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K diagnostice in vitro.

Protilatka Monoclonal Mouse Anti-Human CD4, Clone 4B12 je uréena pro pouZziti v imunohistochemii. Tato protilatka
znadi thymocyty a T-helper buriky (1), tato protilatka je uZzite¢nd pfi identifikaci anaplastickych velkobunéénych
lymfomU( (2). Protilatky na CD4 mohou byt také uZite¢né pri identifikaci mycosis fungoides a nespecifikovanych
perifernich T-bunécénych lymfomu (3-5). Klinickou interpretaci jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti se musi
doplnit morfologickymi studiemi s vyuzitim spravnych kontrol a je nutno ji vyhodnocovat v kontextu Kklinické
anamnézy pacienta a jinych diagnostickych vySetfeni provedenych kvalifikovanym patologem.

CD4 je glykoprotein o hmotnosti 55 kDa s péti externimi doménami podobnymi imunoglobulinu, transmembranovou
doménou a vysoce konzervovanou intracelularni doménou. CD4 ma funkci ko-receptoru pfi aktivaci antigenem
indukovanych T bunék omezujici se na MHC tfidy Il a muZe zvySovat bunéénou adhezi (1). Molekula CD4 slouzi
také jako receptor pro lidskou imunodeficienci viru na T bufikdch a monocytech/makrofazich (4).

CD4 je exprimovéna béhem vyvoje T-bunék, avSak neni pfitomna v nezralych thymocytech (3). Je exprimovéna v
T-helper burikach, asi v 80-90 % zralych thymocytech a 55-65 % zralych perifernich T bunék. Je také pfitomna na
subsetu supresorovych nebo cytotoxickych T bunék. CD4 je rovnéZz exprimovana na monocytech/makroféazich,
Langerhansovych burikach a ostatnich dendritickych burikach, neni vSak exprimovana na B burikéach (1).

CD4 hraje dulezitou roli v imunofenotypizaci reaktivnich lymfocytd a lymfoproliferativnich nemoci. VétSina perifernich
T bunéénych lymfoml je odvozena z helper T bunétného subsetu, takze vétSina post thymickych T bunéénych
novotvar( je CD4 pozitivni (1)

V kapitolach Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni spoleénosti Dako nebo v navodu k detekénimu
systému pro IHC metody naleznete tyto ¢asti: 1) Princip metody, 2) Potfebné materidly, které nejsou soucasti
dodavky, 3) Skladovani, 4) Pfiprava vzorku, 5) Postup barveni, 6) Kontrola kvality, 7) ReSeni problém,
8) Interpretace zabarveni, 9) 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: 4B12. |zotyp: 1gG1, kappa.

Koncentrace mysi IgG1 v mg/L: Viz Stitek na lahvicce.

Proteinova koncentrace mezi Sarzemi se mize liSit bez ohledu na optimalni fedéni. Titer kazdé konkrétni Sarze je
upraven, aby byla zajiSténa srovnatelnda Gc¢innost imunohistologického zabarveni v ramci jednotlivych Sarzi
s referenéni Sarzi.

Rekombinantni protein odpovidajici externi doméné molekuly CD4.

1. Ur€eno pro profesiondlni uzivatele.

2. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v isté formé vysoce toxicky. PfestoZe se koncentrace azidu
sodného ve vyrobku neklasifikuje jako nebezpec¢nd, muZe reagovat s olovem a meédi v odpadnim potrubi a
vytvafet vysoce explozivni azidy téchto kovu. Pfi likvidaci splachujte dostateénym mnoZstvim vody, aby
nedochazelo k usazovani azid kovu v potrubi.

3. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrZzovat fadna bezpeénostni opatient.
4. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostifedky, aby nedoslo k zasazeni o¢i nebo pokozky.
5. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.

Skladujte pfi 2—- 8 T. NepouZivejte po datu exspirace vytisténém na lahviéce. Pokud se c¢inidla skladuji za
jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzZivatel tyto podminky ovéfit. Neexistuji Zadné znamky toho, Zze by
tyto produkty byly nestabilni. Proto je nutno provadét pozitivni a negativni kontroly sou¢asné s pacientovymi vzorky.
Pokud zpozorujete neocekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupld a mate podezient,
Ze se jednd o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti Dako.
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Parafinové fezy:

Protilatku Ize pouZivat ke znaceni fezl tkani zalitych v parafinu a fixovanych ve formalinu.

Je vyzadovano predbéZzné zpracovani deparafinovanych* tkanovych fezu tepelné indukovanym vyhledavanim
epitopu (HIER). Optimélnich vysledk( bylo dosaZzeno predbéznym zpracovanim tkani pomoci Dako EnVision™
FLEX Target Retrieval Solution, High pH (k6dy K8004/K8014)..

Doporucuje se provadét predbézné zpracovani deparafinovanych tkarovych fezu, fixovanych ve formalinu pomoci
Dako PT Link (kédy PT100/PT101). Podrobné informace, viz uZivatelska pfirucka k pfistroji PT Link. Pro PT Link je
tfeba pouzit nasledujici parametry: Teplota predehfivani: 65 C; teplota a ¢as vyhledavani epitopu: 97 C po dobu 20
(+1) minut; ochladit na 65 . Vyjmout stojany se s klicky Autostainer z nadrze PT Link a ihned ponofit sklicka do
nadoby/nadrze (napf.PT Link Rinse Station, kdd PT109) obsahujici nafedény roztok EnVision™ FLEX Wash Buffer
(10X) (kéd K8000/K8010) pokojové teploty. Sklicka ponechat v pufru Wash Buffer po dobu 1 — 5 minut.

*Rezy zalité v parafinu: Jako alternativu pFipravy vzork(i je mozné provést deparafinaci a vyhledavani epitopu v
pfistroji PT Link pomoci modifikovaného postupu. Pokyny, viz uZivatelska pfiruc¢ka k pfistroji PT Link. Po provedeni
barveni se fezy musi dehydratovat, vyc€istit a namontovat pomoci permanentniho montazniho média.

Tkanové fezy nesmi béhem zpracovani nebo béhem nésledného imunohistochemického barveni vyschnout.
Z davodu vysSsi prilnavosti fez( tkani k podloznim sklim se doporuéuje pouzivat silanizovana podlozni skla Dako
Silanized Slides (k6d S3003).

Zmrazené fezy:
Protilatku Ize pouZivat ke znac¢eni zmrazenych fezl fixovanych v acetonu.

Redéni: Protilatku Monoclonal Mouse Anti-Human CD4, kéd M7310 Ize fedit v Fedicim poméru 1:40 — 1:80 pfi pouZiti
na fezech predbézné zpracovanych, fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu, pfi inkubovani v délce 20 minut
pfi pokojové teploté. Doporu€uje se fFedit protilatku vroztoku EnVision™ FLEX Antibody Diluent (kédy
K8006/K8016), nebo Dako Antibody Diluent (k6d S0809). Toto jsou pouze obecné pokyny. Optimalni podminky se
mohou liSit v zavislosti na vzorku a zpusobu pfipravy, a mély by byt v kazdé laboratofi stanovovany samostatné.
Doporuc¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je Dako Negative Control, Mouse 1gG1 (kéd X0931), zfedéné na stejnou
koncentraci mysi 1gG jako priméarni protilatka. Pokud nebyla stanovena stabilita nafedéné protilatky a negativni
kontroly v stavajicim postupu barveni, doporu€uje se naredit tato Cinidla bezprostfedné pred pouZzitim. Pozitivni a
negativni kontroly je tfeba provadét soucasné s pacientovymi vzorky.

Pozitivni a negativni kontroly je nutno provadét vzdy soucasné pouZitim stejného protokolu jako vzorky pacienta.
Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a jatra a burky/struktury musi ve vSech pozitivnich vzorcich
zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky ucinnosti“.

Vizualizace: Doporuc€uje se EnVision™ FLEX, High pH, (kdd K8000/K8010), pomoci 20minutové inkubace pfi
pokojové teploté. DodrZujte postup pfiloZzeny ke zvolenému vizualizaénimu systému.

Automatizace: Protilatka je vhodna pro imunohistochemické barveni pomoci automatickych pfistroji, napfiklad na
barvicich automatech Dako Autostainer, Autostainer Plus a Autostainer Link.

Burky znaéené protilatkou zobrazuji membranové zabarveni.

Normalni tkané: V mandlich vykéazaly nabité a izolované T-helper burky stfedné silnou az silnou reakci barveni. V
jatrech vykazaly Kupfferovy a endotelialni buriky sinusoid slabou az stfedné silnou reakci barveni.

Abnormalni tkané: Protilatka oznacila 1/1 pfipadu mucosis fungoides a 2/2 perifernich T-bunécénych lymfoma. Ve
studii 75 pediatrickych pacientti oznacila protilatka 22/51 pfipad anaplastickych velkobunéénych lymfomu (2).
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