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K diagnostice in vitro.

Protilatka Monoclonal Mouse Anti-Human B-Cell-Specific Activator Protein, Clone DAK-Pax5 je uréena pro pouziti v
imunohistochemii. Protilatky na aktivatorovy protein specificky pro B buriky (BSAP) mohou byt uzite¢né pfi
identifikaci pro-, pre- a zralych B bunék a v klasifikaci lymfomd (1-4). Spole¢né s panelem protilatek je zejména
uzite¢na v diferenéni identifikaci klasického Hodgkinova lymfomu oproti anaplastickému velkobunéénému lymfomu T
bunééného typu a typu nulovych bunék (1, 3). Klinickou interpretaci jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti se
musi doplnit morfologickymi studiemi s vyuZitim spravnych kontrol a je nutno ji vyhodnocovat v kontextu klinické
anamnézy pacienta a jinych diagnostickych vySetfeni provedenych kvalifikovanym patologem.

BSAP, Pax5, NF-HB, Sa-BP, NFSu-B1, LR1 a EBB-1 (2, 4).

BSAP, také nazyvany paired box protein 5 (Pax5), je transkripéni faktor exprimovany v B burikach. BSAP je ¢lenem
genové rodiny PAX, koédujici transkripéni faktor zapojeny do vyvoje B bunék. BSAP je exprimovan v pro-, pre- a
zralych B burikach, avSak nikoli v burikach plazmy (3, 4). Cilené naruSeni genu BSAP u mysi blokuje vyvoj B bunék
v pro-B-bunééném stadiu, coz naznaduje, Ze BSAP hraje roli pfi fizeni vyvoje B bunék (2). BEhem embryogeneze je
BSAP exprese pfechodné exprimovana ve vyvoji centralniho nervového systému. Pozdéji je BSAP exprese zjiSténa
ve fetalnich jatrech, kde koreluje s nastupem B lymfopoezy. Proto miize BSAP hréat dlleZitou roli nejenom ve vyvoiji
B bunék, ale také ve vyvoji nervt (1, 3, 5).

V imunohistochemii mize byt obtizné rozlisit klasicky Hodgkinlv lymfom (CHL) od anaplastického velkobunééného
lymfomu typu T a nulovych bunék (1). V CHL exprimuji Hodgkinovy a Reed-Sternbergovy buriky (HRS buriky) BSAP,
pficemz buriky HRS vétSinou nezobrazuji B-bunééné antigeny, napfiklad CD19 nebo CD20 (6). BSAP je uzite€nym
markerem pro diagn6zy B-bunéénych ne-Hodgkinovych lymfomG, Hodgkinovych lymfomG a neuroendokrinnich
nadorl (1-4, 6-8) , navzdory jeho expresi v subsetech epitelialnich malignit (7).

V kapitolach Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni spoleénosti Dako nebo v navodu k detekénimu
systému pro IHC metody naleznete tyto Casti: 1) Princip metody, 2) Potfebné materidly, které nejsou soucasti
dodavky, 3) Skladovani, 4) Pfiprava vzorku, 5) Postup barveni, 6) Kontrola kvality, 7) Re$eni problém,
8) Interpretace zabarveni, 9) Obecna omezeni.

Monoklonalni mysi protilatka se dodava v kapalné podobé jako supernatant bunéénych kultur dialyzovany proti 0,05
mol/L Tris/HCI, pH 7,2 s obsahem 0,015 mol/L azidu sodného.

Klon: DAK-Pax5. |zotyp: 1gG1, kappa.
Koncentrace mysi IgG v mg/L: Viz §titek 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.

Synteticky 17-meric peptid z C-terminélni inhibitorni domény proteinu.
V testech Western blotting s bunéénymi lyzaty sleziny mysi oznacila protilatka protein o velikosti 55 kDa odpovidajici BSAP.

1. Ur€eno pro profesionalni uzivatele.

2. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNsg), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. PfestoZe se koncentrace azidu
sodného ve vyrobku neklasifikuje jako nebezpe¢na, mize reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a
vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kov(. PFi likvidaci splachujte dostate€nym mnoZstvim vody, aby
nedochézelo k usazovani azid kovu v potrubi.

3. Jako u kazdého vyrobku biologického puivodu je nutno dodrZovat fadna bezpecnostni opatfeni.

4. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasaZeni o¢i nebo pokozky.

5. Nespotifebované 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 ¢inidla skladuji za
jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Neexistuji Zzadné znamky toho, Zze by
tyto produkty byly nestabilni. Proto je nutno provadét pozitivni a negativni kontroly sou¢asné s pacientovymi vzorky.
Pokud zpozorujete neoekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupl a mate podezient,
Ze se jedna 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 predbézné zpracovani deparafinovanych tkanovych fezd tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu
(HIER). Optimalnich vysledkt bylo dosazeno predbéznym zpracovanim tkani HIER pomoci Dako EnVision™ FLEX
Target Retrieval Solution, Low pH (k6dy K8005/K8015) nebo Dako Target Retrieval Solution (kédy S1700/S1699).

Doporucuje se provadét predbézné zpracovani deparafinovanych tkarovych fezu, fixovanych ve formalinu pomoci
Dako PT Link (k6dy PT100/PT101). Podrobné informace naleznete v uzivatelské pFirucce k pfistroji PT Link User
Guide. 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 6 5 C. Vyjmout stojany se skli ¢ky z nadrze PT Link a ihned ponofit
sklicka do nadoby/nadrze (napf.PT Link Rinse Station, kod PT109) obsahujici nafedény roztok EnVision™ FLEX
Wash Buffer (10X) (kédy K8002/8012) pokojové teploty. Sklicka ponechat v pufru Wash Buffer po dobu 1 — 5 minut.

Rezy tkani by v priib&hu tohoto zpracovani nebo nasledného imunohistochemického barveni nemély uschnout.
Z davodu vysSi pfilnavosti fezd tkani k podloznim sklim se doporu€uje pouZzivat silanizované podlozni skla Dako
Silanized Slides (kéd S3003).

Zmrazené fezy a bunécné natéry:

Protilatku Ize pouZivat ke znac¢eni zmrazenych fez( fixovanych v acetonu a bunéénych natéra.

Redéni: Monoclonal Mouse Anti-Human B-Cell-Specific Activator Protein, Code M7307 Ize fedit v fedicim poméru
1:15 - 1:30 pfi pouziti na fezech predbézné zpracovanych, fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu, pfi
inkubovani v délce 20 minut pfi pokojové teploté. Doporucuje se fedit protilatku v roztoku EnVision™ FLEX Antibody
Diluent (kédy K8006/K8016) nebo Dako Antibody Diluent (k6d S0809) nebo Dako Real™ Antibody Diluent
(k6d S2022). Toto jsou pouze obecné pokyny. Optiméalni podminky se mohou liSit v zavislosti na vzorku a zpdsobu
pfipravy a mély by byt v kazdé laboratofi stanovovany samostatné. Doporu¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je
Dako Negative Control, Mouse IgG1l (k6d X0931), zfedéné na stejnou koncentraci mysi IgG1l jako primarni
protilatka. Pokud nebyla stanovena stabilita nafedéné protilatky a negativni kontroly v stavajicim postupu barveni,
doporucuje se naredit tato Cinidla bezprostfedné pred pouzitim. 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.
Tkéan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a buriky/struktury musi ve vSech pozitivnich vzorcich zobrazovat
vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky G¢innosti“.

Vizualizace: Doporu€uje se vizualizaéni systém EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH, (kédy K8002/K8012),
nahrazujici High pH Target Retrieval Solution z tohoto kitu roztokem EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution,
Low pH (10x), (k6dy K8005/K8015) pomoci 20minutové inkubace pfi pokojové teploté. DodrZujte postup pfilozeny ke
zvolenému vizualizaénimu systému.

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

Buriky znacené protilatkou zobrazuji nuklearni zabarveni.

Normalni tkdné: Normalni lymfoidni tkané (lymfatick& uzlina, slezina a mandle) vykazuji silni nuklearni zabarveni na
BSAP ve folikularnich centrech B bunék a plastové zoné B bunék, avSak T-zéna lymfocytd, plazmatické buriky,
endotelialni buriky a makrofagy jsou negativni. Slabé zabarveni bylo pozorovano v lamina propria traéniku.
Zabarveni pozadi je pozorovano v Bowmanoveé vacku ledviny.

Abnormalni tkané: Protilatka znacila 97/158 klasickych Hodgkinovych lymfomd, 127/127 difGznich lymfomd z velkych B
bunék, 41/41 folikularnich lymfomu, 66/66 lymfomu z plastové zény, 11/11 lymfomd z okrajové zény, 5/5 atypickych
Burkittovych lymfomud, 30/30 Burkittovych lymfom@, 76/76 chronickych lymfocytickych leukémii/malobunécnych
lymfocytickych lymfomd, 22/22 mediastindlnich lymfomd z velkych B bunék, 6/6 prekursorovych B-lymfoblastickych
leukémii/ lymfom0, 6/6 lymfomi z velkych B bunék bohatych na T burky, 6/6 leukémii z vlasatych bunék, 4/16
neuroendokrinnich  karcinomt, 12/12 nodalnich lymfomG marginalni zény, 6/6 nodularnich lymfocytickych
predominantnich Hodgkinovych lymfomd, 23/30 lymfoproliferativnich onemocnéni po transplantaci a 1/18 pfipadl
anaplastickych lymfomt z velkych bunék, 1/26 rakoviny ledvin, 1/16 rakoviny moc¢ového meéchyfe, 7/21 rakoviny
prostaty, 1/14 rakoviny Zaludku, 4/81 rakoviny tra¢niku, 3/19 rakoviny délozniho hrdla, 3/18 rakoviny délohy a 4/13
rakoviny vaje¢niku. Znaceni nebylo prokdzano v 6 akutnich myeloidnich leukémiich, 45 angioimunoblastickych
lymfomech z T bunék, 27 aplastickych lymfomech z velkych bunék ALK+, 6 chronickych myelogennich leukémiich,
1 extranodalnim lymfomu z NK/T bunék, nazalniho typu, 1 hepatosplenicky T-bunécny lymfom, 5 mycosis fungoides,
157 nespecifikovanych lymfomd z perifernich T bunék (PTCL/U), 6 myleomu z plazmatickych bunék, 1 PTCL/U po
transplantaci, 6 prekursorovych T-lymfoblastickych leukémii/lymfom@, 1 subkutanni T-bunéény lymfom podobny
panniculitidé, 22 rakovin slinivky bfisni, 27 rakovin jater, 46 sarkomu, 13 melanomd, 10 thymomd, 10 meduloblastoma,
10 astrocytomu I/11, 10 glyoblastom(, 100 rakovin plic a 21 rakovin varlat.
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