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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human CD10, Clone 56C6, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen pro pouziti v imunohistochemii (IHC)
spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Vysledky napomahaji pfi klasifikaci Burkittova lymfomu (1, 2), folikularniho lymfomu (1, 3, 4),
s vyjimkou stupné Il (5), akutni lymfoblastické leukémie prekurzorovych B bunék (1, 2), renalniho karcinomu — typu z jasnych bunék
(6, 7). Diferen¢ni 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 dalSim
diagnostickym testim provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je ur¢ena k pouziti po primarni diagnéze nadoru provedené
konvenéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

Bézny antigen akutni lymfocytické leukémie (CALLA), neutralni endopeptidaza, enkefalinaza, neprilysin (7-9).

CD10 je protein o molekulové hmotnosti 90-100 kDa nalezejici do rodiny transmembranovych metaloproteaz typu Il, ktera také zahrnuje
antigeny leucocytl CD13 a CD26 a aminopeptidazu A. Tento gen kddujici CD10 je lokalizovan na chromozomu 3. CD10 je zinek
dependentni enzym a pfedpoklada se, Zze down-reguluje celularni odpovéd na hormony peptidu (8, 9). Na lymfoidnich burikach je CD10
exprimovan na nezralych T a B prekurzorovych burikach, av§ak neni pfitomny na zralych burikach. CD10 je v§ak opakované exprimovan
na proliferujicich B burikach a zralych neutrofilech (8-10). V lymfoidnich malignich nadorech méze byt CD10 exprimovan v akutni
lymfoblastické leukémii (ALL) pochazejici z prekurzorovych B bunék, mize byt vSak pozorovan i v ¢asti T-bunéénych ALL (1, 2). Dale
miiZe byt tento antigen exprimovan v difuznim lymfomu velkych B bunék (DLBCL) (1, 10) a méné ¢asto v lymfomu plastovych bunék (3).
V priruéce 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 materialy,
které nejsou soudasti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku, Postup barveni, Kontrola kvality, Re$eni problémui, Interpretace zabarvent,
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: 56C6. 1zotyp: 1gG1.
Rekombinantni fuzni protein odpovidajici externi doméné CD10 glykoproteinu.
V testech Western blotting s placentalnimi bunéénymi lyzaty oznacila protilatka pruh o velikosti 93 kDa odpovidajici CD10 (11).

1. Pro diagnostiku in vitro.

2. Uréeno pro profesionalni uzivatele.

3 Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaN3), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného v produktu neni sice
klasifikovana jako nebezpecna, nicméné sloucenina muZe reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce
explozivni azidy téchto kovl. Pfi likvidaci splachujte dostate¢nym mnoZstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kovu
Vv potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plivodu je nutno dodrZovat fadna bezpecénostni opatieni.

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.

Skladuijte pfi teploté 2-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvi¢ce. Aplikaéni
stabilita je 280 hodin. Zbyvajici 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 postupli, 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

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

Protilatka Ready-to-use 12,5minutové inkubace

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

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

Mouse LINKER (kéd GV821)
Hematoxylin (k6d GC808)

Kontrastni barvivo 3minutova inkubace

Kontrolni tkan Mandle, jatra Membranové barveni

Sklitka FLEX IHC Microscope Slides (kéd K8020) Doporuceno kvl lepsi 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 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 pfibalové
informaci.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znageni fezd 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 fezu fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu tepelné
indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER). Doporuduje 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 provadéji
v pfistroji Dako Omnis. Viz Zakladni uzivatelska pfiru¢ka Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkarové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni nevyschly.
Z duvodu vyssi prilnavosti fezl tkani k podloZznim sklim se doporucéuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kdd 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 pfipraven
protokol, kontaktujte technické sluzby 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), kéd GV821. Vizualizace se provadi v pfistroji Dako Omnis.
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Kontrastni barveni: Doporuc¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808. Kontrastni barveni se provadi v pfistroji
Dako Omnis.

MontéZ: 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 sou¢asné pouzitim
stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkar pro pozitivni kontrolu musi obsahovat jatra a mandle a buriky/struktury musi zobrazovat
vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky u¢innosti“. Doporucené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal
Negative Control, Mouse (Dako Omnis), kéd GA750.

Interpretace zbarveni Buriky znacené protilatkou zobrazuji membranové zabarveni.

Charakteristiky u¢innosti Normalni tkané: V jatrech vykazaly ZluCové kanalky stfedné silnou az silnou reakci barveni. V mandli vykazaly B buriky zarode¢nych

center slabou az stfedné silnou barevnou reakci. Protilatka oznacila kmenové buriky v kostni dfeni, subset nezralych B bunék v kostni
dreni a neutrofily (8, 9, 11). Protilatka rovnéz oznacila renalni glomerularni a tubularni buriky, zarode¢na centra v lamina propria tlustého
stfeva, kartaCovych okraju enterocytl v tenkém stfevu, karta€ovém okraji Zluénikového epitelu, intersticinalni stromalni burky plic,
Schwannovy nervové buriky, interfascikularni stromalni buriky v pfi¢né a podélné pruhovaném svalu, fibroblasty, syncitiaini trofoblasty a
cytotrofoblasty placent\, prostaticky glandularni epitel a prostatickou tekutinu, stromalni buriky v endometriu a myoepiteliaini buriky prsu
6,7,9,11).

Abnormalni tkané: Protilatka oznacila 3/3 a 2/3 pfipadl Burkittova lymfomu a také 4/5 a 30/33 pfipad(l akutni lymfoblastické leukémie
prekurzorovych B bunék (B-ALL) (1, 2). Protilatka oznacila 22/28, 12/15, 9/10 a 10/11 folikularnich lymfomud (1, 3, 4, 11) a 12/15
folikularnich lymfom stupné |1, zatimco v 5/6 pfipadech folikularnich lymfomud stupné 1l nebylo pozorovano zadné, nebo pouze slabé
znaceni (5). Protilatka dale oznacila 41/46 pripad( karcinomu renalnich bunék (6) a vSechny metastatické karcinomy renalnich jasnych
bunék (7). Déle byly ve 2/5 pfipadl oznaceny akutni lymfoblastické leukémie prekurzorovych T bunék (T-ALL) (6) a v 11/11 pfipadl
difuzni lymfomy velkych B-bunék (10).
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