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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni mySi antihumanni protilatka CD8, klon C8/144B, pfipravena k pouziti, (Dako Omnis) je uréena
pro pouziti v imunohistochemii, spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka znaci buriky exprimujici CD8 ve
tkénich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vysledky pfispivaji ke klasifikaci T-bunéénych lymfoma (1).
Diferen¢ni 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 testdm provedenym kvalifikovanym patologem. Tato
protilatka je urCena k pouziti po primarni diagnéze nadoru provedené konvenéni histopatologii za pouziti
neimunologickych histochemickych zbarveni.

CD8 je transmembranovy glykoprotein s molekularni hmotnosti 68 kDa. Je exprimovan jako disulfidovy heterodimer
skladajici se z fetézce 32—-34 kDa aa z fetézce 30-32 kDa pnebo jako homodimer skladajici se ze dvou o fetézcl.
CD8a a CD8p maji typickou imunoglobulin-variabilni oblastni doménu v N-koncové extracelularni ¢asti, ktera je fadi
do nadrodiny imunoglobulinovych genti. CCD8 je exprimovana vétsinou jako o8 heterodimer vétsinou tymocytu

a majoritnim histokompatibilnim komplexdm tfidy | pfepsanych, zralych, supresorovych/cytotoxickych T bunék. Cast
v T bunék a NK bunék exprimuje CD8 a.a. homodimer (2).

Informace tykajici se téchto témat naleznete v pfiruéce General Instructions for Immunohistochemical Staining
(Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni) spole¢nosti Dako nebo v navodu k systému detekce pro metody
IHC.

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: C8/14B (1). Izotyp: IgG1, kappa.

Synteticky peptid korespondujici se 13 C-terminalnimi aminokyselinami cytoplazmatické domény lidského CD8a.
spojeného s tyreoglobulinem (1).

SDS-PAGE analyza imunoprecipitattd formovanych mezi lyzaty znadenymi 2l lidskych T lymfoblastt a protilatky
vykazuje reakci primarné s 32 kDa polypeptidem korespondujicim s CD8a (1).

1. Ur€eno k diagnostice in vitro

2. Uréeno 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 slouc¢enina muze reagovat s olovem a médi
v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovl. PFi likvidaci splachujte dostateCnym
mnozstvim vody, aby nedochéazelo k usazovani azidd kovu v potrubi.

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

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 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 Zzadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzorkd pacienta pozitivni a negativni
kontroly. Pokud zpozorujete neoekdvané zabarveni, které nelze vysvétlit zmé&nami laboratornich postupt, 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*

Krok Cinidlo Protokol

Deparafinizace Clearify (kd GC810) Vychozi

Predbézné EnVision FLEX, High pH (k6d GV804) 30minutové tepelné indukované
zpracovani vyhledavani epitopu

Primarni protilatka

Ready-to-Use (kdéd GA623)

10minutova inkubace

Cinidlo pro
negativni kontrolu

FLEX Negative Control, Mouse (k6d GA750)

10minutova inkubace

Vizualizace

EnVision FLEX (k6d GV800) + EnVision
FLEX+ Mouse LINKER (kéd GV821)

Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer:
20 min; Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo

Hematoxylin (kdd GC808)

3minutova inkubace

Pfiprava vzorku

Postup barveni

Kontrola kvality

Interpretace zbarveni

Charakteristiky
ucinnosti

Literatura

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

Kontrola kvality Tkan Barvici vzor

Kontrolni tkan Mandle Membranové barveni

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

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

Odstranéni parafinu, vyhledani cile, imunohistochemické barveni a kontrastni barveni se provadéji v pfistroji Dako
Omnis. V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubacni doby. Pokud neni
v systému Dako Omnis pfipraven protokol, Ize jej stahnout ze stranky Dako Omnis Protocol Update (Aktualizace
protokolu Dako Omnis) na webu www.dako.com. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a pInéni Cinidel
naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

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

Predbézné zpracovani: Odstranéni parafinu z tkanovych fezt 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, High pH (50x) (Dako Omnis), kdd GV804.

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

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

Montéz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vycistit 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 mandle a buriky/struktury musi
zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky G¢innosti“. Doporucené ¢inidlo pro
negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Mouse, (Dako Omnis), kod GA750.

Unécny barvici vzor je membranovy.

Normaini tkané: Tato protilatka znaci cytotoxické/supresorové T bunky v T-bunéénych oblastech sleziny, mandli a
slezinnych bunék lemujici sinusoidy (1). U kolorektalnich biopsii tato protilatka znaci cytotoxické/supresorové T-
buriky v T-buné&nych oblastech rekta, esovitého, klesajiciho, pficéného a stoupajiciho traniku a slepého streva (3).
Jedna studie ukazala, Ze protilatka CD8 také znaci nativni cytokeratin 15 ve vlasovych folikulech lidskych
keratinocyt(l a diskrétni oblasti bazalni vrstvy vnéjSiho kofenového obalu blizko napojeni svalu arrector pili bez
znaceni zbyvajicich vlasovych folikult (4). V mandlich vykazaly interfolikularni T-buriky slabou az stfedné silnou
reakci barveni.

Abnormalni tkané: Protilatka znacila 3/3 nodalnich T-bunécnych lymfomud a 1/1 T-buné€nych angioimunoblastickych
lymfom (5).
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Vysvétlivky k symboliim
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