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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni mysi antihumanni protilatka CD30, klon Ber-H2, pfipravena k pouziti (Dako Omnis), je ur€ena
pro pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka znaci bunky exprimujici
CD30 ve tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (FFPE). Vysledky napomahaji pfi klasifikaci
anaplastického velkobunécného lymfomu (ALCL) a Hodgkinovy nemoci (1, 2). Diferen¢ni klasifikaci napomahaji
vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym
vySetfenim s vyuzitim patfi€énych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dalSim
diagnostickym testim provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je urc¢ena k pouziti po primarni
diagnéze nadoru provedené konvenéni histopatologii za pouZiti neimunologickych histochemickych zbarveni.

Ki-1 antigen (1).

CD30 je transmembranovy cytokinovy receptor nalezici k nadfazenému rodu receptord faktoru nekrézy nadoru
(TNF). Zralda CD30 m& molekulovou hmotnost 120 kDa aje odvozena od prekurzoru proteinu s molekulovou
hmotnosti 90 kDa (2). Mimobunééna doména CD30 je homologicka s doménou ¢leni nadifazeného rodu receptord
TNF, zatimco cytoplazmatickd doména nevykazuje Zadnou homologii, a z uvedeného divodu dochazi k zdsadnim
rozdélenim v signalizaénich mechanizmech (3). Vnitrobunééna ¢ast CD30 nevykazuje aktivitu kineazy, coz
znamenad, ze CD30 hraje dllezitou roli v oblasti fungovani, diferenciace nebo proliferace normalnich lymfatickych
bunék (2). Rozpustna forma CD30, sCD30 s molekulovou hmotnosti 85 kDa, uvolnéna z bunky navazané na
molekulu v dusledku proteolytického $tépeni, byla detekovana v séru pacientll s novotvary s vyskytem CD30 (3, 4).
CD30 Ize nalézt v Hodgkinovych a Reed-Sternbergovych (H-RS) burikach, anaplastickych velkobunécnych
lymfomatickych burikach a v aktivovanych lymfocytech B a T (2). V nelymfatickych tkanich a novotvarech byla CD30
hlasena v embryonalnich karcinomech, seminomech, decidualnich burikach a v mezoteliomu (5).

V pfiruéce General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni)
spolecnosti Dako nebo v navodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se téchto témat:
Princip metody, potfebné materidly, které nejsou soucasti dodavky, skladovani, pfiprava vzorku, postup barveni,
kontrola kvality, FeSeni problému, 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: Ber-H2 (1) lzotyp: IgG1, kappa.
Bunécna linie CO ziskana od pacienta s Hodgkinovou nemoci T-bunéénych kmen (1, 6).

Latka Anti-Human CD30, klon Ber—H2 byla vytvofena seskupenim jako anti-CD30 na 4. mezinarodni konferenci
pro diferenciaci antigent lidskych leukocytd (7). Analyza SDS-PAGE imunousazenin vytvorenych mezi lyzatem
125l-ozna¢enych bunék COS transfekovanymi s cDNA, kterd kéduje CD30, a protilatkou vykazuje reakci
s proteinem s molekulovou hmotnosti 120 kDa, coz koresponduje s CD30. Transfekované bunky COS byly
negativni. Epitop rozpoznany protilatkou se nachazi mezi aminokyselinovymi zbytky 112 a 412 (8). Tato protilatka
znaci: bunécéné fady derivované z Hodgkinova onemocnéni , L428, L540, L591, Co, Ho a KM-H2; HTLV-1
transfekované bunécné fady T, Hut-102 a MT-2; EBV—transformované bunécné fady B (ne Burkittovy), BJA-B
a Cess a fad myeloidnich bunék, K 562 (1).

1. Pro diagnostiku 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 nebezpecnd, nicméné slouenina mize reagovat s olovem a médi
v odpadnim potrubi a vytvafet vysoce explozivni azidy téchto kovud. Pfi likvidaci splachujte dostate¢nym
mnozstvim vody, aby nedochéazelo k usazovani azidd kovu v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plivodu je nutno dodrzovat fadna bezpecnostni opatfeni.

5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasazZeni o€i nebo pokozky.

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

Uchovavejte pfi 2—-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na
lahvice. Aplikacni stabilita je 375 hodin. Aplikacni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud se €inidla skladuji
za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita vyrobku by se
neprojevila zadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzorkd pacienta pozitivni a negativni
kontroly. Pokud zpozorujete neoCekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupud, a mate
podezfeni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti Dako.
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Sablona protokolu
barveni*

Priprava vzorku

Postup barveni

Kontrola kvality

Interpretace zbarveni

Charakteristiky
ucinnosti

Krok
Deparafinizace

Protokol
Vychozi

Reagencie
Clearify™(kod GC810)
EnVision FLEX, Low pH (kod GV805)

Predbézné
zpracovani

30minutové tepelné indukované
vyhledavani epitopu

Primarni protilatka Ready-to-Use (kéd GA602) 10minutova inkubace

FLEX Negative Control, Mouse (k6d GA750)

Cinidlo pro 10minutova inkubace

negativni kontrolu

Vizualizace EnVision FLEX (k6d GV800) Blok: 3 min; Polymer: 20 min;

Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo Hematoxylin (kdd GC808) 3minutova inkubace

Montaz Je vyzadovana bezvoda permanentni montaz Po vyjmuti nutno dehydratovat, vycistit a
namontovat

Kontrola kvality Tkan Barvici vzor

Kontrolni tkan Mandle Membranové a/nebo teckované

cytoplazmatické zabarveni

*Uzivatel se musi vZdy seznamit s pouZivanymi Cinidly, kterd jsou uvedena v pribalové informaci, a vyhledat si podrobnosti
Vv uZivatelskych priru¢kach Dako Omnis.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znacgeni fezd tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky
tkani je nutno rozfezat na fezy o tloustce 4 pm. Z dlvodu vy$si pfilnavosti fezl tkani k podloznim sklim se
doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kod K8020.

Odstranéni parafinu, vyhledani cile, imunohistochemické barveni a kontrastni barveni se provadgji v pfistroji Dako
Omnis. V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubaéni doby. Pokud neni
v systému Dako Omnis pfipraven protokol, Ize jej stdhnout ze stranky Dako Omnis Protocol Update (Aktualizace
protokolu Dako Omnis) na webu www.agilent.com. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a pIlnéni ¢inidel
naleznete v Zakladni uzivatelské pfirucce Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkanové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického
barveni nevyschly.

Predbézné zpracovani: Odstranéni parafinu z tkarovych fezd FFPE se provadi pomoci roztoku Clearify™, kod
GC810. Doporucuje se vyhledavani cile s tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci nafedéného
roztoku EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), k6d GV805.

Vizualizace: Doporuc€eny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kod GV800.
Poznamka: Pro HIER pouzijte EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), kod GV805.
Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808.

Montéz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vy€istit a namontovat pomoci
metody permanentni montaze.

Pozitivni a negativni kontroly a také Cinidlo pro negativni kontrolu je nutno provadét vzdy sou€asné pouZitim
stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat burfiky mandli a tyto
buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky G€innosti“.
Doporuéené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Mouse, (Dako Omnis), kod GA750.

Bunécny barvici vzor je membranovy a/nebo te€kovany cytoplazmaticky.

Normalni tkané: V mandlich vykazaly aktivované perifolikularni lymfocyty stfedni az silné membranové a/nebo
teCkované cytoplazmatické zabarveni.

Reaktivita normalni tkané (9).

Typ tkané Pozitivni prvky tkané Typ tkéné Pozitivni prvky tkané
(pocet testovanych) (pocet testovanych)
Brzlik (3) 3/3 Buriky s morfologif Periferni nervy (3) 0/3
lymfocytd (<5 %)
Déloha (3) 0/3 Plice (3) 0/3
Délozni hrdlo (3) 0/3 Prostata (3) 0/3
Hypofyza (3) 0/3 Prs (3) 0/3
Jétra (3) 0/3 Pristitna téliska (3) 0/3
Jicen (3) 3/3 Buriky s morfologif Slezina (3) 1/3 Buniky v zarode¢ném centru a
lymfocytd (<5 %) Cervené pulpé (<5 %)
Kosterni sval (3) 0/3 Slinna Zlaza (3) 3/3 Buriky s morfologii lymfocytu
(<1%—<5%)
Kostni dferi (3) 0/3 Srdce (3) 0/3
Kaze (3) 0/3 Stitna 2laza (3) 0/3
Ledvina (3) 0/3 Tenké stfevo (3) 3/3 Buriky s morfologii lymfocytu
(<5 %)
Mandle (3) 3/3 Lymfocyty Traénik (3) 3/3 Buriky s morfologii lymfocytu
v zarode¢nych centrech a (<1 %)
nékolika perifolikularnich
lymfocytech (<5 %)
Mozek, maly mozek (3) 0/3 Vajecnik (3) 0/3
Mozek, velky mozek (3) 0/3 Varlata (3) 3/3 Buriky v intersticialni pojivové
tkani
1/3 Endotelialni buriky v rete testis
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Nadledvina (3) 2/3 Glandularni buriky Vystelkové buriky 3/3 Mezotelialni buriky (<10 %—
(<5 %) (hrudni sténa, bfisni <50 %)

sténa, perikard, povrch
gastrointestinalni
soustavy, vzorky srdce
a/nebo plic) (3)
Pankreas (3) 0/3 Zaludek (3) 3/3 Buriky s morfologii lymfocytu
(<5 %)

Abnormalni tkané: V parafinovych fezech anaplastického velkobunééného lymfomu protilatka vyrazné zabarvila
v8ech 60 pfipadd. Nebyly pozorovany zadné rozdily ve znaceni mezi fenotypy T, B nebo nulovych bunék.
V parafinovych fezech Hodgkinovy nemoci bylo 61/61 pfipadd nodularni skler6zy, 53/53 pfipadt smiSené
bunécnosti, 8/10 pfipadl typu s vy€erpanymi lymfocyty a 4/13 pfipadl typu s pfevladajicimi lymfocyty oznacenych
protilatkou. V rdmci non-Hodgkinovych lymfom( bylo slabé zabarveni subpopulace nadorovych bunék viditelné
v 11/11 pfipadech lymfatoické papuldzy, u 62/93 pfipadl koznich-, polymorfnich, angioimunoblastickych
a lymfoepitelovych lymfomech bunék T, a u 53/332 pfipadu chronickych lymfocytickych, centrocytickych (s malym
Stépenim), centroblastickych—centrocytickych, centroblastickych a imunoblastickych lymfom0 buriky B v parafinu
zalitych fezech, zatimco silné zabarveni bylo viditelné ve 20/67 pfipadech lymfoplasmocytoidickych/cytickych
lymfomU bunky B (1). V nelymfatickych novotvarech tato protilatka oznacila nadorové bunky ve 48/50 pfipadech
Cistych embryonalnich karcinomi (EC) nebo EC soucasti nadorli zarodec¢nych bunék. V pfipadech nadorl
smisenych a Cistych zarode¢nych bunék bez EC bylo oznacenych 0/27 pfipadu. V aktivnim mezotelu bylo
16/28 pleuralnich a peritonealnich efizi oznaceno touto protilatkou, mald ohniska nadorovych bunék ve
2/8 pfipadech mezoteliom(i byla takté? oznagena (5). Zadné znadeni nebylo zpozorovano v 8 pfipadech Kaposiho
sarkomu a v 8 pfipadech teleangiektatického granulomu (10).

Difze jemného zrnitého cytoplazmatického zabarveni byla pozorovana v endotelianich burikach v 21/33 pripadu
hemangiomu, 4/10 pfipadt lymfangiomu, 4/9 pfipadl smisenych nadord s obéma komponenty a v 6/10 pfipadl
angioleiomyomu (9).
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