Tissue-Tek Genie®

anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021]

8386-C010

Instructions d’utilisation

Utilisation dans le cadre d’un diagnostic in vitro.

Utilisation prévue

Utilisation prévue: Le Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit
Monoclonal  Antibody [QR021] est congu pour détecter
qualitativement la protéine CD10 dans des coupes d’échantillons de
tissus humains fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE) par
immunohistochimie (IHC) sur le Tissue-Tek Genie® Advanced
Staining System.

Ce dispositif fonctionne comme une aide au diagnostic et doit étre
utilisé par un pathologiste qualifi¢ avec un panel d’autres anticorps
pour classer un sous-ensemble de lymphomes a cellules B tels que
le lymphome diffus a grandes cellules B (LDGC-B), le lymphome
folliculaire et le lymphome de Burkitt, ainsi que le carcinome a
cellules rénales.

Limitations

Le Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody
[QR021] a été optimisé pour étre utilisé avec le Tissue-Tek Genie®
Advanced Staining System, les réactifs Tissue-Tek Genie® et les
coupes d’échantillons FFPE. La qualité de la coloration peut diminuer
en cas d’utilisation avec d’autres systemes et/ou réactifs.

L’interprétation clinique doit étre faite en conjonction avec I'examen
histologique, les informations cliniques pertinentes, un panel
d’autres anticorps, d’autres tests diagnostiques et des controles
appropriés par un pathologiste qualifié.

La qualité de la coloration peut étre diminuée en cas d’élimination
incorrecte ou incompléte de la paraffine.

La sensibilité de cet anticorps a identifier la protéine CD10 peut étre
affectée par une mauvaise manipulation des échantillons. Cela peut
altérer I'antigénicité, affaiblir la détection et générer des résultats
faussement négatifs.

Le traitement spécial des tissus, tel que la décalcification des tissus
de la moelle osseuse, peut entrainer une coloration incohérente.
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Il est recommandé d’utiliser des lames chargées positivement pour
obtenir une coloration optimale avec le Tissue-Tek Genie Advanced
Staining System.

Résumé et principe

La coloration immunohistochimique (IHC) est une méthode de
diagnostic in vitro qui permet de visualiser la présence de protéines
spécifiques exprimées dans une coupe de tissu afin d’en étudier les
caractéristiques microscopiques.

La coloration par IHC s’effectue en deux étapes :

1) un anticorps primaire reconnait une protéine cible particuliere
exprimée dans un compartiment cellulaire spécifique d’un type
cellulaire spécifique sur divers tissus, et

2) un anticorps secondaire et un anticorps tertiaire conjugués a
une enzyme chromogene se lient a I'anticorps primaire pour la
détection de linteraction anticorps-antigéne. Dans la détection
chromogénique au microscope optique, une enzyme conjuguée a
I’anticorps clive un substrat pour produire un précipité coloré a
I’endroit ou se trouve la protéine.

Le CD10, également connu sous le nom d’antigene commun de la
leucémie lymphoblastique aigué (CALLA), est une endopeptidase
neutre a la surface des cellules. Il présente une coloration
principalement membranaire et parfois cytoplasmique dans une
grande  variété de tissus  hématopoiétiques et non
hématopoiétiques.’’

Dans les tissus normaux, le CD10 est exprimé a la surface des
cellules souches de la moelle osseuse, d’un petit sous-ensemble de
cellules B immatures de la moelle osseuse et des centres germinaux
des ganglions lymphatiques, d’une sous-population de cellules T
parafolliculaires et de neutrophiles matures.2®810 e CD10 est
également exprimé dans diverses cellules non lymphoides telles que
les cellules épithéliales des glomérules et des tubules proximaux des
reins, les canalicules biliaires du foie, les cellules épithéliales
alvéolaires des poumons, les cellules canalaires de la prostate, les
cellules trophoblastiques du placenta, les cellules myoépithéliales
des glandes sécrétoires, les cellules stromales endométriales de
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I'utérus, et a la surface apicale (bordure en brosse) des entérocytes
de lintestin gréle.2-4881

Dans les tissus tumoraux, I'expression du CD10 a été détectée dans
divers types de néoplasmes, notamment dans 44 a 100 % des
lymphomes diffus a grandes cellules B (LDGC-B) a centres
germinatifs, 0 & 5 % des LDGC-B sans centres germinatifs,'>4 46 a
100 % des lymphomes folliculaires (LF),’>® 79 a 100 % des
lymphomes de Burkitt (LB),’” 88 & 100 % des carcinomes a cellules
rénales (CCR) a cellules claires,*"® des sarcomes du stroma
endométrial, des carcinomes hépatocellulaires (CHC),'9%0 des
carcinomes de I'urothélium? et des carcinomes de la prostate.?!

Le CD10 est un marqueur de la différenciation des cellules B
et de I'origine des centres germinaux. Le niveau d’expression du
CD10 est relativement élevé dans les lymphomes/leucémies B
précurseurs et dans certaines tumeurs non hématopoiétiques.’%%
L’'immunohistochimie anti-CD10 est utile pour caractériser un sous-
ensemble de lymphomes malins dérivés des cellules B du centre
germinatif (CG), tels que LDGC-B, LF et LB. Il est également utile
pour identifier les CCR, y compris les variantes a cellules claires et
papillaires.’%7:22

L’anticorps anti-CD10 identifie le CD10 dans les cellules normales et
néoplasiques et présente une coloration principalement
membranaire et parfois cytoplasmique.

L’anticorps monoclonal de lapin anti-CD10 Tissue-Tek Genie
[QRO21] est un anticorps primaire dirigé contre la protéine CD10
humaine. Il est fourni dans une solution saline tamponnée contenant
1 % d’albumine sérique bovine et 0,09 % d’azoture de sodium. Les
coupes d’échantillons FFPE sont placées sur des lames chargées
positivement et la paraffine est retirée a I'aide de la Tissue-Tek
Genie® Dewax Solution 8865-G001), apres quoi la récupération
des épitopes induite par la chaleur est effectuée a I’aide de la Tissue-
Tek Genie® High pH Antigen Retrieval Solution 8744-G001).

La mise en évidence par IHC de la protéine CD10 dans des coupes
d’échantillons FFPE est obtenue en utilisant le Tissue-Tek Genie anti-
CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021] et le Tissue-Tek Genie®
PRO Detection Kit, DAB (R&d 8826-K250). Cette procédure implique
I’'application séquentielle d’anticorps et de composants du kit
comme sulit :

° Tissue-Tek Genie® Protein Block

. Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody
[QRO21]

o Tissue-Tek Genie® Peroxidase Block

. Tissue-Tek Genie® Link
(se lie a I'anticorps primaire)

. Tissue-Tek Genie® Poly HRP-Conjugate
(se lie au lien)

° Tissue-Tek Genie® DAB
(visualise la protéine détectée)

. Tissue-Tek Genie® DAB Intensifier

La Tissue-Tek Genie® Hematoxylin 8830-M250) est ensuite
utilisée pour visualiser les noyaux de cellules. La lame colorée par
IHC est recouverte et examinée au microscope optique.

Résultats attendus

Modele de coloration cellulaire : membranaire et cytoplasmique
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Echantillon témoin positif : lymphome des amygdales, de
I’appendice, du foie, des reins, a cellules B

La spécificité et I'utilisation prévue de cet anticorps ont été validées
en effectuant une coloration IHC sur le systeme de coloration avancé
Tissue-Tek Genie en utilisant des coupes de tissus FFPE normaux et
néoplasiques comme suit.

Sensibilité/spécificité  analytique : Au total, 32types et
128 échantillons de tissus normaux FFPE ont été testés. Le Tissue-
Tek Genie anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021] a
présenté une coloration modérée a forte, principalement
membranaire et cytoplasmique dans divers tissus tels que les
cellules B du centre germinal de I’'amygdale (17/17) et de I'appendice
(11/11), les canalicules biliaires du foie (9/9) et les tubules proximaux
et les glomérules du rein (14/14). Aucune coloration n’a été observée
dans les cellules B de la zone du manteau et dans les cellules
épithéliales squameuses de I’amygdale (0/17). Une coloration
positive a été observée dans les cellules épithéliales alvéolaires du
poumon (4/4), les cellules glandulaires de la prostate (5/5), les
cellules trophoblastiques du placenta (5/5), la surface apicale
(bordure en brosse) des entérocytes de I'intestin gréle (2/2), les
cellules stromales de I'utérus (1/2), les cellules myoépithéliales des
glandes sécrétoires (7/7), y compris les glandes mammaires, les
glandes de la prostate et les glandes salivaires. Une coloration
positive des cellules endothéliales et des lymphocytes a également
été observée.

Des études de précision pour les lots de Tissue-Tek Genie anti-CD10
Rabbit Monoclonal Antibody [QR021] ont été réalisées. Des coupes
d’échantillons de tissus FFPE d’amygdales ont été utilisées. Des
études ont été menées pour démontrer la reproductibilité d’un lot a
I’autre (minimum de 2 lots), d’une série a I'autre (minimum de 2 séries
Genie), d’un instrument a I'autre (2 instruments Genie), d’une station
a lautre (minimum de 2 stations) et d’'un opérateur a l'autre
(2 opérateurs). Les résultats ont été comparés et ont satisfait a leurs
critéres d’acceptation : coloration membranaire modérée a forte
dans les cellules B du centre germinatif de I'amygdale.

Ces résultats démontrent la précision du Tissue-Tek Genie anti-
CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021], qui était cohérente entre
les lots, les séries, les instruments, les stations et les opérateurs.

Sensibilité/spécificité diagnostique: Au total, 40types et
150 échantillons de tissus FFPE néoplasiques ont été testés.
Le Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody
[QRO21] a démontré une positivité membranaire des cellules
néoplasiques dans les LDGC-B de sous-type GCB (13/14, 92,8 %),
LF (8/8, 100 %), LB (3/3, 100 %) et dans les types de cellules claires
de CCR (11/11, 100 %). Aucune coloration n’a été observée dans les
carcinomes du sein (0/10), de I'ovaire (0/3), de la thyroide (0/4), de
I’estomac (0/2) et dans les lymphomes de Hodgkin (0/3).

La spécificité diagnostique a été démontrée par I'absence de
coloration dans les cellules néoplasiques de LDGC-B de sous-type
non-GCB (18/18, 100 %).

Performance clinique :

Le Tissue-Tek Genie anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody
[QR021] a démontré sa conformité avec les performances cliniques
attendues par le biais d’études analytiques et d’évaluations des
performances diagnostiques en conjonction avec une validité
scientifique établie (résumée dans la section « Résumé et principe »
ci-dessus avec des données provenant des références a la fin de ce
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mode d’emploi) sur la base d’informations sur d’autres dispositifs
médicaux DIV avec le méme anticorps, des manuels et de la
littérature disponible évaluée par les pairs.

CCR (type de
cellules claires)

Le CD10 est
détecté dans 88 a
100 % des cellules

Une coloration
membranaire modérée
ou forte a été observée

Echantillon Validité établie Echantillon
de tissu de tissu testé
Amygdale Le CD10 est Une coloration
exprimé dans la modérée a forte,
majorité des principalement
cellules B du membranaire,
centre germinatif.® dans les cellules B
du centre germinatif
(17/17) a été observée.
Foie La coloration du Une forte coloration
CD10 est observée | membranaire et
dans les cytoplasmique des
canalicules canalicules biliaires
biliaires.*8 a été observée dans
le foie (9/9).
Rein Le CD10 est Une coloration

exprimé dans les
cellules épithéliales
tubulaires
proximales et
glomérulaires. 478

membranaire modérée
a forte a été observée
dans les tubules
proximaux et les
glomérules des reins
(14/14).

LDGC-B (sous-
type GCB)

Le CD10 est
détecté dans 44 a
100 % des cellules
B néoplasiques
dans les cas de
LDGC-B (sous-
type GCB).1>14

Une coloration
membranaire modérée
a forte a été observée
dans les cellules
néoplasiques des cas
de LDGC-B (sous-type
GCB) (13/14, 93 %).

LDGC-B (sous-
type non-GCB)

Le CD10 est
négatif dans
d’autres
néoplasmes, tels
que le LDGC-B
(sous-type non-
GCB) (0-5 %).1>14

L’absence de
coloration a été
observée dans les
cellules néoplasiques
des cas de LDGC-B
(sous-type non-GCB)
(18/18, 100 %).

Lymphome
folliculaire (LF)

Le CD10 est
détecté dans 46 a
100 % des cellules
néoplasiques des
cas de lymphome
folliculaire.!16

Une coloration
membranaire modérée
ou forte a été observée
dans les cellules
néoplasiques des cas
de lymphome
folliculaire (8/8,

100 %).

Lymphome
de Burkitt (LB)

Le CD10 est
détecté dans 79 a
100 % des cellules
néoplasiques des
cas de lymphome
de Burkitt.”

Une coloration
membranaire modérée
ou forte a été observée
dans les cellules
néoplasiques des cas
de lymphome de
Burkitt (3/3, 100 %).
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dans les cellules
néoplasiques des cas
de carcinome rénal
(11/11, 100 %).

néoplasiques des
cas de carcinome
rénal.157.22

L’ensemble de ces informations est suffisant pour démontrer la
conformité aux principes essentiels pertinents sans qu'il soit
nécessaire d’obtenir des données supplémentaires sur les
performances cliniques.

Mises en garde et avertissements

Réservé a un usage professionnel.

Prendre les précautions nécessaires lors de la manipulation. Eviter
tout contact des réactifs avec les yeux, la peau et les muqueuses.
Porter des gants de protection, des vétements de protection et des
lunettes de protection.

Le produit ne doit pas étre exposé a des températures en dehors des
conditions de stockage.

Les capsules remplies d’anticorps prédilués préts a I’emploi sont a
usage unique. La stabilité en cours d’utilisation de chaque capsule
est d’environ 72 heures lorsqu’elle est utilisée en dehors des
conditions de stockage. Ne pas essayer de les remplir ou d’ajouter
du réactif. Jeter la capsule aprés utilisation.

Il est recommandé d’inclure des témoins appropriés sur chaque lame
d’échantillon pour faciliter I'identification de tout écart susceptible de
se produire pendant le processus de coloration.

Toutes les pratiques de mise au rebut doivent étre conformes a
I’ensemble des lois et des réglementations fédérales, régionales et
locales. Voir la FDS pour plus d’informations.

Préleévement d’échantillons et préparation pour
’analyse

Les tissus fixés au formol et inclus en paraffine, traités de maniere
routiniére, peuvent étre utilisés avec ce réactif lorsqu’ils sont utilisés
avec les réactifs Tissue-Tek Genie et le Tissue-Tek Genie Advanced
Staining System (voir la section « Matériel nécessaire mais non
fourni »). La fixation recommandée est réalisée a I'aide de formol
tamponné neutre a 10 % (v/v) pendant 24 a 72 heures.?® Des
résultats variables peuvent étre obtenus en raison d’une fixation
prolongée ou de processus spéciaux tels que la décalcification des
préparations de moelle osseuse. Chaque section coupée doit avoir
une épaisseur de 3 a 5 um et étre placée sur une lame de verre
chargée positivement. Les lames contenant la coupe de tissu
peuvent étre cuites pendant au moins 30 minutes ou toute une nuit
(typiquement jusqu’a 16 heures) dans un four a 58-60 °C.3

Conditions de stockage

Conserver ce produit a une température comprise entre 2 et 8 °C.
Ne pas congeler. Remettre les capsules inutilisées a 2-8 °C.

Pour connaitre la date de péremption, se reporter a I'étiquette du
produit.
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Le réactif sera stable jusqu’a sa date de péremption s’il est stocké et
manipulé correctement. Ne pas utiliser le réactif au-dela de la date
de péremption qui lui a été attribuée. Les conditions de stockage
autres que celles spécifiées ci-dessus doivent étre vérifiées par
I’utilisateur.

Ne pas utiliser si un précipité est visible dans le récipient du réactif.

Instructions d’utilisation
Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021],
prét a I’emploi, 10 capsules/paquet 8386-C010) :

1. Attachez la plaque d’identification indiquant une zone de
distribution de réactifs (plague RDA) Tissue-Tek Genie® sur la
capsule dans la RDA.

2. Poussez la capsule dans la RDA avec le cété film vers le bas
et clipsez la plague RDA attachée pour la mettre en place sur
la RDA.

3. Placez la RDA sur la station souhaitée du Tissue-Tek Genie
Advanced Staining System.

4. Placez la lame avec la coupe d’échantillon sur la méme station,
c6té coupe d’échantillon vers le bas.

5. Attribuez le protocole 8386 a la méme station.
Lancez I'exécution du protocole 8386.

7. La plaque RDA-Tag 8386 sera scannée et enregistrée
automatiquement lorsque le processus de coloration sera
lancé.

8. Au cours de I'étape d’application de I’anticorps primaire,
I’anticorps sera libéré de la capsule dans la RDA et sur la
coupe d’échantillon de la lame.

9. Le protocole de coloration continue jusqu’a la fin.

Matériel requis, mais non fourni
. Tissue-Tek Genie® Advanced Staining System 8200)
. Contréles d’échantillons positifs et négatifs

o Etuve capable de maintenir une température de 58 & 60 °C
. Tissue-Tek Genie® Dewax Solution

8865-G001)
. Tissue-Tek Genie® Wash Buffer Solution

8874-G004)

. Tissue-Tek Genie® High pH Antigen Retrieval Solution
8744-G001)

. Tissue-Tek Genie® Non-Immune Rabbit Ig Antibody, Negative
Control 8605-C010)

. Tissue-Tek Genie® PRO Detection Kit, DAB 8826-K250)
. Tissue-Tek Genie® Hematoxylin 8830-M250)

. Tissue-Tek Genie® Reagent Dispense Area [RDA]
8616-G090)

Vous trouverez de plus amples informations sur le site web de
Sakura Finetek USA a I’adresse www.sakuraus.com/Genie.

Dépannage

La série de tests doit inclure les réactifs et les contrbles
d’échantillons appropriés.
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. Si le contrble positif présente une coloration négative, plus
faible ou plus forte, ou une coloration de fond plus importante
que prévu, il convient d’examiner d’autres contrdles positifs
sur le méme cycle d’analyse afin de déterminer si cela est da
al’anticorps, a d’autres réactifs, au logiciel, a I'instrumentation
ou au traitement et a la fixation des échantillons de tissus.

. Si la paraffine n’a pas été complétement éliminée, la procédure
de déparaffinage doit étre vérifiée.

. Si des coupes de tissus ont été lavées, les lames doivent étre
examinées pour s’'assurer qu’elles sont chargées
positivement, et le spécimen doit étre examiné pour détecter
un éventuel traitement ou une fixation inadéquats.

. Reportez-vous au manuel d’utilisation du Tissue-Tek Genie
Advanced Staining System ou contactez votre représentant de
I’assistance technique Sakura Finetek pour obtenir des
informations ou de I'aide.

Informations de commande/produit fourni

Code produit, nom du produit et quantité

[REF] 8386-C010 Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal
Antibody [QR021], prét a I’emploi, 10 capsules/paquet.

REMARQUE : La fiche de données de sécurité (FDS) est disponible
en ligne sur le site Web Sakura Finetek USA a I'adresse suivante :
www.sakuraus.com/SDS.html

Le résumé de la sécurité et des performances (SSP) est disponible
en ligne via EUDAMED.
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