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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human BCL6 Protein, Clone PG-B6p, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen pro pouziti v imunohistochemii (IHC), spole¢né
s pfistrojem Dako Omnis. Vysledky napomahaji klasifikaci difuznich lymfomt z velkych B-bunék, folikularnich lymfomt a Burkittovych lymfoma (1).
Diferencni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym
vySetfenim s vyuzitim patficnych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dal$im diagnostickym testim provedenym
kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je uréena k pouziti po primarni diagnéze nadoru provedené konvenéni histopatologii za pouziti
neimunologickych histochemickych zbarveni.

Proto-onkogen BCL6 kdduje 92-98 kDa POZ/protein lapace zinku. Napfi¢ jeho motivem 6 C-konce zinkového lapace se BCL6 protein vaze ke specifické
DNA sekvenci cilovych genu, kde pusobi jako transkripéni represor (2, 3).

Prestoze nizké hladiny BCL6 byly prokdzany v mnoha tkanich, jeho exprese muze byt vSudypfitomna. Avsak vysoké hladiny BCL6 exprese se omezeni
na bunky B-lymfoidni linie a kosterniho svalstva. V B-lymfoidni bunééné linii se exprese BCL6 jevi jako pevné regulovana po dobu diferenciace a silna
exprese je pozorovana predevsim v germinativnim centru (GC) B bunék, ale ne v plazmé bunék, v prekurzorech, v plastové zoné a v pamétovych
B burikach. Neoplastické prot&j§ky GC B bunék, véetné difuznich lymfom( z velkych B-bunék, folikularnich a Burkittovych lymfom, téZ mohou vykazovat
vysokou hladinu exprese BCL6 (3).

BCL6 muze byt implikovany v chromozomalnich translokacich, ve kterych je regulacni region BCL6 genu nahrazeny heterolognim recipro¢nim partnerem,
jako u imunoglobulinovych genu. Substituce promotoru vede k deregulaci BCL6 exprese, kterd mUze byt spojend s lymfogenézi (3). Nové usporadani
BCL6 je jedna z nejcastéjSich genetickych abnormalit v non-Hodgkinovych lymfomech z B-bunék, s obzvlast vysokou frekvenci (28—40 %) v difznich
lymfomech z velkych bunék (2).

V pfiruéce General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni) 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
vzorkl; Postup barveni; Kontrola kvality; Reseni problém(; Interpretace zabarveni; Obecna omezeni.

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: PG-B6p (1). Izotyp: 1gG1, kappa.

Rekombinantni glutation S-transferaza (GST)-BCL6 protein koresponduje s aminokyselinami 3-484 lidského BCL6 proteinu (1).

Ve Western blotu totalniho lyzatu Bjab bunék a BCL6 transfekovanych EB3 bunék, nebo kontrolovanych transfekovanych EB3 bunék, protilatka neznacila
zadné pruhy, coz poukazuje na nedostatek reaktivity denaturovaného BCL6 proteinu (1).

SDS-PAGE analyza imunoprecipitatt formovanych mezi celkovymi lyzaty Bjab bunék (BCL6+) a BCL6 transfekovanych EB3 bunék a protilatkou vykazuje
reakce ~95 kDa fragment koresponduijici s BCL6.

K diagnostice in vitro
Urceno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v &isté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného v produktu neni sice klasifikovana jako
nebezpecnd, nicméné sloucenina miiZze reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovd. P¥i likvidaci
splachuijte dostatenym mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidu kovu v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plivodu je nutno dodrzovat spravné postupy zachazeni.

5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasazeni o¢i nebo pokozky.

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

Skladujte pfi teploté 2—8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvicce. Aplikacni stabilita je
375 hodin. Aplikaéni stabilitu sleduje software Dako Omnis. 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 neotekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupul, a mate podezfeni, ze se
jedné& o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti Dako.

Krok Komentare
Fixace/zaliti Fixovano ve formalinu, zalito v parafinu QOdstranéni parafinu v pfistroji

Predbézné zpracovani EnVision FLEX, FLEX, High pH (kéd V804) 30 v HIER

Protilatka Ready-to-use 12,5minutova inkubace

Negative Control FLEX Negative Control, Mouse (kéd GA750) 12,5minutova inkubace

Vizualizace EnVision FLEX (kéd V800) + EnVision FLEX+ Mouse | Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer: 20 min; Chromogen: 5 min

LINKER (kéd V821)
Hematoxylin (kéd C808)

Kontrastni barvivo 3minutové inkubace

Kontrolni tkar Mandle Nuklearni zabarveni

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (kéd K8020) Doporuceno kvuli lepsi prilnavosti fezu tkani k podloZznim sklam.

Montaz Je vyZadovana bezvoda permanentni montaz Po provedeni barveni se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat
pomoci permanentniho montazniho média

Vybaveni Dako Omnis Cinidla se dodavaji v ampulkach uréenych pro pfislugny pfistroj

*Uzivatel se musi vZdy seznamit s podrobnymi pokyny k barvicimu postupu a s pokyny tykajicimi se zach&zeni s produktem, které jsou uvedené v pfibalové informaci.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znaceni fezl tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky tkani je nutno rozfezat na fezy o
tloustce 4 um.

Predbézné zpracovani: Je vyzadovano predbézné zpracovani tkanovych fezl fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu tepelné indukovanym
vyhledavanim epitopu (HIER). Doporucéuje se predbézné zpracovani tkani HIER pomoci nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval Solution,
High pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV804. Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledani cile se provadéji v pfistroji Dako Omnis. Viz Zakladni uzZivatelska
pfirucka Dako Omnis.

Pristroj Dako Omnis zajisti, aby tkariové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni nevyschly. Z divodu vyssi
pfilnavosti fezd tkani k podloznim sklim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kéd K8020.

Program: V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubaéni doby. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a
plnéni ¢inidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis. Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven protokol, kontaktujte technickou
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podporu vyrobce Dako. VSechny kroky inkubace se provadéji pfi teploté 32 °C v pfistroji Dako Omnis.

Vizualizace: Doporuceny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kéd GV800 v kombinaci s EnVision FLEX+ Mouse LINKER
(Dako Omnis), k6d GV821. Vizualizace se provadi v pfistroji Dako Omnis.

Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), k6d GC808. Kontrastni barveni se provadi v pfistroji Dako Omnis.
Montaz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vyc€istit a namontovat pomoci permanentniho montazniho média.

Kontrola kvality: Tk&né pro pozitivni a negativni kontroly a také €inidlo pro negativni kontrolu je nutno testovat vzdy sou¢asné pouzitim stejného protokolu
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 u¢innosti*. Doporu¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control, Mouse (Dako Omnis), kéd GA750.

Interpretace zbarveni Buriky znacené protilatkou zobrazuji difuzni/mikrogranularni zabarveni, které se omezuje na jadro. Cytoplazmatické barveni lze pozorovat u
neoplastickych bunék v mitéze (1).

Charakteristiky uc¢innosti Normalni tkéné: Na tonzile protilatka silné znadcila jadro centroblastll v Sedé zéné a centrocytll v bazalni a apikalni svétlé zo6né zarodecnych center.
Protilatka dale znagila pfiblizné 10% T bunék zarode&nych center. Zadné znadeni nebylo pozorované v plazmé bunék, v makrofazich, ve folikularnich
dendritickych burikach a v IgD+/IgM+ folikularnich plastovych lymfocytech. V sleziné byl barvici vzor podobny tomu z mandli a navic protilatka znacila
jemné rozptylené, lymfocytim podobné buriky nedefinovaného fenotypu. V extra lymfoidnich tkanich protilatka slabé znacila skvamoézni epitel v tonzilach,
tymusu a pokoZce Zadné zabarveni nebylo pozorovano v jatrech, v §titné Zlaze, v pfiéné pruhovaném svalu nebo v ledving (1). Buiiky B zarode&ného
centra v mandlich vykazuji stfedné silnou az silnou reakci zabarveni, zatimco skvamozni epitelialni buriky vykazuji slabou az stfedné silnou reakci
zabarveni.

Abnormalni tkané: S touto protilatkou bylo testovano 173 pfipadu lidskych lymfoidnich novotvart. U lymfom0 z B bunék nebo leukémiich bylo zna¢eno
24/24 lymfom( folikularniho centra, 29/30 difuznich lymfomt z velkych bunék a 13/13 Burkittovych lymfoml. Zadné zabarveni nebylo pozorovano u
717 pre-B akutnich lymfoblastickych leukémii, 16/16 malo lymfoctickych/B-CLL,6/6 leukémii z vlasatych bunék, 22/22 leukémii z plastovych bunék
a 14/14 lymfomd margindini zény. U lymfomd T-bunék nebo leukémii bylo znaceno 4/8 anaplastickych lymfom0 z velkych bunék, zatimco Zzadné
zabarveni nebylo pozorovano v 10/10 pfipadi akutnich lymfoblastickych lymfomd, v 3/3 houbovych mykéz, v 6/6 lymfomG z perifernich T-bunék
av 2/2 lymfomu z perifernich T-bunék (AILD-podobné). V Hodkinové chorobé bylo znaceno 5/5 nodularnich pfipadl, pfedevSim lymfocyty,
1/4 nodularnich skleréz a 1/3 pfipad se smiSenym typem bunék (1).

V systémovych non-Hodgkinovych lymfomech spojenych s AIDS znacila protilatka 11/11 lymfom0 z malych nerozstépenych bunék, 7/7 lymfom( z velkych
nerozstépenych bunék (LNCCL) a 2/9 imunoblastickych lymfomovych plazmacitoidd z velkych bunék (IBLP). U lymfomd AIDS centrainiho nervového
systému znadila protilatka 4/4 LNCCL a zadny ze 4 pripad(l IBLP. Zadné zabarveni nebylo pozorovano v 5 ptipadech primarniho eftizniho lymfomu (PEL)
a v 6 AIDS-PEL bunécnych liniich (4).
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