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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni mys$i antihumanni protilatka CD2, klon AB75, pfipravena k pouziti (Dako Omnis), je urcena pro pouziti
v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka zna¢i CD2-exprimujici normalni T-buriky a souvisejici
novotvary. Vysledky pomahaji pfi klasifikaci prekurzorl T-bunécnych lymfom0 (1), perifernich T-bunéénych lymfom0O (2) a
anaplastickych velkobunéénych lymfomG (3). Diferenéni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci
zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim patfinych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim
k pacientové klinické anamnéze a k dalSim diagnostickym testim provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je uréena
k pouziti po primarni diagnéze nadoru provedené konvencni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

T11 antigen, LFA-2 (antigen-2 souvisejici s funkci leukocytu) (4, 5).

Molekula CD2 je transmembranovy glykoprotein o hmotnosti 50-55 kDa exprimovany na naprosté vétSiné thymocytl a témeéf vSech
perifernich T lymfocytt (4, 5). Na lidské molekule CD2 byly definovany tfi funkéné dualezité skupiny epitopli, nazvané T111, T112 a T1ls
(CD2R). Funkce molekuly CD2 je dvoji: adheze a aktivace. CD2 se vaZze na svUj kontra receptor CD58 (LFA-3), ¢len genové
nadrodiny Ig. CD2 se vaze na LFA-3 aktivované T buriky a muze také zprostfedkovavat thymocyt-thymickou adhezi epitelu. CD2 je
jednim z antigent omezujicich se nejranéj$i bunéc¢né linie a objevuje se béhem T bunécné diferenciace. CD2 je pan-T-bunéény
antigen a je uzite€ny pfi identifikaci téméf vSech normalnich T lymfocyti. CD2 muze byt v nékterych neoplastickych populacich
T-bunék, zejména v lymfomech perifernich T bunék, smazan. Bylo prokazano, Ze protilatky CD2 znaci thymocyty (95 %), zralé periferni
T bunky (téméf vSechny), NK buriky (80-90 %) a thymické B buriky (50 %) (4).

V kapitolach General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni) spole¢nosti
Dako nebo v navodu k detekénimu systému pro IHC metody naleznete tyto ¢asti:

Princip metody, potfebné materialy, které nejsou souéasti dodavky, skladovani, pfiprava vzorku, postup barveni, kontrola kvality, feSeni
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: AB75. Izotyp: IgG1, kappa.

Rekombinantni fuzni protein odpovidajici externi doméné CD2 molekuly.
Protilatka v testech Western blotting lyzatd MOLT-4 znaci CD2.

1. Kdiagnostice 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 nebezpe¢na, nicméné slou¢enina mize reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce
explozivni azidy téchto kovu. P¥i likvidaci splachujte dostate¢nym mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidi kovu
Vv potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrzovat spravné postupy zachazeni.
5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedos$lo 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. B&hem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvicce.
Aplikacni stabilita je 80 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 vzork( pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neoekavané 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.

Krok Komentare

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

Ptedbézné EnVision FLEX, FLEX, High pH (k6d GV804) 30 min HIER

zpracovani

Protilatka Ready-to-use 25minutova inkubace

Negative Control FLEX Negative Control, Mouse (k6d GA750) 25minutova inkubace

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

FLEX+ Mouse LINKER (k6d GV821)
Hematoxylin (kéd GC808)
Mandle

Chromogen: 5 min
3minutové inkubace
Cytoplazmatického a membranové barveni

Kontrastni barvivo
Kontrolni tkan

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (kod K8020) Doporuceno kvili lepsi pfilnavosti fezG tkani k podloznim
sklam.

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

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 zachazeni s produktem, které jsou uvedené v pribalové
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 pm.

Predbézné zpracovani: Je vyzadovano predbézné zpracovani tkanovych fezl fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu tepelné
indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER). Doporucuje se pfedbézné zpracovani tkani HIER pomoci nafedéného roztoku EnVision
FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), k6d GV804. Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledani cile se
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Postup barveni

Interpretace zbarveni

Charakteristiky ucinnosti

provadéji v pfistroji Dako Omnis. Viz Zakladni uzivatelska pfiru¢ka Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkanové fezy béhem prfedbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni nevyschly.
Z duvodu vys$si prilnavosti fezG tkani k podloznim sklim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kod
K8020.

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

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

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

MontaZz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat pomoci permanentni montazni
metody.

Kontrola kvality: Tkané pro pozitivni a negativni kontroly a také ¢inidlo pro negativni kontrolu je nutno testovat vzdy souéasné
s pouzitim stejného protokolu jako vzorek pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a buriky/struktury musi
zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky uc¢innosti“. Doporu¢ena reagencie pro negativni kontrolu
je FLEX Universal Negative Control, Mouse (Dako Omnis), kéd GA750.

Buriky znacené protilatkou zobrazuji cytoplazmatické a membranové zabarveni.

Normalni tkané: V mandlich vykazuji izolované T-buriky v zarode¢nych centrech silnou barevnou reakci, zatimco T-bufiky v T zéné
vykazuji stfedné silnou az silnou barevnou reakci.

Abnormalni tkané: Ve studii 75 pediatrickych pacientli oznacila protilatka 24/58 pripadt anaplastickych velkobunéénych lymfoma (2). V jiné
studii bylo oznaceno 92/136 pfipadu nespecifickych lymfomu perifernich T bunék a 7/8 pfipadli lymfomu prekurzorovych T-bunék (1).
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