\/

FLEX

Monoclonal Mouse
Anti-Human CD79a
Clone JCB117
Ready-to-Use
(Dako Omnis)

Kod GA621

Pouziti

Synonyma antigenu

Souhrn a vyklad

Dodavana reagencie

Imunogen

Specificita

Bezpecnostni opatreni

Uchovavani

Sablona protokolu
barveni*

Priprava vzorku

Cce

Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni mysi antihumanni protilatka CD79a., klon JCB117, pfipravena k pouziti (Dako Omnis), je uréena pro pouziti v imunohistochemii
(IHC) spole¢né s pristrojem Dako Omnis. Tato protilatka znaci buriky B a je uzite¢na pfi identifikaci novotvard bunék B ve vSech fazich zrani (1).
Diferencni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym
vySetfenim s vyuzitim patfi¢nych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dalSim diagnostickym testim provedenym
kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je urena k pouziti po primarni diagnéze tumoru provedené konvenéni histopatologii za pouziti
neimunologickych histochemickych zbarveni.

Ig-a, mb-1 (2).

CD79 je disulfidové vazany transmembranovy heterodimer s molekularni hmotnosti 82-95 kDa, ktery patfi do nadfazené rodiny imunoglobulinG.
Sklada se ze dvou glykoproteint: CD79a. s molekularni hmotnosti 40-45 kDa a CD79pB s molekularni hmotnosti 37 kDa. CD79 je nekovalentné
svazany s povrchnim Ig, ¢imz se vytvari komplex receptoru buriky B, ktery se vyZaduje na rozpoznani antigenu. CD79 je zakladem u¢inné povrchové
exprese receptoru buriky B, a taktéz se vyZaduje pro pfenos signalu do cytoplazmy po antigennim navazani na povrchovy lg. Cytoplazmaticka ¢ast
CD79a a CD79p obsahuje nékolik kinedz. Fosforylaéni signaly pres tyto kindzy vedou k aktivaci buriky B, diferenciaci a v nékterych pfipadech i
k apoptéze (2, 3, 4).

Exprese CD79 je ve velké mife omezena na buriky linie B, CD79ase v8ak vyskytuje spolu s CD3 v ¢asti T-lymfoblastické leukémie/lymfomu (5).
V B burikach prekurzoru se fetézce proteinu CD79 uz nachazeji v cytoplazmeé (CyCD79). Povrchni vyskyt CD79 zacina ve fazi buriky pro-B a pretrvava
po dobu diferenciace buriky B. CD79a je vyznamnéji vykazovan burikami B ve folikularni plastové zoné v porovnani s B burikami zarode¢ného centra,
coz naznacuje, Ze aktivace zralych bunék B reguluje expresi CD79 smérem doll. Exprese CD79 konéi v blizkosti za¢atku diferenciace plazmovych
bunék, jen ¢ast plazmovych bunék obsahuje CD79 (2, 4).

V ptiru¢ce 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, Priprava vzorku, Postup barveni, Kontrola kvality, ReSeni problému, Interpretace zabarveni, Obecna omezeni.

Monoklonalni mysi protilatka pripravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho proteinu a 0,015 mol/l azidu sodného.
Klon: JCB117 (1). lzotyp: 1gG1, kappa.

Rekombinantni protein obsahujici ast extracelularniho podilu CD79a lidského glykoproteidu (1).

Latka Anti-Human CD79a, klon JCB117 byla vytvofena slou¢enim jako anti-CD79a na Sixth International Workshop and Conference on Human
Leucocyte Differentiation Antigens (Sesty mezinarodni seminar a konference o antigenech pro diferenciaci lidskych leukocytu) (4).

V ramci analyzy Western blott lyzatu Ramosovych bunék B tato protilatka znaéi pasmo odpovidajici CD79a. za redukénich podminek a paAsmo
odpovidajici CD79ap za neredukénich podminek (1).

Analyza SDS-PAGE imunousazenin vytvorenych mezi protilatkou a slabé denaturovanym a redukovanym lyzatem Ramosovych bunék B s oznaenim
125 vykazuje slabou reakci s polypeptidem 43 kDa, ktery koresponduje s CD79a.

1. Pro diagnostiku in vitro.

2. Urceno pro profesionalni uZivatele.
Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného v produktu nenf sice klasifikovana
jako nebezpecna, nicméné slouc¢enina muze reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovu. Pfi
likvidaci splachujte dostateénym mnoZstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidu kovl v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrzovat fadna bezpe€nostni opatieni.

5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedo$lo k zasazeni oi nebo pokozky.

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

Skladuijte pfi teploté 2-8 °C. B&éhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvicce. Aplikacni stabilita je
280 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 vzorkl pacienta
pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neo¢ekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postup(, a mate podezieni, ze
se jednd 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

PredbéZné zpracovani | EnVision FLEX, FLEX, High pH (kéd GV804) 30 min HIER

Protilatka Ready-to-use 20minutova inkubace

Negativni kontrola FLEX Negative Control, Mouse (kéd GA750) 20minutové inkubace

Vizualizace EnVision FLEX (kéd GV800) + EnVision™ FLEX+ | Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer: 20 min; Chromogen: 5 min
Mouse LINKER (kéd GV821)

Kontrastni barvivo Hematoxylin (k6d GC808) 3minutové inkubace

Kontrolni tkarn Mandle Cytoplazmatického a membranové barveni

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (k6d K8020) Doporuéeno kvuli lep$i pfilnavosti fezd tkani k podloZnim sklim.

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 ampulkéch uréenych pro prislusny 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.

Predbé&zné zpracovani: Je vyzadovano predbézné zpracovani tkariovych 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, High pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV804. Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledani cile se provadéji v pfistroji Dako Omnis. Viz Zakladni
uzivatelska prirucka Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkanové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni nevyschly. Z divodu
vysSi prilnavosti fezl tkani k podloznim sklim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kod K8020.
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Postup barveni Program: V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou predem naprogramovany kroky barveni a inkubaéni doby. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich

skel a pInéni ¢inidel naleznete v Zakladni uzivatelské prirucce 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: Doporucéeny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kodd 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 permanentni montazni metody.
Kontrola kvality: Tk&dné pro pozitivni a negativni kontroly a také ¢inidlo pro negativni kontrolu je nutno testovat vzdy soucasné pouzitim stejného
protokolu jako vzorky pacienta. Tkar pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno
pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky t¢innosti“. Doporucené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control, Mouse (Dako Omnis),
kéd GA750.

Interpretace zbarveni Buriky znacené protilatkou zobrazuji cytoplazmatické nebo membranové zabarveni.

Omezeni specificka pro Ze 149 pripadl T-lymfoblastickych leukémii/lymfomd 10% vykazovalo dostatec¢né rozsahlé oznaceni CD79a protilatkou (vice nez 90% pozitivnich

tento

produkt bunék) na to, aby byly zpusobeny diagnostické problémy. VSech 149 novotvaru buriky T bylo vSak pozitivnich na T-bunéény marker CD3, zatimco
zadny ze 68 pfipadl B lymfoblastické leukémie/lymfomu nebyl pozitivni na CD3 (5).

Charakteristiky ucinnosti Normalni tkané: Normalni plazmové buriky ve vzorcich tkani jsou vyrazné pozitivni na protilatku (1). V mandlich tato protilatka vyrazné znaci buriky

B pfitomné v oblasti T bunék. Buriky B v plastové zéné mandli vykazuji stfedné silnou az silnou reakci zabarveni, zatimco buriky B v zarode¢ném
centru mandli vykazuji slabou az stfedné silnou reakci zabarveni.

Abnormalni tkané: Protilatka znacila vSech 331 novotvari bunék B véetné 41 lymfoblastickych leukémii/lymfom(, 28 malych lymfocytickych,
36 lymfoplazmacytoidickych, 17 plastovo—bunécnych, 53 folikularnich, 29 MALT, 95 velkobunéénych a 7 Burkittovych lymfomu. Kromé zminéného
bylo na protilatku pozitivnich 15/15 leukémii viasatych bunék, 13/15 anaplastickych velkobunéénych Ilymfomd bufiky B a
10/20 myelomu/plazmacytomd. Ve stejné studii bylo vSech 98 T-bunécnych a nelymfatickych novotvarii negativnich na protilatku, véetné
9 T-bunéénych lymfoblastickych lymfomu/leukémii, 10 pfipadtu chronické retikuldézy, 32 pfipadt lymfoma perifernich bunék T, 8 pfipadu
angioblastickych lymfom0 buriky T, 11 pfipadt anaplastickych velkobunéénych lymfomG buriky T a 28 pfipadt akutnich myeloidnich leukémii (1).
Predchozi dvé uvedené studie (5, 6) prokazaly pozitivni reakci s novotvary buriky T. Proto v 149 pfipadech CD3+ T (prekurzor)—akutni lymfoblastické
leukémie/lymfomu se v 14 pfipadech vyskytla CD79a ve vice nez 90% blastovych bunék podle ureni pomoci protilatky. V 55 pftipadech
10-90% blastovych bunék bylo pozitivnich (5). Také v 4/94 pripadl stfevnich lymfom0 buriky T enteropatického typu a v 1/11 pFipadi lymfomu
NK/T-buriky, které byly CD3+, protilatka znadila vétSinu bunék nadoru (6).
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