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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Polyklonalni krali¢i antihumanni CD3 pfipraveny k pouziti (Dako Omnis) je uréen pro pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né
s pristrojem Dako Omnis. Tato protilatka je uzite¢na pfi identifikaci T bunék. Vysledky pfispivaji ke klasifikaci T bunéénych novotvar( (1, 2).
Diferen¢ni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplinit
morfologickym vySetfenim s vyuZitim patfiénych 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.

T3, CD3 komplex (3).

CD3 CD3 se sklada z nejméné &tyf riznych komponent (y, 8, €, £) 0 molekulové hmotnosti 20-28 kDa. Na povrchu leukocytli je CD3
nekovalentné svazana s T bunéénym receptorem (TCR). Pfedpoklada se, ze CD3 komponenty komplexu TCR/CD3 zprostfedkovavaji
signalni transdukci po rozpoznani antigenu receptorem TCR (4).

CD3 je exprimovan T burikami v brzliku, kostni dfeni, periferni lymfoidni tkani a krvi (5, 6). Jediny znamy typ normaini tkané, ktery
protilatky na CD3 znadi, jsou Purkyriovy buriky v malém mozku (7). CD3 je nejprve zjistitelny v ranych tymocytech a jeho vyskyt
predstavuje jednu z ranych znamek determinace do linie T-bunék (5). V nezralych tymocytech je exprese CD3 vyhradné cytoplazmaticka,
membranova exprese CD3 se objevuje nasledné po dozrani bunék (5).

VétSina T bunécnych novotvarll mize exprimovat antigen CD3, zatimco v ne-T bunéénych lymfoidnich malignitach nebyva pfitomna (8).
Shodné se vzorem syntézy antigenu v normalnich tymocytech je CD3 nejprve detekovan v neoplastickych burikdch v bunécéné
cytoplazmé (5).

V pfiruéce 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 problémd, Interpretace zabarveni,
Obecna omezeni.

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

Synteticky peptid obsahujici aminokyseliny 156—-168 z cytoplazmatickych ¢asti lidského CD3¢-fetézce spojeného s tyreoglobulinem (1).

Ve Western blotu protilatka detekovala pruhy s o¢ekavanou molekulovou hmotnosti pro CD3 antigeny (2). Protilatka rozpoznava CD3g
v obou T bunéénych liniich (Jurkat) a v linii NK bunék (NK11), ale nereaguje s lyzaty pfipravenymi z nékolika linii B-bunék (Raji, Ramos
a JY), linii myeloidnich bunék (U937) nebo linii bunék karcinomu tlustého stfeva (Colo-205) (9).

V imunoprecipitaci Nonidet P40 lyzath T lymfoblastl s jédovanym povrchem protilatka srazela y (26 kDa), 6 (21 kDa) a ¢ (19 kDa) fetézec
CD3 molekuly, a to podobné jako pfi precipitacnim vzoru dobfe popsané monoklonalni mysi anti-lidské CD3, klon UCHT1 (1).

PFi ELISA testu znacila protilatka CD3 peptid pouzity jako imunogen.

1. Kdiagnostice in vitro

2. Urceno 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 nebezpeéna, nicméné sloucenina mize 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 azidd kovu v potrubi.

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

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

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

Skladujte pfi teploté 2-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. NepouzZivejte po datu exspirace uvedeném na lahvicce.
Aplika¢ni stabilita je 375 hodin. Aplika¢ni 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 vzorkd 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
spolec¢nosti Dako.

Krok Komentare

Fixace/zaliti Fixovano ve formalinu, zalito v parafinu Odstranéni parafinu v pfistroji

Pfedbézné EnVision FLEX, Low pH (k6d GV805) 30 min HIER

zpracovani

Protilatka Ready-to-use 20minutova inkubace

Negativni kontrola FLEX Negative Control, Rabbit (kéd GA600) 20minutova inkubace

Vizualizace EnVision FLEX (k6d GV800) + EnVision Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer: 20 min;

FLEX+ Rabbit LINKER (k6d GV809) Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo Hematoxylin (k6d GC808) 3minutova inkubace

Kontrolni tkarn Mandle Membranové a/nebo cytoplazmatické zabarveni

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (k6d K8020) Doporuceno kvuli lepsi pfilnavosti fez( tkani k podloznim
sklm.

Montaz Je vyZadovana bezvoda permanentni montaz Po barveni je tfeba fezy dehydratovat, vycistit a
montovany za pouziti permanentni montazni metody

Vybaveni Dako Omnis Cinidla se dodavaji v ampulkach uréenych pro pfislusny
pristroj

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

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znaceni fezu tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky tkani je nutno rozfezat
na fezy o tloustce 4 pm.
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PredbéZzné zpracovani: Je vyzadovano predbézné zpracovani tkafovych fezl fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu tepelné
indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER). Doporucuje se predbézné zpracovani tkani HIER pomoci nafedéného roztoku EnVision
FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), koéd GV805. Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledani cile se provadéji
v pristroji Dako Omnis. Viz Zakladni uzZivatelska pfirucka Dako Omnis.

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

Postup barveni Program: V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkuba¢ni doby. Podrobné pokyny ke vkladani

podloZnich skel a pInéni ¢inidel naleznete v Zakladni uzivatelské pFiru¢ce Dako Omnis. Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven
protokol, kontaktujte technickou 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 ve spojeni se systémem EnVision
FLEX+ Rabbit LINKER (Dako Omnis), kéd GV809. Vizualizace se provadi v pfistroji Dako Omnis.

Poznamka: Pro HIER pouzijte EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV805.

Kontrastni _barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), k6d GC808. Kontrastni barveni se provadi v pfistroji
Dako Omnis.

Montédz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vyc€istit a namontovat pomoci permanentni
montazni metody.

Kontrola kvality: Tkdné pro pozitivni a negativni kontroly a také ¢inidlo pro negativni kontrolu je nutno testovat vzdy souasné 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 tkarn v ¢asti ,Charakteristiky ucinnosti“. Doporu¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative
Control, Rabbit (Dako Omnis), kod GA600.

Interpretace zbarveni Buriky znacené protilatkou zobrazuji cytoplazmatické a/nebo membranové zbarveni.

Charakteristiky u¢innosti Normalni_tkané: Protilatka zna€i T bunky v rozlisSnych tkanich v€etné mandli a tlustého stfeva. T buriky v interfolikularnich oblastech

a v zarodecnych centrech mandli vykazovaly stfedné silnou az silnou reakci zabarveni.

Abnormalni tkané:Protilatka znacila 73/96 T-bunéénych novotvar, véetné 7/9 Iymfoblastickych, 25/35 pleomorfickych,
5/5 imunoblastickych, 5/5 angioimunoblastickych podobnych lymfadenopatickym, 2/2 lymfomdm T zény, 19/19 mycosis
fungoides/Sézaryho syndromd, 2/3 Lennertovych lymfom0, 4/13 Ki-1 pozitivnich anaplastickych lymféma z velkych bunék,
3/4 lymfomatoidnich papuléz, 1/1 bfiSniho lymfomu (1). Protildtka znadila 149/149 pfipadt akutnich lymfoblastickych leukémii
z prekurzorovych T-bunék/lymfom( (ALL). V 131/149 pfipadi bylo 100 % bunék oznacenych, v 14 pfipadech bylo oznageno 50-90 %
bunék a ve &tyfech pripadech bylo oznadeno méné nez 50 % buné&k. Zadné barveni nebylo zpozorovano v 68/68 pripad(i ALL z B-bunék
(prekurzorovych), kromé reaktivnich infiltrujicich T-bunék (2).
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