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Для диагностики in vitro

НАЗНАЧЕНИЕ
Система реагентов IMMUNOPREP представляет 
собой набор реагентов для подготовки лейкоцитов 
цельной крови к проточному цитофлуориметриче-
скому  исследованию.  Реагенты  IMMUNOPREP 
(кат. № 7546946) предназначены для использо-
вания со станцией пробоподготовки COULTER® 

Q-PREP™  1;  реагенты  IMMUNOPREP (кат.  № 
7546999) используются при работе со станциями 
COULTER MULTI-Q-PREP™,  COULTER TQ-
Prep™ 2, 3 и FP 1000.

КРАТКАЯ ИНФОРМАЦИЯ О НАБОРЕ
Возможность  классифицировать  лейкоциты чело-
века на основании экспрессии поверхностных ан-
тигенов обеспечила исследователей ценной диа-
гностической и  прогностической информацией.4,  5 

Ранее для подготовки лейкоцитов к иммунофлуо-
ресцентному анализу использовался лизис цельной 
крови и выделение в градиенте плотности.6 Реаген-
ты для этих процедур имеются в продаже. Эти ме-
тодики  требуют отмывки образцов для удаления 
несвязанных антител и остатков клеток. При пере-
мешивании и центрифугировании злокачественные 
или “активированные” клетки могут быть поврежде-
ны. Кроме того, вследствие адгезии в контейнерах 
или неполного осаждения может происходить изби-
рательная потеря клеток.7 Большинство процедур 
требуют значительных затрат времени и сил, точно-
го соблюдения методики и становятся утомитель-
ными при большом количестве образцов. Реагенты 
IMMUNOPREP были разработаны в 1987 году. Они 
предназначены для быстрой автоматизированной 
подготовки образцов цельной крови к иммунофено-
типированию. В настоящее время данные реагенты 
широко используются в различных цитофлуоримет-
рических лабораториях.8, 9

ПРИНЦИПЫ ПОДГОТОВКИ ОБРАЗЦОВ
Реагенты  IMMUNOPREP позволяют выполнить 
быстрый, мягкий лизис эритроцитов без отмыв-
ки  и  сохранить  целостность  внутренней  и  по-
верхностной структуры лейкоцитов.8 Устраняет-
ся потеря клеток вследствие отмывки и центри-
фугирования.  Отсутствие  этих  этапов  суще-
ственно снижает время подготовки проб. Также 
время подготовки уменьшается за счет автома-
тизации,  что  позволяет  быстро  получать  ре-
зультаты анализа в чрезвычайных ситуациях.

Набор IMMUNOPREP состоит из трех специаль-
но подобранных реагентов,  которые использу-
ются  только  в  работе  со  специфицированной 
станцией  пробоподготовки.  Набор  состоит  из 
следующих реагентов:
IMMUNOPREP A, реагент для лизиса эритроцитов;
IMMUNOPREP B, реагент для стабилизации 
лейкоцитов;
IMMUNOPREP C, реагент для фиксации мембран 
клеток.

РЕАГЕНТЫ
IMMUNOPREP Reagent System (кат. № 7546946) 
используется для работы со станцией пробопод-
готовки  COULTER Q-PREP.  IMMUNOPREP Re-
agent System (кат. № 7546999), используется для 
работы со станциями пробоподготовки COULTER 
MULTI-Q-PREP, COULTER TQ-Prep и FP 1000.

Упаковка реагентов соответствует станции про-
боподготовки.

Объемы реагентов IMMUNOPREP:
Реагент Q-PREP TQ-Prep/ MUL-

TI-Q-PREP/FP 1000
IMMUNOPREP A 70 мл 215 мл
IMMUNOPREP B 32 мл 95 мл
IMMUNOPREP C 14 мл 36 мл

СОСТАВ РЕАГЕНТА
IMMUNOPREP A

Муравьиная кислота...........................1.2 мл/л
IMMUNOPREP B

Карбонат натрия.....................................6.0 г/л
Хлорид натрия....................................14.5 г/дл
Сульфат натрия...................................31.3 г/л

IMMUNOPREP C
Параформальдегид.............................10.0 г/л
Буфер:    Соль \ Концентарция .............(г/л)
....................................................NaCl   8,00 
........................................................KCl  0,20 
..............................................Na2HPO4  1,44 
.................................................KH2PO4 0,24 
..........................................................pH  7,4  

ВНИМАНИЕ
1. Реагент  IMMUNOPREP C содержит 1% фор-

мальдегид. Избегайте контакта с кожей и по-
падания в глаза, поскольку это может иметь 
необратимые последствия. Не вдыхайте ис-
парения реагента.  Используйте соответству-
ющие средства защиты, такие как перчатки и 
защитные очки.

2. Обращайтесь с пробами, образцами и всеми 
контактирующими с ними материалами, как с 
потенциально  инфекционными.  Используйте 
надлежащие методы утилизации.

3. Никогда не отбирайте пробы и реагенты через 
пипетку ртом, не допускайте контакта с кожей 
и слизистыми оболочками.

4. Не используйте реагенты с истекшим сроком 
годности,  указанным  на  этикетке  флаконов 
или набора реагентов.

5. Реагенты  IMMUNOPREP следует  использо-
вать в качестве единого набора, предназна-
ченного для специфицированного прибора.

6. Изменение  указанного  времени  инкубации 
или температуры может привести к появле-
нию недостоверных результатов.

7. Контаминация  микроорганизмами  может  вы-
звать появление недостоверных результатов.

8. При  работе  с  данными  реагентами  соблю-
дайте требования GLP (Good Laboratory Prac-
tice).

9. При контакте с кожей могут вызвать сенсиби-
лизацию.

10. При  попадании  реагента  в  глаза  не-
медленно промойте их большим количеством 
воды и обратитесь к врачу.

11. При  работе  с  реагентом  используйте 
защитную одежду, перчатки, маску и очки.

12. При контакте с реагентом или если вы 
почувствовали  недомогание,  немедленно 
обратитесь  за  медицинской помощью  (если 
возможно, покажите врачу этикетку реагента).

ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ
Подготовка не требуется.  Используйте реаген-
ты  IMMUNOPREP непосредственно  во  флако-
нах; перед установкой флаконов в станцию про-
боподготовки  перемешайте  реагенты,  аккурат-
но переворачивая флаконы.

ХРАНЕНИЕ И СТАБИЛЬНОСТЬ
Храните при комнатной температуре (20 - 25°C). 
Нераспечатанные реагенты стабильны в тече-

ние срока, указанного на этикетке набора. Рас-
печатанные реагенты стабильны в течение 30 
дней  после  установки  в  станцию  пробоподго-
товки.
Реагенты не содержат азидов, разлагаются ми-
кроорганизмами  и  не  чувствительны  к  свету. 
Если вы случайно заморозили реагенты, следует 
оставить их при комнатной температуре до пол-
ного оттаивания. Перед использованием переме-
шать,  аккуратно  переворачивая  флаконы.  Пу-
стые флаконы следует немедленно  утилизиро-
вать.
ПРИЗНАКИ НЕПРИГОДНОСТИ РЕАГЕНТА
В норме реагенты IMMUNOPREP  представляют 
собой прозрачные жидкости. Изменение физиче-
ского  состояния  реагентов,  вариации  значений 
контролей  или  невозможность  провести  лизис 
эритроцитов нормальной крови могут свидетель-
ствовать о непригодности реагента.  Такие реа-
генты использовать не рекомендуется.

ОТБОР И ПОДГОТОВКА ОБРАЗЦОВ
ВНИМАНИЕ: Стабильность образцов крови ко-
леблется.  Для  оптимального  лизиса  следует 
выполнить анализ в течение 6 часов после ве-
нопункции. Неокрашенные образцы крови с ан-
тикоагулянтом  до  начала  подготовки  должны 
храниться при температуре 20 - 25°C. Не замо-
раживайте образцы.
Отберите асептически образцы венозной крови с 
помощью венопункции в пробирки с антикоагулян-
том (рекомендуется ЭДТА).10 При использовании 
вакуумных пробирок для отбора, заполните их так, 
чтобы обеспечить необходимое соотношение ан-
тикоагулянта и крови (1.5 мг антикоагулянта на 1 
мл крови). Для каждого исследования необходимо 
100 мкл цельной крови. Отберите достаточное ко-
личество  крови  для  выполнения  исследований, 
анализа контроля и разведения образцов аутоло-
гичной плазмой,  если потребуется.  Для каждого 
образца крови необходимо подсчитать количество 
лейкоцитов и их выживаемость, используя стан-
дартную  лабораторную  процедуру.  Рекомендо-
ванная выживаемость клеток 90%, однако в слу-
чае некоторых аномальных образцов это значе-
ние труднодостижимо.

ПОДГОТОВКА ЛЕЙКОЦИТОВ С ПОМО-
ЩЬЮ РЕАГЕНТОВ IMMUNOPREP
ПОСТАВЛЯЕМЫЕ МАТЕРИАЛЫ
Реагенты  IMMUNOPREP (кат.  № 7546946)  для 
работы со станцией пробоподготовки COULTER® 

Q-PREP™ 1;
Реагенты  IMMUNOPREP (кат.  № 7546999)  для 
работы  со  станциями  COULTER MULTI-
Q-PREP™, COULTER TQ-Prep™ 2, 3 и FP 1000.

НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ ПОСТАВЛЯЕМЫЕ 
МАТЕРИАЛЫ
Станция пробоподготовки COULTER  Q-PREP, 
COULTER  MULTI-Q-PREP,  COULTER  TQ-Prep 
или FP 1000
Моноклональные  антитела  CYTO-STAT®/
COULTER CLONE® или эквивалентные
Изотипический  контроль  CYTO-STAT/COULTER 
CLONE или эквивалентный
Дилюент (если требуется) – аутологичная плазма
Силиконовая  жидкость  для  стеклянной  посуды 
(Prosil®-28, PCR, Inc.)
Пробирки для анализа 12 x 75 мм
Пробирки для отбора цельной крови с антикоагу-
лянтом (рекомендуется использовать ЭДТА)
Пипетки без градуровки
Микропипетки
Проточный цитофлуориметр (COULTER EPICS® 

XL-MCL™, XL™, FC 500)
Счетчик клеток (COULTER STKS™ или эквива-
лентный) или гемоцитометр

ПРОЦЕДУРА ПОДГОТОВКИ ОБРАЗЦОВ
1. Для  каждого  образца  промаркируйте  про-

бирки для анализа и изотипического контро-
ля (12  x 75 мм). На вкладыше к упаковкам 
реагентов  приводится  полная  информация 

Страница 1 из 3



по работе, включающая настройку парамет-
ров подсчета и время инкубации.

2. На дно  помеченной  пробирки  для  анализа 
внесите 100 мкл цельной крови с антикоагу-
лянтом. Убедитесь в том, что кровь не попа-
ла на стенки и верхнюю часть пробирки.

ЗАМЕЧАНИЕ: Если концентрация клеток не по-
падает в диапазон 3,000-10,000 клеток/мкл, мо-
жет  потребоваться  корректировка  концентра-
ции. Для разведения рекомендуется использо-
вать  аутологичную  плазму.  Рекомендованная 
концентрация клеток приводится на вкладыше к 
упаковке моноклональных антител.
ЭТО ВАЖНО: Нелизированные эритроциты со 
стенок и верхней части пробирки могут попасть 
в  подготовленный  образец и  вызвать  появле-
ние недостоверных результатов. Для удаления 
капель  крови со  стенок  пробирки  используйте 
хлопковые палочки.

3. Добавьте  10  мкл  изотипического  контроля, 
10 мкл моноклональных антител CYTO-STAT/
COULTER CLONE или требующееся количе-
ство антител, указанное на вкладыше к упа-
ковке. Перемешайте на вортексе.

4. Инкубируйте  образцы  с  антителами  около 
10 минут при комнатной температуре  (20 - 
25°C). Инструкции по инкубации см. на вкла-
дыше к упаковке антител.

5. Перед началом процедуры лизиса выполни-
те включение станции пробоподготовки в со-
ответствии  с  инструкциями  производителя. 
См. соответствующее руководство для стан-
ции.1 ,2, 3 Если вы работаете со станцией Q-
PREP, переходите к шагу 6, если вы работа-
ете со станцией  MULTI-Q-PREP – к шагу 7, 
если вы работаете со станцией TQ-Prep – к 
шагу 8, а если со станцией FP 1000 – к шагу 
11.

6. ТОЛЬКО ДЛЯ ПОЛЬЗОВАТЕЛЕЙ СТАНЦИИ 
Q-PREP:

ЗАМЕЧАНИЕ: Перед анализом образцов на про-
точных  цитометрах,  измеряющих  светорассея-
ние в прямом направлении под малыми углами 
(FALS),  добавьте  к  подготовленным  в  станции 
пробоподготовки образцам 0.5 мл деионизован-
ной или дистиллированной воды.

a.Установите пробирки в прибор и нажмите 
кнопку запуска 35- или 90-секундного цик-
ла подготовки в зависимости от исполь-
зуемого  метода  инкубации.  Закройте 
дверцу  прибора,  чтобы  начать  цикл. 
Переходите к шагу 9.

7. ТОЛЬКО ДЛЯ ПОЛЬЗОВАТЕЛЕЙ СТАНЦИИ 
MULTI-Q-PREP:

ЗАМЕЧАНИЕ: Чтобы проанализировать образцы 
на проточных цитометрах, измеряющих светорас-
сеяние в прямом направлении под малыми угла-
ми  (FALS),  переключатель  станции  пробоподго-
товки MULTI-Q-PREP должен быть в верхнем по-
ложении “ON” (Включено). В этом положении вы-
полняется дозирование деионизованной или ди-
стиллированной  воды.  Подробную  информацию 
см. в руководстве к станции MULTI-Q-PREP.2

a.Загрузите пробирки в карусель образцов 
по часовой стрелке. Установите карусель 
на основание карусели станции MULTI-Q-
PREP. Закройте крышку карусели.

b.Нажмите кнопку запуска автоматической 
подготовки образцов. Переходите к шагу 9.

8. ТОЛЬКО ДЛЯ ПОЛЬЗОВАТЕЛЕЙ СТАНЦИИ 
TQ-Prep:

ЗАМЕЧАНИЕ: Чтобы проанализировать образцы 
на  проточных  цитометрах,  измеряющих  свето-
рассеяние в прямом направлении под малыми 
углами  (FALS),  станция  пробоподготовки  TQ-
PREP должна  находиться  в  режиме  работы  с 
четырьмя реагентами. Подробную информацию 
см. в руководстве к станции TQ-PREP.3

a.Загрузите пробирки в карусель по часовой 
стрелке. Установите карусель на основа-
ние в станцию TQ-Prep. Закройте крышку 
карусели.

b.Нажмите кнопку запуска автоматической 
подготовки образцов. Переходите к шагу 9.

9. Если цитофлуориметрический анализ прово-
дится в течение 2 часов после подготовки об-
разцов, образцы можно хранить при комнат-
ной  температуре  (20  -  25°C).  В  противном 
случае закройте пробирки и храните образцы 
в темном месте при температуре 2 - 8°C. Про-
анализируйте образцы в течение 24 часов.

10. Проанализируйте  подготовленные 
образцы с помощью проточного  цитофлуо-
риметра. См. руководства к прибору.

11. ТОЛЬКО  ДЛЯ  ПОЛЬЗОВАТЕЛЕЙ 
СТАНЦИИ FP 1000:

a.Загрузите пробирки в карусель по часовой 
стрелке.  Установите карусель в  станцию 
FP 1000.  Подробную  информацию см.  в 
руководстве к станции FP 1000.11

ЭТО ВАЖНО: Подробную информацию о подготов-
ке реагентов см. в руководстве к станции FP 1000.
ЗАМЕЧАНИЕ: При работе с проточными цито-
метрами,  измеряющими  светорассеяние  под 
малыми углами (FALS), возможно, потребуется 
отрегулировать  пороговое  значение,  коэффи-
циент  усиления  светорассеяния  в  прямом 
направлении и высокое напряжение при реги-
страции  светорассеяния  в  боковом  направле-
нии для того, чтобы добиться отчетливого раз-
деления лейкоцитов на три субпопуляции.

КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА
Все образцы после лизиса эритроцитов необхо-
димо  осмотреть,  также  необходимо  оценить 
диаграммы  светорассеяния.  Нелизированные 
образцы мутные. При неполном лизисе на диа-
граммах светорассеяния заметны тяжелые или 
аномальные  лейкоциты.  В  качестве  контроля 
работы системы вместе с исследуемыми образ-
цами следует подготовить и проанализировать 
образец с известными характеристиками.
Чтобы получить  достоверные результаты  убе-
дитесь в том,  что проточный цитофлуориметр 
EPICS XL-MCL (или эквивалентный) правильно 
настроен,  светорассеяние  и  флуоресценция 
стандартизованы,  а компенсация  флуоресцен-
ции установлена верно. См. руководства к про-
точному цитофлуориметру.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Репрезентативные  данные  на  рисунках  1  -  4 
были  получены  с  использованием  образцов 
нормальной  цельной  крови  с  ЭДТА,  монокло-
нальных  антител  CYTO-STAT/tetraCHROME™ 
CD45-FITC/CD4-RD1/CD8-ECD/CD3-PC5  и  реа-
гентов  IMMUNOPREP.  Образцы были  проана-
лизированы с помощью проточного цитофлуо-
риметра  EPICS XL-MCL с использованием об-
жимающей жидкости COULTER IsoFlow™.

Рисунок 1. Двупараметровая диаграмма
SS – FS для идентификации лимфоцитов 
(логическое ограничение A).

Рисунок 2. Двупараметровая диаграмма 
CD45-FITC – SS для идентификации лимфо-
цитов (логическое ограничение A).

Рисунок 3. Двупараметровая диаграмма CD3-
FITC – CD4-RD1, в качестве логического огра-
ничения используется  популяция  лимфоци-
тов. Квадранты устанавливаются по данным 
исследования изотипического контроля.

Рисунок 4. Двупараметровая диаграмма CD3-
FITC – CD8-RD1, в качестве логического огра-
ничения используется  популяция  лимфоци-
тов. Квадранты устанавливаются по данным 
исследования изотипического контроля.

ОГРАНИЧЕНИЯ
1. Реагенты  необходимо  использовать  до  ис-

течения срока годности, указанного на эти-
кетке набора.
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2. Приведенные данные получены с  использо-
ванием образцов нормальной цельной крови.

3. Мутность  образцов  является  признаком  не-
полного лизиса. Убедитесь в том, что станция 
дозирует правильные объемы реагентов и хо-
рошо  перемешивает  образцы.  Процедура 
гравиметрической  калибровки  приводится  в 
руководствах  к  станциям  Q-PREP,  MULTI-
Q-PREP, TQ-Prep и FP 1000.

4. Ядросодержащие эритроциты (NRBC) могут 
лизироваться не полностью и на основании 
данных светорассеяния включаться в попу-
ляцию лейкоцитов.

5. Реальное  количество  образцов,  которое 
можно подготовить с использованием одно-
го набора реагентов, может зависеть от ре-
жима эксплуатации станции.

ЗАМЕЧАНИЕ:  Далее  приводятся  возможные 
сценарии  ежедневной  работы  для  станции 
MULTI-Q-PREP.

Сценарий A: Малая загрузка, 2 цикла в день 
(подготовка 5 образцов, затем 
еще 5 через 30 и более минут)

Сценарий B: Малая загрузка, 1 цикл в день
(10 образцов)

Сценарий C: Большая загрузка, 1 набор реаген-
тов в день (используется набор 
целиком или несколько наборов 
без пауз)

В таблице 1 приводится среднее количество об-
разцов, заправок станции и общий расход реаген-
тов при использовании набора IMMUNOPREP.

Таблица 1 Расход  реагентов  при раз-
личных режимах работы (сценарии A, B и C)

A B C
КОЛИЧЕСТВО ОБРАЗЦОВ 269 289 321
КОЛИЧЕСТВО ЗАПРАВОК* 52 29 1
ВСЕГО 321 318 322

*Отражает расход реагентов при включении и 
после 30 минутного периода простоя станции 
MULTI-Q-PREP. Полные инструкции по работе 
приводятся в руководстве к станции пробопод-
готовки MULTI-Q-PREP.
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ЗАКАЗ РЕАГЕНТОВ
IMMUNOPREP Reagent System (кат. № 7546946)
IMMUNOPREP Reagent System (кат. № 
7546999)

За  дополнительной  информацией,  а  также 
при  получении  поврежденного  товара,  об-
ращайтесь  в  местное  представительство 
компании  Beckman Coulter. Телефон для ла-
бораторий в США и Канаде 800-526-7694.

ТОРГОВЫЕ ЗНАКИ
COULTER,  CYTO-STAT,  COULTER CLONE, 
EPICS,  IsoFlow,  tetraCHROME,  Q-PREP, 
MULTI-Q-PREP,  IMMUNOPREP,  XL,  XL-MCL, 
логотип  Beckman Coulter,  STKS и  TQ-Prep 
являются  торговыми  знаками  компании 
Beckman Coulter Inc.

Prosil-28 является торговым знаком компании 
PCR, Inc.

Набор  реагентов  IMMUNOPREP Reagent 
System защищен патентом 5,030,554.
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