Tissue-Tek Genie®

anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021]

8386-C010

Gebrauchsanleitung

Zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik.

BestimmungsgemaBer Gebrauch

BestimmungsgemaBer Gebrauch: Der Tissue-Tek Genie® anti-CD10
Rabbit Monoclonal Antibody [QR021] wurde fir die qualitative
Feststellung des  Proteins CD10 in  formalinfixierten,
paraffineingebetteten (Formalin-Fixed, Paraffin Embedded, FFPE)
menschlichen Gewebeschnitten mithilfe immunhistochemischer
Farbung (IHC) unter Verwendung des automatisierten Tissue-Tek
Genie® IHC-Farbeautomaten entwickelt.

Dieses Gerat dient als Diagnosehilfe und muss von einem
qualifizierten Pathologen mit einem Panel anderer Antikdrper zur
Klassifizierung einer Untergruppe von B-Zellen-Lymphomen wie
diffusem groBzelligen B-Zellen-Lymphom (DLBCL), follikularem
Lymphom und Burkitt-Lymphom sowie Nierenzellkarzinom
verwendet werden.

Einschrankungen

Der Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody
[QR021] wurde fir die Verwendung mit dem Tissue-Tek Genie® IHC-
Farbeautomat, Tissue-Tek Genie® Reagenzien und FFPE-
Gewebeschnitten optimiert. Die Farbequalitdt kann bei der
Verwendung mit anderen Systemen und/oder Reagenzien gemindert
sein.

Die klinische Interpretation muss in Verbindung mit einer
histologischen Untersuchung, unter Berlcksichtigung klinischer
Informationen, einem Panel an anderen Antikdrpern, anderer
diagnostischer Tests sowie der Uberpriifung der entsprechenden
Kontrollmechanismen durch einen qualifizierten Pathologen erfolgen.

Die Farbequalitat kann durch unsachgemaBes oder unvollstandiges
Entfernen des Paraffins beeintrachtigt werden.

Die Empfindlichkeit dieses Antikdrpers zur Identifizierung des CD10-
Proteins kann durch unsachgeméBe Handhabung der Probe
beeintrachtigt werden. Dies kann eine Verdnderung der Antigenité&t
bewirken, die Erkennung schwéachen und zu falsch negativen
Diagnosen fiihren.
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Eine spezielle Gewebeverarbeitung, wie z. B. die Entkalkung von
Knochenmarkgewebe, kann zu inkonsistentem Farben fiihren.

Fur ein optimales Farben mit dem Tissue-Tek Genie IHC-
Farbeautomat werden positiv geladene Objekttrager empfohlen.

Zusammenfassung und Prinzip

Das immunhistochemische (IHC) Farben ist eine etablierte In-vitro-
Diagnosemethode  zur Visualisierung des Vorhandenseins
spezifischer Proteine, die in einem Gewebeschnitt exprimiert werden,
um die mikroskopischen Merkmale zu untersuchen.

Das IHC-Farben erfolgt in zwei Schritten:

1) ein primérer Antikdrper erkennt ein bestimmtes Zielprotein, das auf
einem bestimmten Zellfach eines bestimmten Zelltyps auf
verschiedenen Geweben exprimiert wird; und

2) einem sekundaren und tertidren Antikorper, die zu einem
chromogenen Enzym konjugiert sind und mit dem priméren
Antikérper zum Nachweis der Antikdrper-Antigen-Interaktion
verbunden sind. Beim chromogenen Nachweis unter einem
Lichtmikroskop spaltet ein mit dem Antikdrper konjugiertes Enzym
ein Substrat, um an der Stelle des Proteins einen farbigen
Ausfallungsfilm zu erzeugen.

CD10, auch bekannt als haufiges akutes Ilymphoblastisches
Leukéamie-Antigen (CALLA), ist eine zelloberflachenneutrale
Endopeptidase. Es zeigt ein Uberwiegend membranstandiges und
gelegentlich zytoplasmatisches Farbemuster in einer Vielzahl von
hamatopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Geweben.-”

In normalem Gewebe wird CD10 auf der Zelloberfliche von
Knochenmarkstammzellen, einer kleinen Untergruppe von unreifen
Knochenmark-B-Zellen und Lymphknotenkeimzentren, einer
Unterpopulation von parafollikularen  T-Zellen, und reifen
Neutrophilen exprimiert.>%8-10 Daneben wird CD10 in verschiedenen
nicht-lymphoiden Zellen exprimiert, wie z.B. Epithelzellen der
Glomeruli und proximalen Nierentubuli, Gallengange der Leber,
alveoldre Epithelzellen der Lunge, duktale Zellen der Prostata,
trophoblastische Zellen der Plazenta, Myoepithelzellen der
sekretorischen Drusen, endometriale Stromazellen des Uterus und
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an der apikalen Oberflache (Blrstenrand) der Enterozyten im
Dinndarm.2-463811

In Tumorgeweben wurde die CD10-Expression in verschiedenen
Arten von Neoplasmen nachgewiesen, darunter in 44-100 % des
diffusen B-Zellen-Lymphoms mit Keimzentrum (GCB), 0-5 % des
nicht-CGB-DLBCL'™-4, 46-100 % des follikularen Lymphoms
(FL)'&16, 79-100 % des Burkitt-Lymphoms (BL)'7, 88-100 % des
klarzelligen Nierenzellkarzinoms (RCC)* 718, im
Endometriumstromasarkom?, Hepatozellularen Karzinom (HCC)1920,
Urothelkarzinom?® und Prostatakarzinom?!.

CD10 ist ein Marker fir die B-Zellen-Differenzierung und
Keimzentrumsherkunft. Der Expressionsspiegel von CD10 ist im
Vorlaufer relativ hoch B-Lymphome/Leukédmien und einige nicht-
hamatopoetische Tumoren.!%2? Die Anti-CD10-Immunhistochemie
ist nitzlich zur Charakterisierung einer Untergruppe von malignen
Lymphomen, die von Keimzentrum-B-Zellen (GCB) wie DLBCL, FL
und BL stammen. Sie ist auch nitzlich bei der Identifizierung von
RCC, einschlieBlich der klarzelligen und papillaren Varianten.!57.22
Anti-CD10-Antikdrper markieren CD10 sowohl in normalen als auch
in  neoplastischen Zellen und haben eine Uberwiegend
membranstandige und gelegentlich zytoplasmatische Farbung.
Tissue-Tek Genie anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021] ist
ein primérer Antikdrper gegen das menschliche Protein CD10 und
wird in gepufferter Salzlésung mit 1 % Rinderserumalbumin und
0,09 % Natriumazid bereitgestellt. FFPE-Gewebeschnitte werden
auf positiv geladenen Objekttragern platziert und mithilfe der Tissue-
Tek Genie® Dewax Solution 8865-G001) entparaffiniert. Danach
erfolgt eine hitze-induzierte Epitop-Demaskierung mittels Tissue-Tek
Genie® High pH Antigen Retrieval Solution 8744-G001)

Der immunhistochemische (IHC) Nachweis des Proteins CD10 in
FFPE-Gewebeschnitten erfolgt durch die Anwendung von Tissue-
Tek anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021] und dem
Tissue-Tek Genie® PrO Detection Kit, DAB 8826-K250). Dieses
Verfahren umfasst das sequentielle Aufbringen der Antikérper und
der Bestandteile des Kits wie im Folgenden dargelegt:

. Tissue-Tek Genie® Protein Block

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

o Tissue-Tek Genie® Peroxidase Block

. Tissue-Tek Genie® Link
(bindet an den priméren Antik&rper)

. Tissue-Tek Genie® Poly HRP-Conjugate
(bindet an das Link-Reagenz)

° Tissue-Tek Genie® DAB
(zur Visualisierung von detektierten Proteinen)

o Tissue-Tek Genie® DAB-Verstarker

Tissue-Tek Genie® Hematoxylin 8830-M250) dient anschlieBend
zur Visualisierung der Zellkerne. Der immunhistochemisch gefarbte
Objekttrager wird mit Folie eingedeckt und unter dem
Lichtmikroskop untersucht.

Erwartete Ergebnisse

Zelluldres Farbemuster: membranstandig und zytoplasmatisch

Positives Kontrollgewebe: Mandeln, Blinddarm, Leber, Niere, selektiv
B-Zellen-Lymphom

continuous innovation for pathology

2

Spezifizitat und Verwendungszweck dieses Antikérpers wurden wie
folgt mittels IHC-Farbung unter Verwendung des Tissue-Tek Genie
IHC-Farbeautomaten mit normalen und neoplastischen FFPE-
Gewebeschnitten validiert.

Analytische Sensitivitat/Spezifitat: Insgesamt wurden 32 Typen und
128 Proben normaler FFPE-Gewebe getestet. Tissue-Tek Genie anti-
CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021] zeigte eine maBige bis
starke, Uberwiegend membranstéandige und zytoplasmatische
Farbung verschiedener Gewebe, wie z. B. Keimzentrums-B-Zellen in
Mandeln (17/17) und Blinddarm (11/11), Gallengénge in der Leber
(9/9) und proximale Tubuli und Glomeruli in der Niere (14/14). In
Mantelzonen-B-Zellen und Plattenepithelzellen der Mandeln wurde
keine Farbung beobachtet (0/17) Eine positive Farbung wurde in
alveoldren Epithelzellen der Lunge (4/4), Drisenzellen der Prostata
(5/5), trophoblastischen Zellen der Plazenta (5/5), der apikalen
Oberflache (Birstenrand) der Enterozyten des Dinndarms (2/2),
Stromazellen der Gebarmutter (1/2), Myoepithelzellen der
sekretorischen Driisen (7/7), einschlieBlich Brust-, Prostata- und
Speicheldriisen beobachtet. Eine positive Farbung in Endothelzellen
und Lymphozyten wurde ebenfalls beobachtet.

Prézisionsstudien fir Tissue-Tek Genie anti-CD10 Rabbit
Monoclonal Antibody [QR021] Chargen wurden durchgefihrt. Es
wurden FFPE-Gewebeschnitte von Mandeln verwendet. Es wurden
Studien durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit von Charge zu
Charge (mindestens 2 Chargen), von Lauf zu Lauf (mindestens
2 Genie-Laufe), von Geréat zu Gerét (2 Genies), von Station zu Station
(mindestens 2 Stationen) und von Anwender zu Anwender
(2 Anwender) nachzuweisen. Die Ergebnisse wurden verglichen und
erflllten ihre Akzeptanzkriterien: méaBige bis starke
membransténdige Farbung in Keimzentrums-B-Zellen in Mandeln.

Diese Ergebnisse zeigen die Prazision des Tissue-Tek Genie anti-
CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021], der lber Chargen,
Laufe, Gerate, Stationen und Anwender hinweg konsistent war.

Diagnostische Sensitivitat/Spezifitat: Insgesamt wurden 40 Typen
und 150 Proben  neoplastischer =~ FFPE-Gewebe  getestet.
Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021]
zeigte membranpositive neoplastische Zellen in DLBCL des GCB-
Subtyps (13/14, 92,8 %), FL (8/8, 100 %), BL (3/3, 100 %) und
klarzelige RCC (11/11, 100 %). Bei Brustkarzinomen (0/10),
Ovarialkarzinomen (0/3), Schilddriisenkarzinomen (0/4),
Magenkarzinomen (0/2) und Hodgkin-Lymphomen (0/3) wurden
keine Farbungen beobachtet.

Die diagnostische Spezifitdt wurde durch das Fehlen von Farbungen
in neoplastischen Zellen von DLBCL des Nicht-GCB-Subtyps
nachgewiesen (18/18, 100 %).

Klinische Leistung:

Der Tissue-Tek Genie anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody
[QRO21] hat durch analytische Studien und Beurteilungen der
diagnostischen  Leistung in  Verbindung mit etablierter
wissenschaftlicher Validitdt (zusammengefasst im vorstehenden
Abschnitt ,Zusammenfassung und Prinzip“ mit Daten aus den
Referenzen am Ende dieser Gebrauchsanweisung) auf der
Grundlage von Informationen tber andere IVD-Medizinprodukte mit
demselben Antikorper, Lehrbiichern und verfligbarer Peer-Review-
Literatur die Ubereinstimmung mit der erwarteten klinischen Leistung
nachgewiesen.
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negativ, wie z. B.
bei DLBCL (Nicht-
GCB-Subtyp)

Gewebeprobe Etablierte Validitat Getestete
Gewebeprobe
Mandeln CD10 wird in MéaBige bis starke,
praktisch allen Uberwiegend
Keimzentren membranstandige
von B-Zellen Farbung im
exprimiert.8 Keimzentrum
von B-Zellen (17/17)
wurde beobachtet.
Leber CD10-Farbung In der Leber wurde
wird in den Uberwiegend eine
Gallengangen starke
beobachtet.*8 membranstandige
und zytoplasmatische
Farbung der
Gallengange
beobachtet (9/9).
Niere CD10 wird in MéaBige bis starke
proximalen membrandse Farbung
tubuléren und wurde in proximalen
glomerularen Tubuli und Glomeruli in
Epithelzellen der Niere beobachtet
exprimiert.*7:8 (14/14).
DLBCL (GCB- CD10 wird in 44— Eine méBige bis starke
Subtyp) 100 % der membranstandige
neoplastischen B- Farbung wurde in den
Zellen in DLBCL- neoplastischen Zellen
Fallen (GCB- von DLBCL (GCB-
Subtyp) Subtyp) beobachtet
nachgewiesen.’>4 | (13/14, 93 %).
DLBCL (Nicht- CD10 ist bei In den neoplastischen
GCB-Subtyp) anderen Zellen von DLBCL
Neoplasien (Nicht-GCB-Subtyp)

wurde keine Farbung
beobachtet (18/18,
100 %).

nachgewiesen.516

(0-5 %).12-14
Follikulares CD10 wird in In den neoplastischen
Lymphom (FL) 46-100 % der Zellen von follikularen
neoplastischen Lymphomen wurde
Zellen von eine maBige oder
follikularen starke
Lymphomen membranstandige

Farbung beobachtet
(8/8, 100 %).

Burkitt-
Lymphom (BL)

CD10 wird in
79-100 % der
neoplastischen
Zellen des Burkitt-
Lymphoms
nachgewiesen.!”

Bei den neoplastischen
Zellen des Burkitt-
Lymphoms wurde eine
maBige oder starke
membranstandige
Farbung beobachtet
(3/3, 100 %).

RCC (klarer
Zelltyp)

CD10 wird in
88-100 % der

Eine maBige oder
starke
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neoplastischen membranstandige

Zellen von Farbung wurde
Nierenzell- in den neoplastischen
karzinomen Zellen von

Nierenzellkarzinomen
beobachtet (11/11,
100 %)

nachgewiesen.157.22

Zusammen reichen diese Informationen aus, um die Konformit&t mit
den einschlagigen wesentlichen Grundsatzen nachzuweisen, ohne
dass zusatzliche klinische Leistungsdaten erforderlich sind.

Vorsichts- und Warnhinweise

Nur fiir den professionellen Einsatz.

Treffen Sie bei der Handhabung die entsprechenden angemessenen
Vorkehrungen. Vermeiden Sie den Kontakt zwischen dem Reagenz
und den Augen, der Haut und den Schleimhduten. Tragen Sie
Schutzhandschuhe, Schutzkleidung und Augen-/Gesichtsschutz.

Das Produkt darf keinen Temperaturen ausgesetzt werden, die
auBerhalb der Lagerbedingungen liegen.

Kapseln mit gebrauchsfertigen, vorverdinnten Antikdrpern zum
Einmalgebrauch. Die Stabilitdt nach Offnung jeder Kapsel betragt
etwa 72 Stunden, wenn sie auBerhalb der Lagerbedingungen
verwendet wird. Versuchen Sie nicht, diese neu zu beflllen oder
zusétzliche Reagenzien hinzuzufigen. Kapsel nach Gebrauch
entsorgen.

Es wird empfohlen, angemessene Kontrollen auf jedem
Gewebeproben-Objekttrager vorzusehen, um die Erkennung
jeglicher Abweichungen zu unterstitzen, die im Verlauf des
Farbeprozesses auftreten konnten.

Alle Entsorgungsverfahren missen sémtliche regional bzw. bundes-
und landesweit geltenden Vorschriften erflllen. Weitere
Informationen entnehmen Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt (Safety
Datasheet, SDS).

Probenentnahme und Vorbereitung fur die Analyse

RoutinemaBig verarbeitetes formalinfixiertes, paraffineingebettetes
Gewebe eignet sich fir die Verwendung mit diesem Reagenz, wenn
es mit Tissue-Tek Genie Reagenzien und einem Tissue-Tek Genie
IHC-Féarbeautomat verwendet wird (siehe Abschnitt ,,Erforderliches,
aber nicht mitgeliefertes Material“). Die empfohlene Fixierung erfolgt
mit 10 % (v/v) neutralem gepufferten Formalin fir 24-72 Stunden.?
Aufgrund langerer Fixierung oder spezieller Prozesse wie der
Entkalkung von Knochenmarkpréparationen kdnnen variable
Ergebnisse auftreten. Jeder Gewebeschnitt muss 3-5 pm dick sein
und auf einen positiv geladenen Objekttréager gelegt werden. Die
Objekttrager mit dem Gewebeschnitt koénnen mindestens
30 Minuten bis Uber Nacht (normalerweise bis zu 16 Stunden) in
einem Ofen bei 58-60 °C gebacken werden.??

Lagerbedingungen

Lagern Sie dieses Produkt bei 2-8 °C. Nicht einfrieren. Bewahren Sie
unbenutzte Kapseln bei 2-8 °C auf.
Das Verfallsdatum ist auf dem Produktetikett angegeben.

Das Reagenz ist bis zu seinem Verfallsdatum stabil, wenn es
ordnungsgemaB gelagert und gehandhabt wird. Verwenden Sie das
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Reagenz nicht Uber das angegebene Verfallsdatum hinaus. Andere
als die oben angegebenen Lagerbedingungen missen vom Benutzer
Uberpriift werden.

Verwenden Sie das Reagenz nicht,
Reagenzbehélter sichtbar sind.

wenn Ausféllungen im

Gebrauchsanleitung

Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal Antibody [QR021],
gebrauchsfertig, 10 Kapseln/Packung 8386-C010):

1. Legen Sie das an der Kapsel angebrachte Tissue-
Tek Genie® Reagent Dispenser Area Tag (RDA-Tag) in den
Dispenser.

2. Driicken Sie die Kapsel mit der Folienseite nach unten in den

Dispenser und klicken Sie das befestigte RDA-Tag nach unten
in den Dispenser.

3. Platzieren Sie den Dispenser auf der gewiinschten Station des
Tissue-Tek IHC-Farbeautomaten.

4. Platzieren Sie den Objekttrager mit dem Gewebeschnitt nach
unten auf derselben Station.

5. Weisen Sie dieser Station Protokoll 8386 zu.
Starten Sie die Ausflihrung von Protokoll 8386.

7. Wenn der Farbeprozess beginnt, wird das RDA-Tag 8386
automatisch registriert und gescannt.

8. Wahrend des Verfahrensschrittes zum Applizieren des
priméaren Antikorpers wird der Antikdrper aus der Kapsel in den
Dispenser freigesetzt und auf den Gewebeschnitt am
Objekttrager aufgetragen.

9. Das Farbeprotokoll wird bis zum Ende ausgefuhrt.

Bendtigte, aber nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

o Tissue-Tek Genie® IHC-Farbeautomat 8200)

o Positive und negative Gewebekontrollen

. Trockenofen, der eine Temperatur von 58-60 °C halten kann

. Tissue-Tek Genie® Dewax Solution (Entparaffinierungslésung)
8865-G001)

. Tissue-Tek Genie® Waschpufferldsung
8874-G004)

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

. Tissue-Tek Genie® Non-Immune Rabbit Ig Antibody,
Negativkontrolle 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)

Weitere Informationen finden Sie auf der US-amerikanischen
Website von Sakura Finetek, unter www.sakuraus.com/Genie

Fehlersuche und -behebung

Der Testlauf muss geeignete Reagenz- und Gewebekontrollen
umfassen.
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. Wenn die Positivkontrolle negative oder schwéchere oder
starkere Farbungen oder mehr Hintergrundfarbungen aufweist
als erwartet, sollten andere positive Kontrollen desselben
Geratelaufs untersucht werden, um festzustellen, ob dies auf
den Antikdrper, andere Reagenzien, Software, Geréate, oder

die Verarbeitung und Fixierung von Gewebeproben
zurlickzufiihren ist.
. Wenn das Paraffin nicht vollstandig entfernt wurde, sollte das

Deparaffinierungsverfahren tberprift werden.

. Wenn Gewebeschnitte abgewaschen wurden, sollten die
Objekttrager auf positive Ladung und die Probe auf eine
mdgliche unzureichende Entwésserung oder Fixierung
untersucht werden.

. Weitere Informationen und Unterstltzung erhalten Sie in der
Bedienungsanleitung des  Tissue-Tek  Genie  IHC-
Farbeautomaten.

Bestellinformationen/bereitgestelltes Produkt

Artikelnummer Produktbezeichnung und Menge

[REFl 8386-C010 Tissue-Tek Genie® anti-CD10 Rabbit Monoclonal
Antibody [QR021]; gebrauchsfertig, 10 Kapseln/Packung.

HINWEIS: Das Sicherheitsdatenblatt (Safety Data Sheet, SDS) ist
online auf der Website von Sakura Finetek unter
www.sakuraus.com/SDS.html verfligbar.

Der Kurzbericht zur Sicherheit und Leistungsfahigkeit (Summary of
Safety and Performance, SSP) ist online tiber EUDAMED verfugbar.
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