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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen k pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistroji fady
Dako Omnis. Tato protilatka znaci buriky exprimujici 1IgG ve tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (FFPE). Diferenéni
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 dal$im diagnostickym testim
provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protildtka je uréena k pouziti po primarni diagnéze tumoru provedené konvenéni
histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

Lidské imunoglobuliny v zasadé obsahuji dva identické tézké fetézce (molekularni hmotnost pfiblizné 50 000) a dva identické lehké Fetézce
(molekularni hmotnost pfiblizng 20 000). Ctyi Fetézce jsou kovalentné propojeny disulfidovymi vazbami. Lehké Fetézce jsou kappa nebo
lambda. Pét izoforem/tfid imunoglobulind, IgA, IgD, IgE, IgG a IgM, se lisi, pokud jde o velikost a slozeni téZkého fetézce. IgA a IgM se
také vyskytuji v polymerovych formach. Tézké fetézce imunoglobulinli jsou oznaceny feckymi pismeny, tj. IgG je zndmy jako gama fetézec.
V normalnim séru je IgG hlavni tfidou imunoglobulind, ktera tvofi asi 75 % vSech imunoglobulinG (1).

Normalini populace B bunék je polyklonalni a téZz exprimuje celou fadu rliznych molekul imunoglobulinu. Naproti tomu je vétSina
B-bunéénych neoplazii charakterizovana proliferaci monoklonalnich bunék exprimujicich pouze jeden typ lehkého fetézce, ale stale si
zachovavaji riznorodost co do velikosti téZkého fetézce a slozeni. Omezena exprimace imunoglobulinG proliferacemi monoklonalnich B-
bunék vede k uZzite¢nosti protilatek specifickych pro lehké a tézké fetézce imunoglobulind pfi klasifikaci téchto neoplazii (2).

Protilatky k I9G se ukazaly jako napomocné pfi klasifikaci B-bunéénych neoplazii (3-5).

V priruéce 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 problém, Interpretace zabarveni, Obecna
omezeni.

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

I1gG izolovany ze sdruzenych normalnich lidskych sér.

Protilatka reaguje s gama fetézci lidského IgG. Stopy nezadouci protilatky byly odstranény absorpci v pevné fazi.

Specificita protilatky byla ovéfena nasledovné:

KFizova imunoelektroforéza: PFi pouziti 12,5 pl koncentrované protilatky na kazdy cm2 gelové oblasti proti 2 pl lidské plazmy se objevi
pouze imunoprecipitaéni kfivka IgG. Barveni: Coomassie Brilliant Blue.

ELISA: Nebyla pozorovana zadna vyznamna reakce pfi testu ELISA, kdyZ se pouZije IgA a IgM jako pokryvajici antigeny. Pfi pouziti
sendvi¢ové metody ELISA nedochazi k vyznamné reakci s lidskou plazmou, z niz byl odstranén IgG.

1. K diagnostice in vitro

2. Urceno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v isté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného v produktu neni sice
klasifikovana jako nebezpe¢na, nicméné slou¢enina muze reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni
azidy téchto kovu. Pri likvidaci splachujte dostatenym mnozZstvim vody, aby nedochéazelo k usazovani azidu kovl v potrubi.

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

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

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

Skladujte pfi teploté 2-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvi¢ce. 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 vzork( pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neoekavané zabarveni, které nelze vysvétlit
zménami laboratornich postupt, a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti
Dako.

Protokol
3minutova inkubace
Inkubace 17 min 30 s

Krok Reagencie
Barveni pozadi Hematoxylin (k6d GC808)
Cinidlo pro negativni FLEX Negative Control, Rabbit (k6d GA600)

kontrolu

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

Odparafinovani Clearify™(kéd GC810) Vychozi

Primarni protilatka Ready-to-Use (kéd GA512) Inkubace 17 min 30 s
Predbézné EnVision FLEX, FLEX, High pH (kéd GV804) 30minutové tepelné indukované vyhledavani
zpracovani epitopu

Vizualizace EnVision FLEX (k6d GV800) Blok: 3 min; Polymer: 20 min;
Chromogen: 5 min
Kontrola kvality Tkan Barvici vzor
Kontrolni tkan Mandle Cytoplazmatické a/nebo membranové zabarveni

*Uzivatel se musi vZdy seznamit s pouzivanymi cinidly, kteréa jsou uvedena v pfibalové informaci, a vyhledat si podrobnosti v uZivatelskych
priruékach Dako Omnis.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouZivat k znaceni fezll tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky tkani je nutno roziezat

na fezy o tloustce 4 pm. Z divodu vyssi pfilnavosti fezd tkani k podloznim sklim se doporu€uje pouzivat podlozni skla FLEX IHC
Microscope Slides, k6d K8020.
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Postup barveni

Kontrola kvality

Interpretace zbarveni

Charakteristiky ucinnosti

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

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

Predplsobeni: Odstranéni parafinu z tkanovych fezd FFPE se provadi pomoci roztoku Clearify™, kéd GC810. Doporuuje se
vyhledavani cile s tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV804.

Vizualizace: Doporuéeny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis)), kéd GV800.

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

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

Pozitivni a negativni kontrolni tkané a také reagencie pro negativni kontrolu je nutno provadét vzdy sou€asné pouzitim stejného protokolu
jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a bunky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je
stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky tcinnosti“. Doporu¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Rabbit
(Dako Omnis), kéd GA600.

Bunécny barvici vzor je cytoplazmaticky a/nebo membranovy.
Charakteristiky vykonnosti zavedeny u Dako Omnis (GI10030) a jsou platné pro vSechny pfistroje fady Dako Omnis, které jsou

v soucasnosti dostupné na trhu.
Normalni tkané: V mandlich vykazaly imunoblasty a plazmatické buriky v zarode¢nych centrech stfedni az silné cytoplazmatické a/nebo

membranové zabarveni.

Reaktivita normalni tkané (7).

Typ tkané Oznacené prvky tkané Typ tkané Oznacené prvky tkané
(pocet testovanych) (pocet testovanych)

Brzlik (3) 0*/3 Periferni nervy (3) 0*/3

Déloha (3) 0*/3 Plice (3) 3**/3 Puvod pozitivnich

bunék nehodnocen

Délozni hrdlo (3)

3**/3 Puvod pozitivnich bunék
nehodnocen

Prostata (3)

3**/3 Pavod pozitivnich
bunék nehodnocen

nehodnocen

Hypofyza (3) 0*/3 Prs (3) 0*/3
Jatra (3) 0*/3 PFistitna téliska (3) 0*/3
Jicen (3) 3**/3 Puvod pozitivnich bunék Slezina (3) 0*/3

Kosterni sval (3) 0*/3 Slinna Zlaza (3) 3**/3 Puvod pozitivnich
bunék nehodnocen
Kostni dreri (3) 0*/3 Srdce (3) 0*/3
Kuze (3) 3**/3 Puvod pozitivnich bunék Stitna Zlaza (3) 1**/3 Pavod pozitivnich
nehodnocen bunék nehodnocen
Ledvina (3) 3**/3 Puvod pozitivnich bunék Tenké strevo (3) 3**/3 Puvod pozitivnich
nehodnocen bunék nehodnocen
Mandle (3) 3**/3 Plazmatické buriky a nékteré Tlusté stfevo (3) 3**/3 Puvod pozitivnich
buriky v zarode¢nych centrech bunék nehodnocen
Mozek, maly mozek (3) 0*/3 Vajecnik (3) 0*/3
Mozek, velky mozek (3) 0*/3 Varlata (3) 0*/3
Nadledvina (3) 0*/3 Vystelkové burky 3**/3 Puvod pozitivnich

(hrudni sténa, bfisni bunék nehodnocen
sténa, perikard,
povrch
gastrointestinalni
soustavy, vzorky
srdce a/nebo plic) (3)
Zaludek (3)

Pankreas (3) 1**/3 Pavod pozitivnich bunék

nehodnocen

3**/3 Puvod pozitivnich
bunék nehodnocen

* S nejvétsi pravdépodobnosti neoznaceno, ale néjaké zbarveni pozadi bylo pozorovano. ** S nejvétsi pravdépodobnosti oznaceno, ale
néjaké zbarveni pozadi bylo pozorovano.

Abnormalni tkéné: Ve dvou studiich zkoumajicich 33 (5) a 29 (3) tkani zalitych v parafinu z pfipadd novotvard plazmatickych bunék
riznych typG znaceni protilatkou vykazovalo dobrou korelaci s monoklonalnim imunoglobulinem nalezenym v séru nebo v modi.
PFi pouziti protilatky v kombinaci s panelem dalSich protilatek (3, 6) byla ziskana klasifikace monoklonalni neoplazie B-bunék.
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