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Obecné pokyny
Pro imunohistochemické barveni

K diagnostice in vitro.

Tyto pokyny plati pro imunohistochemické reagenty od spole¢nosti Dako. Mohou, avSak nemuseji platit pro
vyrobky obsazené v této dodavce.

Protilatky Dako jsou ur€eny k laboratornimu pouziti ke kvalitativni identifikaci antigenti na bunkach nebo v
burikach z tkanovych nebo bunéénych vzorkud prostfednictvim svételné mikroskopie. Pozitivni

a negativni vysledky napomahaji klasifikaci normélnich a abnormalnich bunék a tkani a slouzi jako dopInék
konvenéni histopatologie. Klinick& interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi
byt dopInéna morfologickymi a histologickymi studiemi s fadnymi kontrolami. Hodnoceni musi v kontextu
klinické anamnézy pacienta a jinych diagnostickych testt provadét kvalifikovany patolog. Obratte se na
technickou podporu spole¢nosti Dako a nahlaste jakékoli neobvyklé zabarveni.

Protilatky Dako Ize pouZivat jako primarni protilatky s rdznymi imunohistochemickymi (IHC) metodami véetné
metod vyuzivajicich znaceny streptavidin-biotin (LSAB™+ a Dako LSAB™2), znageny polymer a vylepSené
polymeroveé systémy EnVision™, EnVision™+, EnVision™ FLEX a FLEX+, EnVision™ GJ2, EnVision™ G|2
Doublestain, ADVANCE™, Dako REAL™ a katalyzovanou amplifikaci signalu (CSA) pro priikaz antigent

v tkanovych / bunéénych vzorcich. Metody IHC barveni obecné zahrnuji demaskovani a vizualizaci antigent
predbéznym zpracovanim proteolytickymi enzymy nebo tepelnym vyhledavanim (pokud je zapotfebi), po némz
néasleduje postupna aplikace specifické protilatky proti antigenu (primarni protilatky), sekundarni protilatky proti
primarni protilatce (spojovaci protilatka nebo znaceny polymer), komplexu enzymu a chromogenniho substréatu,
kter& je proloZzena kroky promyvani. Enzymatické aktivace chromogenu zplsobuje vznik viditelného produktu
reakce v misté antigenu. Vzorek pak Ize obarvit kontrastnim barvivem a zakryt krycim sklickem. Kvalifikovany
patolog pak vysledky prohlizi svételnym mikroskopem a interpretuje, ¢imz napomaha v diagnostice
patofyziologickych procest, které mohou, avSak nemuseji, souviset s ur€itym antigenem. (1-4)

Barvici reagenty, napfiklad reagenty dodavané v systémech Dako EnVision™, EnVision™+, EnVision™ G|2,
EnVision™ G|2 Doublestain, EnVision™ FLEX, Dako REAL™ LSAB (detekéni systémy vyuZzivajici peroxidazu
a alkalickou fosfatazu), Dako LSAB™+, Dako LSAB™2 a systémech Artisan Staining Systems a také fedici
roztoky Dako Antibody Diluents a reagenty pro negativni kontrolu. Ur¢ité protilatky mohou vyzadovat citlivéjsi
detekéni systém, napfiklad EnVision™ FLEX+, ADVANCE™, CSA nebo CSA Il. U svého distributora ovéite,
zda jsou vyrobky k dispozici.

DalSi potfebné materidly, které se nedodavaji, zahrnuji vybaveni, chemikalie a pomocné predméty. Vybaveni
zahrnuje svételny mikroskop, barvici nadoby nebo automatizovany systém pro imunohistochemické barveni od
spolec¢nosti Dako, ¢asovy spina¢ (umoZzriujici intervaly 3—40 minut) a stficky. Chemikalie zahrnuji hydroxid
amonny 15 mol/L nafedény na 0,037 mol/L, kontrastni barvivo, napf. hematoxylin, destilovanou vodu, etanol
(absolutni a 95 %) a xylen nebo substituty xylenu. Pomocné pfedméty mohou zahrnovat absorpéni utérky;
kontrolni tkan (pozitivni a negativni); kryci sklicka, vodné montazni médium a nebo bezvodé permanentni
montazni médium a podlozni skla, nabité, poly-L-lysinem potazena nebo silanizovana podlozni skla. Mohou byt
zapotrebi dalSi pomocné predméty, véetné podloznich skel s kontrolnimi vzorky. Vyrobky spole¢nosti Dako
zahrnuji cilové vyhledavaci (demaskovaci) roztoky; roztoky pro fedéni protilatek; blokovaci reagenty; kontrastni
barviva; proteolytické enzymy; chromogenni substraty pro peroxidazu a alkalickou fosfatazu; promyvaci
pufrové roztoky; PAP Pen; vodna montazni média; silanizovana skla Silanized Slides; a podlozni skla

s kontrolnimi vzorky. Informace o vétSiné nejnovéjSich vyrobkl naleznete na webovych strankach spole¢nosti
Dako, v katalogu spole¢nosti Dako nebo se obratte pfimo na spole¢nost Dako.

Protilatky pro IHC od spole¢nosti Dako je nutno skladovat podle podminek podrobné popsanych

v prislusnych specifikacnich listech. Pokud pouzivate nefedénou (koncentrovanou), nekonjugovanou protilatku,
Ize ji rozdélit na alikvétni podily o vhodnych objemech a zmrazit na -20 C. Pouzivate-li protilatku, ktera byla
zmrazena, nezmrazujte a nerozmrazujte ji opakované. Zmrazené protilatky Ize skladovat v malych alikvétnich
podilech, dokud nebudou pfi pravidelném ovéfovani testu zjiStény nepfijatelné zmeény reaktivity. (Viz Kontrola
kvality, ast OvéFenti testu.) Cerstvé nafed&né roztoky protilatky je nutno pfipravovat pred pouZitim. NevyuZité
podily pfipravenych protilatek je nutno zlikvidovat v souladu s mistnimi zdravotnimi a bezpe¢nostnimi predpisy.
Stabilitu nafedénych protilatek musi ovéfit uzivatel. Jednotlivé protilatky jsou vhodné pro pouziti do data
expirace vytiSténého na Stitku vyrobku, pokud jsou skladovany pfi 2-8 .

Zadné viditelné znamky nenaznaduiji zhorSeni kvality IHC reagent. Proto je nutno provadét pozitivni

a negativni kontroly sou¢asné s pacientovymi vzorky. Pokud zpozorujete neo¢ekavané zabarveni, které nelze
vysvétlit zménami laboratornich postupu, a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na
technickou podporu spole¢nosti Dako.
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Nepouzivejte vyrobky po datu expirace. Pokud se reagenty skladuji za jakychkoli jinych podminek, nez jaké
jsou uvedeny v pfibalovém letaku, musi uzivatel provést jejich kontrolu. (5)

PFitomnost zékalu nebo srazeniny v reagentu mize byt znamkou zhorSeni kvality reagentu v disledku ztraty
titru protilatky nebo rustu bakterii. Pozitivni a negativni kontroly je nutno provadét vzdy sou¢asné se vzorky
pacienta, aby byla zjiSténa jakakoli ztrata titru nebo citlivosti. Pokud zpozorujete neoéekavané zabarveni, které
nelze vysvétlit zménami laboratornich postupd, a méate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte
se na technickou podporu spole¢nosti Dako.

Pfed IHC barvenim musi byt tkdné nejprve fixovany a zpracovany. Fixace zabraruje autolyze a nekroze
vyFiznutych tkani, zachovava antigenitu, zvySuje index lomu ¢asti tkané a odolnost prvk( buriky vaéi
zpracovani tkané. Zpracovani tkané zahrnuje dehydrataci, odstranéni dehydrata¢nich ¢inidel, infiltraci

zalévaciho média, zaliti a fezani tkani. Nejbéznéjsi fixativa pro IHC tkanové preparaty jsou popsana nize.

Toto jsou pouze obecné pokyny. Optimalni postupy musi stanovit a ovéfit uzivatel. Konkrétni informace
ohledné fixace a zpracovani tkani naleznete v referencich 1 a 6. Seznamte se s mistnimi zdravotnimi
a bezpecnostnimi predpisy.

Tkan zalita v parafinu

Obecné poznamky

NejbéznéjSim fixativem je 10 % (v/v) formalin pufrovany neutralnim fosfatem (v EU bézné oznaovany jako

4 % w/v pufrovany formalin), avSak detekéni systémy Dako (uvedené v ¢asti ,Potfebné materialy, které nejsou
soucasti dodavky“) se Uspésné pouzivaji s tkAnémi zpracovanymi rliznymi fixativy. Proto volba fixativa zavisi
na omezenich primarni protilatky a omezenich platnych v instituci nebo laboratofi uzivatele.

Preziti tkariovych antigend pro imunohistochemické barveni mize zaviset na typu a koncentraci fixativa, na
dobé fixace a na velikosti vzorku tkané, ktery bude fixovan. (7) Je dllezité dodrzovat pokud mozno optimalni,
standardizované podminky fixace, abychom dosahli reprodukovatelného zabarveni. Doporuéuje se pouzivat
pokud mozno tenci vzorky a kratSi doby fixace. PFiliS dlouhé vystaveni vlivu fixativ mize zpdsobit
zamaskovani, poskozeni nebo zni¢eni antigend, coz muze prispét k redukci imunohistochemického zabarveni.
Zenkerudv roztok, B-5 a BouinGv roztok se ¢asto doporucuji jako alternativni fixativa pro konzervaci tkanovych
antigent citlivych na béznou fixaci formalinem (10 % neutralnim pufrovanym formalinem). (8, 9) DalSi
informace o fixaci tkané naleznete v referencich 1 a 6, v pfibalovych letacich k primarnim protilatkam a v
protokolech dodavanych s fixaénimi reagenty.

Fixace tkané v roztoku formaldehydu (neutralni pufrovany formalin a Bouindv roztok)

VétSina formaldehydovych fixativ obsahuje 10 % formalinu, neutralni sdl pro zachovani tonicity a pufrovany
systém pro zachovani pH. Tato fixativa jsou tkAnémi dobre tolerovana a vykazuji dobrou histologickou
penetraci. U Spatné fixovanych a zalitych vzork( tkani vSak mdze dochazet ke smrstovani nebo deformaci
tk&né. Fixujte malé blo¢ky tkané (10,0 x 10,0 x 3,0 mm) v 5-10 mL neutralniho pufrovaného roztoku po dobu
24 hodin. Bouinav roztok je alternativni formaldehydové fixativum, které obsahuje kyselinu pikrovou a je
vhodné k pouziti pro vSechny tkané kromé ledviny. Vzorky Ize fixovat 1 az 12 hodin v zavislosti na tloustce
tkané. PFilis fixované tkané se stavaji kiehkymi a vzhled a mnozstvi lipidd jsou nepfiznivé ovlivnény. Fixaci
dokoncete promyvanim 70 % etanolem, aby pfed vodnymi laznémi doSlo ke srazeni rozpustnych pikratd.

Fixativa obsahujici chlorid rtuthaty (B-5 a Zenkerdv roztok)

Fixativa s chloridem rtutnatym, napfiklad B-5 a ZenkerGv roztok, ¢asto obsahuji neutralni sal pro zachovani
tonicity a Ize je michat s jinymi fixativy. Fixativa s chloridem rtutnatym se obecné vyznacuji Spatnou
histologickou penetraci a nejsou dobfe tolerovana vzorky tkani. Proto se doporuéuji menSi blocky tkané

(7,0 x 7,0 x 2,5 mm) a krat3i doby fixace (1 az 6 hodin pro B-5 a 2 az 15 hodin pro Zenkeruv roztok). Po fixaci
je nutno blocky tkani dobfe oplachnout vodou a vlozit do 70 % etanolu za U¢elem mokrého skladovani nebo do
doby, nez bude mozné dokongit zpracovani tkané. Fixaci dokoncete zpracovanim tkané a zalitim do parafinu
(viz East Zpracovani a zaliti do parafinu). Pfed imunohistochemickym barvenim ocistéte pomoci roztoku jodu

/ etanolu / thiosiranu sodného fezy tkani od usazenin rtuti. (10) P¥i manipulaci s reagenty obsahujicimi
slouceniny rtuti dodrzujte nezbytna bezpecnostni opatfeni.

Fixace tkané v etanolu

Etanol se v dusledku své Spatné penetracni schopnosti nepouziva ¢asto jako fixativum pro bézné histologické
metody. Malé kousky tkané se vSak fixuji velmi rychle a vykazuji dobrou cytologickou konzervaci. Fixujte blocky
tkani (5,0 x 5,0 x 2,0 mm) v absolutnim alkoholu po dobu 48 hodin pfi pokojové teploté (20-25 C) a nasledn &
dvéma 1hodinovymi laznémi v erstvém xylenu a dvéma 1hodinovymi laznémi v kapalném parafinu.

Po infiltraci parafinu provedte zaliti.

Zpracovani a zaliti do parafinu

Po fixaci Ize zpracovani dokonéit zafizenim pro automatické zpracovani tkani. Tkané se dehydratuji
odstupriovanymi alkoholy, ¢isti xylenem nebo substitutem xylenu a infiltruji parafinem. Tkar se potom zaléva
parafinem do forem nebo kazet, coz usnadriuje fezani tkani. Aby byla denaturace antigend minimalni,
nevystavuje tkdné pii zpracovani teplotam nad 60 <C. Blo &ky tkané Ize po zaliti skladovat nebo roziezat. Radné
fixované a v parafinu zalité tkané vydrzi neomezené dlouhou dobu, pokud jsou skladovany na chladném misté.

Podlozni skla s fezy tkani zalitymi v parafinu Ize uchovéavat 1-3 roky, pokud jsou skladovany pfi teploté 2—-8 C,
v zavislosti na dotyéném antigenu. (11)
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Prilnavost fez( tkani zalitych v parafinu k mikroskopickym podloznim skldm

Ukladejte fezy tkani z blo¢kud zalitych v parafinu na €ista podlozni skla. Dehydratujte je jednu hodinu v troubé
pfi teploté nejvySe 60<T. Pro zvySeni p filnavosti fezl tkani pfi IHC barveni se doporuéuje pouzivat skla FLEX
IHC (k6d K8020), nabitd podlozni skla, podlozni skla potazena poly-L-lysinem nebo silanizovana skla Silanized
Slides (kéd S3003). Pfi pouziti nabitych podloznich skel, podloznich skel potazenych poly-L-lysinem nebo
silanizovanych podloZnich skel vynechejte v montazni vodné lazni veSkera adheziva, napfiklad Zelatinu, lepidlo
nebo komeréné vyrabéné vyrobky s obsahem proteinu. PotaZzena podloZni skla se dirazné doporuéuji pro
metody barveni, které vyzaduji proteolytické traveni nebo tepelné vyhledavani epitopu (vyhledavani cile).

Odstranéni parafinu a rehydratace

Pfed barvenim musi byt podlozni skla s tkAnémi zbavena parafinu, aby se z nich odstranila zalévaci média
a aby byly tkané rehydratovany. Zajistéte Uplné odstranéni parafinu. Pfitomnost zbytk( zalévacich médii
zplsobi zvySené nespecifické zabarveni.

1. Vlozte podlozni skla do xylenové 1azné a inkubujte 5 (+1) minut. Vyménte lazné a jednou zopakuijte postup.

2. Odstrarite prebyte¢nou kapalinu a vioZte podlozni skla do bezvodého etanolu na 3 (+1) minuty. Vymérite
lazné a jednou zopakujte postup.

3. Odstrante prebyte¢nou kapalinu a vloZte podloZni skla do 95 % etanolu na 3 (+1) minuty. Vymérite lazné
a jednou zopakuijte postup.

4. Odstrante prebyte¢nou kapalinu a vlozte podlozni skla do destilované nebo deionizované vody na
minimalné 30 sekund. Pokud neni vyZzadovano proteolytické traveni nebo vyhledavani cile, zahajte barveni.

Roztoky xylenu a alkoholu je nutno ménit kazdy tyden nebo po maximalné 200 podloznich sklech. Misto xylenu
Ize pouzivat substituty toluenu nebo xylenu, napfiklad Histoclear; mozna bude nutno prodlouzit inkubaéni doby
a Castéji ménit roztok.

V pfipadé potreby Ize rehydratované tkané pred pouzitim uchovavat v pufrovém roztoku pfi teploté 2—-8 C po
dobu az 18 hodin. Pfed barvenim nechejte tkané zahrat na pokojovou teplotu (20-25 ).

Proteolytické traveni a vyhledavani cile

Je znamo, Ze formaldehyd vyvolava tvorbou intermolekularnich pfi¢nych vazeb konformaéni zmény

v molekulach antigenu. PFiliSnéa fixace ve formalinu mGze maskovat oblasti antigenu a snizovat specifické
zabarveni. Tyto oblasti vSak Ize pfed imunohistochemickym barvenim odhalit zpracovanim podloZnich skel

s tkanémi proteolytickym travenim nebo vyhledavanim cile. Chcete-li zjistit, zda je nékteré z téchto zpracovani
tk&né zaruceno, prectéte si specifikacni list dodavany s kazdou primarni protilatkou.

Predbézné zpracovani tkané proteolytickymi enzymy Ize provadét pred barvenim u vzork(, ze kterych byl
odstranén parafin a které byly rehydratovany. Lze pouZzivat proteolytické enzymy, napfiklad Dako Proteinase K,
RTU (kéd S3020), Pepsin (k6d S3002), Proteolytic Enzyme nebo RTU (kéd S3007). Obvykla doba traveni je 6
minut. PouZivejte doporuéenou dobu uvedenou v pfibalovém letaku enzymu. UPOZORNENI: Pfetraveni miize
zpusobit nespecifické barveni nebo nepfijatelnou morfologii. Ddkladné oplachnéte destilovanou vodou a
pokracujte v barveni podle pokynl pro detekéni systém.

Tepelné vyhledavani epitopu (HIER / vyhledavani cile) pfed IHC barvenim zpusobuje u mnoha primarnich
protilatek zvySeni intenzity zabarveni. U nékterych protilatek je tento postup nezbytny. Doporu¢enou metodu
vyhledavani naleznete ve specifikacnim listu protilatky. Vyhledavani cile se provadi ponofenim fezu tkani do
predehfatého pufrového roztoku a udrzovanim teploty, bud' v PT Link, ve vodni lazni, v pare (95-99 <),

v tlakovém hrnci (121 <C) nebo pomoci jiného labora torniho zafizeni s ovladanim teploty. Pro dosazeni
optimalnich vysledkd s PT Link pouzijte roztok pro vyhledavani cile ze souprav EnVision™ FLEX a FLEX+
(k6édy K8000, K8002, K8010 a K8012) nebo volitelné roztoky pro vyhledavani cile EnVision™ FLEX (k6dy
K8004 a K8005). Mezi dalSi roztoky pro vyhledavani cile od spole¢nosti Dako patfi roztok pro vyhledavani
cile TRS pH 9 (10x), (3-v-1)? (kod S2375), roztok pro vyhledavani cile TRS (kéd S1699 a S1700) a roztok
pro vyhledavani cile, citrat TRS pH 6,0 (k6d S2369 a S2031). Prectéte si konkrétni navod k pouziti.

Pokud pouzijete PT Link spole¢né s roztokem pro vyhledavani cile TRS ze souprav EnVision™ FLEX a FLEX+
nebo K8004, K8005, S2375, S1699, odstranéni parafinu, rehydrataci a vyhledani cile Ize provést v jednom
kroku. Provedeni PT Link by mélo byt nasledovano postupem rychlého namoceni pomoci promyvaciho pufru
ze souprav EnVision™ FLEX a FLEX+, volitelné promyvaciho pufru EnVision™ FLEX (20x) (k6d K8007) nebo
promyvaciho pufru Dako 10x (k6d S3006).

PFi pouziti systému Dako EnVision™+ System, metody s vyuzitim tlakového hrnce nebo jiného laboratorniho
zafizeni s ovladanim teploty je zabarveni silnéjSi nez pfi metodé vodni lazné. Prectéte si navod dodavany s
roztokem Target Retrieval Solution nebo referenci 12.

Pokud pro vyhledavani pouzivate metodu vodni lazné, mohou nékteré antigeny vyZadovat pfed zahfivanim
dalSi zpracovani proteolytickymi enzymy. Rezy tkani Ize travit enzymem Dako Proteinase K (k6d S3004)
zfedénym 1:500 v Tris-HCI pufru, pH 7,2-7,6 po dobu 10 minut pfi pokojové teploté (20-25 ).

@ v usa nejsou roztok pro vyhledavani cile TRS Dako, S1699, (10x) a roztok pro vyhledavani cile EnVision™ FLEX s nizkym pH, K8005 uréeny pro prodej jako pufr "3-v-1" pro pouZziti
v postupu 3-v-1. MuZe se vyZadovat licence podle patentu USA ¢. 6,649,368 B1.
(120806-001) 302596CZ_001 str. 3/8



Bezpe énostni
opatieni

Postup barveni

Kontrola kvality

(120806-001)

V urcitych vySSich nadmorskych vySkach (nad 1372 m (4500 stop)) mGze dochéazet k varu cilového vyhledavaciho
roztoku pred dosazenim pozadované optimalni teploty. V takovych situacich je doporué¢enym alternativnim
postupem zahfati podloznich skel na maximalni dosazitelnou teplotu a prodlouzeni doby inkubace podloznich skel
v cilovém vyhledavacim roztoku az do dosazeni pozadované intenzity zabarveni. (11) DalSim moznym feSenim je
pouziti uzavieného tlakového systému, jako je napfiklad tlakovy hrnec, pro dosazeni teploty 121 C. K azda
laborator v§ak musi stanovit nejlepsi metodu a dobu vyhledavani cile pro své vlastni prostredi.

Zmrazena tkd i

Zmrazené tkané je nutno vyfiznout z rychle zmrazenych blo¢ku tkani (pfiblizné 1,0 x 1,0 x 0,5 cm) a susit na
vzduchu po dobu 2—24 hodin. UsuSené fezy lIze fixovat v acetonu o pokojové teploté (20-25 <C) po dobu

10 minut nebo v pufrovaném formylacetonu po dobu 30 sekund. Nechejte fezy na vzduchu uschnout, dokud
nebudou zcela dehydratovany. Pokracéujte imunohistochemickym barvenim nebo zabalte podlozni skla do
hlinikové félie a skladujte pfi teploté -20°C nebo nizsi az Sest m ésicl. Pfed pouzitim nechejte zabalené,
zmrazené fezy zahtat na pokojovou teplotu. Provedte naslednou fixaci fez(i ve studeném acetonu (2-8 C) po
dobu 10 minut. VloZte podlozni skla do 1azné TBS. Opatrné vyménte nékolikrat lazer TBS, aby byl odstranén
zbyvajici aceton.

Pokud jsou fezy prilis tlusté (vice nez 4—6 pm), nespravné fixované nebo nerovnomérné vysusené, mohou
vniknout artefakty, které budou naruSovat interpretaci zabarveni. To zahrnuje rupturu bunéénych membran
a chromatolyzu. PFi barveni hematoxylinem se mdze zdat, Ze jsou jadra zvétSena a souvisle modra.

Jiné vzorky

Detekéni systémy Dako Ize také pouzivat pro barveni antigenu v kostnich fezech, kostni dfeni, krevnich
néatérech, cytospinech a otiscich. Natéry Ize nechat schnout na vzduchu po dobu 2-24 hodin

a zpracovat, fixovat pro okamzité barveni nebo zabalit do hlinikové folie a skladovat pfi teploté -20 T nebo
niz8i po dobu Sesti mésicu. Na vzduchu vysuSené nebo rozmrazené natéry Ize fixovat po dobu 90 sekund ve
smési aceton-metanol (1:1). Pfijatelna je také fixace v acetonu nebo ve smési aceton-metanol-formalin
(10:10:1).

Kosti tkané je nutno pred rozfezanim a zpracovanim odvapnit a tim usnadnit fezani tkané a zabranit poskozeni
nozu mikrotomu. (1) Dekalcifikace muze ovlivnit IHC barveni.

Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988 (Zakon o zdokonaleni klinickych laboratofi z roku 1998)
(42 CFR 493.1259(b)) od profesionalnich uzivatell ve Spojenych statech vyzaduje: ,Laboratof musi uchovavat
barvend podlozni skla nejméné 10 let od data testu a blocky vzorkd nejméné dva roky od data testu*.

Dalsi informace o pfipravé vzorkd naleznete v publikaci Education guide: Immunohistochemical Staining
Methods (6) od spole¢nosti Dako nebo v referencich 1 a 2.

1. Ur€eno pro profesionalni uzivatele.

2. Vyrobky mohou obsahovat azid sodny (NaNg), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Pfestoze se
koncentrace azidu sodného ve vyrobcich neklasifikuje jako nebezpe¢na, mize NaN;reagovat s olovem a
meédi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni koncentrace azidd téchto kova. PFi likvidaci
splachujte dostate€énym mnozstvi vody, aby nedochazelo k usazovani azid kova v potrubi. (12)

3. S biologickymi vzorky pfed a po fixaci a se vS§emi ostatnimi materialy, které s nimi pfijdou do styku, je nutno
manipulovat jako s potencialné infekénim materialem a je nutno je likvidovat s souladu s fadnymi
bezpecnostnimi opatfenimi. (14) Nikdy nepipetujte reagenty Usty a zabrarite kontaktu kuZe a sliznice
s reagenty a vzorky. Jestlize se reagenty dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je dostate¢nym
mnozstvim vody. Pfi manipulaci s jakymkoli biologickym materialem a pfi barveni pouzivejte osobni
ochranné prostfedky. Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagentd, jinak by mohlo dojit k zvySeni
nespecifického zabarveni.

4. Bezpecnostni listy pro profesionalni uzivatele jsou k dispozici na vyzadani.

5. NedodrZeni specifikované inkuba¢ni doby nebo teploty maze vést k chybnym vysledkam. Jakékoli takové
zmény musi uzivatel ovéfit.

6. Nespotifebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.

Pro Spickové vysledky pfi barveni pouzivejte protilatky k okamzitému pouziti FLEX. Pfi optimalizaci
s vizualiza¢nimi systémy EnVision™ FLEX a FLEX+ tyto protilatky poskytuji pozadované konecné vysledky,
kdyz se pouzivaji pro PT Link a nastroje Autostainer Link nebo Dako Autostainer.

PFi pouziti koncentrovanych (nefedénych) protilatek si prectéte pfislusny pribalovy letdk pro fedéni primarni
protilatky a specifické pokyny k detekénimu systému pro doporu¢ené postupy.

PFi pouziti protilatek fady N k okamzitému pouZziti si pfectéte pribalovy letak pro dany vyrobek a ¢ast Postup
barveni v pokynech pro Dako EnVision™+, EnVision™ G|2 Doublestain, LSAB™2 a LSAB™+.

Rozdily ve zpracovani tkané a technickych postupech v laboratofi uzivatele mohou zpUsobit vyraznou
variabilitu vysledk(; kromé nasledujicich postupl je nutno provadét pravidelné kontroly v souladu s mistnimi
predpisy pro akreditaci. Profesionalni uzivatelé ve Spojenych statech se musi seznamit se smérnici pro
kontrolu kvality College of American Pathologists (CAP) Accreditation Program for Immunohistochemistry,
NCCLS Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline (15) a dalSimi informacemi
uvedenymi v referenci 7.

302596CZ_001 str. 4/8



Tkan pro pozitivni kontrolu

Kontrolni vzorky by mély byt ¢erstvé fixované vzorky z pitvy / biopsie / operace zpracované a zalité stejnym
zplUsobem jako vzorek (vzorky) pacienta. Tkané pro pozitivni kontrolu jsou zndmkou spravné pfipravenych
tkéani a spravnych metod barveni. Pro kazdou sadu testovacich podminek by méla byt v kazdém cyklu barveni
pouzita jedna tkan pro pozitivni kontrolu.

Tkéné pouzité pro pozitivni kontrolni testy by mély zpdsobovat slabé pozitivni zabarveni, aby bylo mozné
detekovat mirné zmény v citlivosti primarni protilatky. Komeréné dostupna podlozni skla s tkanémi nebo vzorky
zpracované jinym zpusobem nez vzorek (vzorky) pacienta slouzi pouze k ovéfeni G€innosti reagentu

a neoveérfuji pfipravu tkané. Informace o vzorcich normalni tkane, které Ize pouzit, naleznete v pfibalovém

letaku vyrobku, v ¢asti Charakteristiky U¢innosti.

Znamé tkaneé pro pozitivni kontrolu by mély byt pouzivany pouze ke sledovani spravné funkce zpracovanych tkani a
testovacich reagent(l, NIKOLIV jako pomucka k formulaci specifické diagndzy vzorki pacienta. Pokud se u tkéni pro
pozitivni kontrolu neprojevi pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovaciho vzorku za neplatné.

Tkan pro negativni kontrolu

V kazdém cyklu barveni pouZzivejte k ovéfeni specificity primarni protilatky a k indikaci specifického zabarveni
pozadi normalni tkan, o které vite, Ze je negativni na testovany antigen (pfectéte si pfibalovy letadk vyrobku,
¢ast Charakteristiky u¢innosti), ktera je fixovana, zpracovana a zalita identickym zpGsobem jako vzorky
pacienta. Rozmanitost rliznych typ bunék, které se nachazeji ve vétsiné fezl tkani, nabizi vnitfni oblasti pro
negativni kontrolu (to by mél ovéfit uzivatel).

Pokud se projevi specifické zabarveni ve tkani pro negativni kontrolu, je nutno povazovat vysledky vzorki
pacienta za neplatné.

Reagens pro negativni kontrolu

S kazdym vzorkem pouZijte reagens pro negativni kontrolu, aby bylo mozné vyhodnotit nespecifické nebo
nezadouci zabarveni a umoznit lepsi interpretaci specifického zabarveni v misté antigenu. Idealné obsahuje
reagens pro negativni kontrolu protilatku, ktera nevykazuje zadnou specifickou reaktivitu s lidskymi tkanémi
(nereaguijici s lidskymi tkdnémi) ve stejném pojivu / roztoku jako nafedéna primarni protilatka. Protilatka
nereagujici s lidskymi tkanémi by méla patfit ke stejnému izotypu a Zivo¢iSnému druhu jako primarni protilatka,
nafedénd na stejnou koncentraci imunoglobulinu nebo proteinu jako nafedéna primarni protilatka.

Normalni / neimunni sérum ze stejného druhu jako primarni protilatka, pfi koncentraci proteinu odpovidajici
nafedéné primarni protilatce ve stejném pojivu / roztoku maze byt vhodné pro pouziti v zavislosti na typu
pouzité primarni protilatky. Specificka doporuceni naleznete v pfibalovych letacich jednotlivych primarnich
protilatek a v tabulce 1. Jako méné vhodnou alternativu uvedenych reagentd pro negativni kontrolu Ize pouzit
samostatny fedici roztok. Inkuba¢ni doba reagentu pro negativni kontrolu by méla odpovidat inkuba¢ni dobé
primarni protilatky.

Tabulka 1. P fiklady reagent @ pro negativni kontrolu pro koncentrované protilatk y

Typ primarni protilatky Doporucené reagens pro negativni kontrolu

Monoklonalni mysi protilatka Univerzalni negativni kontrola pro primarni mysi protilatky, kéd

FLEX, k okamzitému pouziti. IR750 (pro nastroje Autostainer Link) a IS750 (pro nastroje Dako
Autostainer)

Polyklonalni nebo monoklonalni Univerzalni negativni kontrola pro primarni krali¢i protilatky, kod

kralici protilatka FLEX, IR600 (pro nastroje Autostainer Link) a IS600 (pro néastroje Dako

k okamzitému pouziti Autostainer) *

Monoklonalni mysi protilatka Monoklonalni protilatka nereaguijici s lidskou tkani vytvorena

vytvorena v ascites v ascites. Tato protilatka pro negativni kontrolu by méla mit stejny

izotyp jako primérni protilatka. Lze také pouZzivat normalni / neimunni
mysSi sérum, kéd X0910

Monoklonalni mysi protilatka, Monoklonalni mysi protilatka nereaguijici s lidskou tkani vytvorena

vytvorena v tkanové kulture. v tkanové kultufe. Tato protilatka pro negativni kontrolu by méla mit
stejny izotyp jako primarni protilatka. Dako kédy X0931 (IgG1),
X0943 (19gG2.), X0944 (1gG2p), X0942 (IgM). Lze také pouzit fetalni
teleci sérum.*

Polyklonalni krali¢i protilatka, Krali¢i imunoglobulinové frakce (normalni), kd Dako X0903.
imunoglobulinova frakce.

Polyklonalni krali¢i protilatka Krali¢i imunoglobulinové frakce (absorbovana na pevné fazi), kéd
absorbovanéa na pevné fazi, Dako X0936.

imunoglobulinova frakce.

Polyklonalni krali¢i protilatka, celé Normalni / neimunni krali¢im sérum, celé sérum, Dako k6d X0902.
sérum.

* Fetalni teleci sérum je vhodné k pouziti, pokud je po zpracovani uchovavano v primarni protilatce.

Pokud se panely protilatek pouzivaji se sériovymi fezy tkani, mohou oblasti negativniho zabarveni na jednom
podloznim skle slouzit jako negativni kontrola / kontrola nespecifické vazby pozadi pro jiné protilatky, pokud
jsou jejich fedéni podobna a pokud pochéazeji z podobnych zivocisnych zdroju.

Pro rozliSeni endogenni aktivity enzymu nebo nespecifické vazby enzymu od specifické imunoreaktivity Ize
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Regeni problém G

Interpretace zabarveni

(120806-001)

dalSi vzorky pacienta barvit vyhradné substrat-chromogenem nebo komplexy enzym (avidin-biotin,
streptavidin, znaceny polymer) a substrat-chromogenem. S dotazem na konkrétni postupy se obratte na
technickou podporu spole¢nosti Dako.

Tabulka 2. U éel kazdodenni kontroly kvality

Tkéri: Fixovana a zpracovana, Specificka protilatka Reagens pro negativni kontrolu*

podobna vzorku pacienta a detekéni systém nebo pufr plus stejny detekéni
systém jako systém pouZity se
specifickou protilatkou

Pozitivni kontrola: Tkarn nebo Ridi vSechny kroky analyzy. Detekce nespecifického

buriky, u kterych je znama Ovéfuje reagens a zabarveni pozadi.

pfitomnost detekovaného cilového imunohistochemické postupy.

antigenu (mUZe se nachazet ve

tkani pacienta). Tkan, ktera

vykazuje slabé pozitivni zabarveni,

je nejcitlivéjsi na protilatku nebo

degradaci detekéniho systému.

Negativni kontrola: Tkané nebo Detekce neplanované kfizové Detekce nespecifického
buriky, které by mély byt negativni reaktivity protilatky s burikami zabarveni pozadi.
(mohou se nachéazet ve tkani nebo bunéénymi slozkami.

pacienta nebo tkani pro pozitivni

kontrolu).

Tkéan pacienta. Detekce specifického zabarveni. Detekce nespecifického

zabarveni pozadi.
* Stejny druh a izotyp jako specificka protilatka, neni vSak zaméreno proti stejnému cilovému antigenu.
K detekci nespecifické vazby protilatky, napf. vazby Fc ¢asti protilatky ke tkani.

Ovéreni testu

Pfed prvnim pouzitim protilatky nebo systému pro imunochistochemické barveni v diagnostické metodé by mél
uzivatel ovéfit specificitu protilatky tak, Ze ji vyzkousi u nékolika v laboratofi dostupnych tkani se znamou IHC
charakteristikou, které predstavuji znamé pozitivni a negativni tkéné. Pfectéte si postupy pro kontrolu kvality
popsané v této ¢asti Obecnych pokynl a v pfipadé profesionalnich uzivateltd v USA také pozadavky pro
kontrolu kvality programu CAP Accreditation Program for Immunohistochemistry a smérnice NCCLS Quality
Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline. (15) Tyto kontroly kvality je nutno opakovat vzdy pfi
pouziti nové Sarze protilatek nebo vzdy pfi zméné parametrd testu. Pro ovéfeni testu jsou vhodné tkané
uvedené v pfibalovém letaku k vyrobku, v ¢asti Charakteristiky U¢innosti.

Dalsi informace o feSeni naleznete v ¢asti o feSeni problému v publikaci Dako Education guide:
Immunohistochemical Staining Methods, 4th Edition (6) (Prirucka: Metody imunohistochemického barveni, 3.
vydani) od spolec¢nosti Dako nebo se obratte na technickou podporu spolec¢nosti Dako nebo na webové stranky
na adrese www.dako.com a nahlaste neobvyklé zabarveni.

Tkan pro pozitivni kontrolu

Nejprve je nutné provést test tkané pro pozitivni kontrolu a ovéfit tak spravnost funkce vSech reagentd.
Pozitivni reaktivitu naznacduje pfitomnost ¢erveného produktu (3-amino-9-etylkarbazol, AEC), svétle rizového
produktu (novy fuchsin nebo Fast Red) nebo hnédého produktu (3, 3'-diaminobenzidin-tetrahydrochlorid, DAB)
reakce v oblasti cilového antigenu. Specifické vzory zabarveni naleznete v ¢astech Interpretace zabarveni a
Charakteristiky Gc¢innosti pfibalového letaku pro dany vyrobek. Pokud se u tkani pro pozitivni kontrolu neprojevi
ocekéavany vzor zabarveni, je nutno povazovat vSechny vysledky s testovacim vzorkem za neplatné.

POZNAMKA: Barva produktu reakce se méZe lisit, pokud jsou pouZity jiné neZ uvedené substrat-chromogeny.
Ocekéavané barevné reakce nalezete v pribalovém letéku k substratu. Metachromati¢nost Ize také pozorovat pri
obménach metody barveni. (16)

V zavislosti na inkuba¢ni dobé a potenci pouzitého hematoxylinu zplsobi kontrastni barvivo modré zabarveni
bunéénych jader. PFiliSné nebo nelplné kontrastni zabarveni muZze ohrozit spravnou interpretaci vysledkd.
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VSeobecna omezeni

(120806-001)

Tkan pro negativni kontrolu

Tkéan pro negativni kontrolu je nutno otestovat po tk&ni pro pozitivni kontrolu, abychom ovéfili specificitu
znaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Nepfitomnost specifického zabarveni v tkani pro negativni
kontrolu potvrzuje nepfitomnost kfizové reaktivity s burikami / ¢astmi bunék. Pokud se ve tkani pro negativni
kontrolu projevi jiné nez vySe uvedené specifické zabarveni, je nutno povazovat vysledky vzorkd pacienta za
neplatné. Co se ty¢e negativnich tkani, mély by mit v pfipadé pouziti hematoxylinu modronachovou barvu.

Pokud se vyskytne nespecifické zabarveni, bude difzni. Sporadické zabarveni pojivové tkané Ize také
pozorovat v fezech z tkani pfilis fixovanych formalinem. K interpretaci vysledku barveni pouZivejte pouze
intaktni buriky. Nekrotické nebo degenerované buriky mohou vykazovat nespecifické zabarveni. (7)

Fale$né pozitivni vysledky se mohou vyskytovat v disledku neimunologické vazby protein(i nebo produkt(
reakce se substratem. Také mohou byt zptsobeny endogennimi enzymy, napfiklad myeloperoxidazou,
leukocytarni alkalickou fosfatdzou a hemoglobin-pseudoperoxidazou, zejména ve zmrazenych tkanich

a v zavislosti na typu enzymového znaceni pouzitého k vizualizaci reakce. (17)

Tkan pacienta

Vzorky pacienta je nutno testovat jako posledni. Intenzitu pozitivniho zabarveni je nutno posuzovat v kontextu
jakéhokoli nespecifického zabarveni pozadi reagentem pro negativni kontrolu. Jako u kazdého IHC testu,
negativni vysledek znamena, Ze antigen nebyl detekovan, nikoli, Ze antigen neni v testovanych burikach / tkani
pfitomen. V pripadé potreby pouzijte k identifikaci faleSné negativnich reakci panel protilatek.

Informace o imunoreaktivité primarni protilatky naleznete v pfibalovém letédku pro dany vyrobek.

1. IHC je diagnosticky proces obsahujici vice krok(, ktery vyzaduje specializované vySkoleni ve vybéru, fixaci
a zpracovani tkani, vybéru reagentu; pripraveé IHC podlozniho skla a interpretaci vysledk( zabarveni.

2. Zabarveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a na jejim zpracovanim pred barvenim. Nespravna fixace,
zmrazeni, rozmrazeni, promyvani, suSeni, zahfivani, fezani nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo
tekutinami mudze vést ke vzniku artefaktd, zachyceni protilatky nebo faleSné negativnim vysledkim.
Vysledky mohou byt nekonzistentni v dusledku pouziti riiznych metod fixace a zaliti nebo v dlsledku
vnitfnich nepravidelnosti v tkani.

3. Prilisné nebo nelipiné kontrastni zabarveni maze ohrozit spravnou interpretaci vysledkd.

4. Klinické interpretace jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt doplnéna morfologickymi studiemi
a fadnymi kontrolami a také dalSimi diagnostickymi vySetfenimi. Za interpretaci barveného preparéatu
zodpovidéa kvalifikovany patolog, ktery zné pouzité protilatky, reagenty a pouzité metody. Barveni se musi
provadét v certifikované laboratofi s pfisluSnym opravnénim a pod dohledem patologa zodpovédného za
hodnoceni barvenych podloZnich skel a zaru¢eni adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

5. Neocekavané vysledky reakci ve Spatné diferencovanych neoplazmatech mohou byt zpGsobeny ztratou
nebo vyraznym poklesem exprese antigenu nebo ztratou nebo mutacemi v genovém kédovani pro antigen.
Neocekavané pozitivni zabarveni nadorti miiZze byt zplsobeno expresi antigenu, ktery neni obvykle
exprimovan v morfologicky podobnych normalnich burikach, nebo v disledku prfetrvavani nebo ziskavani
antigenu v neoplazmatu, u kterého se rozvijeji morfologické a IHC rysy souvisejici s jinou bunécnou linii
(divergentni diferenciace). Histopatologicka klasifikace nador(i neni exaktni véda a nékteré zpravy o
neocekavaném zabarveni uvadéné v odborné literatufe mohou byt protichtidné.

6. Tkéané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg), mohou
s kfenovou peroxidazou vykazovat nespecifické zabarveni. (18)

7. Reagenty mohou vykazovat neocekavané reakce v dfive netestovanych tkanich. V dusledku biologické
variability exprese antigenu v neoplazmatech nebo jinych patologickych tkanich nelze zcela vylougit
moznost neocekavanych reakci ani v testovanych skupinach tkani. (19) S jakoukoli zdokumentovanou
neocekéavanou reakci se obratte na technickou podporu spole¢nosti Dako.

8. Normalni / neimunni séra ze stejného ZivociSného druhu jako sekundarni antiséra pouzita v blokovacich
krocich mohou v dasledku pfitomnosti autoprotilatek nebo pfirozenych protilatek zpusobovat faleSné
negativni nebo faleSné pozitivni vysledky.

9. Falesné pozitivni vysledky se mohou vyskytovat v disledku neimunologické vazby proteint nebo produktl
reakce se substratem. Také mohou byt zptisobeny endogennim biotinem nebo enzymy, napfiklad
myeloperoxidazou, leukocytarni alkalickou fosfatdzou a hemoglobin-pseudoperoxidazou, zejména ve
zmrazenych tkanich a v zavislosti na typu pouzitého imunohistochemického barviva. (17)

10. Tepelné vyhledavani epitopu (vyhledavani cile) maze zplsobovat HIER lipofuscinové artefakty.
Vyhledavéni cile mGze zpusobit demaskovani neo¢ekavanych nebo nechténych oblasti.

11. S faleSné negativnimi vysledky barveni, s pozadim nebo bez néj, se Ize setkat v pfipadé, ze byla v daném
barvicim systému pouzita pfili§ vysoka koncentrace primarni protilatky.

12. Primérni protilatky k okamzitému pouziti jsou pfedem nafedény a optimalizovany pro pouZiti s ur¢itymi
barvicimi systémy. Pfi pouZiti s jinymi detekénimi systémy od spolecnosti Dako nebo jiného vyrobce jiz nejsou
uréeny k okamzitému pouziti a je nutno je znovu optimalizovat a ovéfit podle IHC protokolu klinické laboratore.

13. Pokud neni v pokynech uvedeno jinak, nebyly charakteristiky G€innosti protilatek pouzivanych pro IHC
uréeny pro jiné laboratorni metody.
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