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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human BCL2 Oncoprotein, klon 124, Ready-to-Use (Link), je uréena pro pouziti v imunohistochemii (IHC)
spole¢né s barvicimi pfistroji Autostainer Link. Protilatka znac¢i buriky vylu€ujici onkoprotein BCL2. Vysledky napomahaji klasifikaci
folikularnich lymfomu a dalSich difaznich lymfoproliferaénich onemocnéni (1). Diferenéni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek.
Klinickou interpretaci jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti Ize doplnit morfologickymi studiemi s vyuzitim spravnych kontrol a je
nutno ji vyhodnocovat v kontextu klinické anamnézy pacienta a jinych diagnostickych vySetfeni provedenych kvalifikovanym patologem. Tato
protilatka je uréena k pouziti po primarni diagnéze tumoru provedené konvenéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych
zbarveni.

Onkoprotein BCL2 je inhibitor smrti apoptotickych bunék. Experimenty s pfenosem genu dokazaly, Ze zvy$ené hladiny tohoto proteinu mohou
chranit rdzné buriky pfed riznymi stimuly vedoucimi k smrti bunék, pocinaje zablokovanim rustového faktoru a cytotoxickymi lymfokiny az po
virovou infekci a poskozeni DNA, protirakovinové léky a ozafeni (2, 3). Onkoprotein BCL2 se nachazi na cytoplazmatické strané
mitochondrické vnéjsi membrany, endoplazmatickém retikulu a obalu jadra (2, 4). Jeho molekulova hmotnost je 26 kDa (3).

Gen BCL2 je translokovan v oblasti t(14;18) translokace chromosom, ktera se vyskytuje ve vétsiné pfipadu lidskych folikularnich lymfomu a
v nékterych pfipadech difuznich B-bunéénych lymfomu (4). V rdmci této translokace se gen BCL2 na chromosomalnim segmentu 18g21
umisti vedle centra Ig téZkého fetézce na pozici 14q32, coz vede k deregulované expresi onkoproteinu BCL2 (4).

V priruéce General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni) spole¢nosti Dako nebo
v navodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se téchto témat: Princip metody, Potfebné materialy, které nejsou
soucasti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku, Postup barveni, Kontrola kvality, ReSeni problému, Interpretace zabarveni, Obecna omezen.

Monoklonalni mysi protilatka pfipravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho proteinu a 0,015 mol/l azidu
sodného.

Klon: 124 (1). lzotyp: IgG1, kappa.
Synteticky peptid skladajici se z aminokyselin 41-54 lidského onkoproteinu BCL2 (1).

V testech Western blot extraktd normalni lidské sleziny (1, 5), t(14;18)-pozitivniho folikularniho lymfomu (1) a bunéénych linii myeloidni
leukémie (5) tato protilatka znacila s molekulovou hmotnosti 26 kDa, coZ odpovida onkoproteinu BCL2 za neredukénich (1) a redukénich
podminek (1, 5). Protilatka znaci burikové linie myeloidni leukémie, HL-60 (promyelocytické), KG1 (myeloblastické), GM-1 (monoblastické) a
K562 (erytromyeloidni) (5).

1. K diagnostice in vitro

2. Ur€eno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného v produktu neni sice
klasifikovana jako nebezpecna, nicméné slouenina muze reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni
azidy téchto kovU. Pfi likvidaci splachujte dostate€nym mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azid kov( v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrZzovat fadna bezpecnostni opatreni.

5. Pouzivejte osobni ochranné prostfedky, aby nedos$lo k zasaZzeni o¢i nebo pokozky.

6. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi pfedpisy.

Skladujte pfi teploté 2—8 °C. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahviéce. Pokud se reagencie skladuji za jakychkoli jinych nez
uvedenych podminek, musi uZivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita vyrobku se neprojevuje Zadnymi znamkami. Proto je nutno
provadét soucasné s testovanim vzorkl pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neocekavané zabarveni, které nelze
vysvétlit zménami laboratornich postupl, a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu
spole¢nosti Dako.

Protilatku Ize pouzivat ke znacgeni fezll tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky tkani je nutno rozfezat na fezy o tloustce
pfiblizné 4 um.

Je vyZadovano predbézné zpracovani tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pouzitim Dako PT Link. Podrobné informace viz
navod k pouZiti pfistroje PT. Optimalnich vysledkl bylo dosaZeno prfedbé&znym zpracovanim tkani pomoci EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (50x) (k6d K8004).

Rezy zalité v parafinu: Doporuéuje se provadét predbézné zpracovani parafinovych tkafiovych Fezi, ‘fixovanych ve formalinu pomoci
postupu pfipravy 3v 1 pro Dako PT Link. Pozn.: Po barveni je tfeba fezy dehydratovat, vycistit a pofidit z nich za pouziti permanentni
montazni metody.

Rezy zbavené parafinu: Doporuduje se provadét pfedb&zné zpracovani deparafinovanych tkafovych feztl, fixovanych ve formalinu pomoci
Dako PT Link (k6d PT100/PT101) and postupovat podle postupu popsaného pro parafinové fezy. Po obarveni se musi sklicka namontovat
pomoci vodné nebo permanentni montovaci metody.

Tkanové fezy nesméji béhem zpracovani ani béhem nasledného imunohistochemického barveni vyschnout. Z divodu vys$si pfilnavosti fezl
tkani k podloznim sklim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides (kod K8020).

Doporuceny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH (Link) (kéd K8000). V softwaru pristroje Autostainer Link jsou pfedem
naprogramovany kroky barveni a inkubaéni doby. Reagencii se doporucuje aplikovat v objemu 1 x 200 pl nebo 2 x 150 l na jeden preparat
na podloznim skle. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a ¢inidel naleznete v uzivatelské pfiru¢ce k barvicimu automatu Autostainer
Link. Pokud neni na pouzivané platformé pfistroje Autostainer protokol nainstalovan, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti Dako.
VSechny kroky inkubace se provadéji za pokojové teploty.

Doporucuje se provést kontrastni barveni v hematoxylinu pouzitim EnVision FLEX Hematoxylin (Link) (k6d K8008).

Tkané pro pozitivni a negativni kontroly a také reagencie pro negativni kontrolu je nutno testovat vzdy souasné pouzitim stejného protokolu
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jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno
pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky Gc€innosti“. Doporu¢ené cinidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Mouse (Link)

(kéd IR750).
Interpretace zbarveni Buriky znagené protilatkou zobrazuji cytoplazmatické zabarveni.
Omezeni specificka pro Nékteré folikularni lymfomy mohou byt negativni kvili mutacim v epitopu zjisténym protilatkou (6) zdlrazfujici dulezitost pouziti panelu
tento produkt protilatek pro rtzné klasifikace.
Charakteristiky Normalni tkané: Tato protilatka znaci témér vSechny lymfocyty periferni krve. V lymfoidni tkani jsou malé lymfocyty v plastovych zénach a
ucinnosti T-bunécné oblasti pozitivni, zatimco v zarode¢nych centrech se znaci jen malo bunék. Ve sleziné znaci protilatka mnoho bunék v T- a

B-bunécéné oblasti a v ¢ervené dfeni. Mnoho bunék se zabarvuje v dfeni brzliku, avSak v kdfe bylo pozorovano slabé nebo negativni
zabarveni vétSiny bunék (1). V mandlich vykazuji lymfocyty v periferni plastové zéné a interfolikularni lymfocyty stfedni az silnou reakci
zabarveni, zatimco bazalni epitelialni buriky vykazuji slabou az stfedné silnou reakci zabarveni.

Abnormalni tkané: Protilatka zna¢i mnoho neoplastickych bunék, véetné 31/38 pfipadl difuzniho lymfomu a lymfoproliferativnich onemocnéni
nizkého i vysokého stupné véetné chronické lymfocytické leukémie, leukémie vliasatych bunék, T-bunééného lymfomu, lymfomu B- a T-bunék
typu velkych bunék a lymfomu anaplastickych velkych bunék Ki-1 a 37/43 pfipadd neoplastickych folikult folikulatniho lymfomu (1). Exprese
onkoproteinu BCL2 byla také zjisténa v 15/19 pfipadl synovialnich sarkom( (7) a v nadorech svalového ptvodu (8).
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