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SOX-10
Rabbit Polyclonal Antibody

I DOSTUPNOST PRIPRAVKU ]
Katalogové ¢, Popis
183A-74 0,1 ml, koncentrat
383A-75 0,5 ml, koncentrat
383A-76 1,0 ml, koncentrat
383A-77 1,0 ml, piediedeny, piipraveny k pouZiti
383A-78 2,0 ml, prediedény, piipraveny k pouziti
3835 Pozitivni kontrolni sklicka, 5 ks/baleni
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| urcene pouziTi

lato protilatka je urcena pro diagnostiku in vitro (IVD).

Protilatka Cell Marque SOX-10 je uréena pro kvaliikované laboratoie
ke kvalitativnl identifikaci piitomnosti souvisejicich antigent pomaoci
svetelneho mikroskopu v tkanovych fezech fixovanych formalinem a
zalitych v parafinu imunohistochemickymi (IHC) zkugebnimi metodami.
Tato protilatka je indikovana pro pouziti jako pomtcka pro identifikaci
melanomovych bunek a nadorovych bunek z pochvy periferniho
nervu v ramci panelu protilatek, klinické anamnézy pacienta a dalsich
diagnostickych testl vyhodnocovanych kvalifikovanymi patology.

SOUHRN A VYSVETLENI

HMG-BOX gen 10 piibuzny Sry (SOX-10) je nuklearni transkripeni faktor
ucastnicl se vyvoje neuralni listy a specifikace a diferenciace bunék z

lintie melanocyt.! Nedavno bylo prokazano, ze je citlivym markerem
melanomu, veetne klasickeho, vietenobunecného a desmoplastického
typu.’ Protilatka proti SOX-10 byla aplikovana na rizné nddory z neuralni
listy, na mezenchymové a epitelove novotvary a také na normalni tkane.
Nuklearnl exprese SOX-10 byla zjisténa v piipade 76 ze 78 melanomi
(97 9%) a 38 ze 77 zhoubnych nadort z pochvy periferniho nervu (49 %),
zatimeo pro protein 5100 byla zjisténa exprese v piipade 71 melanoma
(91 %) a 23 zhoubnych nador z pochvy periferniho nervu (30 %)

Protein SOX-10 byl exprimovan umetastatickych melanoma a nodalnich
kapsularmich névir v sentinelovych lymfatickych uzlinach, nikoli vsak u
jinych slozek lymfatickych uzlin, jako napi. dendritickych bunek, které
obvykle exprimuji protein 5100, Ve vzorcich jizevnaté tkane mohou
nezialé fibroblasty, epiteloidni granulomy a histiocyticke proliferace
histopatologicky napodobovat rezidualni melanom a dokonce mohou
byt pozitivai na MITF a 5100."" V piipadé SOX-10 je viak exprese u
fibroplastii ¢i histiocytt méne pravdépodobna, a to zejména ve srovnani
5 MITF a ST100. Anti-SOX-10 vytvaii nuklearni zbarveni poskytujici cisty
signal, jehoz zbarvent je tmavsi a sytéjsi nez pii pouziti protilatek proti
MITF a 5100."  Nuklearni signal vytvoieny jak anti-SOX-10, tak anti-
MITF byl snadnéjsi pro interpretaci nez cytoplasmatické zbarveni napi.
anti-5100 (nukleamni a cytoplasmatické), anti-HMB-45 ci anti-Melan-A
(oboji cytoplasmatické), a to zejména v intraepidermalni slozce, kde
tyto cytoplasmatické markery mohou projit nespecifickou adhezl
k melaninu. Na zaklade téchto skutecnosti bylo dokazano, ze anti-
SOX-10 je vykonnejsi pii detekei rezidudlniho invazivniho melanomu
a melanomu in situ nez veskeré jiné metody imunobarveni.!* Anti-
SOX-10 je také uzitecnym markerem k detekei jak invazivnich slozek,
tak slozek in situ desmoplastického melanomu, Je mamo, Ze béine
pouzivané markery melanomu - anti-HMB-45 a anti-Melan-A - jsou
spatné exprimovany v desmoplasmatickych melanomech®, zatimco
bylo hlaseno, Ze anti-SOX-10 byl exprimovan stiedné az silné ve viech
28 testovanych  desmoplasmatickych  melanomech’.  Piitomnost
S0X-10, jenz se jako intraepidermalni slozka casto vyskytuje ve
vice nez 50 % desmoplasmatickych melanomu, se muze ukazat
uzitecnejsi nez MITF piii hodnoceni melanomu in situ, jelikoz je u néj o
mnohem vetsi pravdépodobnost exprese u neznacneho, primarniho
melanomu ve srovnani s MITE. Marker SOX-10 je silné exprimovan u
melanomovych bunék a neni vitbec nebo je jen slabé exprimovan
u vietenobunednych fibroblasti v jizve” Tato skutecnost jesté vice
zdiraznuje pouzitelnost anti-SOX-10 pro  diferencialni diagnostiku
residudiniho desmoplasmatického melanomu oproti jizevnaté tkani a
ukazuje klinicky prinos anti-SOX-10 pro hodnoceni vzorkt melanomu
po reexcizi,
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SOX-10 je difuzne exprimovan ve schwannomech a neurofibromech,
Piitomnost  SOX-10 nebyla  zaznamenana v zadnych  jinych
mezenchymovych a epitelovych nadorech krome myoepiteliomt a
difuznich astrocytomu,’ S expresi SOX-10 se setkavame v podplrnych
bunkach feochromocytomit a  paragangliomi a  vyjimecne  take
karcinoidi z riznych organu, avsak nikoli v nadorovych buiikach.”

V normalnich tkanich je SOX-10 exprimovan ve Schwannove bunkach,
melanocytech a myoepitelovych bunkach  slinnych, bronchialnich,
exokrinnich a mlécnych Zéz. K expresi SOX-10 také dochazi v
zimyeh bunkach rGznych tkani a organu jak v ramci nuklearni, tak
cytoplasmatické reakce.

PRINCIPY A POSTUPY

Uvedena primami protilatka (fada 383A) se pouziva jako primarni
protilatka — pii imunohistochemickém  barveni  tkanovych ez
fixovanych formalinem a zalitych v parafinu. Obecné umoziuje
imunohistochemické barveni ve spojeni s detekénim systémem se
streptavidinem  a biotinem  vizualizaci  antigenti  prostiednictvim
sekveneni aplikace konkrétni protilatky (primarmi protilatka) proti
antigenu, sekundami protilatky (spojovaci protilatka) proti primarni
protilatee, komplexu enzymia a chromogenniho substratu, ktera je
prolozena  promyvacimi kroky. Alternativné lze pouZit polymerni
detekini system bez biotinu, Enzymaticka aktivace chromogenu vede
k viditelnému reakénimu produktu v miste antigenu,  Vzorek pak
miize byt doplikove obarven a zakryt krycim sklickem. Vysledky se
interpretuji pomoci svételné mikroskopie a pomahaji v diferencialni
diagnostice patofyziologickych procest, které mohou a nemuseji
souviset s konkrétnim antigenem,

Piipravky s piediedéenou protilatkou jsou optimalne ziedené pro pouziti
s detekénimi soupravami Cell Marque, piesto jsou bézne a tspéiné
pouzivany s sirokou fadou detekénich souprav nabizenych jinymi
vyrobci.

MATERIALY A METODY

Stitek vyrobku obsahuje ndsledujici informace o sarzi:
1. Koncentraci imunoglobulinu v protilatce
2. Podrobnosti o zdroji
Dodavana ¢inidla
Piediedeny piipravek uvedené primari protilatky (383A-77, 383A-78)
obsahuje cinidlo piipravené k pouziti.
Rozsah koncentrace imunoglobulinu v tomto piipravku je 5-15 pg/ml.

Pripravek s koncentrovanou uvedenou primarni protilatkou (383A-74,
383A-75, 383A-76) obsahuje koncentrované cinidlo,

Piediedene i koncentrované formy této protilatky jsou ziedény v
tlumivem roztoku Tris, pH 7,3 - 7,7, 5 1% BSA a < 0,1% azidem sodnym.

Rozsah koncentrace imunoglobulinu v tomto piipravka je 125-375 pg/
ml.

Doporuceny rozsah pracovniho ziedéni pro koncentrovany produkt je
1:25-1:100 a je uvedeno na stitku produktu.

lzotyp: lgG

SOX-10

Rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace

Piediedena protilatka je piipravena k pouziti a optimalizovana
k barveni. Neni vyzadovana rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace,
Kancentrovana protilatka je optimalizovana pro iedeni v rozsahu fedent.

Uzivatel musi pracovni roztok koncentrovaného piipravku overit,
Rozdily ve zpracovani tkané a technickych postupech v laboratof
mohou zpiisobit vyraznou vartabilitu vysledki, a nasledné mohou
vyzadovat pravidelné pouzivani kontrolnich vzorku. (Viz cast Postupy
kontroly kvality).

Potiebné nedodavané materialy a cinidla
Nasledujici ¢inidla a materialy mohou byt potiebné pro barveni, ale
nejsou dodany soucasne s primarni protilatkou:

1. Pozitivnl a negativni kontrolni - 10, Detekdni systém (napiiklad
kat. ¢islo 9540)-20)
achromogenen (napiiklad
kat. ¢islo 9570-20)

vzorek tkane
2. Mikroskopicka sklicka,
s pozitivihim nabojem
3. Sudici pec schopna udrzovat 11. Promyvaci roztoky
teplotu 58 - 60 'C + 5°C (kat. cislo 935B-09)
4. Barvici misky nebo lazne 12, Hematoxylin
(kat. cislo 930B-05) nebo jiné

5 Stopky
doplnkove barvivo

6. Xylen nebo substituty xylenu
13. Redici roztoky na profilatky

(napiiklad kat. cislo 938B-05)
14. Peroxidovy blok (kat. ¢islo

925B-05) pro pouziti s HRP
15, Blok Avidin-Biotin

(kat. cislo 928B-02 pro pouditi

s detekei streptavidin-biotin)

7. Etanol nebo jiny alkohol
Poznamka: Jednostupnové
piipravné cinidlo Cell Marque,
Trilogy™ (kat. ¢islo 920P-06),
mize nahradit kroky 6 a 7 vyse.

8. Deionizovana nebo
destilovana voda

9. Elektricky tlakovy hinec
(kat. ¢islo 976L) pro krok
piedapravy tkané

16. Negativni kontrolnl cinidlo
(kat, cislo 932B-02 pro mysi;
kat. cislo 933B-02 pro kralici)

17, Nosné médium (katalogove
¢ Cislo 931B-03)

18. Kryci sklicko

19, Svételny mikroskop (40-400x)

Skladovani a zachazeni
Skladujte pii 2 - 8 "C. Nezmrazujte,

Aby byl zajistén spravny vykon cinidla a stabilita protilatky, musi se
lahvicka po kazdem pouziti uzaviit vickem a okamzite umistit ve
vertikalni poloze do chladnicky.

Kazdé cinidlo s protilatkou ma stanovenou dobu exspirace, Je-li
fadne skladovano, je €inidlo stabilni do data uvedeného na étitku.
NepouZivejte cinidla po uplynuti exspiracni doby pro piedepsanou
metodu skladovani,

Tento produkt nejevi zadné znamky indikujici nestabilitu, proto by
se soucasné s testovanim neznamych vzork( mely provadet testy
5 pozitivnimi i negativnimi kontrolnimi vzorky. V piipade podezielych
mamek nestability ¢inidla se obratte na zakaznicky servis Cell Marque,
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Shérvzork( a piiprava pro analyzu

Pro pouzitl této primarni protilatky s detekénimi soupravami Cell
Marque (viz Potiebné materidly a cinidla, ktera se nedodavaji) jsou
vhodne tkane zpracované béznym zptsobem, fixovane v neutralnim
pufrovaném formalinu a zalité v parafinu. Poznamka: Spolecnost Cell
Marque hodnoti vysledky pouze na lidskych tkanich.  Doporucene
vhodné fixativum je 10% neutralni pufrovany formalin, V disledku delsi
fixace nebo specialnich procest, jako napi. dekalcifikace preparatu
kostni diene, mohou byt ziskany variabilni vysledky.

Kazdy fez je tieba naiezat na spravnou tloustku (asi 3 pm) a umistit na
pozitivné nabité podiozni sklicko. Sklicka obsahujici fezy tkani je tieba
susit po dobu nejmeéné 2 hodin (avéak ne déle nez 24 hodin) pii teplote
58 az60"C £5°C,

UPOZORNEN( A BEZPECNOSTNI PREDPISY

1. Pit zachazeni s cinidly budte opatmi. Pouzivejte jednorazoveé
tukavice a laboratorni  plaste pit manipulaci s podezielymi
karcinogennimi nebo jedovatymi materialy (napiiklac: xylen),

2. Vyvarujte se kontaktu éinidel s otima nebo sliznicemi. Jestlize
se dnidla dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je
vydatnym mnozstvim vody.

3. Se vzorky pacient( a viemi materialy, které s nimi piisly do styku,
je tieba zachazet jako s biologicky nebezpednymi materialy
a zneskodnovat je podle spravnych opatieni. Nikdy nepipetujte
usty,

4, Vyvarujte se mikrobiologické kontaminaci cinidel, protoze by to
mohlo zptisobit nespravne vysledky.

b, Uzivatel musi validovat inkubacni doby a teploty.

6. Piediedena cinidla piipravena k pouziti jsou optimalne ziedéna
adalsi fedeni muze vést ke ztrate barveni antigenu,

/. Koncentrovana cinidla mohou byt optimalné ziedena po oveiend
uzivatelem, Jakékoli pouzite fedici cinidlo, které neni vyslovne
doporuteno v tomto dokumentu, musi byt uzivatelem validovano,
aby se oveiila jeho kompatibilita a viiv na stabilitu.

8 Pii pouziti v souladu s pokyny neni tento piipravek klasifikovan
jako nebezpedna latka, Konzervacn( latkou v inidle je azid sodny
s koncentraci nizéi nez 0,1 %, ktery pii uvedené koncentraci
nenaplivuje kritéria OSHA  (USA) pro nebezpednou  latku, Viz
bezpecnostni list,

9, Uzivatel musi oveiit jakekoli skladovaci podminky, které jsou jine,
nez je uvedeno v piibalovém letaku.

10,

Redici roztok miize obsahovat bovinni sérovy albumin a supernatant
muze obsahovat bovinni serum, Piipravky obsahujici fetalni bovinni
sérum a piipravky obsahujici bovinni serovy albumin jsou kupovany
od  komerénich  dodavateltl,  Certifikaty  plvodu  pro  zvifec
zdroje pouzité v techto piipraveich jsou ulozeny ve spolecnosti
Cell Marque. Tyto certifikaty dokladaji, ze zdroj bovinnich piipravki
je ze zemi se zanedbatelnym rizikem BSE a uvideji zdroje bovinnich
piipravk( z USA a Kanady.

11. Stejne jako v piipade jinych produkttt odvozenych z biologickych
zdrojii je tieba pouzivat spravné postupy zachazeni.

S0X-10

NAVOD K POUZITI

Jednotlivé kroky postupu
Doporucené barvici protokoly pro uvedenou primarmi protilitku (serie
383A):

Sytém HiDef Detection™:

. Odstrante parafin, rehydratujte a ziskejte epitop; preferovanou
metodou je tepelne indukované ziskani epitopu (HIER) pii pouziti
spolecne s Cell Marque's Trilogy ™ ve spojeni s tlakovym hrncem.
Tato preferovana metoda umoznuje soucasneé odstraneni parafinu,
rehydratati a ziskani epitopu. Po dokonceni oplachnéte Skrat
destilovanou nebo deionizovanou vodou,

2. Pii pouZiti detekeniho systému HRP umistéte sklicka do
peroxidového bloku na 10 minut; oplachnete, Pouzivate-li detekénd
systém AP, tento krok vynechte.

3. Aplikujte protilatku a inkubujte 10-30 minut; oplachnete,

4. Naneste zesilovaci Cinidlo kralici/mysi HiDef Detection™ na 10-30
minut, oplachnete,

5. Naneste polymerovy detektor a inkubujte 10 minut; oplachnete,

o

Naneste velké mnozstvi chromogenu a inkubujte 1-10 minut;
oplachnéte.

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Pii kazdém provedeném barvicim postupu je tieba pouzit | pozitivni
kontrolni vzorek tkane, Tkan muze obsahovat pozitivné i negativne
zabarvené bunky nebo ¢asti tkané a slouzi jako pozitivni | negativni
kontrolni vzorek tkané. Kontrolni vzorky by mely byt cerstvé vzorky
7 pitvy, biopsie nebo operace piipravené nebo fixované co nejdiive
a zalité stejnym zpisobem jako testované fezy. Poufiti tkanoveho
fezu fixovaného nebo zpracovaného jinym zpusobem nez testovany
vzorek zajisti kontrolu pro vsechna cinidla a kroky metody krome fixace
a zpracovani thane,

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality
a pro deteke | malé degradace cinidla vhodnejsi. Pozitivni tkanova
kontrola pro uvedenou primarni protilatku (série 383A) mize zahrovat
nasledujici:

Melanom Jaderna

Schwannom Jaderna

Melanocyty v kiizi aderna

Znamé pozitivni kontrolni vzorky tkani by mely byt pouzivany pouze
ke sledovani spravné funkce zpracovanych tkani a testovych cinidel,
nikoliv jako pomiicka k formulaci specifické diagnozy vzorku pacienti,
Pokud se u pozitivhich kontrolnich vzorki tkani neprojevi odpovidajici

st 3
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pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzorkii za
neplatne,

Negativni kontrolni vzorek tkané

Jako negativni kontrolni vzorek tkane lze pouzit stejnou tkan, ktera
se pouziva Jako pozitivnl kontrolni vzorek, Rozmanitost riznych typt
bunek, které se nachazeji ve vetsine fezli tkani, nabizi oblasti pro
negativini kontrolnt vzorky, ale to by meél oveiit uzivatel, Casti, které
se nebarvi, by mély prokazat nepiitomnost specifického zabarveni
a zajistit indikaci nespecifiického zabarveni pozadi, Pokud se projevi
specificke zabarveni v castech negativniho kontrolniho vzorku tkane, je
nutno povazovat vysledky vzorki pacienta za neplatne.

Nevysvétlené rozdily

Nevysvetlitelné rozpory u kontrolnich vzorkis by mely byt ihned
ohlaseny zakaznickému servisu spolecnosti Cell Marque, Pokud se
vysledky kontrol neshoduji se specifikacemi, vysledky pacienta jsou
neplatné, Viz cast Reseni problémi v tomto letaku, Zjistéte a napravte
probléem, a pak zopakujte cely postup se vzorky pacienta.

Negativni kontrolni éinidlo

K usnadnent interpretace vysledki je tieba provést pro kazdy vzorek
cyklus s negativni kontrolnim cinidlem, Negativni kontrolni ¢inidlo se
pouziva misto primarni protilatky, aby se dalo vyhodnotit nespecifické
zabarveni, Kryci sklicko by mélo byt osetieno negativnim kontrolnim
cinidlem, které odpovida druhu hostitele primami protilatky a idealné
ma stejnou 1gG koncentract, Inkubadni doba negativniho kontrolniho
Cinidla by mela odpovidat inkubacni dobé  primami - protilatky.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Proces imunobarveni zplsobuje zabarveny reakéni produkt, ktery
se vysrazi v oblastech antigenu lokalizovanych primarmi protilatkou.
V pithalovém letaku k piislusnému detekénimu systému naleznete
ocekavané reakeni barvy. Pred interpretaci vysledki musi pozitivni
a negativini kontrolni vzorky vyhodnotit kvalifikovany patolog se
zkusenosti s imunohistochemii.

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Nejprve je nutné provést test zabarveného pozitivniho kontrolniho
vzorku tkane, a ovelit tak spravnost funkee viech reagencii. Piitomnost
spravne  zabarvencho reakéniho  produktu uvniti cilovych  bunék
indikuje pozitivni reaktivitu, V piibalovém letaku k detekénimu systému
naleznete ocekavané reakcni barvy, V zavislosti na délce inkubacni
doby a potenci pouzitého hematoxylinu zptsobi kontrastni barveni
bledémodré az tmavomodié zabarveni bunecnych jader, Piilisné
nebo nedplné kontrastnl zbarveni mize ohrozit spravnou interpretaci
vysledku, Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi piislusné
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovanych vzorki za
neplatné,

Negativni kontrolni vzorek tkané

Negativni kontrolni vzorek tkane je nutno testovat po pozitivhim
kontrolnim  vzorku, abychom ovéiili specificitu znaceni cllového
antigenu primami protilatkou, Nepiitomnost specifického zabarveni
v negativnim  kontrolnim vzorku potwizuje nepiitomnost zkiizené

SOX-10

reaktivity s bunkami nebo castmi bunek. Pokud se projevi specificke
zabarveni v negativnim kontrolnim vzorku tkaneé, je nutno povazovat
vysledky vzorki pacienta za neplatné, Pokud se vyskytuje nespecifické
zabarveni, je vetsinou diftizni, Sporadické slabé zabarveni pojivové
tkané lze také pozorovat v fezech z tkani, které nejsou optimalne
fixované, K interpretaci vysledki barveni pouzivejte pouze intaktnl
bunky. Nekrotické nebo degenerované buiky vykazuji nespecifické
zbarveni,

Tkan pacienta

Vzorky pacienta se vysetiuji jako posledni. Intenzitu pozitiviiho
zabarveni je nutno posuzovat v kontextu jakéhokoli zabarveni pozadi
negativniho kontrolniho cinidla. Jako u kazdého imunohistochemického
testu, negativni vysledek znamena, ze antigen nebyl detekovan, nikoli
ze antigen neni v testovanych bunkach nebo tkani piitomen. Pii
identifikaci falesnych negativnich reakci mize pomoci panel protilatek
(viz cast Souhrn ocekavanych vysledkd). Ke spravné interpretaci
kazdého imunohistochemického vysledku by mela byt testovana
rovnéz morfologie kazdého vzorku tkane s vyuzitim fezi barvenych
hematoxylinem a eozinem. Morfologické nalezy pacientt a klinicke
tdaje tykajici se pacientd musi interpretovat kvalifikovany patolog.

OMEZENI

1. Toto cinidlo je uréeno pouze pro ,odbormé pouzit, protoze
imunohistochemie je nekolikakrokovy proces, ktery vyZzaduje
specialni gkoleni pii vybeéru vhodnych  cinidel, tkani, fixace
a zpracovani, piiprave imunohistochemickeho sklicka a interpretaci
vysledkii barveni.

2. Pouze pro laboratorni uziti.
3. Pro diagnostiku in vitro.

4. Barveni tkané zavisi na zachazenia zpracovani tkane pied barvenim,
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, umyvani, suseni, zahiivani,
fezaninebo kontaminace jinymi tkanéminebo tekutinamimiize vést
ke vzniku artefakt, zachyceni protilatky nebo falesné negativinim
vysledkam. Nasledkem odchylek pii fixaci a metodach zalévani, ale
i nasledkem stavajicich nerovnomernosti ve tkani mize dochazet
k inkonzistentnim vysledkdm.

5. Prilisné nebo nedplné kontrastni zbarveni mize ohrozit spravnou
interpretaci vysledku.

6. Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zbarveni nebo jeho
nepiitomnosti musi byt posouzena v kontextu klinické anamnézy,
morfologie, dalsich histopatologickych kritérii a rovnéz dalsich
diagnostickych test, Tato protilatka je urcena k pouziti v panelu
protilatek, Je odpovednosti kvalifikovaného patologa, aby se
seznamil s protilatkami, cinidly a metodami pouzivanymi k barveni
preparatl,. Barveni se musi provadeét v certifikované laboratofi
s piislusnym opravnenim a pod dohledem patologa zodpovedného
za hodnoceni barvenych podlonich skel a zaruceni adekvatnosti
pozitivnich a negativnich kontrolnich vzork.

7. Spolecnost Cell Marque poskytuje protilatky a cinidla v optimalnim
fedéni  pro  pouziti podle pokynu.  Jakakoli odchylka od
doporucenych testovacich postupi muze zpasobit neocekavané
vysledky, Je nutno pouzivat a zdokumentovat piislusné kontrolni
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vzorky, Uzivatelé museji za vasech okolnosti piijmout zodpovednost
za interpretaci vysledku pacienta,

Spolecnost — Cell  Marque — poskytuje — primarni protilatky
v koncentrované forme, takze je mize uzivatel nasledné optimalne
ziedit pro pouziti podle urceni uzivatele a pii dodrzeni vhodnych
technik validace, Uzivatelé musi provést validaci pii - pouziti
jakychkoli vedicich roztoku jinych, nez zde uvedenych. Kdyz je
primami cinidlo validovano jako vhodné, maze jakakoli odchylka
od doporucenych testovacich postupi zplsobit neocekavané
vysledky. Je nutno pouzivat a zdokumentovat piisluéne kontrolni
vzorky. Uzivatelé museji za vsech okolnosti piijmout zodpovednost
za interpretaci vysledki pacienta,

Tento piipravek neni urcen pro pritokovou cytometrii,

Cinidlamohou prokazat neocekavanéreakee na diive netestovanych
tkani. V' disledku  biologické  variability  exprese antigenu
v novotvarech nebo jingch patologickych tkanich nelze zcela
vyloucit moznost neocekavanych reakel i v testovanych skupinach
tkani. S podezielymi zdokumentovanymi neocekavanymi reakcemi
se obratte na zakaznicky servis spolecnosti Cell Marque.

. Tkane od osob infiikovanych virem hepatitidy B a obsahujici

povichovy antigen  hepatitidy B (HBsAg) mohou  vykazovat
nespecificke barveni kienové peroxidazy.

. Pii pouziti v krocich blokovani mohou normalni séra ze stejneho

pviteciho  zdroje jako  sekundarni protilatky  zpusobit  falesne
negativhi nebo falesne pozitivnl vysledky vzhledem k Géinku
autoimunitnich protilatek nebo piirozenych protilatek.

cJe mozeé pozorovat falesné pozitivhi vysledky v disledku
y

neimunologické vazby bilkovin nebo reakénich produkti substratu,
Mohou byt také zptsobeny aktivitou pseudoperoxidazy (erytrocyty)
a endogenni peroxidazy  (cytochrome C) nebo  endogennim
biotinem (piiklad: jatra, mozek, prs, ledvina), v zavislosti na
pouzitém typu imunobarvent,

. Stejne jako u kazdého imunohistochemickeého testu, znamena

negativni vysledek, ze antigen nebyl zjistén, nikoli, ze antigen neni
piitomny ve vysetiovanych bunkach nebo tkani.

Specificka omezeni

Piediedene piipravky s protilatkami jsou optimalizované jako
pripravené k pouziti. Vzhledem k moznosti riznych zptsobt
fixace a zpracovani tkani muze byt potieba pro jednotlivée vzorky
prodliouzit nebo zkratitinkubacni dobu primarni protilitky,

Protilatky, v kombinaci s detekcnimi systémy a piislusenstvim,
detekuji antigeny, které  pieckaji béznou fixaci formalinem,
zpracovani a roziezani tkane, Uzivatelé, kteii nedodrzi doporucené
postupy, museji za techto okolnosti piijmout zodpovédnost za
interpretaci vysledku pacienta,

Souhrn ocekavanych vysledkii
Viz nasledujici tabulky reaktivity:

Bézna studie

Tkan Pocet Celkem | Poznamky
barvenych
Mozek 0 1 Pochva nervu -+

S0X-10

Bézna studie

Ktira nadledvin 0 1

Vajecnik 0 1

Slinivka 0 1

Piistitna téliska 0 1

Hypofyza 0 1

Varle 0 1

Stitna zlaza 0 1

Prso 2 2 Myoepitelove +

Slezina 0 1

Mandle 0 1

Brazlik 0 1

Kostni dren 0 |

Plice 0 2

Srdee 0 1

Jicen 0 1

Bricho 0 1

Tenké stievo 0 1
Cytoplasmaticke
teckovité barveni

Tlusté stievo 0 1 sliznice

Jatra 0 1

Slinna zlaza 1 1 Myoepiteloveé |

Zlucnik 0 1

Ledviny 0 1

Mocovy méchyi 0 1

Prostata 0 2

Deloha 0 1

Vejcovod 0 1

Mocovod 0 1

Cipek 0 1

Kosterni sval 0 1

Hladky sval 0 1
Myoepitel +,

Kuze 1 1 melanocyty +
Fibroblasty -,

Jizva po excizi kize 0 3 fibrocyty -

Periferni nerv 1 1

Mesothelium 0 1

Tuk 0 1

Placenta 0 1

Anti-50X-10 zabarvuje melanocyty, bunky pochvy periferniho nervu,
myoepitelové bunky v potnich zlazach, mlécnych vyvodech a slinnych
Hazach, Oproti tomu bazalni bunky prostaty nejsou na tuto protilatku

reaktivni,
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Studie postizené tkané

Tkan Pocet Celkem | Poznamky
barvenych

Melanom 37 39

Desmoplasmaticky

melanom 1 1

Vietenobunédny

melanom 3 3

Neurofibrom 20 20

Schwannom 8 8

Zhoubny nador

z pochvy periferniho

nervu 3 4

Nador z granuldrmich

bunék 5 5

Dlazdicobuneédny

karcinam kiize 0 8

Bazalni bunecny

karcinom 0 5

Cytoplasmatické

Kolorektalni teckovité barveni

adenokarcinom 0 43 v 7 piipadech

Invazivni duktalni

karcinom prsu 0 4/

Gastrointestinalni

stromalni tumor 6

Adenokarcinom plic 5

Karcinom plic ze

skvamaoznich bunek 0 4

Mezoteliom 0 5

Svétlobunecny

renalni karcinom 0 6

Translacni renalni

karcinom 0 5

Duktalni

adenokarcinom

pankreatu 0 5

Adenokarcinom

prostaty 0 1

Hepatocelulami

karcinom 0 3

Adenokarcinom

zaludku 0 3

Lymfom perifernich

T bunek 0 5

Papilarni karcinom

stitné Zazy 0 3

Solitdrni Aibrozni

tumor 0 2

50X-10

Studie postizené tkane

Adenokarcinom jicnu 0 1
Dlazdicobunécny

karcinom jichu 0 3
Anaplasticky

velkobunédny

lymfom 0 ]
Alveolarni sarkom

maékkych asti 0 1
Burkitt(v lymfom 0 1
Klasicky Hodgkinty

lymfom 0 2
Leukémie viasovych

bunék 0 1
Lymfoblasticka

leukémie/lymfom 0 2
Primarni

mediastinalni lymfom

velkych B-buneék 0 1
Lymfocyticka

leukémie z malych

bunék 0 1
Leiomyosarkomy 0 2
Rhabdomyosarkom 0 2
Adenoma sebaceum 0 1
Fibrosarkom 0 1
Ewingtiv sarkom 0 1
Vietenobunécny

lipom 0 1
Karcinom

z Merkelovych bunek 0 7
Malobunécny

karcinom plic 0 2
MNeuroendokrinni

nador slinivky 0 1
Medularni karcinom

stitné 2lazy 0 3
Seminom 0 q
Serdzni nador

vajecnika 0 5
Karcinom endometria 0 )

Interni studie ukazuji, ze marker anti-SOX-10 je imunoreaktivni u 37 z
39 (95 %) konvenénich melanomi, 11 2 11 (100 %) desmoplastickych
melanom, 3 ze 3 (100 %) vietenobunecnych melanomi, 20 ze 20 (100
%) neurofibromi a 8 z 8 schwannomu (100 %). Karcinomy ruznych
argantil, novotvary z mékkych tkani, lymfomy a nadory ze zarodeénych
bunék jsou s touto protilatkou nereaktivni.
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| ~ RESENI PROBLEMU ]

1. Pokud pozitivni kontrola ukdze slabsi zbarvenl, ne? ocekavané, je
tieba behem stejného cyklu barveni zkontrolovat dalsi pozitivni
kontrolni vzorky, aby se dalo stanovit, zda je to zpusobeno primarni
protilatkou nebo nekterym z beznych sekundarnich antigend.

2. Jestlize je pozitivnl kontrola negativni, je tieba zkontrolovat dalsi
pozitivni kontrolni vzorky pouzité ve stejném cyklu, aby se dalo
stanovit, zda zakladni piicina souvisi s primami protilatkou nebo
nekterym 2z beznych sekundarnich antigent. Sheér, fixace nebo
odstranovani parafint z tkani mohlo byt provedeno nespraviym
zpusobem, Sher tkane, jeji fixace a skladovani musi probihat ve
spravnem postupu,

3. Dojde-li k nadmeémému zbarveni pozadi, mohou byt piitomné
vysoké hladiny endogenniho biotinu, Mél by byt zahmut i krok
blokovani biotinu, pokud neni pouzivan detekéni systém bez
biotinu; v takovem piipadé by piitomny  biotin - nepiispival
k zabarveni pozadi,

4. Pokud neni veskery parafin odstranen, je tieba proces odstraneni
parafinu opakovat.

5. Pokud se tkanovy fez splachne ze sklicka, je tieba sklicka
zkontiolovat zda jsou kladné nabita. Mezi dalsi moznosti, které
by mohly nepiiznive ovlivivovat adhezi tkane, patii nedostatecné
vysuseni tkanového fezu na krycim sklicku pied barvenim nebo
fixace ve formalinu, ktery nebyl vhodné neutralné pufrovany.
Tloustka tkane mize byt rovnez prispivajici faktor.

Napravna opatieni naleznete v casti Jednotlivé kroky postupu, neba se
obratte na zakaznicky servis spolecnosti Cell Marque,
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SOX-10 rabbit polyclonal

Sry-related HMG-BOX gene 10 (SOX-10) is a nuclear transcription factor that participates in neural crest
development and in the specification and differentiation of cells of melanocytic llncagu.] It has been recently
shown to be a sensitive marker of melanoma, including conventional, spindled, and desmoplastic sul'ntypos,2
Anti-SOX-10 antibody was applied to a variety of neural crest-derived tumors, mesenchymal and epithelial
neoplasms, and normal tissues. SOX-10 nuclear expression was found in 76 of 78 melanomas (97%) and 38 of 77
malignant peripheral nerve sheath tumors (49%), whereas 5100 protein was expressed in 71 melanomas (91%)

§ g " )
and 23 malignant peripheral nerve sheath tumors (30%).°

50X-10 was expressed by metastatic melanomas and nodal capsular nevus in sentinel lymph nodes, but not by
other lymph node components such as dendritic cells which usually express $100 protein. In scar specimens,
immature fibroblasts, epithelioid granulomas, and histiocytic proliferations can histopathologically mimic
residual melanoma and even be positive for MiTT and 5100.%* However, SOX-10 is less likely to be expressed by
fibroblasts or histiocytes, especially compared to MiTl and S100. Anti-SOX-10 produces a nuclear stain that
provides a clean signal that is much sharper and darker in staining quality when compared to the use of
antibodies against MiTITand §100.% The nuclear signal provided by both anti-SOX-10 and anti-MiTl" was casier
to interpret than cytoplasmic stains, such as anti-5100 (nuclear and cytoplasmic), anti-HMB-45, and
anti-Melan-A (both cytoplasmic), especially in the intracpidermal component where these cytoplasmic markers
can non-specifically adhere to melanin. Therefore, anti-SOX-10 has been shown to be superior to all other
immunostains in detecting residual invasive and in situ melanoma.’™ Anti-SOX-10 is also a useful marker in
detecting both the in situ and invasive components of desmoplastic melanoma. It is known that the commonly
used melanoma markers, anti-HMB-45 and anti-Melan-A, are poorly uxprvsscrl in desmoplastic mclnnmmsr'
while it has been reported that anti-SOX-10 was moderately to strongly expressed in all 28 desmoplastic
melanomas tested?, As an intracpidermal component that is frequently present in greater than 50% of
desmoplastic melanomas, the presence of SOX-10 may prove its usefulness over MiTl in the evaluation of
melanoma in situ, as it is much more likely to be expressed by a subtle, underlying desmoplastic melanoma than
MiTE. SOX-10 is strongly expressed by melanoma cells and is not or very weakly expressed by the spindle
fibroblasts in scar.® These findings underscore the utility of anti-SOX-10 in the differential diagnosis of residual
desmoplastic melanoma versus scar and show the clinical value of anti-SOX-10 in the evaluation of melanoma

re-excision specimens.
SOX-10 is diffusely expressed in schwannomas and neurofibromas, SOX-10 presence was not identified in any

) . i 9o
other mesenchymal and epithelial tumors except for myoepitheliomas and diffuse astrocytomas. SOX-10

expression is seen in sustentacular cells of pheochromocytomas and paragangliomas, and occasionally carcinoid
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