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Ur¢ené na diagnostické in vitro pouzitie.

Produkt FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human CD15, Klon Carb-3, Ready-to-Use, (Link), je uréeny na pouzitie
v imunohistochémii spolo¢ne s pristrojmi Autostainer Link. Tato protilatka je vhodna na identifikaciu zrelych
granulocytov, mononuklearnych Hodgkinovych buniek a Reed-Sternbergovych buniek v Hodgkinovom lymféme.
(1). Klinicka interpretacia ktoréhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie by mala byt doplnena morfologickou
Studiou pomocou spravnych kontrol a mala by sa vyhodnotit v kontexte klinického prejavu pacienta a inych
diagnostickych testov vykonavanych patolégom.

Lewis X (Le) antigen (2, 3), ,3-fukosyl-N-acetyllaktosamin [3-FL] (4), X-hapten (3, 5), Stadiovo-§pecificky
embryonalny antigén-1 [SSEA-1] (2, 3), lakto-N-fukopentéza Il [LNFP 111] (3)

CD15 je exprimovany na Reed-Sternbergovych bunkach pri Hodgkinovej chorobe a na rozli€nych typoch buniek,
vratane myeloidnych a epitelovych buniek (3-6). Protilatky k CD15 rozpoznavaju pentasacharidovi sekvenciu
nachadzajucu sa v lakto-N-fokopentaza Ill ceramide (tiez nazyvany X haptén Le*), ktory bol najdeny vo vy3sich
glykolipidoch a glykoproteinoch (2, 5).

V kapitolach V3eobecné pokyny pre imunohistochemické farbenie spolo¢nosti Dako alebo v navode
k detekénému systému pre IHC metddy najdete tieto €asti: 1) Princip metoddy, (2) Potrebné materialy, ktoré nie su
suCastou dodavky, (3) Skladovanie, (4) Priprava vzorky, (5) Postup farbenia, (6) Kontrola kvality,
(7) Odstrariovanie problémov, (8) Interpretacie zafarbenia, (9) VSeobecné obmedzenia.

Ready-to-use monoklonalna mySacia protilatka, dodavana v tekutej forme v pufri, ktory obsahuje stabilizacny
protein a 0,015 mol/L NaNg3,

Klon: Carb-3 Izotyp: IgM, kappa
Afinitne izolovany X-hapténovy oligopeptidovy fragment z buniek s myelomonocytickou leukémiou

V testoch Western blot s bunkovymi lyzatmi HL60 znacila protilatka velky pruh s molekulovou hmotnostou
~220 kDa, ktory zodpoveda o¢akavanej molekulovej hmotnosti proteinu CD15 (7).

1. Urcené pre odbornikov.

2. Tento vyrobok obsahuje azid sodny (NaNs), ktory je v Cistej forme vysoko toxicky. Aj ked koncentracia azidu
sodného vo vyrobku nie je klasifikovana ako nebezpecna, azid sodny mdze reagovat s olovom a medou
v odpadovom potrubi a vytvarat vysoko explozivne azidy tychto kovov. Pri likvidacii splachujte dostato€nym
mnozstvom vody, aby nedochadzalo k usadzovaniu azidov kovov v potrubi.

3.  Ako u kazdého vyrobku biologického pévodu je nutné dodrziavat riadne bezpecnostné opatrenia.

4. Pouzivajte osobné ochranné prostriedky, aby nedoSlo k zasiahnutiu o¢i alebo pokozky.

5. Nespotrebované roztoky je potrebné likvidovat v sulade s miestnymi a celoStatnymi predpismi.

Skladujte pri teplote 2—8 °C. Nepouzivajte po datume exspiracie uvedenom na flastiCke. Ak sa Cinidla skladuju za
akychkolvek inych nez tu uvedenych podmienok, musi pouzivatel vykonat ich kontrolu. Neexistuju zZiadne
znamky toho, Ze by tento vyrobok nebol stabilny. Preto je nutné vykonavat pozitivne a negativne kontroly
suCasne so vzorkou pacienta. Ak spozorujete neoCakavané zafarbenie, ktoré nie je mozné vysvetlit zmenami
laboratérnych postupov, a mate podozrenie, Ze sa ide o problém s protilatkou, obratte sa na oddelenie technickej
podpory spolo¢nosti Dako.

Protilatku mozno pouzivat na oznacovanie rezov tkaniv zaliatych v parafine a fixovanych vo formaline. Vzorky
tkaniva by mali byt narezané na rezy s hrubkou priblizne 4 pm.

Pozaduje sa predbezné spracovanie tepelne indukovanym odmaskovanim epitopu (HIER). Optimalne vysledky
sa dosiahli predbeznym spracovanim tkaniv pomocou roztoku EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High
pH (10x) (Link) (k6d K8000/K8004).

Deparafinizované rezy: Odporuca sa predbezné spracovanie rezov tkaniv zaliatych v parafine a fixovanych vo
formaline, a to pouzitim Dako PT Link (kéd PT100/PT101). PodrobnejSie informacie najdete v pouzivatelskej
prirucke k zariadeniu PT Link.

Postupujte podfla postupu predbezného spracovania, ktory je uvedeny v pribalovom letaku pre EnVision™ FLEX
Target Retrieval Solution, High pH (10x) (Link) (kéd K8000/K8004). Pre PT Link treba dodrzat nasledovné
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parametre: Teplota pri predbeznom ohriati: 65 °C; teplota a ¢as odmaskovania epitopu: 97 °C po dobu 20 (1)
minut; schladte na 65 °C. Preplachnite rezy nariedenym roztokom EnVision™ FLEX Wash Buffer (10x), (Link),
ktory ma izbovu teplotu (kéd K8000).

Rezy zaliate v parafine: Pouzitim modifikovaného postupu mézu byt deparafinizacia a odmaskovanie epitopu
vykonané v PT Link ako alternativna priprava vzorky. PodrobnejSie pokyny najdete v pouzivatelskej prirucke
k zariadeniu PT Link. Po ukon&eni farbenia musia byt rezy dehydrované, oCistené a namontované pouzitim
permanentného upevriovacieho média.

Rezy tkaniv nesmu pocas spracovania alebo po€as nasledného imunohistochemického farbenia vyschnut. Za
UCelom lepSej prifnavosti rezov tkaniva k podloznym sklickam sa odporuca pouzit skla Dako Silanized Slides
(k6d S3003).

Odporuc¢any vizualizaény systém je EnVision™ FLEX, High pH (Link) (Kéd K8000). V softvéri Autostainer Link su
vopred naprogramované farbiace a inkubaéné ¢asy. Podrobné pokyny o vkladani skliok a cinidiel najdete v
pouzivatel'skej prirucke Autostainer Link. Ak nie su dostupné protokoly v pouzitom pristroji Autostainer, obratte
sa na oddelenie technickej podpory spolo¢nosti Dako. VSetky inkubacné kroky treba vykonavat pri izbovej
teplote.

Optimalne podmienky sa mézu liSit v zavislosti od vzorky a spdsobu pripravy a mali by byt kazdym laboratériom
stanovované samostatne. V pripade poziadavky patoléga na odliSnu intenzitu farbenia sa obratte na aplikacného
Specialistu/Specialistu technického servisu, ktory vam poda informacie o preprogramovani protokolu.
O dostacujucej funkcii nastaveného protokolu sa presvedéte vyhodnotenim a porovnanim vzoru farbenia so
vzorom popisanym v Casti ,Charakteristiky u¢innosti®.

Na kontrastné farbenie v hematoxiline sa odporu¢a EnVision™ FLEX Hematoxylin, (Link) (kod K8008). Odporuca
sa bezvodné, permanentné upevrnovacie médium.

Pozitivne a negativne kontroly treba vykonavat su€asne s pouzitim rovnakého protokolu ako pri vzorkach
pacienta. Tkanivo s obsahom pozitivnej kontrolnej vzorky by malo zahffhat neutrofily, eozinofily a makrofagov
zarodoc¢ného centra, priom bunky/Struktiry by mali vykazovat' pozitivnu reakciu pri vSetkych vzorkach tak, ako
je uvedena pre dané tkaniva v Casti ,Charakteristiky U€innosti“. Odporu¢ana negativna kontrolna reagencia je
FLEX Negative Control, Mouse, (Link) (kéd IR750).

Vzor zafarbenia buniek je cytoplazmaticky a/alebo membranovy (1, 5).

Normaine tkaniva:

Typ tkaniva (testovany
pocet)

Pozitivne zafarbené prvky tkaniva

Nadoblicka (3)

3/3 endokrinnych buniek kéry nadobli¢iek (100 %), cytoplazmatické

Kostna dren (3)

2/3 myeloidnych buniek (100 %), cytoplazmatické
2/3 myeloidnych buniek (100 %), cytoplazmatické

Prsniky (2)

2/2 buniek duktalneho epitelu (25-100 %), cytoplazmatické

Mozog/mozocek (3)

3/3 bielych hmét, sivych hmét (100 %), difuzne

Mozog/Cerebrum (3)

3/3 bielych hmat, sivych hmét (100 %), diftzne

Cervix (2)

0/2

Hrubé ¢revo (2)

1/2 buniek mukdzneho Zzfazového epitelu (50 %), preruSované,
apikalno-cytoplazmatické

1/2 buniek mukdzneho epitelu (20 %), apikalno-cytoplazmatické

Pazerak (2)

2/2 buniek non-bazalneho skvamézneho epitelu (100 %),
cytoplazmatické

Srdce (3) 0/3
Oblicka (3) 3/3 kortikalnych tubularych epitelov (100 %), cytoplazmaticky
2/3 kortikalnych a medularnych endotelov (100 %), cytoplazmaticky
Pecen (3) 1/3 sinusoidalnych endotelov (40 %), cytoplazmaticky
Pluca (3) 0/3

Mezotelialne bunky (3)

2/3 mezotelialnych endotelov (100 %), cytoplazmatické

Periférne nervy (3)

0/3

Vajeéniky (3)

0/3

Pankreas (3)

2/3 acinéznych buniek (25-50 %), cytoplazmatické

Pristitne telieska (3)

0/3

Hypofyza (3)

3/3 endokrinnych buniek adenohypofyzy (75-100 %),
cytoplazmatické

2/3 neuropil neurohypofyzy (75-100 %), difuzne

Prostata (2)

1/2 buniek glandularneho epitelu (50 %), cytoplazmaticka
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Slinna Zlaza (3)

1/3 buniek duktélneho epitelu (100 %), apikalno-cytoplazmaticka
1/3 buniek glandularneho epitelu (20 %), cytoplazmaticka

Kostrové svalstvo (3)

0/3

Pokozka (3) 0/3

Tenké crevo (3) 1/3 buniek mukézneho epitelu (20 %), apikalno-cytoplazmaticka
Slezina (3) 3/3 myeloidnych buniek (100 %), cytoplazmatické

Zaludok (3) 3/3 zaltdocnych sliznic (100 %), cytoplazmatické

Semenniky (3) 0/3

Tymus (3) 2/3 hasselovych teliesok (100 %), non-celularne

Stitna Zlaza (2)

0/2

Mandle (3)

2/3 buniek leZziaceho skvamézneho epitelu (50-100 %),
cytoplazmatické

Maternica (2)

2/2 buniek glandularneho epitelu (1575 %), cytoplazmatické

Abnormalne tkaniva:

Autori Arbera a kol. oznamili, Ze protilatky proti CD15 vykazuju pozitivnu reakciu v 87 % Hodgkinovej choroby
vratane nodularnej sklerézy, zmieSanej celularity a lymfocytovej deplécie, kde lymfocyty prednostne vykazuju
nizs§i stupen pozitivity (37 %). Medzi non-Hodgkinovymi lymfémami, 13 % exprimuje CD15 vratane 4,1 %
B-buniek, 21 % T-buniek a 17 % nulovych buniek. Expresia CD15 bola tiez preukdzana pri akutnej myeloidnej
leukémii (65 %) a chronickej myelogendznej leukémii (96 % chronicka faza a 54 % akutna faza). Relativne nizky
stupenn CD15 sa exprimuje pri lymfoblastickej leukémii (5,7 % celkovo), s dosiahnutou pozitivitou u 7,7 %
beznych a prekurzorovych B-buniek, 0 % B-buniek, 7,7 % T-buniek a 17,3 null-buniek. Karcinomy pévodom
zrozlicnych organov sa tiez ukazali ako CD15 pozitivne (56 %), vratane adenokarcinémov, karcindmov
skvamoéznych buniek a nediferencovanych velkych a malych bunkovych karcinomov (5).
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