50,0

APC-H7 25,0 мкг в 0,5 мл PBS 50,0

BD Horizon™ 
V450

25,0 мкг в 0,5 мл PBS 50,0

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в компанию BD Biosciences по 
адресу 2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплачен-
ные за него деньги будут возвращены.

Таблица 1 Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)
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Подробные сведения см. на сайте 
bdbiosicences.com.

• Семицветные настроечные гранулы 
BD FACS™ 7-color setup beads (номер 
по каталогу 335775)

• Гранулы BD™ Multicolor CompBeads 
(номер по каталогу 644204)

• Гранулы BD FACSDiva™ CS&T IVD 
Beads (номера по каталогу 656046 и 
656047)

• Проточный цитометр BD FACS

Подробности см. в руководстве поль-
зователя цитометра.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа10,11.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Было предложено 
вводить поправки при, по меньшей мере, 
80 % жизнеспособных клеток.10

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Все биологические 
образцы и материалы, соприкасающиеся с 
ними, считаются биологически опас-
ными. Обращайтесь с ними как с потенци-
альными источниками инфекции12,13 и 
при утилизации соблюдайте меры безо-

пасности, соответствующие законам, при-
нятым на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует исполь-
зовать соответствующую защитную оде-
жду, средства защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

Окрашивание образцов

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм с крыш-
кой добавьте соответствующий объем 
конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител Anti–HLA-
DR.

Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 в темноте при 
комнатной температуре (20–25 °C).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS в 
каждую пробирку.

4. Мягко встряхните пробирки на «вор-
тексе» и инкубируйте в течение 
10 минут в темноте при комнатной 
температуре.

5. Центрифугируйте пробирки при 300g 
в течение 5 минут.

6. Отделите супернатант аспирацией.

7. Добавьте 2 мл буфера в каждую про-
бирку в соответствии с используемым 
флуорохромом (табл. 2). «Да» в обоих 
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столбцах означает, что можно исполь-
зовать любой буфер.

8. Центрифугируйте пробирки при 300g 
в течение 5 минут.

9. Отделите супернатант аспирацией.

10. Добавьте 0,5 мл буфера в каждую про-
бирку согласно табл. 2 и немедленно 
проанализируйте образцы или 
добавьте фиксатив согласно табл. 3.

Добавление фиксатива

1. Добавьте 0,5 мл фиксатива согласно 
табл. 3. «Да» в обеих колонках озна-
чает, что можно использовать любой 
буфер.

ВНИМАНИЕ! Для многоцветного ана-
лиза с применением РЕ-конъюгата 

используйте BD CellFIX или 1%-й рас-
твор параформальдегида.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе».

Таблица 2 Рекомендуемый буфер

Флуорохром
Буфер 

окрашивания BD CellWASH

FITC Да Да

PE Да Да

PerCP Не проверялось Да

PerCP-Cy5.5 Да Да

PE-Cy7 Да Да

APC Да Да

APC-Cy7 Не проверялось Да

APC-H7 Да Да

V450 Не проверялось Да

Таблица 3 Совместимый фиксатив

Флуорохром

Раствор 
BD CellFIX (или 

1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-

щий фиксатив 
BD Stabilizing 

Fixative

FITC Да Нет

PE Да Нет

PerCP Да Нет

PerCP-Cy5.5 Да Нет

PE-Cy7 Да Да

APC Да Нет

APC-Cy7 Да Да

APC-H7 Да Да

V450 Да Нет
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3. Инкубируйте пробирки при 2–8 °С в 
темноте согласно табл. 4.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
APC-Cy7 и в меньшей степени — 
конъюгаты PE-Cy7 и APC-H7 обнару-
живают изменения в своих эмиссион-
ных спектрах при длительном воздей-
ствии параформальдегида или света. 
Для хранения окрашенных клеток в 
течение ночи промойте и ресуспенди-
руйте их в буфере без параформальде-
гида после 1-часовой фиксации.

ВНИМАНИЕ! Не храните РЕ-конъю-
гаты в стабилизирующем фиксативе 
BD, так как это может вызвать умень-
шение интенсивности окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Длительное воздей-
ствие параформальдегида на клетки 
может привести к повышенной авто-
флуоресценции в фиолетовых каналах. 

Для хранения окрашенных клеток в 
течение ночи промойте и ресуспенди-
руйте их в буфере без параформальде-
гида после 1-часовой фиксации.

4. Тщательно перемешайте содержимое 
пробирок перед анализом.

До анализа храните пробирки при 
2–8 °C. Мы рекомендуем анализиро-
вать образцы в пределах 24 часов 
после окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр.14 Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На 
рисунке 1 представлены репрезентатив-
ные данные, полученные на лизированной 
цельной крови и гейтированные по моно-
цитам и гранулоцитам. Лазерное возбуж-
дение проводилось при длине волны 405, 
488 и 635 нм.

Таблица 4 Рекомендуемая процедура инкуба-
ции

Раствор 
BD CellFIX (или 

1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-

щий фиксатив 
BD Stabilizing 

Fixative

Период инкуба-
ции

60 минут 30 минут

Дополнитель-
ные этапы

1. Центрифуги-
руйте про-
бирки при 
300g в тече-
ние 5 минут.

2. Отделите 
супернатант 
аспирацией.

3. В каждую 
пробирку 
добавьте 
0,5 мл буфера 
окрашивания 
и аккуратно 
перемешайте 
на «вортексе».

Нет
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Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Настройка цитометра зависит от использу-
емого флуорохрома и типа цитометра. 
Данные о методах настройки, пригодных 
для цитометра и специфически меченого 
флуорохрома, см. в табл. 5. Методы 
настройки приведены после табл. 5.

Метод настройки 1
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-H7:

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto clinical software для 
установки напряжения и компенсации 
флуоресценции в фотоэлектронном 
умножителе (ФЭУ) и проверки чув-
ствительности цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из клинического 
программного обеспечения 
BD FACSCanto clinical software с экс-
периментом в программном обеспече-
нии BD FACSDiva версии 7.0.

Anti–HLA-DR FITC Anti–HLA-DR PE
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Таблица 5 Метод настройки, рекомендуемый 
для сочетаний цитометра и флуорохрома

Флуорохром
BD FACS
Canto II

BD FACS
Canto

BD FACS
Calibur

FITC 1, 2, 4 2 3

PE 1, 2, 4 2 3

PerCP 2 2 3

PerCP-Cy5.5 1, 2, 4 2 3

PE-Cy7 1, 2, 4 2 Н/Д

APC 1, 2, 4 2 3

APC-Cy7 2, 4 2 Н/Д

APC-H7 1, 4 2 Н/Д

V450 4 Н/Д Н/Д
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Подробнее см. BD FACSDiva Software 
Reference Manual for Version 7.0 (Спра-
вочное руководство по программному 
обеспечению BD FACSDiva версии 
7.0).

3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ.

При этом название параметра изме-
нится с APC-H7 на APC-Cy7. Несо-
впадающие параметры будут удалены.

ВНИМАНИЕ! При выборе Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра), 
напряжение ФЭУ для APC-Cy7 не 
будет связано с настройкой LW, и теку-
щие настройки напряжения РМТ и 
параметр названия не изменятся.

4. Запишите значение напряжения ФЭУ 
для параметра APC-Cy7, отмените 
связь с параметрами приложения лизи-
рования с отмывкой и измените метку 
параметра APC-Cy7 на APC-H7.

5. Введите значение напряжения ФЭУ 
для APC-Cy7, записанное для параме-
тра APC-H7.

6. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и ПО BD FACSDiva для 
установки компенсации флуоресцен-
ции.

Подробнее см. руководство по эксплу-
атации BD™ Multicolor CompBeads.

Метод настройки 2 
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-Cy7:

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto clinical software для 
установки напряжения и компенсации 
флуоресценции в фотоэлектронном 
умножителе (РМТ) и проверки чув-
ствительности цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из клинического 
программного обеспечения 
BD FACSCanto clinical software с экс-
периментом в программном обеспече-
нии BD FACSDiva.

3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ и настройки компен-
сации для всех параметров. Несовпа-
дающие параметры будут удалены.

ПРИМЕЧАНИЕ В случае использова-
ния лазерной конфигурации 4-2H-2V 
(конфигурации BD по умолчанию) при 
выборе Overwrite (Перезаписать) 
название параметра изменится с 
APC-H7 на APC-Cy7.

ВНИМАНИЕ! При выборе Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра), свя-
заны будут только настройки для пара-
метров, совпадающие с приложением 
лизирования с отмывкой. При исполь-
зовании лазерной конфигурации 
4-2H-2V и выборе Apply (Приме-
нить)значения напряжения ФЭУ и 
настройки компенсации для APC-Cy7 
связаны не будут. Название параметра 
останется APC-H7.
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Метод настройки 3
Используйте BD Calibrite шарики и 
BD FACSComp™ клиническое ПО для 
установки напряжения PMT и компенса-
ции флуоресценции, чтобы проверить чув-
ствительность цитометра.

Метод настройки 4 
Рекомендуется при использовании 8-цвет-
ного сочетания реактивов, которое вклю-
чает фиолетовые флуорохромы:

1. Используйте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads и программное обе-
спечение BD FACSDiva версии 7.0 для 
настройки значений напряжения ФЭУ. 
Подробнее см. руководство по эксплу-
атации гранул BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads.

2. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и ПО BD FACSDiva для 
установки компенсации флуоресцен-
ции.

Подробнее см. руководство пользователя 
цитометра и руководства по эксплуатации.

Мы рекомендуем ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек цитометра и 
для проверки системы управления каче-
ством.15

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Anti–HLA-DR распознает антиген челове-
ческого главного комплекса гистосовме-
стимости (ГКГС) класса II.9,16 Данный 
антиген — это трансмембранный глико-
протеин, состоящий из субъединиц α и β 
молекулярной массой 36 и 27 килодальто-
нов (кДа) соответственно.9,16

HLA-DR экспрессируется в B-лимфоци-
тах, моноцитах, макрофагах, активирован-
ных T-лимфоцитах, активированных есте-
ственных клетках-киллерах (NK) и недиф-
ференцированных клетках-предшествен-
никах человека.17–22 Он также присут-
ствует в тимусном эпителии, B-лимфоцит-
зависимых областях селезенки и лимфоуз-
лов и B-клеточных лимфомах.21–25

Чувствительность
Чувствительность определяется как разре-
шение разделения популяций HLA-DR+ и 
HLA-DR–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
цельной крови. Разделение HLA-DR+ и 
HLA-DR– определяли для каждого 
образца и усредняли по каждой из концен-
траций. Концентрация антител во флако-
нах для каждого реагента обеспечивала 
оптимальную чувствительность при раз-
делении клеток HLA-DR+ и соответствую-
щих отрицательных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
Anti–HLA-DR, клон L243, был впервые 
описан в 1980 г.9 С тех пор множество 
многодонорных и многоцентровых иссле-
дований использовало клон L243 для 
идентификации HLA-DR.26–30 Кроме того, 
клон L243 используется для надежной 
идентификации кластера антигена ГКГС 
класса II.31

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
среднее значение медианной интенсивно-
сти флуоресценции (MFI) разных образ-
цов, как показано в таблице 6. Для каж-
дого образца две разные партии реагентов 
дали пару результатов. Индивидуальные 
стандартные отклонения (SD) определяли 
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по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку внутриобразцовой повторяемости.

Погрешность
Данные о погрешности были собраны на 
проточном цитометре BD FACScan™ с 
использованием программного обеспече-
ния BD Simulset™ для определения акти-
вированных T-лимфоцитов (HLA-DR+) в 
лизированной цельной крови. Результаты 
по реагенту BD Simultest™ CD3/Anti–
HLA-DR сравнили с результатами по 

набору реагентов BD Simultest™ Immune 
Monitoring. См. табл. 7.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Только для диагностики in vitro.

• Не для использования при гистотипиро-
вании.

• Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделе-
ние, чем конъюгаты с другими красите-
лями (FITC, PerCP). Если популяции 
перекрываются, на расчет процента кле-
ток, положительных по маркеру, может 
влиять выбор флуорохрома.

• Использование моноклональных анти-
тел в лечении пациентов может мешать 
распознаванию антигенов-мишеней дан-
ным реагентом. Это необходимо учиты-
вать при анализе образцов пациентов, 
подвергающихся данному лечению. 
Компания BD Biosciences не оценивала 
влияние присутствия терапевтических 
антител на функциональные свойства 
этого реактива.

• Отдельные реагенты могут давать 
только ограниченную информацию при 
анализе лейкемий и лимфом. Использо-
вание сочетаний реагентов может дать 
больше информации, чем использование 
индивидуальных реагентов. Настоя-
тельно рекомендуется многоцветный 
анализ с использованием релевантных 
сочетаний реагентов11.

Таблица 6 Повторяемость медианной интен-
сивности флуоресценции (MFI) HLA-DR+ моно-
цитов по разным партиям и многим донорам 

(N)a (N)

a. За исключением APC-H7 и V450, которые тестировались с 
одиночной партией контроля BD™ Multi-Check.

Флуо-
рохром Nb

b. N = количество образцов

Сред-
няя MFI

Объеди-
ненное 

SD

Объе-
динен-
ный 

%CVc

c. CV = коэффициент вариации

FITC 7 138,95 13,86 9,97

PE 6 342,00 59,46 17,39

PerCP 8 351,82 75,12 21,35

PerCP-Cy5.5 3 1656,7 169,03 10,20

PE-Cy7 4 969,3 96,46 9,95

APC 3 1005,86 191,71 19,06

APC-Cy7 3 509,5 26,92 5,28

APC-H7d

d. Данные собраны как медианная интенсивность флуорес-
ценции.

64 2833,0 71,25 2,51

V450d 64 8198,9 188,0 2,3

Таблица 7 Регрессионный анализ реагента 
BD Simultest CD3/Anti–HLA-DR и набора реаген-

тов BD Simultest Immune Monitoring

Флуорохром Na

a. N = количество образцов

r2

Коэф-
фици-
ент

Сво-
бод-
ный 
член

Диа-
пазон 

(%)

CD3/HLA-DR 27 0,92 1,06 0,34 4–51
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• Поскольку реагенты можно использо-
вать в различных сочетаниях, лаборато-
рии должны ознакомиться со свой-
ствами каждого антитела в связке с дру-
гими маркерами в нормальных и ано-
мальных образцах.

• Данные по эффективности реактива 
обычно собирают с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффек-
тивность реагентов может повлиять 
использование других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ.
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодей-
ствие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизне-
способность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличен-
ным количеством 
антител.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 
24 часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанали-
зируйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность цитометра.

Проблема
Возможная 
причина Решение
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BD FACSDiva™ 
CS&T IVD Beads

Номер по 
каталогу Объем

656046 Один флакон 
объемом 3 мл

656047 Три флакона 
объемом по 3 мл

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Гранулы BD FACSDiva™ CS&T IVD 
Beads предназначены для диагностики in 
vitro на проточных цитометрах 
BD FACSCanto™ II с программным обес-
печением BD FACSDiva™. Гранулы 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads использу-
ются для настройки цитометра, выполне-
ния ежедневных процедур контроля каче-
ства и определения параметров приложе-
ния лизирования с отмывкой.

2. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ И 
ПОЯСНЕНИЯ

С помощью гранул BD FACSDiva CS&T 
IVD Beads программа автоматически 
выполняет оценку и отслеживание показа-
телей цитометра, а также создает отчеты 
об этих показаниях. За определение базо-
вых показателей цитометра отвечают авто-
матические алгоритмы. После определе-
ния базовых целевых значений средней 
интенсивности флуоресценции (MFI) 
выполняются процедуры ежедневной про-
верки с использованием гранул. Кроме 
того, гранулы BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads служат для сброса целевых значе-
ний средней интенсивности флуоресцен-
ции при переходе к новой партии гранул.

Также с помощью гранул BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads можно вручную опреде-
лить параметры приложения лизирования 
с отмывкой. Сохраненные параметры при-
ложения автоматически обновляются 
после выполнения пользователем ежед-
невной проверки с учетом показателей 
работы прибора в этот день.
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3. ПРИНЦИПЫ МЕТОДИКИ

Гранулы BD FACSDiva CS&T IVD Beads 
окрашиваются флуорохромами, которые 
активируются лазерами цитометра. гра-
нулы флуоресцируют; флуоресценция 
фиксируется детекторами, соответствую-
щими конкретному типу флуорохрома (см. 
табл. 1).

Гранулы BD FACSDiva CS&T IVD Beads 
состоят из равных количеств ярких (3 
мкм), средних (3 мкм) и темных (2 мкм) 
полистирольных гранул. На следующих 
рисунках представлен анализ гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads с помо-
щью проточной цитометрии. Данные были 
получены на проточном цитометре 
BD FACSCanto II и программном обеспе-
чении BD FACSDiva. Лазерное возбужде-
ние проводилось при длине волны 488 нм.

Рис. 1 Точечный график, изображающий 
гранулы BD FACSDiva CS&T IVD Beads

Рис. 2 Гистограммы, отображающие размер 
и разделение гранул BD FACSDiva CS&T 
IVD Beads

Для всех типов гранул в детекторах флуо-
ресценции измеряются средняя интенсив-
ность флуоресценции (MFI) и устойчи-
вый коэффициент вариации (rCV). Алго-
ритмы программного обеспечения разли-
чают сигнал флуоресценции каждого типа 
гранул, исходя из их размера и интенсив-
ности флуоресценции в каждом детекторе. 
Программное обеспечение использует 
полученные данные для расчета и состав-

Таблица 1 Флуорохромы, совместимые с грану-
лами BD FACSDiva CS&T IVD

Флуорохромы

Лазер для 
возбужде-

ния

Диапазон 
излучения 

(нм)

FITC, PE, PerCP-Cy™5.5a, 
PE- Cy™7

a. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 
продукт является предметом прав собственности 
GE Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавли-
вается и продается по лицензии GE Healthcare. Этот про-
дукт лицензирован для продажи исключительно для диаг-
ностики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным по адресу BD Biosciences, 2350 
Qume Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него 
деньги будут возвращены.

Синий 500–800

APC, APC-Cy7b, APC-H7

b. APC-Cy7: патент США № 5714386

Красный 650–800

BD Horizon™ V450, 
BD Horizon™ V500-C

Фиолето-
вый

420–700

№ Описание

1 Темные

2 Средний

3 Яркие

SS
C-

A

50
15

0
25

0

0 50 100 150 200 250

FSC-A

1

2

3

50 150 250

0
45

0
90

0
Co

un
ts

0
40

0
80

0
C

ou
nt

s
0 102 103 104 105

FSC-A PE-A

2 µm

3 µm
2

1

3
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ления отчетов о различных вариантах 
измерений параметров, включая линей-
ность, относительную эффективность 
детектирования флуоресценции (Qr), 
относительный шум (Br), стандартное 
отклонение электронных шумов (SDEN) и 
задержку лазера.

4. РЕАГЕНТЫ

Поставляемые реагенты
Гранулы BD FACSDiva CS&T IVD Beads 
поставляются в физиологическом рас-
творе с фосфатным буфером (PBS) с аль-
бумином бычьей сыворотки (BSA) и 0,1 % 
азида натрия в следующем виде.

• Один флакон объемом 3 мл (номер по 
каталогу 656046)

• Три флакона объемом по 3 мл (номер по 
каталогу 656047)

• Карточка с целевыми значениями MFI 
для всех детекторов флуоресценции

Каждый флакон объемом 3 мл содержит 
достаточное количество гранул для выпол-
нения 50 анализов (при анализе использу-
ется одна капля гранул).

Необходимые, но не поставляемые 
реагенты или вещества

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм с крышками

• Проточная жидкость BD FACSFlow™ 
sheath fluid (номер по каталогу 342003)

Меры предосторожности

• Только для диагностики in vitro.

• Не подвергайте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads воздействию солнеч-
ных лучей.

• Не используйте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads без предварительного 
разбавления проточной жидкостью 
BD FACSFlow sheath fluid, как указано в 
разделе 6, Приготовление суспензии 
гранул BD FACSDiva CS&T IVD Beads. 
Использование разбавителя, отличного 
от проточной жидкости BD FACSFlow 
sheath fluid, может привести к неточным 
результатам настройки.

• Не используйте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads с истекшим сроком 
годности или после истечения стабиль-
ного периода пригодности для использо-
вания после разбавления, как описано в 
Хранение и обращение разделе. Гра-
нулы, использованные после истечения 
стабильного периода, начинают утрачи-
вать флуоресценцию, что может приве-
сти к неточным результатам настройки.

• Убедитесь, что в текущей партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads имеется 
достаточное количество свободных гра-
нул для сброса целевых значений при 
переходе на новую партию гранул (см. 
табл. 2). Если в текущей партии отсутст-
вует необходимое количество гранул для 
сброса целевых показателей, необхо-
димо определить новые базовые показа-
тели, используя новую партию гранул.

• Гранулы BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads содержат в качестве консерванта 
азид натрия.

Хранение и обращение

• Храните флаконы в темном месте при 
температуре 2–8 °C. Не используйте 
после истечения срока годности, указан-
ного на этикетке.

• После разбавления гранулы остаются 
стабильными в течение 8 часов при тем-
пературе 2–25 °C.
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ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Храните раз-
бавленные суспензии гранул в темном 
месте. Некоторые из красителей, 
использованных при производстве 
гранул, являются высоко светочувст-
вительными. Уровень флуоресценции 
может измениться, если подвергать 
гранулы воздействию солнечных 
лучей более 20 минут.

5. ПРИБОР

Гранулы BD FACSDiva CS&T IVD Beads 
предназначены для использования на про-
точном цитометре BD FACSCanto II с 
3-лазерной, 8-цветной конфигурацией 
(4-2-2) (BD по умолчанию) (4-2H-2V) и 
программным обеспечением 
BD FACSDiva версии 7.0 или выше.

6. ПРОЦЕДУРА

См. раздел 4 для получения сведений о 
реагентах, необходимых для процедуры. 
Внимательно прочтите положения Меры 
предосторожности и Хранение и обраще-
ние в данном разделе

Приготовление суспензии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads
Чтобы приготовить гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads для сбора данных, с точ-
ностью выполните описанные ниже 
инструкции в соответствии с выполняе-
мыми задачами.

1. Наклейте этикетку на полистирольную 
пробирку 12 х 75 мм с крышкой в 
соответствии с табл. 2 и выполняемой 
задачей.

2. Тщательно встряхните флакон с грану-
лами BD FACSDiva CS&T IVD Beads.

3. Приготовьте разбавленные гранулы в 
соответствии с табл. 2 и выполняемой 
задачей.

Предупреждение Не допускайте 
вытекания гранул из пробирки при 
разбавлении. Это может привести к 
уменьшению количества гранул при 
сборе данных.

4. Перед использованием осторожно 
поместите пробирку на вортекс.

ПРИМЕЧАНИЕ Не разбавляйте гранулы 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads сильнее, 
чем рекомендовано.

Настройка цитометра с помощью 
гранул BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads
В следующей таблице представлен обзор 
процедур, необходимых для настройки 
прибора и установки параметров прило-
жения лизирования с отмывкой с помо-
щью гранул BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads: импорт и проверка файла партии 
гранул, определение базовых показателей 
цитометра, проверка характеристик цито-

Таблица 2 Приготовление гранул BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads

Добавьте...

Задача

Проточная 
жидкость 

BD FACSFlow 
sheath fluid 

f(мл)

гра-
нулы 
(коли-
чество 
капель)

В 
пробирку 
с этикет-
кой…

Определение 
базовых 
показателей

0,5 3 гранулы 
для 

настройки

Проверка 
характери-
стик

0,35 1 гранулы 
для 

настройки

Определение 
параметров 
приложения 
лизирования 
с отмывкой

1 2 гранулы 
для 

настройки

Сброс целе-
вых значений

0,5 3 Старая 
партия

0,5 3 Новая пар-
тия
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метра, определение параметров приложе-
ния лизирования с отмывкой и сброс целе-
вых значений для новой партии гранул. 
Эти задачи описаны в табл. 3.

Открытие рабочей области BD 
Cytometer Setup and Tracking

1. Запустите проточный цитометр 
BD FACSCanto II и компьютер.

2. Запустите программное обеспечение 
BD FACSDiva.

3. Запустите компоненты проточной 
системы.

4. Выберите Cytometer (Цитометр) > 
CST после завершения прогрева 
лазера.

Откроется рабочая область BD™ 
Cytometer Setup and Tracking (CS&T).

5. Запустите задачи CS&T.

Импорт файла партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads
Перед использованием новой партии гра-
нул BD FACSDiva CS&T IVD Beads адми-
нистратор должен загрузить соответству-
ющий файл партии гранул. Программное 
обеспечение BD FACSDiva использует 
информацию в данном файле для оценки 
цитометра и нормализации одной партии 
гранул с другой при переключении между 
партиями гранул.

Чтобы загрузить файл партии гранул:

1. Посетите наш веб-сайт (http://
www.bdbiosciences.com/eu/support) и 
перейдите на страницу файлов партий 
гранул BD FACSDiva CS&T Bead Lot 
Files.

2. Загрузите соответствующий файл пар-
тии гранул на рабочий компьютер или 
на флэш-накопитель USB и сохраните 
этот файл в папку

• Windows XP, BD FACSDiva версии 
7.0: C:\ProgramFiles\BD FACSDiva 
Software\CST\BeadLot

• Windows 7, BD FACSDiva версии 
8.0: D:\BD\FACSDiva\CST\Bead 
Lot

ПРИМЕЧАНИЕ Убедитесь, что загру-
женный файл партии гранул соответ-
ствует текущей партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads.

3. Войдите в программное обеспечение 
BD FACSDiva как администратор.

4. В рабочей области BD FACSDiva 
выберите Cytometer (Цитометр) > 
CST. В рабочей области BD FACSDiva 
CS&T выберите Tools (Инструменты) 
> Bead Lots (Партии гранул) и 
выполните следующие действия.

Таблица 3 Задачи гранул BD FACSDiva CS&T 
IVD Beads

Задача
Время 
выполнения

Кем 
выполняется

Импорт файла 
партии гранул

Каждый раз при 
использовании 
новой партии гра-
нул

Администратор

Определение 
базовых показа-
телей

При начальной 
настройке, после 
сервисного обслу-
живания и после 
истечения срока 
действия базовых 
показателей

Администратор

Проверка 
характеристик

Ежедневно Любой опера-
тор

Определение 
параметров 
приложения 
лизирования с 
отмывкой

Каждые 7 дней 
после определения 
новых базовых 
показателей и после 
сброса целевых зна-
чений для новой 
партии гранул

Любой опера-
тор

Сброс целевых 
значений

Каждый раз при 
использовании 
новой партии гра-
нул

Администратор

http://www.bdbiosciences.com/eu/support/index.jsp
http://www.bdbiosciences.com/eu/support/index.jsp
http://www.bdbiosciences.com/eu/support/index.jsp
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• Убедитесь, что отображается 
вкладка Setup Beads (гранулы для 
настройки); что выбрана использу-
емая партия гранул; и что в соот-
ветствующих полях отображаются 
номер партии гранул, идентифика-
тор партии и срок годности.

• Если партия гранул не отобража-
ется в списке Lot IDs (Идентифика-
торы партий), перейдите к шагу 5.

5. В диалоговом окне Bead Lots (Партии 
гранул) щелкните Import (Импорти-
ровать).

Откроется диалоговое окно папки пар-
тий гранул.

6. Выберите файл партии гранул (с раз-
решением .bls). Щелкните Open 
(Открыть).

Информация о партии гранул доба-
вится автоматически.

7. Закройте диалоговое окно Bead Lots 
(Партии гранул).

ПРИМЕЧАНИЕ Если доступ в Интер-
нет отсутствует и вы не можете загру-
зить файл партии гранул, свяжитесь со 
службой научной поддержки 
BD Biosciences или местным предста-
вителем BD Biosciences.

Определение базовых показателей
При начальной настройке, после серви-
сного обслуживания прибора и после 
истечения срока действия базовых показа-
телей (см. табл. 3) нужно определить базо-
вые показатели цитометра, перейдя в окно 
Setup Control (Управление настройками) в 
рабочей области BD FACSDiva CS&T и 
выполнив следующее:

1. Выберите Define Baseline (Опреде-
лить базовые показатели) в меню 
Characterize (Оценка).

2. Установите флажок Load Tube 
Manually (Загрузить пробирку вруч-
ную).

3. Убедитесь, что выбранный идентифи-
катор партии гранул для настройки 
соответствует текущей партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads. В 
противном случае, выберите правиль-
ный идентификатор партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads в рас-
крывающемся меню Lot ID (Иденти-
фикатор партии).

4. Убедитесь, что выбрана конфигурация 
цитометра 4-2H-2V.

5. Щелкните Run (Выполнить).

Откроется диалоговое окно с запросом 
на загрузку пробирки с гранулами 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads в 
цитометр.

6. Установите пробирку в цитометр. 
Щелкните ОК.

Откроется окно Running Cytometer 
Baseline (Базовые показатели цитоме-
тра).

7. После просмотра Optimized PMTVs 
Results (Оптимальные результаты 
PMTVs) щелкните Continue Setup 
(Продолжить настройку).

8. После просмотра Target Values Results 
(Результаты с целевыми значениями) 
щелкните Continue Setup (Продол-
жить настройку).

9. Удалите пробирку из цитометра при 
появлении соответствующего запроса.

10. Чтобы просмотреть Baseline Report 
(Отчет по базовым показателям), щел-
кните View Report (Просмотреть 
отчет). Чтобы распечатать его, выбе-
рите File (Файл) > Print (Печать).
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11. Для завершения определения базовых 
показателей и возврата в окно Setup 
(Настройка) рабочей области щел-
кните Finish (Готово).

12. Выполните проверку характеристик.

Проверка характеристик
Проверку характеристик следует выпол-
нять каждые 24 часа и после определения 
базовых показателей.

1. В окне Setup Control (Управление 
настройками) выберите Check 
Performance (Проверить характери-
стики) в меню Characterize 
(Оценка).

2. Установите флажок Load Tube 
Manually (Загрузить пробирку вруч-
ную).

3. Убедитесь, что выбранный идентифи-
катор партии гранул для настройки 
соответствует текущей партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads. В 
противном случае, выберите правиль-
ный идентификатор партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads в рас-
крывающемся меню Lot ID (Иденти-
фикатор партии).

4. Убедитесь, что выбрана конфигурация 
цитометра 4-2H-2V.

5. Установите пробирку в цитометр.

6. Щелкните Run (Выполнить). Щел-
кните ОК, чтобы подтвердить, что 
пробирка загружена.

Откроется окно Checking Cytometer 
Performance (Проверка характеристик 
цитометра). После завершения про-
верки характеристики откроется диа-
логовое окно с запросом на удаление 
пробирки. После завершения 
настройки откроется второе диалого-
вое окно.

7. Чтобы просмотреть Cytometer 
Performance Report (Отчет о проверке 
цитометра), щелкните View Report 
(Просмотреть отчет). Чтобы распеча-
тать его, выберите File (Файл) > Print 
(Печать).

8. Для завершения проверки характери-
стик и возврата в окно Setup 
(Настройка) рабочей области щел-
кните Finish (Готово).

9. Просмотрите состояние базовых пока-
зателей и результаты проверки харак-
теристик цитометра в представлении 
System Summary (Сводка системы) 
(см. рис 3).

Рис. 3 Представление System Summary 
(Сводка системы) отчета Cytometer 
Performance Report (Отчет о характери-
стиках цитометра)

• Если проверка характеристик 
цитометра завершилась успешно, 
то результат проверки характери-
стик цитометра обозначается как 
Passed (Успешно). Если проверка 
завершилась неуспешно, то резуль-
тат обозначается как Failed (Сбой).

ПРИМЕЧАНИЕ Дополнительные све-
дения можно получить в строке 
Cytometer Performance (Характери-
стики цитометра) в представлении 
System Summary (Сводка системы) 
(см. рис. 3). Если строка Cytometer 
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Performance (Характеристики цитоме-
тра) отображает сообщение Completed 
with warnings (Завершено с предупре-
ждениями) вместе с датой, то просмо-
трите отчет для устранения неисправ-
ностей, а затем продолжите работу 
(см. Поиск и устранение неисправно-
стей).

10. Для отслеживания характеристик 
цитометра перейдите на вкладку 
Performance Tracking (Отслежива-
ние характеристик) в рабочей обла-
сти BD FACSDiva CS&T.

ПРИМЕЧАНИЕ Данные отчета о 
характеристиках цитометра отобража-
ются в виде графиков Леви-Дженнин-
гса. Можно выбрать до 30 критериев 
для одновременного просмотра.

11. Выберите File (Файл) > Exit (Выйти).

Рабочая область BD FACSDiva CS&T 
закроется и снова откроется рабочая 
область BD FACSDiva.

Определение параметров 
приложения лизирования с 
отмывкой
Определяйте параметры приложения 
лизирования с отмывкой каждые 7 дней, 
после определения новых базовых показа-
телей и после сброса целевых значений 
для новой партии гранул (см. табл. 3).

ПРИМЕЧАНИЕ Для установки параме-
тров приложения лизирования с отмыв-
кой потребуется пробирка с гранулами 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads, пробирка 
с обработанными клетками и карта с целе-
выми значениями MFI для идентификатор 
партии используемых гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads.

1. Приготовьте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads, как описано в табл. 
2.

2. В рабочей области BD FACSDiva убе-
дитесь, что выбрана конфигурация 
цитометра 4-2H-2V.

3. Создайте новый эксперимент в окне 
Browser (Браузер) или в отдельной 
папке окна Browser (Браузер). Убеди-
тесь, что используются параметры 
BD FACSDiva CS&T.

ПРИМЕЧАНИЕ Если отображается 
диалоговое окно CST Mismatch 
(Несовпадение CST), щелкните Use 
CST Settings (Использовать параме-
тры CST).

4. Добавьте в эксперимент образец.

5. Создайте следующие элементы ана-
лиза в общем рабочем списке.

• Отобразите точечный график FSC-
A к SSC-A с многоугольным гей-
том (P1) (см. рис. 4).

• Отобразите восемь гистограмм 
(для каждого параметра флуорес-
ценции) с помощью измерения 
области, с отдельными гейтами 
интервалов на каждой гистог-
рамме, показывающими только 
события P1 (см. рис. 5).

ПРИМЕЧАНИЕ Для отображения 
только событий P1, выберите все 
гистограммы, щелкните по ним пра-
вой кнопкой мыши и выберите Show 
Populations (Показать популяции) > 
P1.

• Выберите биэкспоненциальное 
отображение для каждой гистог-
раммы и задайте точки для отобра-
жения кумулятивных событий.
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• Создайте отдельное представле-
ние Statistics View (Статистическое 
представление). Отредактируйте 
статистическое представление для 
отображения медиан каждого пара-
метра.

6. Определите напряжение датчиков, 
чтобы поместить гранулы 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads с 
целевыми значениями.

• Установите пробирку с гранулами 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads в 
цитометр.

• Установите расход Medium (Сред-
ний).

• Щелкните Acquire (Сбор) и 
настройте гейт P1 для отдельной 
популяции гранул 3 мкм (см. рис. 
4). 

ПРИМЕЧАНИЕ Убедитесь, что гейт 
P1 содержит только отдельные гра-
нулы 3 мкм. При необходимости уве-
личьте график FSC-A к SSC-A, 
настройте гейт и уменьшите график.

Рис. 4 Точечный график FSC-A к SSC-A, 
показывающий гейт P1 вокруг отдельной 
популяции гранул 3 мкм

• Отрегулируйте значения напряже-
ния детекторов флуоресценции, 
чтобы поместить яркие гранулы 
BD FACSDiva CS&T 3 мкм в пре-
делах заданного диапазона целе-
вых значений MFI для каждого 
параметра на карте, поставленной 
BD. Убедитесь, что номер партии 
гранул на карте соответствует 
идентификатору партии используе-
мых гранул BD FACSDiva CS&T 
IVD Beads.

• Проанализируйте каждую гистог-
рамму, чтобы убедиться, что гейт 
интервалов включает пик ярких 
гранул 3 мкм (см. рис. 5). Если пик 
имеет ответвление, не включайте 
его в гейт, так как оно содержит 
смеси гранул, а не отдельные гра-
нулы.

Рис. 5 Гистограмма, показывающая пик 
ярких гранул 3 мкм для FITC

• Щелкните Stop (Стоп). Распеча-
тайте копию рабочего списка.

7. Определите FSC, SSC и пороговые 
значения для клеток, которые будут 
собраны с помощью данных параме-
тров приложения.

• Установите пробирку с образцом 
клеток в цитометр.FSC -A (x1000)
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• В окне Experiment Browser (Брау-
зер эксперимента) установите ука-
затель текущей пробирки на про-
бирку, которая использовалась для 
установки значений напряжения 
PMT, щелкните Acquire (Сбор) и 
отрегулируйте напряжение детек-
торов FSC и SSC, чтобы поместить 
нужные клетки на шкалу.

ПРИМЕЧАНИЕ Для просмотра кле-
ток на шкале установите сначала для 
детектора FSC напряжение ниже 400.

• Отрегулируйте FSC Threshold 
(Порог FSC), чтобы свести к мини-
муму посторонние данные.

• Щелкните Stop (Стоп). Распеча-
тайте копию рабочего списка.

8. Сохраните настройки прибора, как 
параметры приложения лизирования с 
отмывкой. Нажмите правой кнопкой 
Cytometer Settings (Настройки цито-
метра) уровня эксперимента и выбе-
рите Application Settings (Параметры 
приложения) > Save (Сохранить).

9. Введите имя для параметров приложе-
ния, например 4-2H-2V LW.

ПРИМЕЧАНИЕ Рекомендуется 
использовать одинаковое имя при 
любом обновлении параметров прило-
жения лизирования с отмывкой. Это 
приведет к перезаписи текущих пара-
метров, что позволит предотвратить 
сомнения о том, какие параметры 
использовать.

10. Установите компенсацию с помощью 
гранул BD™ Multicolor CompBeads 
(номер по каталогу 644204; см. Руко-
водство по эксплуатации гранул BD 
Multicolor CompBeads).

Сброс целевых значений
Перед переходом на новую партию гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads сбросьте 
целевые значения с помощью текущей 
партии гранул и новой партии гранул. 
Программное обеспечение использует эту 
информацию для сброса целевых значе-
ний новой партии к тем же значениям 
PMTV, что используются для текущей 
партии.

ПРИМЕЧАНИЕ Убедитесь, что в текущей 
партии гранул BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads имеется достаточное количество 
свободных гранул для сброса целевых зна-
чений при переходе на новую партию гра-
нул (см. табл. 2). Если в текущей партии 
отсутствует необходимое количество гра-
нул для сброса целевых показателей, необ-
ходимо определить новые базовые показа-
тели, используя новую партию гранул.

Запустите компьютер, цитометр и про-
граммное обеспечение. Войдите в про-
граммное обеспечение BD FACSDiva как 
администратор.

Перед входом в систему загрузите файл 
новой партии гранул. См. Импорт файла 
партии гранул BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads.

1. В окне Setup Control (Управление 
настройками) выберите Reset Target 
Values (Сброс целевых значений) в 
меню Characterize (Оценка).

2. Установите флажок Load Tube 
Manually (Загрузить пробирку вруч-
ную).

3. Убедитесь, что идентификаторы пар-
тии гранул для настройки для старой 
(текущей) партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads и 
новой партии гранул BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads являются правиль-
ными.
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4. Убедитесь, что выбрана конфигурация 
цитометра 4-2H-2V.

5. Установите пробирку со старой (теку-
щей) партией гранул в цитометр.

6. Щелкните Run (Выполнить).

Откроется диалоговое окно Resetting 
Target Values (Сброс целевых значе-
ний).

7. При появлении запроса удалите про-
бирку со старой партией гранул и 
установите пробирку с новой партией 
гранул.

8. При появлении запроса удалите про-
бирку с новой партией гранул.

После завершения задачи откроется 
диалоговое окно, предлагающее прос-
мотреть отчет Reset Target Values 
Report (Отчет о сбросе целевых значе-
ний).

9. Чтобы просмотреть отчет, щелкните 
View Report (Просмотреть отчет). 
Чтобы распечатать его, выберите File 
(Файл) > Print (Печать).

10. Для завершения сброса целевых пока-
зателей и возврата в окно Setup 
(Настройка) рабочей области щел-
кните Finish (Готово).

11. Выберите File (Файл) > Exit (Выйти).

Рабочая область CS&T закроется и 
снова откроется рабочая область 
BD FACSDiva.

7. РЕЗУЛЬТАТЫ

Просмотр отчета о характеристиках 
цитометра
Отчет о характеристиках цитометра содер-
жит сведения о цитометре, партии гранул 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads, параме-
трах детектора и лазера, спецификациях, 
параметрах цитометра из раздела параме-

тров детектора в отчете о характеристиках 
и результаты успешной или неуспешной 
проверки. Описания измерений, использо-
ванных для параметров детектора, пред-
ставлены в табл. 4.

Таблица 4 Параметры детектора

Измерение Описание

Лазер Название лазера

Детектор Детектор светорассеяния или флуо-
ресценции

Параметр Название флуорохрома (заданное)

Целевое значе-
ние

Целевое значение MFI, определяе-
мое базовыми показателями

Фактическое 
целевое значе-
ние

Значение MFI, измеренное во время 
проверки характеристик

% отклонения 
целевого значе-
ния

Процентное отклонение между базо-
вым целевым значением MFI и зна-
чением MFI, определенным во время 
проверки характеристик

Устойчивый CV 
ярких гранул в 
%

Устойчивый коэффициент вариации 
ярких гранул в процентах

Срединный 
канал средних 
гранул

Значение MFI средних гранул, 
используемое при расчете эффектив-
ности детектирования фотонов (Qr) 
и линейности

Устойчивый CV 
средних гранул в 
%

Устойчивый коэффициент вариации 
средних гранул в процентах, исполь-
зуемый при расчете эффективности 
детектирования фотонов (Qr)

Срединный 
канал темных 
гранул

Значение MFI темных гранул, 
используемое при расчете относи-
тельной оптической фоновой флуо-
ресценции (Br) в детекторе

Устойчивый CV 
темных гранул в 
% 

Устойчивый коэффициент вариации 
темных гранул в процентах, исполь-
зуемый при определении относи-
тельного оптического фона (Br) в 
детекторе

PMTV Значение напряжения в трубке фото-
электронного умножителя (PMT) в 
ходе текущей проверки характери-
стик

ΔPMTV Отклонение между значениями 
напряжение PMT для базовых пока-
зателей и текущей проверки характе-
ристик
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8. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Воспроизводимость настройки 
лизирования с отмывкой
Параметры приложения лизирования с 
отмывкой определяются с помощью 3 пар-
тий гранул BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads в каждом из 4 отдельных проточных 
цитометров BD FACSCanto II. Цельные 
клетки крови окрашиваются в трех экзем-
плярах с конъюгированными флуорохро-
мом одного цвета антителами и собира-
ются с помощью параметров приложения 
лизирования с отмывкой на каждом цито-
метре.

Воспроизводимость определяется для зна-
чений MFI окрашенных популяций клеток 
в виде двух отдельных компонентов. Пер-
вый компонент (воспроизводимость 
между партиями) представлен в табл. 5. 

Второй компонент (воспроизводимость 
между приборами) представлен в табл. 6.

Qr Относительная эффективность 
детектирования флуоресценции, 
используемая для отслеживания 
эффективность улавливания света 
детектором

Br Относительный оптический фоно-
вый сигнал, используемый для 
отслеживания уровней оптического 
фона в детекторе

P/F Pass (Успешно) или Fail (Сбой): про-
верка характеристик цитометра 
является успешной, если разница 
между базовым значением PMT и 
текущим значением PMT составляет 
не более 50 вольт, мощность лазера и 
давление проточной жидкости нахо-
дятся в пределах диапазона, а значе-
ние rCV ярких гранул в процентах в 
основных каналах (FITC, APC, 
V450) ниже 6 %

Таблица 4 Параметры детектора

Измерение Описание
Таблица 5 Воспроизводимость значений MFI 

(между партиями)

Параметр
Коэффициент 
вариации (%)

FITC 1,9

PE 1,2

PerCP-Cy5.5 4,8

PE-Cy7 1,6

APC 1,9

APC-H7 1,2

V450 1,1

V500 3,8

Таблица 6 Воспроизводимость значений MFI 
(между приборами)

Параметр
Коэффициент 
вариации (%)

FITC 8,7

PE 3,6

PerCP-Cy5.5 14,0

PE-Cy7 1,9

APC 4,4

APC-H7 3,1

V450 6,3

V500 3,7
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Повторяемость проверок 
характеристик
Десять одинаковых проверок характери-
стик было выполнено для каждой из 3 пар-
тий гранул BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads с помощью 3 отдельных проточных 
цитометров BD FACSCanto II. Значения 
%CV для %rCV ярких гранул и %CV для 
значений MFI ярких гранул были рассчи-
таны для каждого детектора.  Внутриана-
литическая сходимость (повторяемость 
между пробирками) представлена в табл. 
7.

9. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Гранулы BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads предназначены для использования 
с программным обеспечением 
BD FACSDiva версии 7.0 или выше на 
проточном цитометре BD FACSCanto II 
с конфигурацией 4-2H-2V.

• Гранулы BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads не могут использоваться для кали-
бровки флуоресценции и не должны 
использоваться для настройки прото-
чного цитометра для количественных 
измерений флуоресценции.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для кли-
ентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие гаран-
тийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Таблица 7 Повторяемость проверок характери-
стик

Параметр
%CV для %rCV 
ярких гранул

%CV для MFI 
ярких гранул

FSC 15,5 0,33

SSC 9,6 0,52

FITC 5,3 0,48

PE 7,6 0,36

PerCP-Cy5.5 3,7 0,48

PE-Cy7 2,1 0,71

APC 2,2 0,48

APC-H7 3,2 0,45

V450 2,8 0,65

V500 3,1 0,68
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ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
НЕИСПРАВНОСТЕЙ

Для получения дополнительной поддер-
жки при устранении неполадок обрати-
тесь в службу научной поддержки 
BD Biosciences или к местному представи-
телю BD Biosciences.

Проблема
Возможные 
причины Решение

Гранулы не 
обнаружены

Гранулы не 
были смешаны 
перед разбавле-
нием, гранулы 
слишком 
сильно разбав-
лены, примеси 
в суспензии 
гранул, исполь-
зуются непра-
вильные гра-
нулы

Поместите флакон с 
гранулами на вор-
текс, приготовьте 
свежую суспензию 
гранул и повторите 
обработку.

Пузырьки воз-
духа в прото-
чной кювете 
или фильтре 
проточной жид-
кости

Проверьте прото-
чную систему на 
наличие пузырьков и 
примесей. Более под-
робно см. в Руковод-
стве по эксплуата-
ции цитометра.

Засоры в про-
бирках с образ-
цами и трубках

Проверьте прото-
чную систему на 
наличие засоров и 
примесей. Более под-
робно см. в Руковод-
стве по эксплуата-
ции цитометра.

Обратное дав-
ление в трубке 
для отходов

Проверьте выходное 
отверстие резерву-
ара для отходов на 
наличие препятст-
вий. Более подробно 
см. в Руководстве по 
эксплуатации цито-
метра.

Высокий шум 
при светорассе-
янии (FSC или 
SSC)

Выполните ежеме-
сячное техническое 
обслуживание. Более 
подробно см. в Руко-
водстве по эксплуа-
тации цитометра. 
Обратитесь в компа-
нию BD Biosciences.

Проверка 
характеристик 
завершена с 
предупрежде-
ниями

Относительное 
изменение 
характеристик 
работы цитоме-
тра

Просмотрите отчет о 
характеристиках 
цитометра, чтобы 
определить, указы-
вают ли предупре-
ждения на риск для 
эксперимента при 
продолжении 
работы.

Приготовьте свежую 
суспензию гранул и 
заново выполните 
проверку характери-
стик.

Выполните проце-
дуру ежемесячной 
очистки. Более под-
робно см. в Руковод-
стве по эксплуата-
ции цитометра.

Сбой проверки 
характеристик

Отношение rCV 
темных к сред-
ним гранулам 
составляет 
менее 1,5

Приготовьте свежую 
суспензию гранул и 
заново выполните 
проверку характери-
стик.

Выполните проце-
дуру ежемесячной 
очистки. Более под-
робно см. в Руковод-
стве по эксплуата-
ции цитометра.

Значения для 
измерений, 
используемых 
для проверки 
характеристик 
цитометра (см. 
табл. 4), нахо-
дятся вне ука-
занного диапа-
зона

Приготовьте свежую 
суспензию гранул и 
заново выполните 
проверку характери-
стик.

Выполните проце-
дуру ежемесячной 
очистки. Более под-
робно см. в Руковод-
стве по эксплуата-
ции цитометра. 
Обратитесь в компа-
нию BD Biosciences.

Проблема
Возможные 
причины Решение
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CD3 (SK7)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD3

Форма № по каталогу Форма № по каталогу

FITCa

a. 50 тестов

345763 PE-Cy7 341111

FITCb

b. 250 тестов

345764 APC 345767

PE 345765 APC-Cy7 341110

PerCP 345766 APC-H7 641415

PerCP-
Cy5.5

332771 V500-C 652896

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD3 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD3, на проточ-
ном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым ПО (таким как клиническое 
ПО BD CellQuest™, BD CellQuest™ Pro, 
BD FACSDiva™ или BD FACSCanto™) 
для сбора данных и их анализа. Инструк-
ции см. в руководстве пользователя к 
цитометру.

Приложения
Экспрессия антигена CD3 в исследовании 
гематологической неоплазии1–3.

2. СОСТАВ

CD3, клон SK7, получен путем гибридиза-
ции клеток мышиной миеломы NS-1 с 
клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных человеческими тимо-
цитами. CD3 состоит из мышиных тяже-
лых цепей IgG1 и легких каппа-цепей.

Все нижеперечисленные реагенты постав-
ляются в физиологическом растворе с 
фосфатным буфером (PBS), рецептура 
которого описана в табл. 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое коли-

чество

Конц.a 
(мкг/
мл)

FITC (50 тестов) 100 мкг в 1,0 мл PBS c 
желатином и 0,1 % азида 

натрия

100

FITC (250 
тестов)

500 мкг в 5,0 мл PBS c 
желатином и 0,1 % азида 

натрия

100

PE 25 мкг в 2,0 мл PBS c 
желатином и 0,1 % азида 

натрия

12,5
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, 
APC-Cy7, APC-H7, V500-C: ≤20 % сво-
бодного флуорофора во флаконах, изме-
ренного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм с крышками

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Центрифуга

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202)

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• BD CellWASH™ (№ по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• Буферный раствор для окрашивания, 
состоящий из PBS с 0,2 % бычьего сыво-
роточного альбумина (BSA) и 0,1 % 
азида натрия

PerCP 25 мкг в 2,0 мл PBS c 
желатином и 0,1 % азида 

натрия

12,5

PerCP-Cy™5.5b 3 мкг в 1,0 мл PBS c жела-
тином и 0,1 % азида 

натрия

3

PE-Cy™7 12,5 мкг в 0,5 мл PBS c 
желатином и 0,1 % азида 

натрия

25

APC 25 мкг в 0,5 мл PBS c 
желатином и 0,1 % азида 

натрия

50

APC-Cy7 12,5 мкг в 0,5 мл PBS c 
желатином и 0,1 % азида 

натрия

25

APC-H7 50 мкг в 0,5 мл PBS с 
BSA и ProClin™ 300c

100

BD Horizon™ 
V500-C

25 мкг в 0,5 мл PBS с 
BSA и ProClin™ 950

50

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences, 2350 Qume 
Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги 
будут возвращены.

c. ProClin является товарным знаком компании The Dow 
Chemical Company или ее аффилированных лиц.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое коли-

чество

Конц.a 
(мкг/
мл)
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• BD CellFIX™ (№ по каталогу 340181) 
или 1%-й раствор параформальдегида 
(PFA) в PBS с 0,1 % азида натрия

Храните не более 1 недели в темной 
стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Стабилизирующий фиксатив BD™ 
Stabilizing Fixative (3X) (№ по каталогу 
339860)

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• Гранулы BD Calibrite™ Beads

Информацию см. в разделе 
bdbiosciences.com.

• Семицветные настроечные гранулы 
BD FACS™ 7-color setup beads (№ по 
каталогу 335775)

• Гранулы BD™ Multicolor CompBeads 
(№ по каталогу 644204)

• Гранулы BD FACSDiva™ CS&T IVD 
Beads (№№ по каталогу 656046 и 
656047)

• Проточный цитометр BD FACS

Подробности см. в руководстве поль-
зователя цитометра.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа4, 5.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток4.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции6, 7 и при утилиза-
ции соблюдайте меры предосторожности в 
соответствии с законами, принятыми на 
федеральном, региональном и местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

При расфасовке некоторых реагентов по 
флаконам используется консервант 
ProClin 300, и они содержат 0,003 % смеси 
CMIT/MIT (3:1), номер CAS: 55965-84-9.

Предупреждение

H317 Может вызывать аллергическую 
кожную реакцию.

Надеть перчатки и средства защиты глаз.
Надеть защитную одежду.
Избегать вдыхания тумана / паров / 
вещества в распыленном состоянии.
При раздражении кожи или сыпи: 
обратитесь к врачу.
ПРИ ПОПАДАНИИ НА КОЖУ: 
промыть большим количеством воды.
Выполняйте утилизацию содержимого/
контейнера с соблюдением мер 
предосторожности, описанных в 
местных/региональных/
государственных/международных 
нормативных требованиях.
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6. ПРОЦЕДУРА

Окраска образцов

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 х 75 мм с крыш-
кой добавьте соответствующий объем 
конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител CD3.

Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре (20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS 
Lysing Solution в каждую пробирку.

4. Мягко встряхните пробирки на «вор-
тексе» и инкубируйте в течение 
10 минут в темноте при комнатной 
температуре.

5. Центрифугируйте пробирки при 300 g 
в течение 5 минут.

6. Отделите супернатант аспирацией.

7. Добавьте 2 мл буфера в каждую про-
бирку в соответствии с используемым 
флуорохромом (табл. 2). «Да» в обоих 
столбцах означает, что можно исполь-
зовать любой буфер.

8. Центрифугируйте пробирки при 300 g 
в течение 5 минут.

9. Отделите супернатант аспирацией.

10. Добавьте 0,5 мл буфера в каждую про-
бирку согласно табл. 2 и немедленно 
проанализируйте образцы или 
добавьте фиксатив согласно табл. 3.

Добавление фиксатива

1. Добавьте 0,5 мл фиксатива согласно 
табл. 3. «Да» в обоих столбцах озна-
чает, что можно использовать любой 
фиксатив.

ВНИМАНИЕ! Для многоцветного ана-
лиза с применением РЕ-конъюгата 
используйте BD CellFIX или 1%-й рас-
твор параформальдегида.

Таблица 2. Рекомендуемый буфер

Флуорохром
Буфер окраши-

вания BD CellWASH

FITC Да Да

PE Да Да

PerCP Не проверялось Да

PerCP-Cy5.5 Да Да

PE-Cy7 Да Да

APC Да Да

APC-Cy7 Не проверялось Да

APC-H7 Да Да

V500-C Не проверялось Да

Таблица 3. Совместимый фиксатив

Флуорохром

Раствор 
BD CellFIX (или 

1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-

щий фиксатив 
BD Stabilizing 

Fixative

FITC Да Нет

PE Да Нет

PerCP Да Нет

PerCP-Cy5.5 Да Нет

PE-Cy7 Да Да

APC Да Нет

APC-Cy7 Да Да

Таблица 2. Рекомендуемый буфер

Флуорохром
Буфер окраши-

вания BD CellWASH
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2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе».

3. Инкубируйте пробирки при 2–8 °С в 
темноте согласно табл. 4.

4. Тщательно перемешайте содержимое 
пробирок перед анализом.

До анализа храните пробирки при 
2–8 °C. Рекомендуется анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Не храните РЕ-конъюгаты в 
стабилизирующем фиксативе BD Stabilizing 
Fixative, так как это может вызвать умень-
шение интенсивности окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Длительное воздействие 
параформальдегида на клетки может при-
вести к повышенной автофлуоресценции в 
фиолетовых каналах. Для хранения окра-
шенных клеток в течение ночи промойте и 
ресуспендируйте их в буфере без парафор-
мальдегида после 1-часовой фиксации.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
APC-Cy7 и в меньшей степени — конъю-
гаты PE-Cy7 и APC-H7 обнаруживают 
изменения в своих эмиссионных спектрах 
при длительном воздействии парафор-
мальдегида или света. Для хранения окра-
шенных клеток в течение ночи промойте и 
ресуспендируйте их в буфере без парафор-
мальдегида после 1-часовой фиксации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр8. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На рис. 

APC-H7 Да Да

V500-C Да Нет

Таблица 4. Рекомендуемая процедура инкуба-
ции

Раствор 
BD CellFIX (или 

1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-

щий фиксатив 
BD Stabilizing 

Fixative

Период инкуба-
ции

60 минут 30 минут

Дополнитель-
ные этапы

1. Центрифуги-
руйте про-
бирки при 
300 g в тече-
ние 5 минут.

2. Отделите 
супернатант 
аспирацией.

3. В каждую 
пробирку 
добавьте 
0,5 мл буфера 
окрашивания 
и аккуратно 
перемешайте 
на «вортексе».

Нет

Таблица 3. Совместимый фиксатив

Флуорохром

Раствор 
BD CellFIX (или 

1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-

щий фиксатив 
BD Stabilizing 

Fixative
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1 представлены репрезентативные данные, 
полученные на цельной крови в покое. 
Лазерное возбуждение проводилось при 
длине волны 405, 488 и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS
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Внутренний контроль качества
Настройка цитометра зависит от использу-
емого флуорохрома и типа цитометра. 
Данные о методах настройки, пригодных 
для цитометра и специфически меченого 
флуорохрома, см. в табл. 5. Методы 
настройки приведены после табл. 5.

Метод настройки 1
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-H7.

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto для установки напря-
жения и компенсации флуоресценции 
в фотоэлектронном умножителе 
(ФЭУ) и проверки чувствительности 
цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из клинического 
программного обеспечения 
BD FACSCanto с экспериментом в 
программном обеспечении 
BD FACSDiva версии 7.0.

Подробнее см. Справочное руковод-
ство по программному обеспечению 
BD FACSDiva™ версии 7.0.

3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ.

При этом название параметра изме-
нится с APC-H7 на APC-Cy7. Несо-
впадающие параметры будут удалены.

ВНИМАНИЕ! Если выбрать Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра), напря-
жение ФЭУ для APC-Cy7 не будет свя-
зано с параметрами приложения лизи-
рования с отмывкой и текущие 
настройки напряжения ФЭУ и назва-
ние параметра не изменятся.

4. Запишите значение напряжения ФЭУ 
для параметра APC-Cy7, отмените 
связь с параметрами приложения лизи-
рования с отмывкой и измените метку 
параметра APC-Cy7 на APC-H7.

5. Введите значение напряжения ФЭУ 
для APC-Cy7, записанное для параме-
тра APC-H7.

6. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и программное обеспече-
ние BD FACSDiva для установки ком-
пенсации флуоресценции.

Подробнее см. руководство по эксплу-
атации гранул BD™ Multicolor 
CompBeads.

Таблица 5. Метод настройки, рекомендуемый 
для сочетаний цитометра и флуорохрома

Флуо-
рохром

BD FACS 
Canto II

BD FAC
S Canto

BD FACS 
Calibur

FITC 1, 2, 4 2 3

PE 1, 2, 4 2 3

PerCP 2 2 3

PerCP-Cy5.5 1, 2, 4 2 3

PE-Cy7 1, 2, 4 2 Н/Д

APC 1, 2, 4 2 3

APC-Cy7 2, 4 2 Н/Д

APC-H7 1, 4 2 Н/Д

V500-C 4 Н/Д Н/Д
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Метод настройки 2
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-Cy7.

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto для установки напря-
жения и компенсации флуоресценции 
в фотоэлектронном умножителе 
(ФЭУ) и проверки чувствительности 
цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из клинического 
программного обеспечения 
BD FACSCanto с экспериментом в 
программном обеспечении 
BD FACSDiva.

3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ и настройки компен-
сации для всех параметров. Несовпа-
дающие параметры будут удалены.

ПРИМЕЧАНИЕ. В случае использо-
вания лазерной конфигурации 4-2H-2V 
(конфигурации BD по умолчанию), 
при выборе Overwrite (Перезаписать) 
название параметра изменится с APC-
H7 на APC-Cy7.

ВНИМАНИЕ! При выборе Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра) связаны 
будут только настройки для параме-
тров, совпадающие с приложением 
лизирования с отмывкой. При исполь-
зовании лазерной конфигурации 4-2H-2V 
и выборе Apply (Применить) значения 

напряжения ФЭУ и настройки компен-
сации для APC-Cy7 связаны не будут. 
Название параметра останется 
APC-H7.

Метод настройки 3
Используйте гранулы BD Calibrite Beads и 
клиническое ПО BD FACSComp™ для 
установки напряжения и компенсации 
флуоресценции в фотоэлектронном умно-
жителе (ФЭУ) и проверки чувствительно-
сти цитометра.

Метод настройки 4
Рекомендуется при использовании 8-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает фиолетовые флуорохромы.

1. Используйте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads и программное обе-
спечение BD FACSDiva версии 7.0 для 
настройки значений напряжения ФЭУ. 
Подробнее см. руководство по эксплу-
атации BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads.

2. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и программное обеспече-
ние BD FACSDiva для установки ком-
пенсации флуоресценции.

Подробнее см. руководство пользователя 
цитометра и руководства по эксплуатации.

Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек цитометра и 
для проверки системы управления каче-
ством9.
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7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
CD3 реагирует с эпсилон-цепью ком-
плекса антиген CD3 / Т-клеточный рецеп-
тор для распознавания антигенов (TCR)1. 
Данный комплекс состоит не менее чем из 
шести белков молекулярной массой от 20 
до 30 килодальтон (кДа)10. Антиген, рас-
познаваемый антителами CD3, некова-
лентно связывается с Т-клеточным рецеп-
тором α/β или γ/δ (70–90 кДа)11.

Антиген CD3 присутствует на 61–85 % 
нормальных лимфоцитов перифериче-
ской крови12.

Чувствительность
Чувствительность определяется как сте-
пень разделения популяций CD3+ и CD3–. 
Чувствительность измерена на диапазоне 
концентраций антител. Каждая концентра-
ция реагента тестировалась на цельной 
крови. Разделение CD3+ и CD3– опреде-
ляли для каждого образца и усредняли по 
каждой из концентраций. Концентрация 
антител во флаконах для каждого реагента 
обеспечивала оптимальную чувствитель-
ность при разделении клеток CD3+ и соот-
ветствующих отрицательных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD3 был представлен на рассмотрение на 
Второй международной научно-практиче-
ской конференции по дифференцировоч-
ным антигенам лейкоцитов человека 
(Second International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценили клон SK7 в составе 
слепой панели антител и представили 
хорошо согласующиеся между собой 
результаты13–16.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в табл. 6. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости в пределах образца.
Таблица 6. Повторяемость MFI Т-клеток по раз-

ным партиям и многим донорам (N)a (N)

a. За исключением APC-H7 и V500-C, которые тестировались 
с одной партией контроля BD™ Multi-Check.

Флуо-
рохром Nb 

b. N = количество образцов

Средняя 
MFI

Объ-
единен-
ное SDc

c. SD = среднеквадратичное отклонение

Объ-
единен-
ный 

%CVd

d. CV = коэффициент вариации

FITCe 
(50 тестов)

e. Значения реагентов флуорохром/белок не совпадали для 
разных партий, как и данные, полученные для одного 
образца или параметров настройки.

19 295,1 27,18 9,21

FITCf 
(250 тестов)

5 410,7 47,0 11,44

PE 16 1900,5 148,51 7,81

PerCP 23 257,6 24,21 9,40

PerCP-Cy5.5 5 1656,9 122,62 7,4

PE-Cy7 4 3742,3 548,37 14,65

APC 3 2136,8 201,57 9,43

APC-Cy7 4 1256,3 96,13 7,65

APC-H7f

f. Данные собраны как средняя интенсивность флуоресцен-
ции.

64 5172,2 71,34 1,38

V500-Cf 64 6098,4 54,2 0,9
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Погрешность
Данные о погрешности были собраны на 
проточном цитометре BD FACScan™ с 
использованием программного обеспече-
ния BD Simulset™ для определения CD3/
CD4 T-лимфоцитов — хелперов/индукто-
ров. Результаты для реагента 
BD Simultest™ Lymphocyte CD3/CD4 
сравнили с результатами для реагента 
BD Simultest™ IMK Plus CD4/CD8. См. 
табл. 7.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Только для диагностики in vitro.

• Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделе-
ние, чем другие красители (FITC, PerCP 
и V500-C). Если популяции перекрыва-
ются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

• Использование моноклональных анти-
тел в лечении пациентов может мешать 
распознаванию антигенов-мишеней дан-
ным реагентом. Это необходимо учиты-
вать при анализе образцов пациентов, 
подвергающихся подобному лечению. 
Компания BD Biosciences пока не оха-
рактеризовала влияние терапевтических 
антител на эффективность данного реа-
гента.

• Отдельные реагенты могут давать 
только ограниченную информацию при 
анализе лейкемий и лимфом. Использо-
вание сочетаний реагентов может дать 
больше информации, чем использование 
индивидуальных реагентов. Настоя-
тельно рекомендуется многоцветный 
анализ с использованием релевантных 
сочетаний реагентов5.

• Поскольку реагенты можно использо-
вать в различных сочетаниях, лаборато-
рии должны ознакомиться со свой-
ствами каждого антитела в связке с дру-
гими маркерами в нормальных и ано-
мальных образцах.

• Данные по эффективности реагента 
обычно собирают с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффек-
тивность реагентов может повлиять 
использование других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ.

Таблица 7. Регрессионный анализ реагента 
BD Simultest Lymphocyte CD3/CD4 и панели 

реагентов BD Simultest IMK Plus

Флуо-
рохром Na

a. N = количество образцов

r

Коэф-
фици-
ент

Свобод-
ный 
член

Диа-
пазон
b (%)

b. Объединенный диапазон реагента BD Simultest 
Lymphocyte и реагента BD Simultest IMK Plus.

CD3/CD4 84 0,96 0,95 –0,27 8–68
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодей-
ствие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность цитометра.
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CD19 (SJ25C1)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD19

Форма № по каталогу

FITC 345788

PE 345789

PerCP 345790

PerCP-Cy5.5 332780

PE-Cy7 341113

APC 345791

APC-Cy7 348814

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD19 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro клеток, 
экспрессирующих антиген CD19, на про-
точном цитометре BD FACS™. 

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™ или BD LYSYS™ 
II) для сбора данных и их анализа. 
Инструкции см. в руководстве пользова-
теля прибора.

Приложения
Экспрессия CD19 в исследовании гемато-
логической неоплазии1 

2. СОСТАВ

CD19, клон SJ25C1, получен путем гибри-
дизации клеток миеломы Sp2/0 мышей с 
клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных клетками NALM1 + 
NALM16. CD19 состоит из мышиных 
тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей. 

Каждый реагент поставляется в физиоло-
гическом растворе, содержащем фосфат-
ный буфер (PBS), желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
табл. 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое 
количество

Конц.a 
(мкг/мл)

FITC 6 мкг в 1,0 мл PBS 6

PE 12,5 мкг в 1,0 мл PBS 12,5

PerCP 12,5 мкг в 1,0 мл PBS 12,5

PerCP-Cy™5.5b 5 мкг в 1,0 мл PBS 5

PE-Cy™7 12,5 мкг в 0,5 мл PBS 25

APC 25 мкг в 0,5 мл PBS 50

APC-Cy7 25 мкг в 0,5 мл PBS 50
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, 
APC-Cy7: ≤20 % свободного флуоро-
фора во флаконах, измеренного методом 
SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые 12 x 75-мм полистироль-
ные пробирки Falcon®* или аналогич-
ные 

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс» 

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202). Инструкции по разведению и 
меры предосторожности см. в руковод-
стве по использованию реагентов. 

• Центрифуга 

• BD CellWASH™ (№ по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия. 

• BD CellFIX™ (№ по каталогу 340181) 
или 1%-й раствор параформальдегида в 
PBS с 0,1 % азида натрия. Храните не 
более 1 недели в темной стеклянной 
посуде при 2–8 °C. 

• Проточный цитометр BD FACS. Под-
робности см. в руководстве пользова-
теля прибора.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть рассмотрены до отбора 
образцов и анализа2,3. 

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences, 2350 Qume 
Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги 
будут возвращены.

* Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток2. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции4, 5 и при утилиза-
ции соблюдайте меры предосторожности в 
соответствии с законами, принятыми на 
федеральном, региональном и местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 x 75 мм добавьте 
соответствующий объем конъюгиро-
ванных с флуорохромом моноклональ-
ных антител CD19. Относительно объ-
ема см. соответствующую маркировку 
пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °C). 

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS 
Lysing Solution. 

4. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 10 минут в темноте 
при комнатной температуре. 

5. Центрифугируйте при 300 g в течение 
5 минут. Удалите надосадочную жид-
кость. 

6. Добавьте 2–3 мл раствора 
BD CellWASH (или промывочного 
буфера) и центрифугируйте при 200 g 
в течение 5 минут. Удалите надосадоч-
ную жидкость. 

7. Добавьте 0,5 мл раствора BD CellFIX 
(или 1%-го раствора параформальде-
гида) и тщательно перемешайте. До 
анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Рекомендуется анализировать образцы 
в пределах 24 часов после окрашива-
ния.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
APC-Cy7 и в меньшей степени — конъю-
гаты PE-Cy7 обнаруживают изменения в 
своих эмиссионных спектрах при длитель-
ном воздействии параформальдегида или 
света. Рекомендуется проводить анализ 
стабилизированных образцов как можно 
быстрее. Для хранения окрашенных кле-
ток в течение ночи промойте и ресуспен-
дируйте их в буфере без параформальде-
гида после 1-часового окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр6. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
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ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На рис. 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на периферической крови и 
гейтированные по лимфоцитам. Лазерное 
возбуждение проводилось при длинах 
волн 488 нм и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Рекомендуется использовать гранулы 
BD Calibrite™ и программное обеспече-
ние BD FACSComp™, чтобы настроить 
напряжение фотоэлектронного умножи-
теля (ФЭУ), компенсацию флуоресцен-
ции, а также проверить чувствительность 
прибора перед его использованием. См. 
руководство по эксплуатации гранул 
BD Calibrite Beads и руководство пользо-
вателя программного обеспечения 
BD FACSComp Software User’s Guide.

Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек прибора и для 
контроля качества системы7. 

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Реагент CD19 (SJ25C1) распознает анти-
ген B-лимфоцитов человека молекулярной 
массой 90 килодальтон (кДа)8, 9.

Антиген CD19 присутствует на приблизи-
тельно 7–23 % лимфоцитов перифериче-
ской крови человека10 и на спленоцитах11. 
CD19 реагирует с зонами B-лимфоцитов 
нормальных миндалин и лимфатических 
узлов12. Антиген CD19 присутствует на 
B-лимфоцитах человека любой степени 
зрелости, но отсутствует на окончательно 
дифференцированных плазматических 
клетках12. CD19 не реагирует с покоящи-
мися или активированными T-лимфоци-
тами, гранулоцитами и моноцитами13. 

Чувствительность
Чувствительность определяется как сте-
пень разделения популяций CD19+ и 
CD19–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
лизированной цельной крови. Разделение 
CD19+ и CD19– определяли для каждого 
образца и усредняли по каждой из концен-
траций. Концентрация антител во флако-
нах для каждого реагента обеспечивала 
оптимальную чувствительность при раз-
делении клеток CD19+ и соответствующих 
отрицательных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD19 был представлен на рассмотрение 
на Второй международной научно-практи-
ческой конференции по дифференциро-
вочным антигенам лейкоцитов человека 
(Second International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценивали клон SJ25C1 как 
часть скрытой панели антител и сообщили 
согласующиеся друг с другом результаты9. 

APC-Cy7

APC

PE-Cy7

PerCP-Cy5.5

PerCP

PE

FITC
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Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в табл. 2. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости в пределах образца.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделение, 
чем конъюгаты с другими красителями 
(FITC, PerCP). Если популяции перекры-
ваются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

Использование моноклональных антител в 
лечении пациентов может мешать распоз-
наванию антигенов-мишеней данным реа-
гентом. Это необходимо учитывать при 
анализе образцов пациентов, подвергаю-
щихся подобному лечению. Компания 
BD Biosciences пока не охарактеризовала 
влияние терапевтических антител на 
эффективность данного реагента.

Отдельные реагенты могут давать только 
ограниченную информацию при анализе 
лейкемий и лимфом. Использование соче-
таний реагентов может дать больше 
информации, чем использование индиви-
дуальных реагентов. Особо рекомендуется 
многоцветный анализ с использованием 
сочетаний реагентов3.

Поскольку реагенты можно использовать 
в различных сочетаниях, лаборатории 
должны ознакомиться со свойствами каж-
дого антитела в связке с другими марке-
рами в нормальных и аномальных образ-
цах.

Данные по эффективности реагента в 
основном были собраны с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффектив-
ность реагентов может повлиять использо-
вание других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Таблица 2. Повторяемость MFI B-лимфоцитов 
по разным партиям и многим донорам (N)

Na

a. N = количество образцов

Сред-
няя MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объе-
динен-
ный 

%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 13 55,1 10,39 18,86

PE 18 631,0 115,87 18,36

PerCP 25 86,9 10,03 11,54

PerCP-Cy5.5 7 492,57 20,05 4,07

PE-Cy7 3 1006,0 35,27 3,52

APC 3 639,0 169,17 26,48

APC-Cy7 3 180,52 1,59 0,88
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодей-
ствие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность прибора.
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CD20 (L27)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD20

Форма
№ по ката-
логу Форма

№ по ката-
логу

FITC 345792 APC 340908

PE 345793 APC-Cy7 335829

PerCP 345794 APC-H7 641414

PerCP-
Cy5.5

332781 V450 655872

PE-Cy7 335828

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD20 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro (IVD) 
клеток, экспрессирующих антиген на про-
точном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым ПО (таким как клиническое 
ПО BD CellQuest™, BD CellQuest™ Pro, 
BD FACSDiva™ или BD FACSCanto™) 
для сбора данных и их анализа. Инструк-
ции см. в руководстве пользователя к 
цитометру.

Приложения
Экспрессия антигена CD20 в исследова-
нии гематологической неоплазии1.

2. СОСТАВ

CD20, клон L27, получен гибридизацией 
клеток миеломы Sp2/0 мышей с клетками 
селезенки мышей BALB/c, иммунизиро-
ванных лимфобластоидными клетками 
штамма LB. CD20 состоит из мышиных 
тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей.

Каждый из нижеприведенных реагентов 
поставляется в физиологическом рас-
творе, содержащем фосфатный буфер 
(PBS), а также желатин и 0,1 % азида 
натрия. Концентрации приведены в 
табл. 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое коли-

чество
Конц.a 

(мкг/мл)

FITC 100 мкг в 2,0 мл PBS 50

PE 25 мкг в 1,0 мл PBS 25

PerCP 50 мкг в 2,0 мл PBS 25

PerCP-Cy™5.5b 10 мкг в 1,0 мл PBS 10

PE-Cy™7 50 мкг в 0,5 мл PBS 100
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, 
APC-Cy7, APC-H7, V450: ≤20 % свобод-
ного флуорофора во флаконах, измерен-
ного методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм с крышками

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Центрифуга

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202).

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• BD CellWASH™ (№ по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• Буферный раствор для окрашивания, 
состоящий из PBS с 0,2 % бычьего сыво-
роточного альбумина (BSA) и 0,1 % 
азида натрия

• BD CellFIX™ (№ по каталогу 340181) 
или 1%-й раствор параформальдегида 
(PFA) в PBS с 0,1 % азида натрия

Храните не более 1 недели в темной 
стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Стабилизирующий фиксатив BD™ 
Stabilizing Fixative (3X) (№ по каталогу 
339860)

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

APC 20 мкг в 0,5 мл PBS 40

APC-Cy7 25 мкг в 0,5 мл PBS 50

APC-H7 50 мкг в 0,5 мл PBS 100

BD Horizon™ 
V450

50 мкг в 0,5 мл PBS 100

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences, 2350 Qume 
Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги 
будут возвращены.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое коли-

чество
Конц.a 

(мкг/мл)
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• Гранулы BD Calibrite™ Beads

Информацию см. в разделе 
bdbiosciences.com.

• Семицветные настроечные гранулы 
BD FACS™ 7-color setup beads (№ по 
каталогу 335775)

• Гранулы BD™ Multicolor CompBeads 
(№ по каталогу 644204)

• Гранулы BD FACSDiva™ CS&T IVD 
Beads (№№ по каталогу 656046 и 
656047)

• Проточный цитометр BD FACS 

Подробности см. в руководстве поль-
зователя цитометра.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть рассмотрены до отбора 
образцов и анализа2,3.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток2.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 

источниками инфекции4,5 и при утилиза-
ции соблюдайте меры предосторожности в 
соответствии с законами, принятыми на 
федеральном, региональном и местном 
уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

6. ПРОЦЕДУРА

Окрашивание образцов

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 х 75 мм с крыш-
кой добавьте соответствующий объем 
конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител CD20.

Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре 
(20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS в 
каждую пробирку.

4. Мягко встряхните пробирки на «вор-
тексе» и инкубируйте в течение 
10 минут в темноте при комнатной 
температуре.

5. Центрифугируйте пробирки при 300 g 
в течение 5 минут.

6. Отделите супернатант аспирацией.

http://www.bdbiosciences.com


4

7. Добавьте 2 мл буфера в каждую про-
бирку в соответствии с используемым 
флуорохромом (табл. 2). «Да» в обоих 
столбцах означает, что можно исполь-
зовать любой буфер.

8. Центрифугируйте пробирки при 300 g 
в течение 5 минут.

9. Отделите супернатант аспирацией.

10. Добавьте 0,5 мл буфера в каждую про-
бирку согласно табл. 2 и немедленно 
проанализируйте образцы или 
добавьте фиксатив согласно табл. 3.

Добавление фиксатива

1. Добавьте 0,5 мл фиксатива согласно 
табл. 3. «Да» в обоих столбцах озна-
чает, что можно использовать любой 
фиксатив.

ВНИМАНИЕ! Для многоцветного ана-
лиза с применением РЕ-конъюгата 
используйте BD CellFIX или 1%-й рас-
твор параформальдегида.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе».

Таблица 2. Рекомендуемый буфер

Флуоро-
хром

Буфер окра-
шивания BD CellWASH

FITC Да Да

PE Да Да

PerCP Не проверя-
лось

Да

PerCP-Cy5.5 Да Да

PE-Cy7 Да Да

APC Да Да

APC-Cy7 Не проверя-
лось

Да

APC-H7 Да Да

V450 Не проверя-
лось

Да

Таблица 3. Совместимый фиксатив

Флуоро-
хром

Раствор 
BD CellFIX 

(или 1 % PFA)

Неконцентри-
рованный 

стабилизиру-
ющий фикса-

тив 
BD Stabilizing 

Fixative

FITC Да Нет

PE Да Нет

PerCP Да Нет

PerCP-Cy5.5 Да Нет

PE-Cy7 Да Да

APC Да Нет

APC-Cy7 Да Да

APC-H7 Да Да

V450 Да Нет
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3. Инкубируйте пробирки при 2–8 °С в 
темноте согласно табл. 4.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
APC-Cy7 и в меньшей степени — 
конъюгаты PE-Cy7 и APC-H7 обнару-
живают изменения в своих эмиссион-
ных спектрах при длительном воздей-
ствии параформальдегида или света. 

Для хранения окрашенных клеток в 
течение ночи промойте и ресуспенди-
руйте их в буфере без параформальде-
гида после 1-часовой фиксации.

ВНИМАНИЕ! Не храните РЕ-конъю-
гаты в стабилизирующем фиксативе 
BD Stabilizing Fixative, так как это 
может вызвать уменьшение интенсив-
ности окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Длительное воздей-
ствие параформальдегида на клетки 
может привести к повышенной авто-
флуоресценции в фиолетовых каналах. 

4. Тщательно перемешайте содержимое 
пробирок перед анализом.

До анализа храните пробирки при 2–8 °C. 
Рекомендуется анализировать образцы в 
пределах 24 часов после окрашивания.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно встряхните клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр6. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На рис. 1 
представлены репрезентативные данные, 

Таблица 4. Рекомендуемая процедура инкуба-
ции

Раствор 
BD CellFIX (или 

1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-

щий фиксатив 
BD Stabilizing 

Fixative

Период инкуба-
ции

60 минут 30 минут

Дополнитель-
ные этапы

1. Центрифуги-
руйте про-
бирки при 300 
g в течение 
5 минут.

2. Отделите 
супернатант 
аспирацией.

3. В каждую 
пробирку 
добавьте 
0,5 мл буфера 
окрашивания 
и аккуратно 
перемешайте 
на «вортексе».

Нет
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полученные на лейкоцитах перифериче-
ской крови и гейтированные по лимфоци-
там. Лазерное возбуждение проводилось 
при длине волны 405, 488 и 635 нм.

Рисунок 1. Репрезентативные данные, полу-
ченные на проточном цитометре BD FACS
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Внутренний контроль качества
Настройка цитометра зависит от использу-
емого флуорохрома и типа цитометра. 
Данные о методах настройки, пригодных 
для цитометра и специфически меченого 
флуорохрома, см. в табл. 5. Методы 
настройки приведены после табл. 5.

Метод настройки 1
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-H7.

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto для установки напря-
жения и компенсации флуоресценции 
в фотоэлектронном умножителе 
(ФЭУ) и проверки чувствительности 
цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из программного 
обеспечения BD FACSCanto clinical 
software с экспериментом в программ-
ном обеспечении BD FACSDiva вер-
сии 7.0 или более поздней.

Подробнее см. Справочное руковод-
ство по программному обеспечению 
BD FACSDiva™ версии 7.0.

3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ.

При этом название параметра изме-
нится с APC-H7 на APC-Cy7. Несо-
впадающие параметры будут удалены.

ВНИМАНИЕ! Если выбрать Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра), напря-
жение ФЭУ для APC-Cy7 не будет свя-
зано с параметрами приложения лизи-
рования с отмывкой и текущие 
настройки напряжения ФЭУ и назва-
ние параметра не изменятся.

4. Запишите значение напряжения ФЭУ 
для параметра APC-Cy7, отмените 
связь с параметрами приложения лизи-
рования с отмывкой и измените метку 
параметра APC-Cy7 на APC-H7.

5. Введите значение напряжения ФЭУ 
для APC-Cy7, записанное для параме-
тра APC-H7.

6. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и ПО BD FACSDiva для 
установки компенсации флуоресцен-
ции.

Подробнее см. руководство по эксплу-
атации гранул BD™ Multicolor 
CompBeads.

Таблица 5. Метод настройки, рекомендуемый 
для сочетаний цитометра и флуорохрома

Флуоро-
хром

BD FACS 
Canto II

BD FACS 
Canto

BD FACS 
Calibur

FITC 1, 2, 4 2 3

PE 1, 2, 4 2 3

PerCP 2 2 3

PerCP-Cy5.5 1, 2, 4 2 3

PE-Cy7 1, 2, 4 2 Н/Д

APC 1, 2, 4 2 3

APC-Cy7 2, 4 2 Н/Д

APC-H7 1, 4 2 Н/Д

V450 4 Н/Д Н/Д
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Метод настройки 2
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-Cy7.

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto для установки напря-
жения и компенсации флуоресценции 
в фотоэлектронном умножителе 
(ФЭУ) и проверки чувствительности 
цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из клинического 
программного обеспечения 
BD FACSCanto с экспериментом в 
программном обеспечении 
BD FACSDiva.

3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ и настройки компен-
сации для всех параметров. Несовпа-
дающие параметры будут удалены.

ПРИМЕЧАНИЕ. В случае использо-
вания лазерной конфигурации 4-2H-
2V (конфигурации BD по умолчанию), 
при выборе Overwrite (Перезаписать) 
название параметра изменится с APC-
H7 на APC-Cy7.

ВНИМАНИЕ! При выборе Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра) связаны 
будут только настройки для параме-
тров, совпадающие с приложением 
лизирования с отмывкой. При исполь-
зовании лазерной конфигурации 4-2H-
2V и выборе Apply (Применить) зна-

чения напряжения ФЭУ и настройки 
компенсации для APC-Cy7 связаны не 
будут. Название параметра останется 
APC-H7.

Метод настройки 3
Используйте гранулы BD Calibrite Beads и 
клиническое ПО BD FACSComp™ для 
установки напряжения и компенсации 
флуоресценции в фотоэлектронном умно-
жителе (ФЭУ) и проверки чувствительно-
сти цитометра.

Метод настройки 4
Рекомендуется при использовании 8-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает фиолетовые флуорохромы.

1. Используйте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads и программное обе-
спечение BD FACSDiva версии 7.0 или 
более поздней для настройки значений 
напряжения ФЭУ. Подробнее см. руко-
водство по эксплуатации 
BD FACSDiva CS&T IVD Beads.

2. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и ПО BD FACSDiva для 
установки компенсации флуоресцен-
ции.

Подробнее см. руководство пользователя 
цитометра и руководства по эксплуатации.

Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек цитометра и 
для проверки системы управления каче-
ством.7
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7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Антиген CD20 — это фосфопротеин с 
молекулярным весом 35 или 37 килодаль-
тон (кДа), в зависимости от степени фос-
форилирования8. Антиген не гликозилиро-
ван8.

Антиген CD20 экспрессируется на B-лим-
фоцитах синхронно с экспрессией поверх-
ностного IgM8,9. Антиген присутствует на 
покоящихся и активированных В-лимфо-
цитах, но исчезает перед дифференциров-
кой в плазматические клетки.8. Антиген 
CD20 найден в зоне мантии и в герми-
нально-центральных областях вторичных 
фолликулов лимфоидной ткани и может 
экспрессироваться на фолликулярных ден-
дритных клетках (FDC) в герминальных 
центрах8. Низкоуровневая экспрессия 
антигена CD20 обнаружена в субпопуля-
ции Т-лимфоцитов10.

Чувствительность
Чувствительность определяется как сте-
пень разделения популяций CD20+ и 
CD20–. Чувствительность измерена на 
диапазоне концентраций антител. Каждая 
концентрация реагента тестировалась на 
клетках цельной крови. Разделение CD20+ 
и CD20– определяли для каждого образца 
и усредняли по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при разделении 
клеток CD20+ и соответствующих отрица-
тельных. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD20 был представлен на рассмотрение 
на Третьей международной научно-прак-
тической конференции по дифференциро-
вочным антигенам лейкоцитов человека 
(Third International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 

Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценивали клон L27 как 
часть скрытой панели антител и сообщили 
согласующиеся друг с другом результа-
ты11.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-
ценции (MFI) разных образцов, как пока-
зано в табл. 6. Для каждого образца две 
разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости в пределах образца.
Таблица 6. Повторяемость MFI B-лимфоцитов 
по разным партиям и многим донорам (N)

Флуоро-
хром Na

a. N = количество образцов

Средняя 
MFI

Объе-
динен-
ное SD

Объе-
динен-
ный 

%CVb

b. CV = коэффициент вариации

FITC 8 520,2 58,46 11,24

PE 3 2773,9 304,98 10,99

PerCP 28 542,0 51,84 9,57

PerCP-Cy5.5 5 2055,9 418,67 20,37

PE-Cy7 4 2181,5 192,15 8,81

APC 3 4063,5 1368,09 33,67

APC-Cy7 4 1205,3 137,41 11,40

APC-H7c

c. Данные собраны как средняя интенсивность флуоресцен-
ции.

64 9639,3 315,77 3,28

V450c 64 26 746,7 480,6 1,8
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Погрешность
Данные погрешности собирали на проточ-
ных цитометрах BD FACScan™ и 
BD FACSCalibur™ с использованием ПО 
BD CellQuest версии 3.1 или более позд-
ней для определения лимфоцитов CD20+. 
Результаты по реагенту CD20 PerCP-Cy5.5 
сравнивали с результатами по реагенту 
CD20 PE. См. табл. 7.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Только для диагностики in vitro.

• Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделе-
ние, чем конъюгаты с другими красите-
лями (FITC, PerCP). Если популяции 
перекрываются, на расчет процента кле-
ток, положительных по маркеру, может 
влиять выбор флуорохрома.

• Использование моноклональных анти-
тел в лечении пациентов может мешать 
распознаванию антигенов-мишеней дан-
ным реагентом. Это необходимо учиты-
вать при анализе образцов пациентов, 
подвергающихся подобному лечению. 
Компания BD Biosciences пока не оха-
рактеризовала влияние терапевтических 
антител на эффективность данного реа-
гента.

• Отдельные реагенты могут давать 
только ограниченную информацию при 
анализе лейкемий и лимфом. Использо-
вание сочетаний реагентов может дать 

больше информации, чем использование 
индивидуальных реагентов. Особо реко-
мендуется многоцветный анализ с 
использованием сочетаний реагентов.3

• Поскольку реагенты можно использо-
вать в различных сочетаниях, лаборато-
рии должны ознакомиться со свой-
ствами каждого антитела в связке с дру-
гими маркерами в нормальных и ано-
мальных образцах.

• Данные по эффективности реагента 
обычно собирают с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффек-
тивность реагентов может повлиять 
использование других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

Таблица 7. Регрессионный анализ по реагенту 
CD20 PerCP-Cy5.5 против реагента CD20 PE

Fluora

a. Fluor = флуорохром

Nb

b. N = количество образцов

r

Коэф-
фици-
ент

Свобод-
ный 
член

Диапа-
зон (%)

CD20 53 0,97 0,91 –0,01 3,2–29,4
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Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодейст-
вие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окра-
ска

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не проа-
нализированы в 
течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность цитометра.
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CD45 (2D1)
Моноклональные антитела мыши к сыворотке чело-
века для идентификации клеток, экспрессирующих 
антиген CD45

Форма № по каталогу

FITC 345808

PerCP 345809

PerCP-Cy5.5 332784

APC 340910

APC-Cy7 348815

APC-H7 641417

V500-C 655873

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Комплект CD20 предназначен для диагно-
стической идентификации in vitro (IVD) 
клеток, экспрессирующих антиген CD20, 
на проточном цитометре BD FACS™.

Проточный цитометр должен быть обору-
дован для обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым ПО (таким как клиническое 
ПО BD CellQuest™, BD CellQuest™ Pro, 
BD FACSDiva™ или BD FACSCanto™) 
для сбора данных и их анализа. Инструк-
ции см. в руководстве пользователя цито-
метра.

Приложения
Экспрессия антигена CD45 в исследова-
нии гематологической неоплазии1–6.

2. СОСТАВ

CD45, клон 2D1, получается путем гибри-
дизации клеток мышиной миеломы NS-1 с 
клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных одноядерными клет-
ками периферической крови человека 
(PBMC). CD45 состоит из мышиных тяже-
лых цепей IgG1 и легких каппа-цепей.

Все нижеперечисленные реагенты постав-
ляются в физиологическом растворе с 
фосфатным буфером (PBS), рецептура 
которого описана в табл. 1.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое коли-

чество
Конц.a 

(мкг/мл)

FITC 100 мкг в 2,0 мл PBS c 
желатином и 0,1 % 

азида натрия

50

PerCP 50 мкг в 2,0 мл PBS c 
желатином и 0,1 % 

азида натрия

25

PerCP-Cy™5.5b 6 мкг в 1,0 мл PBS c 
желатином и 0,1 % 

азида натрия

6
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Чистота антител следующая:

• FITC: ≤5 % свободного флуорофора во 
флаконах, измеренного методом эксклю-
зионной хроматографии (SEC)

• PerCP, PerCP-Cy5.5, APC, APC-Cy7, 
APC-H7, V500-C: ≤20 % свободного 
флуорофора во флаконах, измеренного 
методом SEC

3. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Антитела стабильны при хранении при 
2–8 °C до истечения срока годности, ука-
занного на маркировке. Не используйте 
реагент после истечения срока годности. 
Не замораживайте реагент и не подвер-
гайте его воздействию прямых солнечных 
лучей во время хранения или инкубации с 
клетками. Держите пузырьки с антите-
лами в сухом месте.

Не используйте реагент в случае обнару-
жения каких-либо изменений в его внеш-
нем виде. Выпадение осадка или измене-
ние цвета означает нестабильность или 
непригодность.

4. НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ 
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ 
ИЛИ ВЕЩЕСТВА

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 x 75 мм с крышками

• Микропипетка с наконечниками

• Мешалка «вортекс»

• Центрифуга

• Лизирующий раствор BD FACS™ 
Lysing Solution (10X) (№ по каталогу 
349202)

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• BD CellWASH™ (№ по каталогу 
349524) или промывочный буфер PBS, 
содержащий 0,1 % азида натрия

• Буферный раствор для окрашивания, 
состоящий из PBS с 0,2 % бычьего сыво-
роточного альбумина (BSA) и 0,1 % 
азида натрия

• BD CellFIX™ (№ по каталогу 340181) 
или 1%-й раствор параформальдегида 
(PFA) в PBS с 0,1 % азида натрия

Храните не более 1 недели в темной 
стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Стабилизирующий фиксатив BD™ 
Stabilizing Fixative (3X) (№ по каталогу 
339860)

Инструкции по разбавлению и предо-
сторожности см. в руководстве по 
использованию реагентов.

• Гранулы BD Calibrite™ Beads

APC 12,5 мкг в 0,5 мл PBS c 
желатином и 0,1 % 

азида натрия

25

APC-Cy™7 50 мкг в 0,5 мл PBS c 
желатином и 0,1 % 

азида натрия

100

APC-H7 50 мкг в 0,5 мл PBS с 
BSA и ProClin™ 300c

100

BD Horizon™ 
V500-C

50 мкг в 0,5 мл PBS с 
BSA и ProClin™ 950

100

a. Конц. = концентрация
b. Cy™ — это товарный знак компании GE Healthcare. Этот 

продукт является предметом прав собственности GE 
Healthcare и Университета Carnegie Mellon, изготавлива-
ется и продается по лицензии GE Healthcare. Этот продукт 
лицензирован для продажи исключительно для диагно-
стики in vitro. Он не лицензирован ни для каких других 
применений. Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, верните этот 
продукт нераспакованным в BD Biosciences, 2350 Qume 
Drive, San Jose, CA 95131, и заплаченные за него деньги 
будут возвращены.

c. ProClin является товарным знаком компании The Dow 
Chemical Company или ее аффилированных лиц.

Таблица 1. Концентрации во флаконах

Форма
Поставляемое коли-

чество
Конц.a 

(мкг/мл)
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• Семицветные настроечные гранулы 
BD FACS™ 7-color setup beads (№ по 
каталогу 335775)

• Гранулы BD™ Multicolor CompBeads 
(№ по каталогу 644204)

• Гранулы BD FACSDiva™ CS&T IVD 
Beads (№№ по каталогу 656046 и 
656047)

• Проточный цитометр BD FACS

Подробности см. в руководстве поль-
зователя цитометра.

5. ОБРАЗЕЦ (ОБРАЗЦЫ)

Реагенты можно использовать для имму-
нофенотипирования методом проточной 
цитометрии различных типов образцов, 
включая периферическую кровь, аспираты 
или биопсии костного мозга и другие жид-
кости организма или ткани. Для каждого 
типа образцов возможны различные усло-
вия хранения и ограничения, которые 
должны быть приняты во внимание до 
отбора образцов и анализа6, 7.

Образцы с большим количеством нежиз-
неспособных клеток могут давать ошибоч-
ные результаты из-за селективной потери 
популяций и повышенного неспецифиче-
ского связывания антител с нежизнеспо-
собными клетками. Необходимо оценить 
жизнеспособность образцов и установить 
предельное значение. Рекомендуемое пре-
дельное значение — не менее 80 % жизне-
способных клеток6.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологиче-
ские образцы и материалы, соприкасаю-
щиеся с ними, представляют потенциаль-
ную биологическую опасность. Обращай-
тесь с материалами как с потенциальными 
источниками инфекции8, 9 и при утилиза-
ции соблюдайте меры предосторожности в 
соответствии с законами, принятыми на 
федеральном, региональном и местном 

уровне. Никогда не набирайте жидкость в 
пипетку ртом. Следует использовать соот-
ветствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

При расфасовке некоторых реагентов по 
флаконам используется консервант 
ProClin 300, и они содержат 0,003 % смеси 
CMIT/MIT (3:1), номер CAS: 55965-84-9.

6. ПРОЦЕДУРА

Окрашивание образцов

1. К 100 мкл цельной крови в полисти-
рольной пробирке 12 х 75 мм с крыш-
кой добавьте соответствующий объем 
конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител CD45.

Относительно объема см. соответству-
ющую маркировку пузырька.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкуби-
руйте в течение 15–30 минут в темноте 
при комнатной температуре (20–25 °С).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS в 
каждую пробирку.

Предупреждение

H317 Может вызывать аллергическую 
кожную реакцию.

Надеть перчатки и средства защиты глаз.
Надеть защитную одежду.
Избегать вдыхания тумана / паров / 
вещества в распыленном состоянии.
При раздражении кожи или сыпи: 
обратитесь к врачу.
ПРИ ПОПАДАНИИ НА КОЖУ: 
промыть большим количеством воды.
Выполняйте утилизацию содержимого/
контейнера с соблюдением мер 
предосторожности, описанных в 
местных/региональных/
государственных/международных 
нормативных требованиях.
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4. Мягко встряхните пробирки на «вор-
тексе» и инкубируйте в течение 
10 минут в темноте при комнатной 
температуре.

5. Центрифугируйте пробирки при 300 g 
в течение 5 минут.

6. Отделите супернатант аспирацией.

7. Добавьте 2 мл буфера в каждую про-
бирку в соответствии с используемым 
флуорохромом (табл. 2). «Да» в обоих 
столбцах означает, что можно исполь-
зовать любой буфер.

8. Центрифугируйте пробирки при 300 g 
в течение 5 минут.

9. Отделите супернатант аспирацией.

10. Добавьте 0,5 мл буфера в каждую про-
бирку согласно табл. 2 и немедленно 
проанализируйте образцы или 
добавьте фиксатив согласно табл. 3.

Добавление фиксатива

1. Добавьте 0,5 мл фиксатива согласно 
табл. 3. «Да» в обоих столбцах озна-
чает, что можно использовать любой 
фиксатив.

ВНИМАНИЕ! Для многоцветного ана-
лиза с применением РЕ-конъюгата 
используйте раствор BD CellFIX или 
1%-й раствор параформальдегида.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе».

Таблица 2. Рекомендуемый буфер

Флуорохром

Буфер 
окрашива-

ния BD CellWASH

FITC Да Да

PerCP Не проверя-
лось

Да

PerCP-Cy5.5 Да Да

APC Да Да

APC-Cy7 Не проверя-
лось

Да

APC-H7 Да Да

V500-C Не проверя-
лось

Да

Таблица 3. Совместимый фиксатив

Флуо-
рохром

Раствор 
BD CellFIX 

(или 1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-
щий фикса-

тив 
BD Stabilizing 

Fixative

FITC Да Нет

PerCP Да Нет

PerCP-Cy5.5 Да Нет

APC Да Нет

APC-Cy7 Да Да

APC-H7 Да Да

V500-C Да Нет
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3. Инкубируйте пробирки при 2–8 °С в 
темноте согласно табл. 4.

4. Тщательно перемешайте содержимое 
пробирок перед анализом.

До анализа храните пробирки при 
2–8 °C. Рекомендуется анализиро-
вать образцы в пределах 24 часов 
после окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Не храните РЕ-конъю-
гаты в стабилизирующем фиксативе 
BD Stabilizing Fixative, так как это 
может вызвать уменьшение интенсив-
ности окрашивания.

ВНИМАНИЕ! Длительное воздей-
ствие параформальдегида на клетки 
может привести к повышенной авто-
флуоресценции в фиолетовых каналах. 

Для хранения окрашенных клеток в 
течение ночи промойте и ресуспенди-
руйте их в буфере без параформальде-
гида после 1-часовой фиксации.

ВНИМАНИЕ! Некоторые конъюгаты 
APC-Cy7 и в меньшей степени — 
конъюгаты APC-H7 обнаруживают 
изменения в своих эмиссионных спек-
трах при длительном воздействии 
параформальдегида или света. Для 
хранения окрашенных клеток в тече-
ние ночи промойте и ресуспендируйте 
их в буфере без параформальдегида 
после 1-часовой фиксации.

Аналитические результаты
При некоторых заболеваниях можно ожи-
дать аномального числа клеток, экспрес-
сирующих данный антиген, или аберрант-
ного уровня его экспрессии. Для проведе-
ния надлежащего анализа важно понимать 
картину нормальной экспрессии данного 
антигена и ее связь с экспрессией других 
антигенов.

Проточная цитометрия
Тщательно перемешайте клетки на «вор-
тексе» при низкой скорости, чтобы сни-
зить агрегацию перед их введением в про-
точный цитометр10. Соберите и проанали-
зируйте данные в списочном режиме с 
помощью соответствующего программ-
ного обеспечения. Прежде чем собирать 
данные, отрегулируйте пороговый уро-
вень, чтобы минимизировать учет клеточ-
ных обломков и убедиться, что интересую-
щая вас популяция присутствует. На рис. 1 
представлены репрезентативные данные, 
полученные на лейкоцитах перифериче-
ской крови. Лазерное возбуждение прово-
дилось при длине волны 405, 488 и 
635 нм.

Таблица 4. Рекомендуемая процедура инкуба-
ции

Раствор 
BD CellFIX (или 

1 % PFA)

Неконцентри-
рованный ста-
билизирую-

щий фиксатив 
BD Stabilizing 

Fixative

Период инкуба-
ции

60 минут 30 минут

Дополнитель-
ные этапы

1. Центрифуги-
руйте про-
бирки при 
300 g в тече-
ние 5 минут.

2. Отделите 
супернатант 
аспирацией.

3. В каждую 
пробирку 
добавьте 
0,5 мл буфера 
окрашивания 
и аккуратно 
перемешайте 
на «вортексе».

Нет
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Рисунок 1. Репрезентативные данные, 
полученные на проточном цитометре 
BD FACS

Внутренний контроль качества
Настройка цитометра зависит от использу-
емого флуорохрома и типа цитометра. 
Данные о методах настройки, пригодных 
для цитометра и специфически меченого 
флуорохрома, см. в табл. 5. Методы 
настройки приведены после табл. 5.

Метод настройки 1
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-H7.

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto для установки напря-
жения и компенсации флуоресценции 
в фотоэлектронном умножителе 
(ФЭУ) и проверки чувствительности 
цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из клинического 
программного обеспечения 
BD FACSCanto с экспериментом в 
программном обеспечении 
BD FACSDiva версии 7.0.

Подробнее см. Справочное руковод-
ство по программному обеспечению 
BD FACSDiva™ версии 7.0.
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Таблица 5. Метод настройки, рекомендуемый 
для сочетаний цитометра и флуорохрома

Флуо-
рохром

BD FACS 
Canto II

BD FACS 
Canto

BD FACS 
Calibur

FITC 1, 2, 4 2 3

PerCP 2 2 3

PerCP-Cy5.5 1, 2, 4 2 3

APC 1, 2, 4 2 3

APC-Cy7 2, 4 2 Н/Д

APC-H7 1, 4 2 Н/Д

V500-C 4 Н/Д Н/Д
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3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ.

При этом название параметра изме-
нится с APC-H7 на APC-Cy7. Несо-
впадающие параметры будут удалены.

ВНИМАНИЕ! Если выбрать Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра), напря-
жение ФЭУ для APC-Cy7 не будет свя-
зано с параметрами приложения лизи-
рования с отмывкой и текущие 
настройки напряжения ФЭУ и назва-
ние параметра не изменятся.

4. Запишите значение напряжения ФЭУ 
для параметра APC-Cy7, отмените 
связь с параметрами приложения лизи-
рования с отмывкой и измените метку 
параметра APC-Cy7 на APC-H7.

5. Введите значение напряжения ФЭУ 
для APC-Cy7, записанное для параме-
тра APC-H7.

6. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и программное обеспече-
ние BD FACSDiva для установки ком-
пенсации флуоресценции.

Подробнее см. руководство по эксплу-
атации гранул BD™ Multicolor 
CompBeads.

Метод настройки 2
Рекомендуется при использовании 6-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает APC-Cy7.

1. Используйте семицветные настроеч-
ные гранулы BD FACS 7-color setup 
beads и клиническое ПО 
BD FACSCanto для установки напря-

жения и компенсации флуоресценции 
в фотоэлектронном умножителе 
(ФЭУ) и проверки чувствительности 
цитометра.

2. Свяжите параметры приложения лизи-
рования с отмывкой из клинического 
программного обеспечения 
BD FACSCanto с экспериментом в 
программном обеспечении 
BD FACSDiva.

3. Выберите Overwrite (Перезаписать) в 
диалоговом окне Cytometer Settings 
Mismatch (Несовпадение настроек 
цитометра), чтобы связать значения 
напряжения ФЭУ и настройки компен-
сации для всех параметров. Несовпа-
дающие параметры будут удалены.

ПРИМЕЧАНИЕ. В случае использо-
вания лазерной конфигурации 4-2H-2V 
(конфигурации BD по умолчанию), 
при выборе Overwrite (Перезаписать) 
название параметра изменится с APC-
H7 на APC-Cy7.

ВНИМАНИЕ! При выборе Apply 
(Применить) в диалоговом окне 
Cytometer Settings Mismatch (Несо-
впадение настроек цитометра) связаны 
будут только настройки для параме-
тров, совпадающие с приложением 
лизирования с отмывкой. При исполь-
зовании лазерной конфигурации 4-2H-2V 
и выборе Apply (Применить) значения 
напряжения ФЭУ и настройки компен-
сации для APC-Cy7 связаны не будут. 
Название параметра останется 
APC-H7.
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Метод настройки 3
Используйте гранулы BD Calibrite Beads и 
клиническое ПО BD FACSComp™ для 
установки напряжения и компенсации 
флуоресценции в фотоэлектронном умно-
жителе (ФЭУ) и проверки чувствительно-
сти цитометра.

Метод настройки 4
Рекомендуется при использовании 8-цвет-
ного сочетания реагентов, которое вклю-
чает фиолетовые флуорохромы.

1. Используйте гранулы BD FACSDiva 
CS&T IVD Beads и программное обе-
спечение BD FACSDiva версии 7.0 для 
настройки значений напряжения ФЭУ. 
Подробнее см. руководство по эксплу-
атации BD FACSDiva CS&T IVD 
Beads.

2. Используйте гранулы BD Multicolor 
CompBeads и программное обеспече-
ние BD FACSDiva для установки ком-
пенсации флуоресценции.

Подробнее см. руководство пользователя 
цитометра и руководства по эксплуатации.

Рекомендуется ежедневно измерять кон-
трольный образец, полученный от здоро-
вого взрослого, или коммерчески доступ-
ный контрольный образец цельной крови 
для оптимизации настроек цитометра и 
для проверки системы управления каче-
ством11.

7. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Специфичность
Реагент CD45 распознает антиген лейко-
цитов человека с молекулярной массой от 
180 до 220 килодальтон (кДа), являю-
щийся представителем семейства T20012.

Антиген CD45 присутствует на всех чело-
веческих лейкоцитах, в т. ч. на лимфоци-
тах, моноцитах, гранулоцитах, эозинофи-
лах и базофилах периферической крови, и 
играет роль в сигнальной трансдукции, 
изменяя сигналы молекул с других 
поверхностей12. Антитело CD45 обладает 
низкой способностью к реакции со зре-
лыми циркулирующими эритроцитами и 
тромбоцитами12, 13.

Чувствительность
Чувствительность определяется как мак-
симальная интенсивность окрашивания 
популяции CD45+. Чувствительность 
измерена на диапазоне концентраций 
антител. Каждая концентрация реагента 
тестировалась на цельной крови. Средняя 
интенсивность флуоресценции (MFI) 
CD45+ определялась для каждого образца 
и усреднялась по каждой из концентраций. 
Концентрация антител во флаконах для 
каждого реагента обеспечивала оптималь-
ную чувствительность при обнаружении 
клеток CD45+. См. табл. 1.

Воспроизводимость
CD45 был представлен на рассмотрение 
на Четвертой международной научно-
практической конференции по дифферен-
цировочным антигенам лейкоцитов чело-
века (Fourth International Workshop and 
Conference on Human Leucocyte 
Differentiation Antigens). Участвовавшие 
лаборатории оценивали клон 2D1 как 
часть скрытой панели антител и сообщили 
согласующиеся друг с другом результа-
ты12.

Повторяемость
Для определения повторяемости окраши-
вания каждым реагентом образцы окраши-
вали несколькими партиями реагентов. 
При проведении оценки было рассчитано 
значение средней интенсивности флуорес-
ценции (MFI) для разных образцов, как 
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показано в табл. 6. Для каждого образца 
две разные партии реагентов дали пару 
результатов. Индивидуальные среднеква-
дратичные отклонения (SD) определяли 
по парным результатам для каждого 
образца. Индивидуальные SD группиро-
вали для выведения объединенного SD для 
каждого реагента, что обеспечивало 
оценку повторяемости в пределах образца.

Погрешность
Данные погрешности собирали на проточ-
ных цитометрах BD FACScan™ и 
BD FACSCalibur™ с использованием про-
граммного обеспечения BD CellQuest вер-
сии 3.1 или более поздней для определе-

ния лимфоцитов CD45+, моноцитов 
CD45+ и гранулоцитов CD45+. Результаты 
по реагенту CD45 PerCP сравнивали с 
результатами по реагенту CD45 FITC. См. 
табл. 7.

8. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Только для диагностики in vitro.

• Конъюгаты с более яркими флуорохро-
мами (PE, APC) дают большее разделе-
ние, чем другие красители (FITC, PerCP 
и V500-C). Если популяции перекрыва-
ются, на расчет процента клеток, поло-
жительных по маркеру, может влиять 
выбор флуорохрома.

• Использование моноклональных анти-
тел в лечении пациентов может мешать 
распознаванию антигенов-мишеней дан-
ным реагентом. Это необходимо учиты-
вать при анализе образцов пациентов, 
подвергающихся подобному лечению. 
Компания BD Biosciences пока не оха-
рактеризовала влияние терапевтических 
антител на эффективность данного реа-
гента.

• Отдельные реагенты могут давать 
только ограниченную информацию при 
анализе лейкемий и лимфом. Использо-
вание сочетаний реагентов может дать 

Таблица 6 Повторяемость MFI CD45+ лейкоци-
тов по разным партиям и многим донорам (N)a 

(N)

a. За исключением APC-H7 и V500-C, которые тестировались 
с одиночной партией контроля BD™ Multi-Check.

Флуо-
рохром Nb

b. N = количество образцов

Средняя 
MFI

Объ-
единен-
ное SD

Объ-
единен-
ный 

%CVc

c. CV = коэффициент вариации

FITC 20 786,4 95,88 12,19

PerCPd

d. Лимфоциты

58 606,9 59,00 9,72

PerCPe

e. Моноциты

58 348,9 34,31 9,83

PerCPf

f. Гранулоциты

57 109,2 10,26 9,39

PerCP-Cy5.5 3 2900,5 182,93 6,31

APC 3 6171,8 96,13 1,56

APC-Cy7d 3 1508,33 122,18 8,10

APC-Cy7e 3 729,83 65,38 8,96

APC-Cy7f 3 238,83 21,20 8,88

APC-H7g

g. Данные собраны как средняя интенсивность флуоресцен-
ции.

64 12 211,5 91,091 0,89

V500-Cg 64 10 070,52 46,6 0,5

Таблица 7. Регрессионный анализ по реагенту 
CD45 PerCP относительно реагента CD45 FITC

Fluora

a. Fluor = флуорохром

Nb

b. N = количество образцов

r

Коэф-
фи-
циент

Свобод-
ный 
член

Диапа-
зон (%)

CD45c

c. Лимфоциты

64 0,99 1,02 –0,51 14,9–61,3

CD45d

d. Моноциты

64 0,98 0,96 0,19 3,2–23,2

CD45e

e. Гранулоциты

64 0,98 0,99 0,77 13,9–78,2
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больше информации, чем использование 
индивидуальных реагентов. Настоя-
тельно рекомендуется многоцветный 
анализ с использованием релевантных 
сочетаний реагентов7.

• Поскольку реагенты можно использо-
вать в различных сочетаниях, лаборато-
рии должны ознакомиться со свой-
ствами каждого антитела в связке с дру-
гими маркерами в нормальных и ано-
мальных образцах.

• Данные по эффективности реагента 
обычно собирают с использованием 
крови, обработанной ЭДТК. На эффек-
тивность реагентов может повлиять 
использование других антикоагулянтов.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе в любых принятых компа-
нией BD общих условиях продажи для клиентов 
за пределами США, при приобретении этих 
изделий применяются следующие гарантийные 
обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗА-
ТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С 
ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО 
НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО 
ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАН-
ТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ И 
СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ 
КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕ-
НИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ 
ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАН-
НЫЕ ИЗДЕЛИЕМ.

ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ 
НЕИСПРАВНОСТЕЙ

Проблема
Возможная 
причина Решение

Плохое разде-
ление клеточ-
ных обломков 
и лимфоцитов

Взаимодей-
ствие клеток с 
другими клет-
ками или тром-
боцитами

Приготовьте и 
окрасьте другой 
образец.

Неправильное 
обращение с 
клеточным пре-
паратом

Проверьте жизнеспо-
собность клеток, 
центрифугируйте 
клетки на низких 
скоростях.

Ненадлежащие 
параметры 
настройки

Следуйте процеду-
рам настройки при-
бора; оптимизи-
руйте настройки, 
если необходимо.

Тусклая или 
блеклая окрас-
ка

Концентрация 
клеток слиш-
ком велика на 
этапе окраши-
вания

Проверьте и отрегу-
лируйте концентра-
цию клеток или 
объем образца; 
выполните окраши-
вание свежего 
образца.

Недостаточно 
реагента

Повторите окраши-
вание с увеличенным 
количеством анти-
тел.

Клетки не про-
анализированы 
в течение 24 
часов после 
окрашивания

Повторите окраши-
вание на свежем 
образце; проанализи-
руйте его немед-
ленно.

Неправильно 
приготовлена 
среда (не добав-
лен азид 
натрия)

На стадиях окраши-
вания и промывки 
используйте азид 
натрия.

Мало или нет 
клеток

Концентрация 
клеток слиш-
ком мала

Ресуспендируйте 
свежий образец с 
более высокой кон-
центрацией; повто-
рите окрашивание и 
анализ.

Неисправность 
цитометра

Устраните неисправ-
ность цитометра.
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1. НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов BD Simultest™ IMK Plus представляет собой 
двухцветный прямой иммунофлуоресцентный метод для подсчета 
процентного содержания следующих субпопуляций зрелых (не 
бластных) лимфоцитов человека в лизированной цельной крови (LWB): 
T-лимфоциты (CD3+) и активированные T-лимфоциты (CD3+HLA-
DR+), B-лимфоциты (CD19+), T-лимфоциты хелперы/индукторы 
(CD4+) и супрессоры/киллеры (CD8+) и естественные лимфоциты-
киллеры (NK-лимфоциты) (CD16+ и (или) CD56+). Также с его 
помощью можно определить отношение хелперов и супрессоров 
(CD4+/CD8+). 

2. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ И ПОЯСНЕНИЯ

Человеческие лимфоциты можно разделить на три крупные 
субпопуляции на основании их биологической функции и экспрессии 
антигенов клеточной поверхности, которая коррелирует с функцией: 
T-лимфоциты, B-лимфоциты и NK-лимфоциты. T-лимфоциты участвуют 
в антиген-специфической клеточно-опосредованной иммунной защите 
и управляют секрецией иммуноглобулина B-лимфоцитами. На 
основании функциональных свойств T-лимфоциты также можно 
классифицировать как хелперы/индукторы, супрессоры/киллеры и 
активированные T-лимфоциты.

Описанные в литературе методы оценки субпопуляций лимфоцитов 
характеризовались рядом недостатков, так как их результаты зависели 
от применяемых методик, требовали много времени или не обладали 
высокой специфичностью в отношении клеточной линии 
дифференцировки. Классические методы включали идентификацию 
T-лимфоцитов путем розеткообразования с эритроцитами барана1 
и идентификацию B-лимфоцитов при помощи эритроцитов барана, 
покрытых меченных флуорохромом поликлональных антител к 
поверхностному иммуноглобулину1. Методы анализа цитолитических 
лимфоцитов включали метод гемолитических бляшек2 и анализ на 
цитотоксичность для определения высвобождения радиоактивного хрома3.
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Реагенты на основе антител используются для идентификации 
поверхностных клеточных антигенов посредством флуоресцентной 
микроскопии, электронной микроскопии и анализа с помощью 
радиоактивной метки4. Микроскопические методы не обладают 
высокой чувствительностью в связи с возможностью анализа 
ограниченного количества клеток, а методы с использованием 
радиоактивных изотопов требуют дополнительных мер безопасности 
и особых условий утилизации отходов. Проточная цитометрия 
с использованием непрямой иммунофлуоресценции, обеспечивая 
чувствительность анализа5, требует дополнительного этапа добавления 
вторичного реагента, меченного флуорохромом.

Лимфоциты из цельной крови человека традиционно готовили для 
цитометрического анализа с использованием методов разделения 
в градиенте плотности. Исследования показали, что эти методы 
требовали много времени, включали многочисленные этапы обработки 
крови и могли приводить к потере субпопуляций лимфоцитов6–8. Метод 
лизированной цельной крови (LWB), используемый с этим набором, не 
требует разделения в градиенте плотности, поэтому позволяет 
сократить время подготовки образца и уменьшить количество 
манипуляций с цельной кровью6 (см. Monoclonal Antibodies Source Book 
(Сборник материалов, посвященных моноклональным антителам) 
компании BD, раздел 2.2). 

Разработка технологии моноклональных антител и проточной 
цитометрии обеспечила возможность новых подходов к идентификации 
субпопуляций лейкоцитов и мониторингу иммунитета. Применение 
моноклональных антител, меченных флуорохромом, и многоцветной 
проточной цитометрии обеспечивает возможность одновременного 
количественного определения двух и более субпопуляций лейкоцитов. 
Мониторинг иммунитета упрощается за счет использования проточных 
цитометров, таких как система BD FACScan™, которые точно 
характеризуют клетки с помощью анализа по четырем параметрам. 
Система BD FACScan при использовании с ПО BD Simultest™ IMK 
Plus характеризует до 50 000 клеток в одном образце путем 
одновременного анализа прямого светорассеяния (FSC), бокового 
светорассеяния (SSC) и многоцветной флуоресценции.
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Клиническое применение*

Общее процентное содержание T- и B-лимфоцитов используется для 
характеристики некоторых форм иммунодефицита9,10 и некоторых 
типов аутоиммунных заболеваний11,12.

Содержание активированных T-лимфоцитов (T-лимфоцитов HLA-DR+) 
может быть повышено при активации иммунной системы13, которая 
может быть вызвана инфекцией14 или предстоящим отторжением в 
случае мониторинга трансплантата15. Истинную причину активации 
иммунной системы необходимо подтвердить при помощи 
дополнительных клинических и лабораторных исследований.

T-лимфоциты хелперы/индукторы являются субпопуляцией T-лимфоцитов 
(CD3+), которая также экспрессирует антиген CD4. T-лимфоциты 
супрессоры/киллеры экспрессируют антиген CD8 и являются 
преимущественно субпопуляцией T-лимфоцитов (CD3+), хотя 
субпопуляция NK-лимфоцитов также является CD8+ 16. Определение 
процентного содержания лимфоцитов CD4+ и CD8+ может быть 
полезным при мониторинге иммунного статуса пациентов с 
иммунодефицитами, аутоиммунными заболеваниями или иммунными 
реакциями. Относительное процентное содержание субпопуляции 
CD4+ снижено, а субпопуляции CD8+ — повышено у многих пациентов 
с врожденными или приобретенными иммунодефицитами9, такими как 
тяжелый комбинированный иммунодефицит (ТКИД)9 и синдром 
приобретенного иммунодефицита (СПИД)17.

* Не во всех исследованиях, процитированных в этом разделе, использовались 
реагенты BD.
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Процентное содержание T-лимфоцитов супрессоров/киллеров может 
выходить за рамки нормального референсного диапазона при 
некоторых аутоиммунных заболеваниях11 и некоторых иммунных 
реакциях, таких как острая реакция «трансплантат против хозяина» 
(РТПХ)18 и отторжение трансплантата15. Относительное процентное 
содержание популяции лимфоцитов CD8+ часто понижено при 
активной системной красной волчанке (СКВ), но может быть 
повышено у больных СКВ, проходящих стероидную терапию1. 

Отношение T-лимфоцитов CD4+/CD8+ (хелперы/супрессоры), 
измеренное как отношение CD4 FITC-положительных лимфоцитов 
к CD8 PE-положительным лимфоцитам, используется для оценки 
состояния иммунной системы у пациентов с имеющимися или 
подозреваемыми аутоиммунными заболеваниями11,12 или 
иммунодефицитами1,17. При иммунодефицитах относительное 
процентное содержание лимфоцитов хелперов зачастую снижается, 
а лимфоцитов супрессоров — растет. Для упомянутых состояний также 
характерна T-клеточная лимфопения10,19. Кроме того, данное 
отношение используется для мониторинга пациентов 
с трансплантатами костного мозга на предмет начала острой реакции 
РТПХ18. Будучи полезным индикатором, отношение лимфоцитов 
CD4+/CD8+ (хелперы/супрессоры) обладает определенными 
ограничениями, описанными в разделе 9 «Ограничения» данного 
руководства пользователя.

Показано, что NK-лимфоциты, идентифицированные как CD3-
отрицательные и CD16-положительные и (или) CD56-
положительные20, являются промежуточным звеном в проявлении 
цитотоксичности в отношении определенных опухолевых 
и инфицированных вирусами клеток-мишеней. NK-опосредованная 
цитотоксичность не требует присутствия молекул главного комплекса 
гистосовместимости (ГКГС) I или II класса на целевых клетках21. 
Активность NK-лимфоцитов подавлена у больных СПИДом и, 
в некоторых случаях, при СПИД-ассоциированном комплексе 
и лимфаденопатическом синдроме22.
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3. ПРИНЦИПЫ МЕТОДИКИ

Набор содержит шесть пар реагентов мышиных моноклональных 
антител BD Simultest, конъюгированных с FITC и PE, в том числе 
BD Leucogate™ (CD45/CD14) (реагент A) для установки гейта сбора 
данных лимфоцитов и BD Simultest™ Control IgG1 FITC/IgG2a PE 
(реагент B) для установки маркеров флуоресценции вокруг 
отрицательной популяции и обнаружения не антиген-специфичного 
связывания антител. Набор также содержит лизирующий раствор 
BD Simultest™ IMK Plus Lysing Solution (реагент G) для подготовки 
клеток методом лизирования цельной крови (LWB). Рекомендуется 
использовать систему BD FACScan для проточной цитометрии и 
программное обеспечение BD Simultest IMK Plus для оценки данных.

Свежий образец периферической крови берется методом венопункции 
и окрашивается в течение 6 часов каждым из шести реагентов антител 
из набора BD Simultest IMK Plus. При добавлении реагентов на основе 
моноклональных антител к цельной крови человека меченные 
флуорохромом антитела специфически связываются с поверхностными 
антигенами лейкоцитов. Окрашенные образцы затем обрабатываются 
лизирующим раствором BD Simultest IMK Plus Lysing Solution для 
лизирования эритроцитов и промываются перед анализом методом 
проточной цитометрии.

Аликвота окрашенного образца пациента вводится в проточный 
цитометр и узкой струей проходит через лазерный луч. При 
возбуждении лазерным лучом окрашенные клетки флуоресцируют, 
а излучаемый свет собирается и обрабатывается в проточном 
цитометре. Использование двух флуорохромов обеспечивает 
одновременный двухцветный анализ, так как при возбуждении 
аргоновым ионным лазером с длиной волны 488 нм флуорохромы 
излучают свет с различными длинами волны. FITC-окрашенные 
лимфоциты излучают желто-зеленый свет (максимум излучения 
примерно при 515 нм), а PE-окрашенные лимфоциты — красно-
оранжевый свет (максимум излучения примерно при 580 нм).
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Клетки также взаимодействуют с лазерным пучком, рассеивая свет. 
Результаты измерения прямого светорассеяния хорошо коррелируют 
с размером клетки, тогда как боковое светорассеяние является 
индикатором гранулярности клетки. Проточный цитометр BD FACScan 
в сочетании с ПО BD Simultest IMK Plus измеряет достаточное 
количество клеток для обеспечения включения в гейт сбора данных как 
минимум 2000 лимфоцитов. Файлы данных нужно сохранить в 
списочном режиме под логичными именами в целях облегчения их 
поиска для последующего анализа с помощью ПО BD Simultest IMK Plus.

ПО BD Simultest IMK Plus использует BD Leucogate (реагент A), для 
установки гейта сбора данных лимфоцитов, включающего не меньше 
98 % нормальных зрелых (не бластных) лимфоцитов образца. Однако 
если гейт содержит не менее 3 % моноцитов, ПО автоматически 
сокращает или сужает гейт светорассеяния, чтобы собрать не менее 
95 % лимфоцитов, содержащихся в образце.

ПО идентифицирует и рассчитывает процентное содержание 
загрязняющих моноцитов, гранулоцитов и клеточных обломков, 
которые включены в гейт сбора данных лимфоцитов BD Leucogate, 
на основании SSC, FSC и флуоресцентных свойств. Подробнее о 
настройке гейтов и автоматической коррекции значений процентного 
содержания субпопуляций с использованием процентного показателя 
чистоты гейтированной популяции лимфоцитов программным 
обеспечением см. в руководстве пользователя ПО BD Simultest IMK Plus 
User’s Guide.

Присутствие бластных клеток может помешать процедуре гейтирования 
и привести к ошибке обработки данных. Поэтому образцы, содержащие 
бластные клетки, необходимо анализировать другими методами. Если 
ПО неспособно настроить гейт, на распечатке появится сообщение. 
Полный список сообщений ПО об ошибках см. в руководстве 
пользователя ПО BD Simultest IMK Plus User’s Guide.
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ПО использует отрицательный контроль (реагент B) для установки 
маркеров флуоресценции-1 (FL1) и флуоресценции-2 (FL2) вокруг 
популяции отрицательных лимфоцитов и для количественной оценки 
имеющегося не антиген-специфичного связывания антител, особенно 
обусловленного рецепторами Fc. При наличии более 5 % событий 
контроля выше отрицательных контрольных маркеров FL1 и FL2 на 
экране компьютера и на лабораторной распечатке в отношении 
контрольной пробирки B появляется сообщение об ошибке «too much 
nonspecific staining» («слишком значительное неспецифическое 
окрашивание»). При обработке программным обеспечением пробирки 
с отрицательным контролем оператор должен следить за сообщениями 
об ошибках, которые указывают на наличие не антиген-специфичного 
связывания антител.

Отрицательный контроль представляет собой смесь конъюгированных 
моноклональных антител с теми же флуорохромами (FITC и PE), что и 
в аналитических реагентах. Антитела контроля специфичны в 
отношении антигенов, не присутствующих на лейкоцитах человека. 
Контроль должен использоваться для окрашивания отдельной 
аликвоты каждого образца пациента.

Для каждого образца пациента используются гейт сбора данных 
лимфоцитов, установленный с помощью BD Leucogate (пробирка A), 
и маркеры флуоресценции, определенные с помощью контроля 
(пробирка B), для анализа остальных пробирок (с C по F). Если в 
главном меню ПО BD Simultest IMK Plus выбрана программная опция 
Quadrant Correction (Коррекция квадрантов), результаты подсчета 
субпопуляций лимфоцитов в пробирках с C по F выражаются в виде 
процентного содержания лимфоцитов в гейте сбора данных. 
ПО BD Simultest IMK Plus предоставляет отчет с количественными 
характеристиками этих иммунологически значимых субпопуляций 
лимфоцитов в лизированной цельной крови (LWB) в виде их 
процентных долей от общего количества циркулирующих (не 
бластных) лимфоцитов человека и указывает отношение лимфоцитов 
CD4+/CD8+. Если эта опция ПО не выбрана, результаты выражаются 
как процентные доли от суммы гейтированных событий.
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В целях контроля качества ПО автоматически определяет трехтипную 
лейкограмму с процентными долями моноцитов, гранулоцитов и 
лимфоцитов и распечатывает ее только для сравнения с результатами 
стандартного лабораторного дифференцированного подсчета23. Для 
получения трехтипной лейкограммы ПО использует алгоритм 
идентификации трех клеточных популяций на основании FSC, SSC и 
флуоресценции. Моноциты CD14-положительны и характеризуются 
сигналом SSC, промежуточным между сигналами SSC лимфоцитов и 
гранулоцитов. Лимфоциты и гранулоциты также можно отличить на 
основании их сигнала SSC. Лимфоциты характеризуются низким 
сигналом SSC, а гранулоциты — высоким сигналом SSC.

ПРИМЕЧАНИЕ Дифференцированный подсчет, произведенный 
BD Simultest IMK Plus, следует использовать только для сравнения 
с независимым дифференцированным подсчетом лейкоцитов в целях 
контроля качества и не следует использовать вместо независимого 
лабораторного дифференцированного подсчета лейкоцитов в картах 
пациентов, а также вводить в программное обеспечение BD Simultest 
IMK Plus для получения значений абсолютного содержания.

4. РЕАГЕНТЫ

Поставляемые реагенты в количестве, достаточном для 
проведения 50 тестов

Все реагенты моноклональных антител содержат мышиные 
иммуноглобулины, конъюгированные с FITC или PE, в 1,0 мл 
буферного физиологического раствора, содержащего желатин и 0,1 % 
азида натрия. Моноклональные антитела вырабатываются в результате 
слияния клеток мышиной миеломы с клетками селезенки или 
лимфатических узлов мышей BALB/c. Отношение «флуоресцеин на 
белок» (F:P) для реагентов моноклональных антител BD составляет от 
2 до 10. Отношение F:P для каждого реагента оптимизировано для 
целевого применения.



13

Реагент A, BD Leucogate (CD45/CD14), 1,0 мл

BD Leucogate (CD45/CD14) используется для определения и оценки 
гейта светорассеяния, который дифференцирует лимфоциты от 
гранулоцитов, моноцитов, нелизированных или ядросодержащих 
эритроцитов и клеточных обломков. Этот реагент содержит меченный 
FITC CD45, клон 2D124–26, для идентификации лейкоцитов и меченный 
PE CD14, клон MφP927–29, для идентификации моноцитов.

Антитела CD4530 были получены в результате гибридизации клеток 
мышиной миеломы NS-1 с клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных мононуклеарными клетками периферической 
крови человека (PBMC). Антитела состоят из тяжелых цепей IgG1 
и легких каппа-цепей. Антиген CD45 присутствует на всех 
человеческих лейкоцитах и играет роль в передаче сигналов, 
модифицируя сигналы других поверхностных молекул30. 
Молекулярная масса антигена, распознаваемого данными антителами, 
составляет от 170 до 220 килодальтон (кДа)30.

Антитела CD1427 были получены в результате гибридизации клеток 
мышиной миеломы Sp2/0 с клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных моноцитами периферической крови пациента, 
страдающего ревматоидным артритом. Эти антитела состоят из 
мышиных тяжелых цепей IgG2b и легких каппа-цепей. Молекулярная 
масса антигена CD14, распознаваемого данными антителами, 
составляет 53 кДа31. Это антиген миелоидной дифференциации31, 
присутствующий на 75–90 % моноцитов человека32. Антитела CD14 
слабо реагируют с гранулоцитами33.
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Реагент B, контрольный, 1,0 мл 

Изотипический контрольный реагент используется для установки 
квадрантных маркеров FL1 и FL2 вокруг популяции неокрашенных 
(отрицательных) лимфоцитов в целях разграничения отрицательной и 
положительной клеточной популяции и оценки не антиген-специфичного 
связывания антител, особенно обусловленного рецепторами Fc. Он 
содержит меченный IgG1, клон X40, и меченный PE IgG2a, клон X39, 
мышиные моноклональные антитела, которые специфично реагируют с 
гемоцианином моллюска Megathura crenulata (KLH) — антигеном, 
отсутствующим на лейкоцитах человека.

Реагент C, CD3/CD19, 1,0 мл

CD3/CD19 используется для подсчета T- и B-лимфоцитов. Он содержит 
меченный FITC CD3, клон SK734–37, для идентификации T-лимфоцитов 
и меченный PE CD19, клон 4G738, для идентификации B-лимфоцитов.

Антитела CD336 получены в результате гибридизации клеток мышиной 
миеломы NS-1 с клетками селезенки мышей BALB/c, иммунизированных 
человеческими тимоцитами. Эти антитела состоят из мышиных 
тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей. CD3 реагирует с эпсилон-
цепью комплекса антиген CD3 / Т-клеточный рецептор для 
распознавания антигенов (TCR). Данный комплекс состоит не менее 
чем из четырех белков молекулярной массой от 20 до 30 кДа39. 
Антиген, распознаваемый антителами CD3, нековалентно связан 
с Т-клеточным рецептором α/β или γ/δ (70–90 кДа)40.

Антитела CD1938 получены в результате гибридизации клеток 
мышиной миеломы P3-X63-Ag8.653 с клетками селезенки мышей 
BALB/c, иммунизированных клетками человека с хронической 
лимфоцитарной лейкемией. Антитела состоят из тяжелых цепей IgG1 
и легких каппа-цепей. Антиген CD19 присутствует на B-лимфоцитах 
человека на всех стадиях созревания, но отсутствует на плазматических 
клетках. Этот антиген может быть вовлечен в процессы активации 
и пролиферации B-лимфоцитов41. Молекулярная масса антигена, 
распознаваемого этими антителами, составляет 90 кДа41.
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Реагент D, CD4/CD8, 1,0 мл

CD4/CD8 используется для одновременной характеристики лимфоцитов 
хелперов/индукторов и супрессоров/киллеров. Он содержит меченный 
FITC CD4, клон SK342,43, для идентификации лимфоцитов хелперов/
индукторов и меченный PE CD8, клон SK142,43, для идентификации 
лимфоцитов супрессоров/киллеров.

Антитела CD442 получены в результате гибридизации клеток мышиной 
миеломы NS-1 с клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных T-лимфоцитами периферической крови человека. 
Они состоят из мышиных тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей. 
Антитела CD4 распознают антиген CD4, который взаимодействует 
с молекулами II класса ГКГС и является основным рецептором для 
вируса иммунодефицита человека (ВИЧ)44,45. Молекулярная масса 
этого антигена составляет 59 кДа. Цитоплазматическая часть антигена 
связывается с протеин-тирозинкиназой p56lck. Антиген CD4 обладает 
способностью к регуляции функции комплекса антиген CD3 / TCR46. 
Антитела CD4 реагируют с моноцитами/макрофагами 
и T-лимфоцитами хелперами/индукторами47.

Антитела CD842 получены в результате гибридизации клеток мышиной 
миеломы NS-1 с клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных T-лимфоцитами периферической крови человека. 
Они состоят из мышиных тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей. 
Антиген CD8 присутствует на субпопуляции человеческих Т-лимфоцитов 
супрессоров/киллеров35,43, а также на субпопуляции NK-лимфоцитов16. 
Антигенная детерминанта CD8 взаимодействует с молекулами I класса 
ГКГС, в результате чего повышается адгезия между Т-лимфоцитами 
CD8+ и клетками-мишенями48–50. Связывание антигена CD8 с молекулами 
I класса ГКГС усиливает активацию покоящихся T-лимфоцитов48–51. 
Антиген CD8 экспрессируется в виде дисульфид-связанного 
двухмолекулярного комплекса с субъединицей α с молекулярной массой 
32 кДа52,53. Антиген CD8 связан с p56lck. Комплекс CD8:p56lck может 
играть роль в активации T-лимфоцитов через опосредование взаимодействия 
между антигеном CD8 и комплексом антиген CD3 /TCR50,51.
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Реагент E, CD3/Anti–HLA-DR, 1,0 мл

CD3/Anti–HLA-DR используется для подсчета T-лимфоцитов, не 
T-лимфоцитов DR+ (в основном B-лимфоцитов) и активированных 
T-лимфоцитов. Он содержит меченный FITC CD3, клон SK734–37, 
для идентификации T-лимфоцитов и меченный PE Anti–HLA-DR, клон 
L24354, для идентификации не T-лимфоцитов DR+ и активированных 
T-лимфоцитов.

Антитела Anti–HLA-DR получены путем гибридизации клеток 
мышиной миеломы NS1/1-AG4 с клетками селезенки мышей BALB/c, 
иммунизированных лимфобластоидными B-клетками человека линии 
RPMI 8866. Они состоят из мышиных тяжелых цепей IgG2a и легких 
каппа-цепей. Антиген HLA-DR (человеческий лейкоцитарный антиген, 
D-связанный) — это молекула II класса ГКГС человека. Данный 
антиген — это трансмембранный гликопротеин, состоящий из 
субъединиц α и β молекулярной массой 36 и 27 кДа соответственно54–55. 
Антитела реагируют с неполиморфным эпитопом HLA-DR54–56. 
Антиген экспрессируется на B-лимфоцитах, моноцитах, макрофагах, 
активированных T-лимфоцитах, активированных NK-лимфоцитах 
и недифференцированных клетках-предшественниках14,19,57–60.

Реагент F, CD3/CD16+CD56, 1,0 мл

CD3/CD16+CD56 используется для идентификации T- и NK-лимфоцитов. 
Он содержит меченный FITC-labeled CD3, клон SK734–37, для 
идентификации T-лимфоцитов. Он также содержит меченный PE CD16, 
клон B73.161–64, и меченный PE CD56, клон MY3163,65, для 
идентификации популяций NK-лимфоцитов наряду с субпопуляциями 
T-лимфоцитов.

Антитела CD1664 были получены в результате гибридизации клеток 
мышиной миеломы P3X-63-Ag8.653 с клетками селезенки мышей 
BALB/c, иммунизированных NK-лимфоцитами. Эти антитела состоят 
из тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей61–63. Антиген, 
распознаваемый антителами CD16, является белком с молекулярной 
массой от 50 до 65 кДа — рецептором IgG Fc III, присутствующим на 
NK-лимфоцитах и нейтрофилах20.
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Антитела CD5665 были получены в результате гибридизации клеток 
мышиной миеломы Sp2/0 с клетками мышей (B6xBALB/c)F1, 
иммунизированных клетками линии KG1a. Антитела состоят из 
тяжелых цепей IgG1 и легких каппа-цепей. Молекулярная масса 
гликозилированного антигена, распознаваемого данными антителами, 
составляет от 175 до 220 кДа20,66 (или 137 кДа в дегликозилированном 
состоянии67); он присутствует на NK-лимфоцитах. Антиген CD56 
вовлечен в адгезию однотипных нервных клеток и дифференцировку 
клеток в ходе эмбриогенеза65. 

Реагент G, 10-кратный концентрат лизирующего раствора 
BD Simultest IMK Plus Lysing Solution, 60 мл

Реагент G содержит 10-кратный концентрат буферного лизирующего 
раствора с менее чем 50 % диэтиленгликоля и менее чем 10 % 
формальдегида. При хранении при температуре 2–25 °C 10-кратный 
концентрат стабилен до истечения срока годности, указанного на 
этикетке. Для использования разведите его водой для анализа 
комнатной температуры (20–25 °C) в отношении 1 : 10. Храните 
образец в стеклянном контейнере при комнатной температуре. Готовый 
раствор стабилен в течение 1 месяца при комнатной температуре.

Значения концентрации приведены в следующей таблице.

Реагент Компонент Концентрация (мкг/мл)

A: BD Leucogate (CD45/CD14) CD45 FITC 25

CD14 PE 12,5

B: Контрольный образец IgG1 FITC 25

IgG2a PE 12,5

C: CD3/CD19 CD3 FITC 25

CD19 PE 6

D: CD4/CD8 CD4 FITC 1,5

CD8 PE 25
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Меры предосторожности

• Только для диагностики in vitro.
• Реагенты антител стабильны при хранении при 2–8 °C до истечения 

срока годности, указанного на маркировке. Не используйте реагент 
после истечения срока хранения.

• Реагенты антител нельзя замораживать или подвергать прямому 
воздействию света при хранении или инкубации с клетками.

• Продолжительность инкубации или центрифугирования, а также 
отличные от указанных температуры могут быть причиной ошибки.

• Для получения оптимальных результатов необходимо окрасить 
образцы крови не позднее чем через 6 часов после венопункции.

• Изменение внешнего вида реагентов, например выпадение осадка 
или обесцвечивание, свидетельствует о нестабильности или порче. 
В таком случае реагенты использовать не следует.

• Реагент антител содержит в качестве консерванта азид натрия; тем 
не менее, следует избегать микробного загрязнения, которое может 
стать причиной ошибочных результатов.

• Реагент G содержит от 25 до < 50 % 2,2´-оксибисэтанола 
(диэтиленгликоля), номер CAS 111-46-6; от 5 до < 10 % 
формальдегида, номер CAS 50-00-0, и от 3 до < 5 % метанола, 
номер CAS 67-56-1. Лизирующий раствор считается опасным в 
рамках Согласованной на глобальном уровне системы 
классификации и маркировки химических веществ (СГС). 
Загрузите паспорт безопасности материала с сайта regdocs.bd.com.

E: CD3/HLA-DR CD3 FITC 25

Anti-HLA-DR PE 3,1

F: CD3/CD16+CD56 CD3 FITC 25

CD16 PE 12,5

CD56 PE 25

Реагент Компонент Концентрация (мкг/мл)

http://regdocs.bd.com/regdocs/searchSDS.do
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Опасность

H302+H312+H332: наносит вред при проглатывании, при контакте с кожей 
и при вдыхании.
H315: вызывает раздражение кожи.
H319: вызывает серьезное раздражение глаз.
H317: может вызывать аллергическую кожную реакцию.
H341: предположительно вызывает генетические дефекты.
H350: может вызывать рак.
H371: может нанести вред органам.
H335: может вызывать раздражение дыхательных путей.
H373: может наносить вред органам в результате длительного или 
многократного воздействия.

P201: получить специальные инструкции перед использованием.
P202: не использовать до тех пор, пока не прочитаете и не поймете все 
инструкции и меры безопасности.
P260: не вдыхать вещество в виде пыли, дыма, газа, тумана, паров или в 
распыленном состоянии.
P264: после работы тщательно вымыться.
P272: не выносить загрязненную одежду с места работы.
P280: пользоваться защитными перчатками / защитной одеждой / средствами 
защиты глаз/лица.
P333+P313: в случае раздражения кожи или появления сыпи обратиться 
к врачу.
P337+P313: если раздражение глаз не проходит, обратиться к врачу.
P304+P340: ПРИ ВДЫХАНИИ: вынести пострадавшего на свежий воздух 
и обеспечить ему полный покой в удобном для дыхания положении.
P312: при плохом самочувствии обратиться в ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЙ 
ЦЕНТР или к врачу.
P308+P313: в случае воздействия, в том числе предположительного: 
обратиться к врачу.
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В США в дополнение к показанным выше предупреждениям 
применяются следующие. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Любые биологические образцы и 
материалы, соприкасающиеся с ними, представляют потенциальную 
биологическую опасность. Обращайтесь с материалами как 
с потенциальными источниками инфекции68,69 и при утилизации 
соблюдайте меры безопасности, соответствующие законам, 
принятым на федеральном, региональном или местном уровне. 
Никогда не набирайте жидкость в пипетку ртом. Следует 
использовать соответствующую защитную одежду, средства 
защиты глаз и перчатки.

Опасность

H402: вредно для водных организмов.

P271: использовать только на открытом воздухе или в хорошо 
вентилируемом помещении.
P273: не допускать попадания в окружающую среду.
P270: не принимать пищу, не пить и не курить в процессе использования 
этого продукта.
P281: использовать необходимые средства индивидуальной защиты.
P305+P351+P338: ПРИ ПОПАДАНИИ В ГЛАЗА: осторожно промыть глаза 
водой в течение нескольких минут. Снять контактные линзы, если вы 
пользуетесь ими и если это легко сделать. Продолжить промывание глаз.
P302+P352: ПРИ ПОПАДАНИИ НА КОЖУ: промыть большим количеством 
воды.
P301+P312: ПРИ ПРОГЛАТЫВАНИИ: при плохом самочувствии обратиться 
в ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЙ ЦЕНТР или к врачу.
P330: прополоскать рот.
P321: специальные меры (см. на этом маркировочном знаке).
P363: постирать загрязненную одежду перед последующим использованием.
P405: хранить в закрытом помещении.
P403: хранить в хорошо вентилируемом месте.
P233: держать крышку контейнера плотно закрытой.
P501: утилизировать содержимое/контейнер на подходящем объекте по 
обработке и утилизации отходов в соответствии с применимыми законами, 
постановлениями и характеристиками продукта на момент утилизации.
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5. ПРИБОР

Набор BD Simultest IMK Plus предназначен для использования 
с проточными цитометрами BD, оснащенными соответствующим 
компьютерным оборудованием и программным обеспечением. 
Проточный цитометр должен быть оснащен для обнаружения 
двухцветной флуоресценции, FSC и SSC.

Рекомендуется использовать следующую приборную систему:

• Система проточного цитометра BD FACScan, оснащенная детектором 
трехцветной флуоресценции и детектором светорассеяния по двум 
параметрам. Дополнительные сведения см. в руководстве 
пользователя программного обеспечения BD FACScan User’s Guide.

• Компьютерная система BD CONSORT™ 30 или CONSORT 32 
с периферией (включена в систему BD FACScan). Подробная 
информация об эксплуатации представлена в руководстве 
пользователя  BD CONSORT 30 Software User’s Guide или в 
руководстве пользователя BD CONSORT 32 System User’s Guide.

• Программное обеспечение BD Simultest IMK Plus. 
Дополнительные сведения см. в руководстве пользователя 
программного обеспечения BD Simultest IMK Plus User’s Guide.

• Гранулы BD Calibrite™ Beads (номер по каталогу 349502). Эти 
гранулы можно использовать, чтобы настроить напряжение 
фотоэлектронного умножителя (ФЭУ), компенсацию 
флуоресценции, а также проверить чувствительность прибора 
перед сбором данных на проточном цитометре BD FACScan. 
Подробную информацию об использовании см. в инструкции по 
эксплуатации гранул BD Calibrite Beads.

• Программное обеспечение BD Autocomp™. Дополнительные 
сведения см. в руководстве пользователя программного 
обеспечения BD Autocomp Software User’s Guide.

Все рабочие характеристики были получены при использовании 
вышеуказанной приборной системы. Прочие системы обладают 
другими характеристиками.
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6. ОТБОР И ПОДГОТОВКА ОБРАЗЦОВ

Проведите забор крови асептически с помощью венопункции5,70 в 
стерильную пробирку для забора крови с ЭДТА BD Vacutainer® EDTA 
Blood Collection Tube (с лиловой крышкой). Для исследования 
требуется не менее 1 мл цельной крови. Для получения оптимальных 
результатов необходимо окрасить образцы крови не позднее чем через 
6 часов после забора. До готовности к окрашиванию храните кровь 
с антикоагулянтом при комнатной температуре (20–25 °C) не больше 
6 часов. Образцы крови, охлажденные перед окрашиванием, могут 
давать искаженные результаты.

Перед окрашиванием выполните подсчет лейкоцитов (WBC) 
и дифференцированный подсчет лейкоцитов одного и того же образца 
цельной крови. Допустимый диапазон концентрации лейкоцитов 
составляет от 3,5 × 103 до 9,8 × 103 лейкоцитов на мкл. Образцы, 
в которых содержание лейкоцитов превышает 9,8 × 103 на мкл, следует 
развести неконцентрированным физиологическим раствором 
с фосфатным буфером (PBS) с добавлением 0,1 % азида натрия 
(см. раздел 9 «Ограничения»). Если содержание лейкоцитов меньше 
3,5 × 103 на мкл, нужно отобрать еще немного крови и провести 
процедуру сепарации для концентрирования клеток.

Условия, мешающие проведению анализа

Не используйте заранее стабилизированные и заготовленные клетки. 
Образцы цельной крови, охлажденные перед окрашиванием, могут 
давать искаженные результаты. Для получения оптимальных 
результатов необходимо окрасить образцы крови не позднее чем через 
6 часов после венопункции. Образцы пациентов, принимающих 
иммунодепрессивные препараты, могут не обеспечивать надлежащего 
разрешения. Присутствие аномальных (бластных) клеток либо 
нелизированных или ядросодержащих эритроцитов может повлиять на 
результаты теста. Гемолизированные образцы или образцы объемом 
меньше 1 мл цельной крови в пробирке для забора анализу не 
подлежат.
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ВНИМАНИЕ! При заборе, обращении и утилизации всех образцов 
крови человека, а также реагентов, потенциально обладающих 
канцерогенным действием, необходимо соблюдать соответствующие 
меры предосторожности.

7. ПРОЦЕДУРА

Поставляемые реагенты

См. «Поставляемые реагенты» в количестве, достаточном для 
проведения 50 тестов, и «Меры предосторожности» в разделе 4 
«Реагенты».

Необходимые, но не поставляемые реагенты и вещества

• Пробирки для забора крови с ЭДТА BD Vacutainer EDTA Blood 
Collection Tubes или аналогичные.

• Одноразовые полистирольные пробирки 12 × 75 мм Falcon®* или 
аналогичные.

• Мешалка «вортекс».
• Низкоскоростная центрифуга (200g) с горизонтальным ротором 

и вставками для пробирок 12 × 75 мм
• Вакуумный аспиратор с ловушкой.
• Микропипетка с наконечниками.
• Раствор BD CellWASH™ (номер по каталогу 349524) или 

промывочный буфер PBS, содержащий 0,1 % азида натрия.
• Раствор BD CellFIX™ (номер по каталогу 340181) или 1%-й 

раствор параформальдегида в PBS с 0,1 % азида натрия. Храните 
не более 1 недели в темной стеклянной посуде при 2–8 °C.

• Проточная жидкость BD FACSFlow™ Sheath Fluid (номер по 
каталогу 342003).

ВНИМАНИЕ! Для разбавления гранул BD Calibrite Beads 
используйте только проточную жидкость BD FACSFlow Sheath Fluid.

* Falcon является зарегистрированным товарным знаком компании Corning Incorporated.
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• Вода для анализа (дистиллированная и деионизированная).

Окрашивание и фиксация клеток

Образцы цельной крови вначале окрашиваются реагентами с A по F. 
Затем используется разведенный реагент G (неконцентрированный 
лизирующий раствор BD Simultest IMK Plus Lysing Solution) для 
лизирования эритроцитов после окрашивания. При достаточном 
количестве лейкоцитов сепарация клеток перед окрашиванием не 
нужна. См. раздел 6 «Отбор и подготовка образцов» и раздел 9 
«Ограничения». Пробирки необходимо защищать от прямого света. 
Выполняйте процедуру при комнатной температуре (20–25 °C), 
используя реагенты с такой же температурой. См. «Меры 
предосторожности» в разделе 4 «Реагенты».

1. Для каждого образца пациента подготовьте шесть полистирольных 
пробирок 12 × 75 от A до F. На каждую пробирку нанесите 
идентификационный номер образца.

2. Внесите 20 мкл реагента А в пробирку А, 20 мкл реагента B в 
пробирку В, 20 мкл реагента С в пробирку С, 20 мкл реагента D в 
пробирку D, 20 мкл реагента Е в пробирку Е и 20 мкл реагента F в 
пробирку F.

3. На дно каждой из шести помеченных пробирок аккуратно внесите 
с помощью дозатора с новым наконечником 100 мкл тщательно 
перемешанной цельной крови с антикоагулянтом надлежащей 
концентрации. Необходимая концентрация лейкоцитов составляет 
от 3,5 × 103 до 9,8 × 103 лейкоцитов/мкл. Тщательно встряхните на 
«вортексе» на низкой скорости в течение 3 секунд и инкубируйте 
в течение 15–30 минут при комнатной температуре (20–25 °C).

ПРИМЕЧАНИЕ В ходе инкубации необходимо защищать 
образцы от прямого воздействия света, а также принять меры для 
предотвращения стекания крови по стенке пробирки. Если цельная 
кровь останется на стенке пробирки, она может не окраситься 
реагентом.
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4. Разведите 10-кратный концентрат лизирующего раствора 
BD Simultest IMK Plus Lysing Solution в 10 раз в соответствии 
с инструкциями для реагента G в пункте «Поставляемые реагенты 
в количестве, достаточном для проведения 50 тестов» раздела 4 
«Реагенты». Добавьте в каждую пробирку по 2 мл 
неконцентрированного лизирующего раствора комнатной 
температуры (20–25 °C). Сразу же тщательно встряхните на 
«вортексе» при низкой скорости в течение 3 секунд и инкубируйте 
в течение 10–12 минут при комнатной температуре (20–25 °C) в 
темноте. Не инкубируйте дольше 12 минут.

ПРИМЕЧАНИЕ Не допускайте излишне продолжительного 
воздействия лизирующих реагентов на клетки, так как это может 
привести к разрушению лейкоцитов. См. раздел 9 «Ограничения».

5. Сразу после инкубации центрифугируйте пробирки со скоростью 
300g в течение 5 минут при комнатной температуре (20–25 °C).

6. Отберите надосадочную жидкость, оставив в каждой пробирке 
приблизительно 50 мкл жидкости, чтобы не повредить осадок.

7. Тщательно встряхните на «вортексе» на низкой скорости, чтобы 
ресуспендировать клеточный осадок в остаточной жидкости, и 
добавьте в каждую пробирку по 2 мл раствора BD CellWASH или 
физиологического раствора с фосфатным буфером с добавлением 
0,1 % азида натрия. Тщательно встряхните на «вортексе» на низкой 
скорости в течение 3 секунд. Центрифугируйте со скоростью 200g 
в течение 5 минут при комнатной температуре (20–25 °C).

8. Отберите надосадочную жидкость, оставив в каждой пробирке 
приблизительно 50 мкл жидкости, чтобы не повредить осадок.

9. Тщательно встряхните на «вортексе» на низкой скорости, чтобы 
ресуспендировать клеточный осадок в остаточной жидкости, 
и добавьте в каждую пробирку по 0,5 мл раствора BD CellFIX или 
1%-го раствора параформальдегида. Тщательно встряхните на 
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«вортексе» на низкой скорости в течение 3 секунд. Удостоверьтесь, 
что клетки тщательно перемешались с фиксирующим раствором.

10. Клетки готовы к анализу на проточном цитометре. Наденьте 
крышки или накройте подготовленные пробирки и храните их 
в темноте при температуре 2–8 °C до анализа в проточном 
цитометре. Анализ фиксированных клеток необходимо выполнить 
не позднее чем через 24 часа после окрашивания. Тщательно 
встряхните клетки на «вортексе» на низкой скорости, чтобы 
снизить агрегацию, перед их обработкой на проточном цитометре.

Проточная цитометрия

Для выполнения анализа на двухцветном проточном цитометре 
следуйте инструкциям компании BD (см. раздел 5 «Прибор»). 
Рекомендуется использовать следующий общий подход. Проточный 
цитометр BD FACScan вначале готовится для анализа образца с 
использованием гранул BD Calibrite Beads и ПО BD Autocomp. Затем 
пробирки с окрашенными образцами обрабатываются на проточном 
цитометре и анализируются с помощью ПО BD Simultest IMK Plus. 
Подробные инструкции по применению представлены в руководстве 
пользователя BD FACScan User’s Guide, в руководстве пользователя 
гранул BD Calibrite Beads, в руководстве пользователя ПО BD Autocomp 
Software User’s Guide и в руководстве пользователя BD Simultest IMK 
Plus User’s Guide. Рекомендуется сохранять данные пациента для 
последующего анализа файлов данных.

Установите и скорректируйте компенсацию проточного цитометра 
BD FACScan. При помощи гранул BD Calibrite Beads и ПО 
BD Autocomp установите значения напряжения фотоэлектронного 
умножителя ФЭУ, скорректируйте компенсацию флуоресценции и 
проверьте чувствительность детектора. См. руководство пользователя 
гранул BD Calibrite Beads, руководство пользователя ПО BD Autocomp 
Software User’s Guide и руководство пользователя BD FACScan User’s 
Guide.
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Обработайте все пробирки с образцами на проточном цитометре 
и введите данные в файлы со списочным режимом с помощью 
ПО BD Simultest IMK Plus. Подробные инструкции по применению 
ПО см. в руководстве пользователя BD Simultest IMK Plus User’s Guide. 
ПО автоматически собирает достаточное количество событий для 
получения как минимум 2000 лимфоцитов в гейте лимфоцитов. 
ПО подсчитывает количество событий в каждом квадранте и затем 
рассчитывает процентную долю положительных лимфоцитарных 
событий для квадранта 1 (Q1) (низкая желто-зеленая / высокая красно-
оранжевая флуоресценция), Q2 (высокая желто-зеленая / высокая 
красно-оранжевая флуоресценция или двойная флуоресценция), 
Q3 (низкая желто-зеленая / низкая красно-оранжевая флуоресценция) и 
Q4 (высокая желто-зеленая / низкая красно-оранжевая флуоресценция) 
(см. рис. 1).

Рис. 1 Квадранты отображения флуоресценции (обозначенные как 
Q1–Q4) и соответствующие цвета.

Q1
Низкая желто-
зеленая / 
высокая
красно-
оранжевая

Q2
Высокая желто-зеленая / 
высокая
красно-оранжевая
(двойная 
флуоресценция)

Q3
Низкая желто-
зеленая / 
низкая 
красно-
оранжевая

Q4
Высокая желто-зеленая / 
низкая 
красно-оранжевая
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Для гейтирования по лимфоцитам используется пробирка A 
BD Leucogate. Проточный цитометр BD FACScan с ПО BD Simultest 
IMK Plus автоматически устанавливает гейт сбора данных лимфоцитов 
для устранения большей части клеточных обломков, моноцитов и 
гранулоцитов (см. рис. 2 и рис. 3). Информация о порядке установки 
гейта представлена в руководстве пользователя BD Simultest IMK Plus 
User’s Guide. В случае недостаточного разделения популяций образец 
будет отмечен флажком для предупреждения оператора и появится 
сообщение. Ошибки при гейтировании образца могут быть вызваны 
подготовкой образца или настройкой прибора.

Контрольная пробирка B используется для установки маркеров 
интенсивности флуоресценции. ПО BD Simultest IMK Plus 
автоматически использует гейт сбора данных лимфоцитов, 
установленный с помощью BD Leucogate, и затем размещает маркеры 
FL1 и FL2. Эти маркеры определяют границы между положительно 
окрашенными и неокрашенными событиями в гейте лимфоцитов. 
Маркеры флуоресценции следует устанавливать вокруг отрицательной 
популяции, которая выглядит как кластер событий с низкой желто-
зеленой и низкой красно-оранжевой флуоресценцией.
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Рис. 2 Анализ образца лизированной цельной крови (LWB), полученного 
от гематологически здорового пациента мужского пола, на проточном 
цитометре BD FACScan. Образец окрашен реагентами BD Simultest IMK 
Plus. Реагент BD Leucogate (CD45/CD14) использовался для уменьшения 
количества клеточных обломков, моноцитов и гранулоцитов в гейте, 
показанном под пробиркой A. Для пробирок с В по F показаны точечные 
графики зависимости FL2 (ось Y) от FL1 (ось X).

Если после установки маркеров более 5 % общего количества событий 
в пробирке B осталось в Q1 (низкая желто-зеленая / высокая красно-
оранжевая флуоресценция), Q2 (высокая желто-зеленая / высокая 
красно-оранжевая флуоресценция) и Q4 (высокая желто-зеленая / 
низкая красно-оранжевая флуоресценция), это свидетельствует о 
наличии не антиген-специфичного связывания антител. Программное 
обеспечение покажет оператору предупреждающее сообщение «too 
much nonspecific staining» («слишком значительное неспецифическое 
окрашивание»). При появлении данного сообщения об ошибке следует 
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отобрать новый образец из исходной аликвоты цельной крови 
с антикоагулянтом и повторить всю процедуру окрашивания.

Рис. 3 Популяции мононуклеарных клеток в квадрантах с Q1 по Q4 для 
пробирок с C по F. Популяции отражают реакционную способность 
исходного реагента. (Полный список реакционных способностей см. 
в описании реагентов в пункте «Поставляемые реагенты в количестве, 
достаточном для проведения 50 тестов» в разделе 4 «Реагенты».)

Q1
Т-лимфоциты 
супрессоры/
киллеры и NK-
лимфоциты CD4–

CD8+ 

Q2
Лимфоциты 
CD4+CD8+

Q3
Неокрашенные 
лимфоциты; 
гранулоциты и 
клеточные 
обломки 

Q4
Лимфоциты 
хелперы/
индукторы 
CD4+CD8–; 
моноциты

Q1
B-лимфоциты CD3–

CD19+

Q2
Не антиген-
специфичное 
связывание 
антителa

a. См. раздел 9 «Ограничения».

Q3 
Неокрашенные 
лимфоциты; 
загрязняющие 
моноциты, 
гранулоциты и 
клеточные обломки

Q4
T-лимфоциты 
CD3+CD19–

Q1 
B-лимфоциты CD3-

Anti–HLA-DR+, 
активированные 
NK-лимфоциты; 
моноциты/макрофаги

Q2
Активированные 
T-лимфоциты 
CD3+Anti–HLA-DR+

Q3 
Неокрашенные 
лимфоциты; 
загрязняющие 
моноциты, 
гранулоциты и 
клеточные обломки

Q4
T-лимфоциты 
CD3+Anti–HLA-DR–

Q1
NK-лимфоциты 
CD3–CD16+CD56+ 

Q2
Субпопуляция Т-
лимфоцитов 
CD3+CD16+CD56+

Q3 
Неокрашенные 
лимфоциты; 
загрязняющие 
моноциты, 
гранулоциты 
и клеточные 
обломки

Q4
T-лимфоциты 
CD3+CD16–CD56–

Пробирка C (CD3/CD19) Пробирка D (CD4/CD8)

Пробирка E (CD3/Anti–HLA-DR) Пробирка F (CD3/CD16+CD56)
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Данные для пробирок C, D, E и F получаются и анализируются 
ПО BD Simultest IMK Plus с использованием гейтов и маркеров, 
установленных с помощью пробирок A и B. Проанализируйте эти 
результаты, используя критерии, представленные в пункте «Контроль 
качества», в соответствии с инструкциями в разделе 8 «Результаты».

Контроль качества

Для получения оптимальных результатов рекомендуется использовать 
гранулы BD Calibrite Beads и ПО BD Autocomp для настройки значений 
напряжения ФЭУ, настройки компенсации флуоресценции и проверки 
чувствительности прибора перед использованием реагентов 
BD Simultest IMK Plus на проточном цитометре BD FACScan. 
Инструкции по оптимизации проточного цитометра перед анализом 
образцов пациентов см. в Приложении A руководства пользователя 
BD Simultest IMK Plus User’s Guide.

Отрицательный контроль, включенный в набор реагентов BD Simultest 
IMK Plus, тестируется с каждым образцом пациента для установки 
маркеров флуоресценции FL1 и FL2 между отрицательно и 
положительно окрашенными кластерами лимфоцитов, а также для 
определения наличия не антиген-специфичного связывания антител, 
которое может привести к ошибочным результатам. Изучите 
отображение на экране компьютера и лабораторный отчет для 
контрольной пробирки В. При наличии более 5 % событий за 
пределами квадранта 3 для контрольной пробирки на экране появляется 
сообщение для пробирки В «too much nonspecific staining» («слишком 
значительное неспецифическое окрашивание»). В этом случае 
результаты для пробирок с C по F следует признать сомнительными. 
См. «Поиск и устранение неисправностей», раздел 12, в конце данного 
руководства пользователя. Необходимо визуально проверить точечные 
графики, полученные для пробирок с C по F, чтобы убедиться в 
правильности установки маркеров флуоресценции и в наличии 
минимального не антиген-специфичного связывания антител.
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Рекомендуется ежедневно измерять контрольный образец, полученный 
от здорового взрослого, для оптимизации настроек прибора и контроля 
качества системы. Достоверные результаты образца крови 
гематологически здорового человека приведены на рис. 2.

Если при визуальной проверке точечных графиков или контурных 
изображений отмечается недостаточное разделение положительного и 
отрицательного кластера, можно сделать вывод о наличии не антиген-
специфичного связывания антител и забраковать результаты 
тестирования. Возможно, не антиген-специфичное связывание антител 
наблюдается в связи с плохим состоянием клеток. Если наблюдается не 
антиген-специфичное связывание антител, ознакомьтесь с разделом 12 
«Поиск и устранение неисправностей».

Программное обеспечение BD Simultest IMK Plus автоматически 
проверяет данные и предупреждает оператора о возможных ошибках. 
Список возможных сообщений см. в приложении D руководства 
пользователя BD Simultest IMK Plus User’s Guide. Программное 
обеспечение использует следующие критерии оценки качества 
собранных данных при проверке точечных графиков, полученных для 
каждого образца.

1. Оператор должен отклонить результаты, если для контрольного 
образца с нормальным содержанием получено любое из следующих 
сообщений об ошибке: нет разделения между клеточными 
популяциями; слишком малое количество лимфоцитов (менее 500); 
чрезмерное загрязнение эритроцитами или ядросодержащими 
эритроцитами и клеточными обломками (более 20 %); чрезмерное 
загрязнение моноцитами (более 4 %) или гранулоцитами (более 
4 %) в гейте лимфоцитов.

2. Если невозможно выявить причины сбоя контрольного образца, 
следует окрасить и обработать другой контрольный образец и 
повторить всю процедуру окрашивания на всех последующих 
образцах.
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3. В образцах с наличием ядросодержащих эритроцитов может 
наблюдаться чрезмерное количество клеточных обломков из-за 
неполного лизиса ядросодержащих эритроцитов лизирующим 
раствором BD Simultest IMK Plus Lysing Solution (реагент G). 
Большое количество клеточных обломков может также иметь место 
при анализе образцов крови пациентов с некоторыми 
гематологическими нарушениями, при которых эритроциты 
лизируются с трудом (например, при миелофиброзе и сфероцитозе). 
Ядросодержащие эритроциты будут посчитаны как клеточные 
обломки. Если содержание обломков превышает 20 %, программное 
обеспечение помечает образец как «too many nonlymphs in gate» 
(«слишком много нелимфоцитов в гейте») и результаты анализа 
отклоняются. 

4. Оператор должен убедиться, что результат дифференцированного 
подсчета лейкоцитов BD Simultest IMK Plus отличается от 
результата независимого дифференцированного подсчета 
лейкоцитов не более чем на ±10 %. Если результат подсчета 
BD Simultest IMK Plus лежит за пределами указанного диапазона, 
имеется расхождение и результаты тестирования следует признать 
сомнительными. Неверен либо результат дифференцированного 
подсчета лейкоцитов BD Simultest IMK Plus, либо результат 
независимого лабораторного дифференцированного подсчета 
лейкоцитов. См. раздел 9 «Ограничения».

5. Оператор должен проверить наличие согласованности процентного 
содержания T-лимфоцитов между пробирками C, E и F, содержащими 
CD3+. Тестирование должно быть забраковано, если значения 
общего количества Т-лимфоцитов в любых двух пробирках из трех 
различаются более чем на 8 %. 
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6. Лимфоциты хелперы/индукторы и супрессоры/киллеры не входят 
в общее количество T-лимфоцитов, поскольку антиген CD8 также 
экспрессируется на NK-лимфоцитах. На внутреннюю однородность 
анализа указывает суммарное процентное содержание T-, 
B-лимфоцитов и NK-лимфоцитов 100 % ± 5 % при выборе 
программной опции Quadrant Correction (Коррекция квадрантов) 
в главном меню ПО BD Simultest IMK Plus. Инструкции по выбору 
этой опции см. в руководстве пользователя BD Simultest IMK Plus 
User’s Guide.

См. также «Поиск и устранение неисправностей», раздел 12, в конце 
данного руководства пользователя.

8. РЕЗУЛЬТАТЫ

Расчет скорректированного содержания

Если выбрана программная опция Quadrant Correction (Коррекция 
квадрантов), система BD FACScan с ПО BD Simultest IMK Plus 
автоматически рассчитывает процентную долю каждой подлежащей 
регистрации субпопуляции лимфоцитов от общего количества 
лимфоцитов в гейте сбора данных лимфоцитов. Программное 
обеспечение сначала вычитает не лимфоциты из квадранта 3 (Q3), 
а затем сообщает результаты как процентное содержание лимфоцитов 
в гейте сбора данных лимфоцитов, установленном с помощью 
пробирки BD Leucogate (A).



35

Если все критерии контроля качества, перечисленные в пункте 
«Контроль качества» раздела 7 «Процедура», соблюдены, программная 
опция Quadrant Correction (Коррекция квадрантов) выполняет 
соответствующие расчеты истинных значений субпопуляций. Однако 
если критерии контроля качества не соблюдены (например, из-за 
избыточной контаминации гейта не лимфоцитами), результаты могут 
быть сомнительными. В этом случае данные следует проанализировать 
вручную для определения влияния перекрестно реагирующих не 
лимфоцитов на результаты. Если опция Quadrant Correction (Коррекция 
квадрантов) отключена, результаты учитываются как процентная доля 
от суммы гейтированных событий. См. руководство пользователя 
BD Simultest IMK Plus User’s Guide.

Принцип вычисления следующий (значения Q соответствуют 
результатам подсчета в квадрантах):

С помощью уравнения 1 рассчитывается процент событий лимфоцитов 
в гейте сбора данных лимфоцитов BD Leucogate. Это значение указано 
в табл. 1 как «% L» в пробирке A и отражает степень чистоты лимфоцитов 
в гейте, нарисованном с помощью пробирки BD Leucogate (А).
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Табл. 1 Сводка репрезентативных данных, представленных на рисунке 2, и 
идентификация квадрантов, используемых для расчета субпопуляций

Пробирка %L* %M* %G* %D*

% от общего количества 
гейтированных 
лимфоцитов†

A (BD Leucogate) 95 1 3 1 99

Пробирка Тип клеток Квадрант(ы)

% 
лимфоцитов 

(после 
коррекции)

Отноше-
ние хелпе-

ров и 
супрессо-

ров‡

C (CD3/CD19) Всего T-лимфоцитов Q4 82

Всего B-лимфоцитов Q1 9

D (CD4/CD8) Лимфоциты хелперы/
индукторы; моноциты

Q2, Q4 50

Т-лимфоциты 
супрессоры/киллеры 
и NK-лимфоциты

Q1, Q2 41 1,2

E (CD3/Anti–
HLA-DR)

Всего T-лимфоцитов Q4 81

Активированные 
T-лимфоциты

Q2 18

F (CD3/
CD16+CD56)

Всего T-лимфоцитов Q4 81

NK-лимфоциты Q1 7

* %L, %M, %G и %D — это лимфоциты, моноциты, гранулоциты и клеточные обломки в гейте, 
определенном с помощью BD Leucogate, выраженные как процентные доли от всех событий 
в этом гейте. Эти значения отражают качество и степень чистоты гейта.

† Процент общего количества гейтированных лимфоцитов — это лимфоциты в гейте, 
определенном с помощью BD Leucogate, выраженные как процентная доля всех 
лимфоцитов в негейтированном образце. Это значение отражает долю всех лимфоцитов, 
включенных в гейт.

‡ Отношение хелперов и супрессоров = лимфоциты %CD4+ / лимфоциты %CD8+
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N = суммарное количество событий в гейте лимфоцитов, определенное 
по формуле BD Leucogate = L + M + G + D, где:
L = количество лимфоцитов в гейте;
M = количество моноцитов в гейте;
G = количество гранулоцитов в гейте;
D = количество событий, связанных с клеточными обломками, в гейте.

Уравнение 1. Процент гейтированных лимфоцитов (%L) = L/N × 100

Уравнение 2a. Процент гейтированных лимфоцитов после коррекции в 
Q1, Q2 или Q4 =

В уравнении 2a процентные доли положительных клеток в каждом из 
трех положительных квадрантов (Q1, Q2 и Q4) выражаются как 
процентные доли лимфоцитов после коррекции, исходя из 
предположения, что все не лимфоциты в определенном с помощью 
BD Leucogate гейте — это неокрашенные клетки. Для расчета 
поправочного коэффициента в этих квадрантах ПО использует 
уравнение 2a для Q1, Q2 и Q4.

ПРИМЕЧАНИЕ Опция Quadrant Correction (Коррекция квадрантов) 
не делает поправки на события не лимфоцитов, которые могут возникнуть 
в Q1, Q2 и Q4. Поэтому программной поправки на CD4-положительные 
события моноцитов в Q4 нет.

В лабораторном отчете значения для неокрашенных клеток (Q3) 
приводятся под заголовком «Corr %L» как процентная доля 
лимфоцитов в Q3 после коррекции. В Q3 содержатся неокрашенные 
клетки и, предположительно, все события не лимфоцитов в гейте 
наряду с неокрашенными лимфоцитами. Поэтому в уравнении 2b 
результаты не только конвертируются из процентной доли всех 
событий в процентную долю лимфоцитов в гейте, но и из событий в 
гейте Q3 вычитаются гейтированные события не лимфоцитов.

Number of gated events in Q1, Q2, or Q4

N (%L/100)×
---------------------------------------------------------------------------------------------- 100×
Количество гейтированных событий в 

Q1, Q2 или Q4
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Уравнение 2b. Процент гейтированных неокрашенных лимфоцитов 
после коррекции в Q3 (Corr %L) =

где:

Количество гейтированных не лимфоцитов = количество 
гейтированных событий клеточных обломков + количество 
гейтированных гранулоцитов + количество гейтированных моноцитов. 
См. табл. 1, пробирка A.

Расчет абсолютного содержания

Абсолютное содержание клеток можно рассчитать в том случае, если 
содержание лейкоцитов и процентное содержание лимфоцитов в 
дифференцированном подсчете лейкоцитов получены с помощью 
стандартных лабораторных процедур. Проточный цитометр 
BD FACScan с ПО BD Simultest IMK Plus автоматически рассчитывает 
абсолютное количество для каждого параметра BD Simultest IMK Plus, 
если оператор вводит количество лейкоцитов и процентное содержание 
лимфоцитов из дифференцированного подсчета лейкоцитов для 
каждого образца цельной крови пациента. См. руководство 
пользователя BD Simultest IMK Plus User’s Guide. Принцип расчета 
следующий:

1. Введите количество лейкоцитов, выраженное в лейкоцитах/мкл, 
полученное при анализе того же образца крови.

2. Введите процентное содержание лимфоцитов из лабораторного 
дифференцированного подсчета лейкоцитов, полученное для того 
же образца. Не используйте значения трехтипной лейкограммы, 
составленной ПО BD Simultest IMK Plus.

(Number gated events in Q3 – Number gated nonlymphocytes) 100×

N x (%L/100)
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

(Количество гейтированных событий в Q3 – 
Количество гейтированных не лимфоцитов) × 100
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3. Затем рассчитываются абсолютные количества для каждой 
субпопуляции следующим образом:

Абсолютное количество клеток CD4+ / мкл =

Если данные представлены в виде абсолютного содержания, значение и 
точность референсного диапазона абсолютного содержания являются 
функцией от а) лабораторного нормального референсного диапазона 
нормы и точности подсчета лейкоцитов, б) процентного содержания 
лимфоцитов и в) нормального референсного диапазона и точности 
процентного содержания лимфоцитов, положительных на 
определенный маркер.

Трехтипная лейкограмма

Для лизированной цельной крови имеется возможность определить 
процентную долю моноцитов, лимфоцитов и гранулоцитов от 
содержания лейкоцитов при помощи пробирки BD Leucogate A 
(см. табл. 2). Проточный цитометр BD FACScan с ПО BD Simultest IMK 
Plus автоматически рассчитывает трехтипную лейкограмму (табл. 2). 
Репрезентативные отчеты с данными приведены в руководстве 
пользователя BD Simultest IMK Plus User’s Guide.

Таблица 2. Данные трехтипной лейкограммы с рис. 2

Трехтипная лейкограммаa

a. Трехтипная лейкограмма получается путем представления 
лимфоцитов, моноцитов и гранулоцитов во всем негейтированном 
образце в виде процентной доли от суммарного количества 
лимфоцитов, моноцитов и гранулоцитов во всем образце.

% лейкоцитов

Лимфоциты 25

Моноциты 5

Гранулоциты 70

%CD4
+

100
----------------------- %L

100
---------- (WBCs/µL)×× (лейкоцитов/мкл)
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ПРИМЕЧАНИЕ Дифференцированный подсчет, произведенный 
ПО BD Simultest IMK Plus, следует использовать только для сравнения 
с независимым дифференцированным подсчетом лейкоцитов в целях 
контроля качества и не следует использовать вместо независимого 
лабораторного дифференцированного подсчета лейкоцитов в картах 
пациентов, а также вводить в программное обеспечение BD Simultest 
IMK Plus для получения значений абсолютного содержания.

9. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Используйте свежевзятую кровь и окрашивайте ее не позднее 
6 часов после венопункции. Перед окрашиванием храните кровь 
при комнатной температуре (20–25 °C), поскольку клетки, 
охлажденные перед окрашиванием, могут давать искаженные 
результаты. Не рекомендуется использовать клетки, которые ранее 
фиксировались.

• Окрашенные и фиксированные клетки необходимо проанализировать 
не позднее 24 часов после окрашивания.

• Для образцов цельной крови с количеством лейкоцитов менее 
3,5 × 103 в мкл и выше 9,8 × 103 в мкл необходима особая обработка 
в целях получения корректных результатов. Для образцов с 
количеством лейкоцитов выше 9,8 × 103 в мкл требуется разведение 
PBS, содержащим 0,1 % азида натрия. Для образцов с содержанием 
лейкоцитов менее 3,5 × 103 в мкл могут потребоваться большее 
количество крови и процедура сепарации для концентрирования 
клеток.
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• Присутствие искажающих факторов, например приема лекарственных 
средств, влияющих на свойства клеток крови, может привести к 
получению неточных результатов Например, недостаточное 
разделение положительных и отрицательных клеток наблюдается у 
пациентов с трансплантатами, получающих иммунодепрессанты. 
При недостаточном разделении отрицательных и положительных 
кластеров результаты тестирования следует забраковать (см. раздел 
12 «Поиск и устранение неисправностей» в конце данного 
руководства пользователя). Если любые две пробирки из трех, 
содержащих CD3, различаются по общему процентному 
содержанию T-лимфоцитов больше чем на 8 %, результаты 
тестирования следует забраковать.

• В лабораториях должны быть установлены собственные 
референсные диапазоны для каждого параметра BD Simultest IMK 
Plus в зависимости от пола, возраста пациента и методики 
подготовки пробы. Расовая принадлежность пациента также может 
иметь значение, хотя отсутствуют достаточные данные для 
подтверждения этого факта. При определении референсных 
диапазонов следует учитывать возраст, пол, клиническое состояние 
и расовую принадлежность пациентов.

• Если результаты должны быть выражены как абсолютное 
количество, необходим подсчет лейкоцитов и независимый 
дифференцированный подсчет лейкоцитов того же образца крови. 
Не используйте для подсчета абсолютного содержания 
лейкограмму из отчета программного обеспечения BD Simultest 
IMK Plus. Лейкограмма, составленная программным обеспечением 
BD Simultest IMK Plus, печатается только для сравнения с 
результатами независимого лабораторного дифференцированного 
подсчета лейкоцитов в целях контроля качества; ее не следует 
использовать вместо независимого лабораторного 
дифференцированного подсчета лейкоцитов в картах пациентов, 
а также вводить данные лейкограммы в программное обеспечение 
BD Simultest IMK Plus для подсчета абсолютного содержания.
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• Если результаты дифференцированного подсчета лимфоцитов 
BD Simultest IMK Plus отличаются от результатов независимого 
дифференцированного подсчета лейкоцитов больше чем на ±10 %, 
имеется значительное расхождение и интерпретировать результаты 
подсчета абсолютного содержания следует с осторожностью. 
Неверен либо результат дифференцированного подсчета 
лейкоцитов BD Simultest IMK Plus, либо результат лабораторного 
дифференцированного подсчета лейкоцитов. См. пункт «Контроль 
качества» в разделе 7 «Процедура».

• Отклонения автоматических или ручных настроек гейта сбора 
данных лейкоцитов влияют на относительное количество 
подвергшихся оценке субпопуляций. Программное обеспечение 
BD Simultest IMK Plus использует пробирку BD Leucogate (A), 
чтобы включить не менее 95 % общего количества лимфоцитов в 
образце в гейт сбора данных лимфоцитов, и требует визуальной 
проверки настроек гейта.

• Отклонения от нормы состояния здоровья не всегда 
сопровождаются отклонениями от нормы процентного содержания 
T- или B-лимфоцитов либо их субпопуляций. А именно, у человека 
с плохим состоянием здоровья могут наблюдаться такие же 
показатели процентного содержания T- или B-лимфоцитов, что и у 
здорового человека. Результаты BD Simultest IMK Plus следует 
использовать вместе с данными других клинических наблюдений и 
независимых диагностических процедур.

• Информация, полученная при использовании данного набора, 
должна использоваться в сочетании с прочей информацией и 
интерпретироваться квалифицированным врачом-диагностом для 
подтверждения наличия или отсутствия конкретных 
патологических состояний.
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• Учтите, что нормальные референсные диапазоны, установленные 
компанией BD для отношения лимфоцитов CD4+/CD8+ (хелперов и 
индукторов), включают значения ниже 1,0 (см. табл. 3 в пункте 
«Субпопуляции лейкоцитов» в разделе 10 «Ожидаемые значения»).

• Опция Quadrant Correction (Коррекция квадрантов) ПО 
BD Simultest IMK Plus подразумевает, что все не лимфоциты не 
окрашены. Поэтому CD4-положительные моноциты, попавшие в 
Q4, будут учтены как CD4-положительные лимфоциты. Если 
контаминация моноцитами превышает 4 %, образец помечается 
флажком. Дополнительную информацию о коррекции квадрантов 
см. в руководстве пользователя BD Simultest IMK Plus User’s Guide.

• Учтите, что некоторые антитела BD Simultest IMK Plus реагируют с 
другими нелимфоцитарными форменными элементами крови. См. 
пункт «Перекрестная реактивность» в разделе 11 «Рабочие 
характеристики».

• Отношение T-лимфоцитов хелперов и супрессоров, определенное 
компьютерной системой BD CONSORT 30 или BD CONSORT 32 с 
ПО BD Simultest IMK Plus, может варьироваться из-за изменений в 
различных субпопуляциях лимфоцитов CD8+, которые также 
положительны на CD16, CD56 или оба эти маркера. Исследования 
двойной флуоресценции с использованием обоих типов антител с 
CD8 позволяют определить, какие популяции ответственны за 
вариабельность.

• В образцах с ядросодержащими эритроцитами может наблюдаться 
неполный лизис, так как лизирующий раствор BD Simultest IMK 
Plus Lysing Solution (реагент G) может не лизировать 
ядросодержащие эритроциты. Это также может наблюдаться при 
анализе образцов крови пациентов с определенными 
гематологическими нарушениями, при которых эритроциты 
лизируются с трудом, например с миелофиброзом и сфероцитозом. 
Ядросодержащие эритроциты будут учтены как клеточные 
обломки. Если содержание клеточных обломков превышает 20 %, 
ПО помечает образец флажком «too many nonlymphs in gate» 
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(«слишком много нелимфоцитов в гейте»). Рекомендуется 
забраковать результаты анализа такого образца. Если выбран 
программный параметр Quadrant Correction (Коррекция 
квадрантов), подразумевается, что нелимфоциты, например 
ядросодержащие или нелизированные эритроциты, обнаруженные 
с помощью реагента BD Leucogate, не окрашены и вычтены 
ПО из Q3.

• ПО BD Simultest IMK Plus осуществляет проверку на не антиген-
специфичное связывание антител только при анализе контрольной 
пробирки В. Оператор должен изучить распечатку на наличие 
признаков не антиген-специфичного связывания антител в 
последующих пробирках (от C до F). Например, если на 
изображении точечного графика пробирки C в Q2 слишком много 
событий, следует заподозрить наличие не антиген-специфичного 
связывания антител. Наличие такого не антиген-специфичного 
связывания антител может отражать изменение реагентов или ошибку 
при подготовке проб. Такие образцы следует обрабатывать заново.

• Наличие аномальных (бластных) клеток может препятствовать 
настройке правильного гейта сбора данных лимфоцитов 
BD Leucogate. Программное обеспечение пометит такой образец, 
и результаты не будут распечатаны.

• В образцах цельной крови продолжительное воздействие на клетки 
лизирующего раствора BD Simultest IMK Plus Lysing Solution 
(реагента G) — дольше 12 минут — может привести к разрушению 
лейкоцитов (см. пункт 4 в подразделе «Окрашивание и фиксация 
клеток» раздела 7 «Процедура»).

• Способность проточного цитометра выбирать лимфоциты и 
вычитать тромбоциты, эритроциты, клеточные обломки, 
гранулоциты и моноциты из количества лимфоцитов зависит от 
наличия четкой границы между этими форменными элементами 
крови и лимфоцитами на диаграмме зависимости SSC от FSC. Для 
некоторых пациентов четкой границы нет, и синхронизация по 
лимфоцитам менее эффективна.



45

• Рабочие характеристики установлены при использовании 
проточных цитометров BD FACScan. Рабочие характеристики 
с использованием любых других приборов не установлены.

10. ОЖИДАЕМЫЕ ЗНАЧЕНИЯ

Субпопуляции лейкоцитов

Для каждой пробирки выполняется четыре подсчета, в том числе для 
контрольной пробирки B. Результаты каждого подсчета представлены 
в отдельном квадранте на экране BD FACScan (рис. 2).

Клеточные популяции, присутствующие в каждом квадранте для 
каждой пробирки, показаны на рис. 3 в этом руководстве пользователя 
и в руководстве пользователя BD Simultest IMK Plus User’s Guide. 
Клинически значимые результаты приведены в клиническом отчете71. 
По данным компании BD среднее отношение лимфоцитов хелперов и 
супрессоров в периферической крови 304 здоровых мужчин и женщин 
в возрасте от 20 до 70 лет составляет 1,4, а 95%-й диапазон — от 
0,6 до 2,871.

Компания BD изучила нормальные референсные диапазоны для 
параметров реагента BD Simultest IMK Plus на здоровых мужчинах 
и женщинах с помощью проточного цитометра BD FACScan в шести 
центрах (пять клинических центров в Европе и один в США). 
Ожидаемые нормальные референсные диапазоны для лизированной 
цельной крови (LWB) приведены в табл. 371. Диапазоны представлены 
как процентное содержание лимфоцитов после коррекции.

Полученные референсные диапазоны были проверены на предмет 
различий между клиническими центрами, а также между пациентами 
разного пола и возраста. Для каждого параметра BD Simultest IMK Plus 
проводились непараметрические сравнения значений, полученных 
в каждом центре, значений, полученных для мужчин и женщин, 
и значений, полученных для участников в возрасте от 18 до 40 лет и для 
участников в возрасте от 41 до 70 лет. Если при сравнении 
обнаруживалось значимое различие, данные этих групп не 
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объединялись и приводились отдельные референсные диапазоны. 
Нормальный референсный диапазон для процентного содержания 
положительных клеток рассчитывается по эмпирически подобранному 
распределению71. Возможность объединения референсных диапазонов 
для параметров BD Simultest IMK Plus (табл. 3) является 
свидетельством межлабораторной воспроизводимости.

Существуют небольшие, но значимые различия между полами для 
диапазонов общего количества T-лимфоцитов, определенного при 
помощи реагента F, и между полами и пациентами младше и старше 
40 лет для T-лимфоцитов хелперов/индукторов, отношения лимфоцитов 
CD4+/CD8+, активированных T-лимфоцитов и NK-лимфоцитов.

Таблица 3. Репрезентативные референсные диапазоныa для параметров 
BD Simultest IMK Plus, полученные у гематологически здоровых взрослых 
пациентов, представленные как процентные доли от общего количества 
лимфоцитов (после коррекции) (объединенные данные из шести клинических 
центров)

Параметр Пол Возраст n

Среднее 
значение 

(%)
95%-й 

диапазонb

Всего T-лимфоцитов Мужской
Женский

18–70
18–70

161
143

71,3
73,9

58,2–84,3
62,8–85,0

Всего B-лимфоцитов Оба 18–70 319 14,0 7,1–23,3

Лимфоциты хелперы/индукторы Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

77
84
85
58

39,9
43,9
44,0
48,9

27,3–52,5
28,5–59,2
31,4–56,7
34,0–63,8

Лимфоциты супрессоры/киллеры Оба 18–70 304 33,4 18,9–47,9

Отношение хелперов и 
супрессоров

Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

77
84
85
58

1,2
1,5
1,3
1,7

0,6–2,2
0,6–3,0
0,7–2,3
0,8–3,3
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Референсные диапазоны, полученные для взрослых, неприменимы 
к педиатрическим образцам крови (от 0 до 13 лет). Предварительные 
результаты для 50 педиатрических образцов позволяют предположить, 
что общее процентное содержание B-лимфоцитов у детей немного 
выше, чем у взрослых. У детей младше года обычно наблюдалось 
значительно более низкое общее содержание T-лимфоцитов.

Расовая принадлежность также может иметь значение для определения 
нормальных референсных диапазонов72, однако для подтверждения 
этой гипотезы у компании BD недостаточно данных. Компания 
BD представляет несколько верхних и нижних пределов диапазонов 
большинства параметров BD Simultest IMK Plus (табл. 3 на стр. 46) 
из-за наблюдаемых различий в зависимости от возраста и пола.

Активированные T-лимфоциты Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

58
67
64
44

9,4
11,0
7,8
9,1

3,5–20,6
3,6–25,9
2,8–17,3
4,2–17,2

NK-лимфоциты Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

80
88
91
60

13,2
16,3
12,3
13,6

5,4–27,1
6,7–33,5
4,8–26,1
6,0–26,7

a. Эти данные были получены с использованием реагентов BD Simultest IMK Plus, 
программного обеспечения BD Simultest IMK Plus и проточного цитометра BD FACScan.

b. 95%-й диапазон получен путем совмещения соответствующего распределения с данными 
с последующей оценкой центральных 95 % площади совмещенного распределения.

Таблица 3. Репрезентативные референсные диапазоныa для параметров 
BD Simultest IMK Plus, полученные у гематологически здоровых взрослых 
пациентов, представленные как процентные доли от общего количества 
лимфоцитов (после коррекции) (объединенные данные из шести клинических 
центров)

Параметр Пол Возраст n

Среднее 
значение 

(%)
95%-й 

диапазонb
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ПРИМЕЧАНИЕ Ожидаемые нормальные значения могут 
варьироваться в зависимости от возраста, пола и расовой 
принадлежности пациента. Вследствие данных различий в каждой 
лаборатории должны быть установлены собственные референсные 
диапазоны.

Абсолютное содержание

Система BD FACScan с ПО BD Simultest IMK Plus автоматически 
рассчитывает абсолютное количество, если данные о количестве 
лейкоцитов и дифференцированном процентном содержании лимфоцитов 
или абсолютном количестве лимфоцитов получены и введены в ПО.

ПРИМЕЧАНИЕ Не используйте значения трехтипной лейкограммы 
BD Simultest IMK Plus для получения значений абсолютного 
содержания. Дифференцированный подсчет, произведенный ПО 
BD Simultest IMK Plus, следует использовать только для сравнения 
с независимым дифференцированным подсчетом лейкоцитов в целях 
контроля качества и не следует использовать вместо независимого 
лабораторного дифференцированного подсчета лейкоцитов в картах 
пациентов, а также вводить в программное обеспечение BD Simultest 
IMK Plus для получения значений абсолютного содержания.

Абсолютные значения характеризуются значительной межлабораторной 
вариабельностью в зависимости от используемой методики подсчета 
лейкоцитов и дифференцированного подсчета лейкоцитов.

Репрезентативные абсолютные значения представлены в табл. 4. 
Данная таблица составлена на основе данных, собранных в Laboratoire 
d’Hématologie, Ecole de Santé Publique, Université Catholique de Louvain, 
Belgium (Бельгия) — центре с самой крупной одиночной популяцией 
пациентов от 20 до 70 лет. Эти пациенты представляют выборочную 
популяцию в возрасте от 20 до 70 лет, к которой был применен 
критерий T + B + NK = 100 ± 5 %. Параметры BD Simultest IMK Plus 
были выражены как процентное содержание лимфоцитов в гейте сбора 
данных лимфоцитов после вычитания не лимфоцитов (гранулоцитов, 
моноцитов и клеточных обломков) из квадранта 3.
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Таблица 4. Репрезентативные референсные диапазоныa для параметров 
BD Simultest IMK Plus у гематологически здоровых взрослых (данные об 
абсолютном содержанииb из одного клинического центра) 

a. Эти данные были получены с использованием реагентов BD Simultest IMK Plus, 
программного обеспечения BD Simultest IMK Plus и проточного цитометра BD FACScan.

b. Абсолютное количество выражено в 1 × 103 клеток/мкл.

Параметр Пол Возраст n
Среднее 
значение

95%-й 
диапазонc

c. 95%-й диапазон рассчитан непосредственно по данным с использованием процентилей 
2,5 и 97,5.

Лейкоцитов Оба 20–70 98 6,08d

d. Данные были получены на автоматическом устройстве для подсчета клеток Technicon™ 
H6000. (Technicon является товарным знаком компании Miles Instruments.)

3,45–9,76

% лимфоцитов Оба 20–70 98 30,96 20,7–44,6

Всего T-лимфоцитов Мужской
Женский

20–70
20–70

40
55

1,31
1,39

0,594–1,992
0,772–2,201

Всего B-лимфоцитов Оба 20–70 98 0,27 0,109–0,532

Лимфоциты хелперы/индукторы Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

11
29
27
28

0,77
0,82
0,86
0,86

0,439–1,112
0,356–1,351
0,309–1,571
0,496–1,354

Лимфоциты супрессоры/киллеры Оба 20–70 95 0,58 0,282–0,999

Отношение хелперов и 
супрессоров

Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

11
29
27
28

1,28
1,57
1,37
1,84

0,865–1,885
0,784–3,100
0,775–2,375
0,846–3,500

Активированные T-лимфоциты Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

11
30
29
28

0,14
0,17
0,12
0,15

0,050–0,268
0,042–0,451
0,034–0,321
0,054–0,496

NK-лимфоциты Мужской
Мужской
Женский
Женский

≤40
>40
≤40
>40

11
30
29
28

0,19
0,26
0,21
0,23

0,078–0,345
0,102–0,511
0,072–0,543
0,106–0,605
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11. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Эффективность BD Simultest IMK Plus была установлена при 
тестировании в клиническом центре США, в лабораториях компании 
BD в городе Сан-Хосе, Калифорния, или в обоих.

Воспроизводимость внутри выборки

Образцы крови каждого из пяти здоровых и пяти больных доноров 
были получены и поделены на аликвоты (четыре раза для здоровых 
пациентов и три раза для больных), окрашены реагентами BD Simultest 
IMK Plus, лизированы и обработаны фиксирующим раствором 
в течение 2 часов после окрашивания. Анализ с использованием 
проточной цитометрии был проведен не позднее 24 часов на проточном 
цитометре BD FACScan в одной и той же лаборатории. В табл. 5 
приведены усредненные данные воспроизводимости внутри выборки, 
полученные для здоровых и больных участников.

Воспроизводимость между приборами

С использованием протокола, аналогичного представленному выше, 
образцы цельной крови десяти здоровых участников были разделены 
на аликвоты, окрашены реагентами BD Simultest IMK Plus и лизированы. 
По одному образцу от каждого донора затем проанализировали на трех 
разных проточных цитометрах BD FACScan. Результаты приведены 
в табл. 6.

Воспроизводимость между лабораториями

О воспроизводимости между лабораториями свидетельствует 
возможность объединения нормальных референсных диапазонов для 
параметров BD Simultest IMK Plus (табл. 3 на стр. 46).

BD Simultest IMK Plus и сравнительные методы

Аликвоты одних и тех же образцов крови здоровых и больных 
участников были проанализированы с помощью реагентов BD Simultest 
IMK Plus, набора BD Simultest™ Immune Monitoring Kit, CD3 FITC 
и CD19 PE с использованием лизированной цельной крови (LWB) и 
проточного цитометра BD FACScan. Сравнение результатов выполнялось 
по линейной регрессии. Сводка результатов приведена в табл. 7.
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Таблица 5. Воспроизводимость внутри выборки для параметров BD Simultest 
IMK Plus (пять здоровых пациентов и пять больных) как процентное содержание 
лимфоцитов (после коррекции) 

Параметр Пациенты n

Среднее 
значениеa 

(%)

a. Среднее значение — это объединенное среднее значение, Y = среднее значение отдельных 
средних значений.

SDb

b. SD = среднеквадратическое отклонение, объединенное среднеквадратическое отклонение.

si
2 = отклонение i-го образца для 1 ≤ i ≤ k. 

k = количество образцов.
n = количество наблюдений в образце.

CVc

c. CV = коэффициент вариации 

dfd

d. df = степени свободы = (количество реплицированных копий – количество средних значений 
доноров) × количество пациентов; 4 аликвоты – 1 среднее значение = 3 степени свободы. 
Три степени свободы для 5 пациентов = 15 степеней свободы, или 1 аликвота × 3 прибора – 
1 среднее значение = 2 степени свободы. Две степени свободы для 10 пациентов = 
20 степеней свободы.

Всего T-лимфоцитов Здоровые
Больные

5
5

68,4
80,4

1,6
1,9

2,2
2,0

14e

15e

e. Одна реплицированная копия была забракована врачом.

Всего B-лимфоцитов Здоровые
Больные

5
5

9,5
9,3

2,4
1,0

21,5
9,0

14
15

Лимфоциты хелперы/индукторы Здоровые
Больные

5
5

46,3
18,8

1,5
2,1

3,2
12,2

15
15

Лимфоциты супрессоры/киллеры Здоровые
Больные

5
5

34,8
65,5

1,3
2,6

3,6
3,7

15
15

Отношение хелперов и 
супрессоров

Здоровые
Больные

5
5

1,4
0,3

0,1
0,04

5,2
13,4

15
15

Активированные T-лимфоциты Здоровые
Больные

5
5

6,4
38,9

1,5
1,6

24,5
4,3

15
15

NK-лимфоциты Здоровые
Больные

5
5

24,7
12,6

2,0
0,9

7,0
6,7

14e

15

SD
n1 1–( ) s1

2
× n2 1–( ) s2

2
× ... nk 1–( ) sk

2
×+ + +

n1 n2 ... nk k–+ + +
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------=
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Таблица 6. Воспроизводимость между приборами для параметров 
BD Simultest IMK Plus (десять здоровых пациентов) как процентное содержание 
лимфоцитов (после коррекции)

Параметр

Среднее 
значениеa 

(%)

a. Среднее значение — это объединенное среднее значение, Y = среднее значение отдельных 
средних значений.

SDb

b. SD = среднеквадратическое отклонение, объединенное среднеквадратическое отклонение.

si2 = отклонение i-го образца для 1 ≤ i ≤ k. 
k = количество образцов.
n = количество наблюдений в образце.

CVc

c. CV = коэффициент вариации = 

dfd

d. df = степени свободы = (количество реплицированных копий – количество средних значений 
доноров) × количество пациентов; 4 аликвоты – 1 среднее значение = 3 степени свободы. 
Три степени свободы для 5 пациентов = 15 степеней свободы, или 1 аликвота × 3 прибора – 
1 среднее значение = 2 степени свободы. Две степени свободы для 10 пациентов = 
20 степеней свободы.

Всего T-лимфоцитов 72,1 2,13 2,29 20

Всего B-лимфоцитов 12,7 1,26 10,59 20

Лимфоциты хелперы/индукторы 45,8 1,26 2,47 20

Лимфоциты супрессоры/киллеры 39,0 1,37 3,28 20

Отношение хелперов и супрессоров 1,2 0,06 4,80 20

Активированные T-лимфоциты 11,8 1,56 14,09 20

NK-лимфоциты 16,8 1,28 6,93 20

SD
n1 1–( ) s1

2
× n2 1–( ) s2

2
× ... nk 1–( ) sk

2
×+ + +

n1 n2 ... nk k–+ + +
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------=

SD 
Y

× 100
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Стабильность окрашенных препаратов клеток

Препараты клеток пяти здоровых участников были получены 
и проанализированы на проточном цитометре BD FACScan. Препараты 
хранились при температуре 2–8 °C в темном помещении в течение 
24 часов, затем был проведен повторный анализ методом проточной 
цитометрии. Исследование не выявило значимых различий между 
показателями дня 0 и дня 1 по какому-либо параметру. Рекомендуется 
анализировать окрашенные образцы в течение 24 часов.

Перекрестная реактивность

Специфичность моноклональных антител с номером CD была 
установлена при слепом тестировании в нескольких лабораториях 
Международной группы по изучению лейкоцитов (International 
Leucocyte Workshop Group)25,27,34,38,42,64,65. 

Таблица 7. BD Simultest IMK Plus и сравнительный метод с использованием 
лизированной цельной крови (LWB) и проточного цитометра BD FACScan

Параметр
Коэффи-
циент

Свободный 
член r na

a. Суммарно образцов здоровых и больных пациентов.

Диапазон 
данных 

(%)

Всего T-лимфоцитовb

b. Определено при помощи CD3 FITC.

0,98 4,06 0,98 58 10–90

Всего B-лимфоцитовc

c. Определено при помощи CD19 PE.

0,97 1,47 0,99 65 0–80

Лимфоциты хелперы/индукторы 1,16 -1,81 0,96 31 10–60

Лимфоциты супрессоры/киллерыd

d. По сравнению с набором BD Simultest Immune Monitoring Kit.

0,96 7,05 0,93 31 25–80

Отношение хелперов и 
супрессоровd

1,02 –0,02 0,98 31 0,125–2,0

Активированные T-лимфоциты 1,06 0,34 0,92 27 5–50
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Антитела CD4 реагируют с моноцитами, а также c лимфоцитами47. 
Антитела Anti–HLA-DR реагируют с моноцитами/макрофагами, 
а также с B-лимфоцитами14,19,57–60. Антитела CD14 реагируют 
с гранулоцитами, а также с моноцитами/макрофагами33. Антитела 
CD16 слабо реагируют с нейтрофилами20. Потенциально вызывающие 
помехи гранулоциты должны вычитаться из количества лимфоцитов 
с использованием их свойств светорассеяния.

Хотя контрольный реагент (реагент B) предназначен для обнаружения 
не антиген-специфичного связывания антител, неспецифическое 
связывание, вызванное плохим состоянием клеток, может наблюдаться 
с любым реагентом на основе антител. Вывод о наличии не антиген-
специфичного связывания антител можно сделать, если не наблюдается 
четкого разделения отрицательных и положительных клеток на графике 
флуоресценции или если более 5 % событий для отрицательного 
контроля лежит за пределами квадранта 3. При наличии не антиген-
специфичного связывания антител ознакомьтесь с «Поиск и устранение 
неисправностей», раздел 12, в конце данного руководства пользователя.

Линейность и восстановление

Все партии реагентов BD Simultest IMK Plus проходят титрование с 
реальными клеточными суспензиями, чтобы обеспечить оптимальные 
рабочие характеристики при 1,0 × 106 лейкоцитов/образец. Для образца 
лизированной цельной крови (LWB) нормальный диапазон составляет 
от 3,5 × 103 до 9,8 × 103 лейкоцитов/мкл. Результаты должны быть 
линейными в диапазоне от 3,5 × 103 до 9,8 × 103 лейкоцитов/мкл.
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12. ПОИСК И УСТРАНЕНИЕ НЕИСПРАВНОСТЕЙ

Проблема Возможная причина Решение

Недостаточное 
разделение 
положительной и 
отрицательной 
флуоресцентной 
популяции

• Пониженная флуоресценция в 
связи с неправильным 
напряжением ФЭУ или 
коэффициентом усиления 
усилителя.

• Недостаточное количество 
реагента на основе антител.

1. Провести анализ с помощью 
ПО BD Autocomp с гранулами 
BD Calibrite Beads. Результат 
должен соответствовать 
спецификациям по 
интенсивности в каналах 
флуоресценции.

2. Проверить калибровку 
дозатора, добавленный объем 
реагента, а также объем и 
концентрацию добавленных 
клеток. Проверить условия 
хранения реагента.

Не обнаружено 
разделение между 
кластерами 
клеточных обломков 
и лимфоцитов на 
точечном графике 
светорассеяния

• Присутствие избыточного 
количества тромбоцитов, 
ядросодержащих эритроцитов 
или нелизированных 
эритроцитов. 

• Неправильно установлен 
коэффициент усиления 
усилителя FSC.

• Образец не окрашен в 
пределах 6 часов после 
забора.

• Установлен слишком высокий 
или слишком низкий порог 
FSC.

1. Провести повторное 
окрашивание свежего образца. 
Промыть клетки при более 
низкой скорости, например, 
при 100g в течение 15 минут 
при комнатной температуре 
(20–25 °C).

2. Скорректировать коэффициент 
усиления усилителя FSC таким 
образом, чтобы левый край 
кластера лимфоцитов 
начинался приблизительно на 
50-м канале (256-канальная 
шкала). Это особенно важно 
при переходе от настройки/
компенсации с помощью ПО 
BD Autocomp к определениям 
цельной крови. См. 
соответствующее руководство 
пользователя или руководство 
по эксплуатации прибора.

3. Провести забор свежего 
образца для окрашивания.

4. Скорректировать FSC таким 
образом, чтобы было 
приблизительно 10 каналов 
клеточных обломков (256-
канальная шкала).
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Неоптимальные 
рабочие 
характеристики 
окрашивающего 
реагента на основе 
антител

• Образец не окрашен в 
пределах 6 часов после 
забора.

• Гейт анализа, выбранный ПО, 
включал слишком большое 
количество событий не 
лимфоцитов.

• Неправильно установлены 
маркеры флуоресценции.

1. Провести забор свежего 
образца для окрашивания.

2. Провести повторную 
обработку данных с 
использованием ПО 
BD CONSORT 30, 
BD LYSYS II или BD Simulset 
и настроить гейт вручную. 
ПРИМЕЧАНИЕ. Из узкого 
лимфоцитарного гейта могут 
быть исключены крупные 
лимфоциты, например NK-
лимфоциты, лимфобласты. По 
возможности повторно 
проведите сбор данных 
образцов после оптимизации 
светорассеяния — 
корректировки SSC ФЭУ, 
коэффициента усиления 
усилителя FSC и порогового 
значения FSC для отделения 
кластеров лимфоцитов от 
клеточных обломков. См. 
соответствующее руководство 
пользователя ПО.

3. Провести повторную 
обработку данных с 
использованием ПО 
BD CONSORT 30, BD LYSYS 
II или BD Simulset и 
установить маркеры 
флуоресценции вручную.

Проблема Возможная причина Решение
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ПО неспособно 
установить 
приемлемый гейт 
лимфоцитов

• Образец лимфопеничен.
• Установлен слишком высокий 

или слишком низкий порог 
FSC.

• Неправильно установлен 
коэффициент усиления 
усилителя FSC.

• Образец не окрашен в 
пределах 6 часов после 
забора.

• Неправильная настройка 
маркера в ПО.

1. Сконцентрировать клетки при 
помощи метода градиента 
плотности или повторно 
получить большее количество 
событий, используя 
BD CONSORT 30 или 
BD LYSYS II. 

2. Скорректировать FSC таким 
образом, чтобы было 
приблизительно 10 каналов 
клеточных обломков (256-
канальная шкала).

3. Скорректировать коэффициент 
усиления усилителя FSC таким 
образом, чтобы левый край 
кластера лимфоцитов 
начинался приблизительно на 
50-м канале (256-канальная 
шкала). Это особенно важно 
при переходе от настройки/
компенсации с помощью ПО 
BD Autocomp к определениям 
цельной крови. См. 
соответствующее руководство 
пользователя.

4. Провести забор свежего 
образца для окрашивания.

5. Повторно получить данные с 
использованием 
BD CONSORT 30 или 
BD LYSYS II.

Неокрашенные 
клетки в окрашенном 
образце 
перемещаются за 
пределы маркера, 
установленного при 
анализе контрольной 
пробирки B, в Q4 
или Q1

• Не антиген-специфичное 
связывание антител в связи с 
тем, что образец содержит 
нежизнеспособные или 
поврежденные клетки. 

• Не антиген-специфичное 
связывание антител, 
обусловленное рецепторами 
Fc.

1. Провести забор свежего 
образца для окрашивания.

2. Проверить на наличие 
избыточной контаминации 
моноцитами, гранулоцитами 
или клеточными обломками 
гейта сбора данных 
лимфоцитов.

Проблема Возможная причина Решение
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Тусклое или 
непоследовательное 
окрашивание

• Концентрация клеток 
слишком велика на этапе 
окрашивания.

• Недостаточно реагента.
• Клетки не проанализированы 

в течение 24 часов после 
окрашивания.

• Неправильно приготовлена 
среда (не добавлен азид 
натрия).

1. Проверить и скорректировать 
концентрацию клеток; 
провести повторное 
окрашивание свежего образца.

2. Повторить окрашивание с 
надлежащим количеством 
реагента.

3. Повторить окрашивание на 
свежем образце; 
проанализировать его 
немедленно.

4. На стадиях окрашивания и 
промывки использовать азид 
натрия.

Мало или нет клеток • Концентрация клеток 
слишком мала.

• Неисправность проточного 
цитометра.

1. Ресуспендировать свежий 
образец при более высокой 
концентрации. Повторить 
окрашивание и анализ.

2. Устранить неисправность 
прибора.

Повышенная 
аутофлуоресценция

• Возможная бактериальная 
контаминация PBS или 
фиксатора.

• Плохая подготовка образца.

1. Приготовить 
свежеразведенный PBS в воде 
для анализа и свежий 
фиксатор. Профильтровать PBS 
и фиксатор через фильтр с 
ячейками 0,2 мкм.

2. Провести забор свежего 
образца и окрасить его.

Слабая 
положительная 
флуоресценция

Возможная бактериальная 
контаминация PBS или 
фиксатора. Ненадлежащий pH 
буфера или фиксатора.

Приготовить свежий PBS в воде 
для анализа и свежий фиксатор с 
PBS и азидом натрия. Довести до 
надлежащего значения pH. 
Профильтровать через фильтр с 
ячейками 0,2 мкм.

Проблема Возможная причина Решение
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ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых общих условиях продажи компании 
BD для клиентов за пределами США при приобретении данных изделий 
применяются следующие гарантийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗАТЕЛЬСТВА 
РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ ТОЛЬКО С ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ 
КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, ЗАЯВЛЕННОГО НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ 
ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ ДОСТАВКИ ЕГО ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ 
ВСЕХ ДРУГИХ ГАРАНТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ ПРИГОДНОСТИ 
И СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ 
НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ОТВЕТСТВЕННОСТЬ КОМПАНИИ 
BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕНИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. 
КОМПАНИЯ BD НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ 
СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ ЭКОНОМИЧЕСКИЕ 
ПОТЕРИ, ВЫЗВАННЫЕ ИЗДЕЛИЕМ.
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BD FACS™ Lysing 
Solution 

100 мл — номер по каталогу 349202

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Лизирующий раствор BD FACS™ Lysing 
Solution предназначен для лизирования 
эритроцитов после прямого 
иммунофлуоресцентного окрашивания 
клеток периферической крови человека 
моноклональными антителами перед 
анализом методом проточной цитометрии.

Лизирующий раствор BD FACS Lysing 
Solution предназначен для использования 
с такими реагентами, как BD Tritest™ или 
BD Simultest™, и соответствующим 
образом оснащенным проточным 
цитометром. Его можно использовать с 
методикой лизирования с отмывкой или 
без отмывки.

2. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ И 
ПОЯСНЕНИЯ

Эффективное обнаружение лимфоцитов в 
периферической крови зависит от 
исключения мешающих клеток. Показано, 
что при подготовке мононуклеарных 
клеток периферической крови (PBMC) к 
анализу субпопуляций лимфоцитов 
лизирование цельной крови не менее 
эффективно, чем центрифугирование в 
градиенте плотности1–4. В клинических 
лабораториях методы лизирования 
цельной крови практически вытеснили 
разделение в градиенте плотности Ficoll-
Paque™1 благодаря сокращению времени 
подготовки образцов и необходимости 
обращения с цельной кровью5. Результаты 
исследований также показали, что при 
применении метода лизирования цельной 
крови менее вероятна потеря 
субпопуляций лимфоцитов и более высока 
воспроизводимость результатов по 
сравнению с более ранними методами5–7.

1 Ficoll-Paque является товарным знаком компании 
GE Healthcare.
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3. ПРИНЦИПЫ МЕТОДИКИ

При добавлении цельной крови к реагенту 
моноклональных антител меченные 
флуорохромом антитела в реагенте 
селективно связываются с 
поверхностными антигенами лейкоцитов. 
Окрашенные образцы затем 
обрабатываются слегка гипотоническим 
лизирующим раствором BD FACS Lysing 
Solution, который лизирует эритроциты, 
но не оказывает воздействия на 
лейкоциты.

4. РЕАГЕНТ

Поставляемый реагент
Лизирующий раствор BD FACS Lysing 
Solution, 10-кратный концентрат, 
поставляется в виде 100 мл 
запатентованного буферного раствора, 
содержащего <10 % формальдегида и 
<50 % диэтиленгликоля. Данного 

количества достаточно для проведения 
2000 тестов при использовании методики 
лизирования без отмывки BD (например, 
BD Tritest) и для проведения 500 тестов 
при использовании методики лизирования 
с отмывкой (например, BD Simultest).

Меры предосторожности

• Только для диагностики in vitro. 

Лизирующий раствор BD FACS Lysing 
Solution содержит 25 – <50 % 
2,2´-оксибисэтанола (диэтиленгликоля), 
номер CAS 111-46-6; 5 – <10 % 
формальдегида, номер CAS 50-00-0 и 
3 – <5 % метанола, номер CAS 67-56-1. 
Лизирующий раствор считается опасным 
согласно Согласованной на глобальном 
уровне системе классификации и 
маркировки химических веществ (СГС). 
Загрузите паспорт безопасности 
материала с сайта regdocs.bd.com.

Опасность

H302+H312+H332: наносит вред при проглатывании, при контакте с кожей и при вдыхании.
H315: вызывает раздражение кожи.
H319: вызывает серьезное раздражение глаз.
H317: может вызывать аллергическую кожную реакцию.
H341: предположительно вызывает генетические дефекты.
H350: может вызывать рак.
H371: может нанести вред органам.
H335: может вызывать раздражение дыхательных путей.
H373: может наносить вред органам в результате длительного или многократного воздействия.

P201: получить специальные инструкции перед использованием.
P202: не использовать до тех пор, пока не прочитаете и не поймете все инструкции и меры 
безопасности.
P260: не вдыхайте пыль / дым / газ / туман / пары / вещество в распыленном состоянии.
P264: после работы тщательно вымыться.
P272: не выносить загрязненную одежду с места работы.
P280: пользоваться защитными перчатками / защитной одеждой / средствами защиты глаз/лица.
P333+P313: в случае раздражения кожи или появления сыпи обратиться к врачу.
P337+P313: если раздражение глаз не проходит, обратиться к врачу.
P304+P340: ПРИ ВДЫХАНИИ вынести пострадавшего на свежий воздух и обеспечить ему полный 
покой в удобном для дыхании положении.
P312: обратиться в ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЙ ЦЕНТР / к врачу при плохом самочувствии.
P308+P313: в случае воздействия или обеспокоенности обратитесь к врачу.

http://regdocs.bd.com/regdocs/searchSDS.do
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В США в дополнение к показанным выше 
предупреждениям применяются 
следующие.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ. Любые 
биологические образцы и материалы, 
соприкасающиеся с ними, 
представляют потенциальную 
биологическую опасность. 
Обращайтесь с материалами как с 
потенциальными источниками 
инфекции8,9 и при утилизации 
соблюдайте меры безопасности, 
соответствующие законам, принятым 
на федеральном, региональном или 
местном уровне. Никогда не набирайте 
жидкость в пипетку ртом. Следует 
использовать соответствующую 
защитную одежду, средства защиты 
глаз и перчатки.

Инструкции по разбавлению
Разбавьте 10-кратный концентрат 
деионизированной водой комнатной 
температуры (20–25 °C) в отношении 1:10. 
Готовый раствор стабилен в течение 1 месяца 
при условии хранения в контейнере из 
стекла или полиэтилена высокой 
плотности (HDPE) при комнатной 
температуре.

5. ХРАНЕНИЕ И ОБРАЩЕНИЕ

Лизирующий раствор BD FACS Lysing 
Solution (10-кратный) стабилен при 
соблюдении условий хранения до истечения 
срока годности, указанного на флаконе. 
Не используйте данный реагент в случае 
изменения цвета или выпадения осадка.

Опасность

H402: вредно для водных организмов.

P271: использовать только на открытом воздухе или в хорошо вентилируемом помещении.
P273: не допускать попадания в окружающую среду.
P270: не принимать пищу, не пить и не курить в процессе использования этого продукта.
P281: использовать необходимые средства индивидуальной защиты.
P305+P351+P338: ПРИ ПОПАДАНИИ В ГЛАЗА осторожно промывать водой в течение нескольких 
минут. Снять контактные линзы, если вы пользуетесь ими и если это легко сделать. Продолжить 
промывание глаз.
P302+P352: ПРИ ПОПАДАНИИ НА КОЖУ промыть большим количеством воды.
P301+P312: ПРИ ПРОГЛАТЫВАНИИ обратиться в ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЙ ЦЕНТР / к врачу при 
плохом самочувствии.
P330: прополоскать рот.
P321: специальные меры (см. на этом маркировочном знаке).
P363: постирать загрязненную одежду перед последующим использованием.
P405: хранить в закрытом помещении.
P403: хранить в хорошо вентилируемом месте.
P233: держать крышку контейнера плотно закрытой.
P501: утилизировать содержимое/контейнер на подходящем объекте по обработке и утилизации 
отходов в соответствии с применимыми законами и постановлениями и характеристиками продукта 
на момент утилизации.
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6. ПРИБОР

Лизирующий раствор BD FACS Lysing 
Solution предназначен для использования 
с проточными цитометрами, 
оснащенными соответствующим 
компьютерным оборудованием и 
программным обеспечением. Проточный 
цитометр должен быть оснащен для 
обнаружения прямого светорассеяния 
(FSC) и бокового светорассеяния (SSC). 
Рекомендуется использовать проточные 
цитометры BD FACSCalibur™, 
BD FACSCanto™ и BD FACSCanto™ II. 
Однако результаты можно получить и при 
использовании других платформ. 
Ограничения для конкретных приборов 
см. в руководстве по использованию 
соответствующего реагента.

7. ОТБОР И ПОДГОТОВКА 
ОБРАЗЦОВ

Проведите забор крови асептически с 
помощью венопункции10,11 в стерильную 
пробирку с ЭДТА для забора крови 
BD Vacutainer® EDTA Blood Collection 
Tube. Следуйте указаниям производителя 
пробирки относительно минимального 
объема крови, подлежащего забору. До 
готовности к окрашиванию и лизированию 
храните кровь с антикоагулянтом при 
комнатной температуре (20–25 °C). 
Условия хранения перед окрашиванием 
см. в руководстве по использованию 
соответствующего реагента. Возможные 
условия, мешающие проведению анализа, 
см. в разделе 10 «Ограничения».

8. ПРОЦЕДУРА

Поставляемый реагент
Лизирующий раствор BD FACS Lysing 
Solution, 10-кратный концентрат (номер по 
каталогу 349202).

Необходимые, но не поставляемые 
реагенты и вещества

• неконцентрированный лизирующий 
раствор BD FACS Lysing Solution, 
разбавленный в соответствии с 
указаниями в разделе 4 «Реагент: 
Инструкции по разбавлению»;

• пробирки с ЭДТА для забора крови 
BD Vacutainer EDTA Blood Collection 
Tubes или аналогичные;

• одноразовые полистирольные пробирки 
12 × 75 мм с крышками;

• моноклональные антитела к антигенам 
лейкоцитов человека BD (например, 
реагенты BD Tritest или BD Simultest);

• мешалка «вортекс»;

• микропипетка с наконечниками.

Могут понадобиться и другие материалы. 
Дополнительную информацию см. в 
руководстве по использованию 
соответствующего реагента.

Подготовка образцов
Окрасьте образцы цельной крови в 
соответствии с инструкциями в 
руководстве по использованию 
соответствующего реагента. Лизируйте 
эритроциты в соответствии с указаниями, 
используя разбавленный 
(неконцентрированный) лизирующий 
раствор BD FACS Lysing Solution. 
Пробирки необходимо защищать от 
прямого света. Проводите процедуру при 
комнатной температуре (20–25 °C).

1. Для каждого образца добавьте в 
пробирку надлежащее количество 
конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител и крови, как 
указано в соответствующем 
руководстве по использованию.
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2. Инкубируйте пробирки в соответствии 
с указаниями.

3. Внесите в пробирки надлежащий 
объем неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS 
Lysing Solution в соответствии с 
указаниями. Тщательно встряхните на 
«вортексе».

4. Продолжайте выполнять инструкции 
из соответствующего руководства по 
использованию, пока клетки не будут 
готовы к анализу на проточном 
цитометре. Закройте пробирки 
крышками и храните в темноте при 
температуре 2–8 °C до анализа на 
проточном цитометре. Окрашенные 
клетки необходимо проанализировать 
за время, указанное в 
соответствующем руководстве по 
использованию. Тщательно 
перемешайте клетки на «вортексе» 
при низкой скорости, чтобы снизить 
агрегацию перед анализом.

9. РЕЗУЛЬТАТЫ

Нижеприведенные репрезентативные 
данные были получены на образцах 
периферической крови, обработанных 
лизирующим раствором BD FACS Lysing 
Solution, на проточном цитометре 
BD FACScan™. Цельная кровь была 
окрашена реагентом BD Tritest™ CD3/
CD4/CD45 (рис. 1) или реагентом 
BD Simultest™ CD3/CD4 (рис. 2).

Рис. 1. Точечные графики зависимости SSC 
от CD45 и CD4 от CD3, полученные при 
окрашивании реагентом BD Tritest

Рис. 2. Точечные графики зависимости SSC 
от FSC и CD4 от CD3, полученные при 
окрашивании реагентом BD Simultest

10. ОГРАНИЧЕНИЯ

• В лабораториях должны быть 
установлены собственные референсные 
диапазоны для параметров каждого 
реагента в зависимости от пола, 
возраста пациента и методики 
подготовки образца. Расовая 
принадлежность пациента также может 
иметь значение 12, хотя данных, чтобы 
утверждать это с полной уверенностью, 
недостаточно. При определении 
референсных диапазонов следует 
учитывать возраст, пол, клиническое 
состояние и расовую принадлежность 
пациентов13. Референсные диапазоны 
приводятся только для сведения.

• Лизирующий раствор BD FACS Lysing 
Solution разработан специально для 
использования с проточными 
цитометрами BD FACS™.
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• Предпочтительный антикоагулянт — 
ЭДТА. Компания BD обладает 
ограниченной информацией об 
использовании других антикоагулянтов, 
например гепарина.

• До окрашивания и лизирования храните 
образцы в пробирках с ЭДТА для забора 
крови BD Vacutainer EDTA Blood 
Collection Tubes при комнатной 
температуре (20–25 °C). Максимальное 
время хранения образцов после сбора 
см. в руководстве по использованию 
реагента.

• В образцах с наличием ядросодержащих 
эритроцитов может наблюдаться 
неполный лизис ядросодержащих 
эритроцитов, поскольку лизирующий 
раствор BD FACS Lysing Solution не 
лизирует ядросодержащие эритроциты. 
Это может также иметь место при 
анализе образцов крови пациентов с 
некоторыми гематологическими 
нарушениями, при которых эритроциты 
лизируются с трудом, например при 
миелофиброзе, серповидноклеточной 
анемии, талассемии и сфероцитозе7,8.

• При использовании моноклональных 
реагентов, которые реагируют с 
сывороточными иммуноглобулинами, 
образцы крови перед окрашиванием и 
лизированием необходимо отмывать 
неконцентрированным 
физиологическим раствором, 
содержащим фосфатный буфер (PBS), 
или физиологическим раствором14.

• Моноклональный реагент, 
направленный против антигена или 
рецептора клеточной поверхности, 
который: а) сбрасывается в плазму 
(например, рецептор IL-2) или б) занят 
компонентами плазмы (например, 
рецепторы комплемента), при анализе с 
использованием методики лизирования 
цельной крови может окрашиваться 
менее интенсивно.

11. ОЖИДАЕМЫЕ ЗНАЧЕНИЯ

В трех клинических центрах были 
исследованы здоровые взрослые, чтобы 
установить референсные диапазоны для 
субпопуляций лимфоцитов CD3+ и 
CD3+CD4+. Референсные диапазоны для 
изученных параметров представлены в 
следующей таблице. Полученные 
референсные диапазоны были проверены 
на предмет различий между центрами, 
а также пациентами разного пола и 
возраста. Если при сравнении 
обнаруживалось существенное различие, 
указывались отдельные референсные 
диапазоны.

Референсные диапазоны, полученные для 
взрослых, неприменимы к педиатрическим 
образцам крови (от 0 до 13 лет). 
Дополнительную информацию о 
референсных диапазонах см. в первом 
ограничении.

Субпопуля-
ция лимфо-
цитов Пол

Воз-
раст n

Сред-
нее-
значе-
ние

Диа-
пазон 
95 %

% CD3+ Оба 18–70 160 72 59–85

% CD3+CD4+ Муж-
ской

18–70 84 43 29–57

Жен-
ский

18–70 75 46 31–60
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12. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Точность
Для реагента BD Tritest (CD3/CD4/CD45) 
в двух клинических центрах были 
получены образцы от 17 здоровых и 61 
больного донора. Три аликвоты каждого 
образца были окрашены, лизированы и 
обработаны на проточных цитометрах 
BD FACScan.

Для реагента BD Simultest (CD3/CD4) в 
одном клиническом центре была 
проведена оценка воспроизводимости в 
пределах образца. Определения 
проводились на образцах крови шести 
здоровых и четырех больных пациентов 
(ВИЧ и трансплантация почки). Две 
аликвоты одного и того же образца крови 
были приготовлены с использованием 
панели реагентов BD Simultest™ IMK 
Lymphocyte, и каждая аликвота была 
дважды проанализирована в одном и том 
же проточном цитометре BD FACScan.

Восстановление лейкоцитов
Пять образцов крови были обработаны 
лизирующим раствором BD FACS Lysing 
Solution, отмыты и проанализированы на 
восстановление лейкоцитов при помощи 
гематологического анализатора Ortho 
ELT-1500 Clinical Hematology Analyzer. 
По сравнению с общим количеством 
лейкоцитов восстановление лейкоцитов 
при использовании лизирующего раствора 
в среднем составляло 92 %.

Лизирование эритроцитов
Пять образцов крови были обработаны 
лизирующим раствором BD FACS Lysing 
Solution, отмыты и проанализированы на 
остаточные эритроциты при помощи 
гематологического анализатора Ortho 
ELT-1500 Clinical Hematology Analyzer. 
Эритроцитов обнаружено не было.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для 
клиентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие 
гарантийные обязательства.

B СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ 
ОБЯЗАТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ 
ТОЛЬКО С ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, 
ЗАЯВЛЕННОГО НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ 
ДОСТАВКИ ЕГО ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ 
ДРУГИХ ГАРАНТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ 
ПРИГОДНОСТИ И СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, 
А ТАКЖЕ ГАРАНТИИ НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ 
ОТВЕТСТВЕННОСТЬ КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ 
ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕНИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ 
НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ 
СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ 
ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАННЫЕ ИЗДЕЛИЕМ.

Паци-
енты

Субпопуля-
ция лимфо-

цитов n

Сред-
нее-
значе-
ние SDa

a. SD = среднеквадратическое отклонение

dfb

b. df = степени свободы: количество наблюдений (3) минус 
количество средних значений (1), умноженное на 
количество пациентов (n).

Здоровые %CD3+ 17 72 0,72 34

% CD3+CD4+ 17 42 0,79 34

Больные %CD3+ 61 77 0,88 122

% CD3+CD4+ 61 19 0,61 122

Паци-
енты

Субпопуля-
ция лимфо-

цитов n

Сред-
нее-
значе-
ниеa SDb dfc

Здоровые %CD3+ 6 73 0,85 12

% CD3+CD4+ 6 46 1,08 12

Больные %CD3+ 4 83 0,77 8

% CD3+CD4+ 4 32 1,06 8

a. Среднее значение — это объединенное среднее значение 
(среднее значение отдельных средних значений).

b. SD = среднеквадратическое отклонение
c. df = степени свободы: количество наблюдений (4) минус 

количество средних значений (2), умноженное на 
количество пациентов (n).
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