',Da ko

Pouziti

Souhrn
a vysvétleni

Dodavané ¢inidlo

Imunogen

Specificita

Bezpec€nostni
opatreni

Uchovavani

Sablona protokolu
barveni*

q3

FLEX
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Caldesmon

Klon: h-CD
Ready-to-Use
(Dako Omnis)

Kéd GA054

Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni mysi antihumanni kaldesmon, klon h-CD, pfipraveny k pouziti (Dako Omnis), je uréen pro
pouziti v imunohistochemii spole¢né s pFistrojem Dako Omnis. Tato protilatka znaci buriky exprimujici kaldesmon
ve tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (FFPE). Vysledky pfispivaji ke klasifikaci nadoru
s diferenciaci bunék hladkého svalstva (1,2). Diferencni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek.
Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim
patfiénych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dal$im diagnostickym testdm
provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je uréena k pouziti po primarni diagnéze nadoru
provedené konvenéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

Kaldesmon je vyvojové regulovany protein U€astnici se kontrakce hladkych svalll i nesvalovanych kontrakci (3,4).
Informace tykajici se téchto témat naleznete v pfiru€ce General Instructions for Immunohistochemical Staining
(Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni) spoleénosti Dako nebo v navodu k systému detekce pro
metody IHC.

Monoklonalni mysi protilatka pfipravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho
proteinu a 0,015 mol/L azidu sodného.

Klon: h-CD. |zotyp: 1gG1, kappa.
Netfidény extrakt z lidské délohy (1).

Byly identifikovany dvé blizce pfibuzné varianty lidského kaldesmonu, které se liSi elektroforetickou mobilitou a
bunéénou distribuci. Varianta h-kaldesmonu (120-150 kDa) je vylu¢ovana pfedevsim v hladkém svalu, pficemz /-
kaldesmon (70-80 kDa) se nachazi v nesvalové tkani a burikach. Zadna z téchto variant nebyla detekovana
v kosternim svalu (3). Monoclonal anti-caldesmon, h-CD rozpoznava pouze variantu 150 kDa (h-kaldesmon)
v testech Western blot s lidskymi medialnimi extrakty aorty a je nereaktivni s extrakty fibroblastl z kultivované
lidské predkozky (1).

1. Urceno pro diagnostiku in vitro
2. Ur¢eno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNj3), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného
v produktu neni sice klasifikovana jako nebezpecnd, nicméné slou¢enina mlize reagovat s olovem a médi
v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovl. PFi likvidaci splachujte dostatecnym
mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kovl v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrzovat fadna bezpecnostni opatfeni.
5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasazeni o€i nebo pokozky.
6. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi pfedpisy.

Uchovavejte pii 2—8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. NepouZivejte po datu exspirace uvedeném
na lahvi¢ce. Aplikaéni stabilita je 80 hodin. Aplika¢ni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud se ¢inidla
skladuji za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita
vyrobku by se neprojevila Zzadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzork( pacienta
pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neoCekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami
laboratornich postuptl, a mate podezfeni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu
spole¢nosti Dako.

Krok Cinidlo Protokol
Clearify (kod GC810)

EnVision FLEX, High pH (k6d GV804)

Deparafinizace Vychozi

Predbézné
zpracovani

30minutové tepelné indukované
vyhledavani epitopu

Primarni protilatka | Ready-to-Use (k6d GA054) 10minutova inkubace

FLEX Negative Control, Mouse (kod GA750)

Cinidlo pro 10minutova inkubace

negativni kontrolu
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Vizualizace EnVision FLEX (kéd GV800) + EnVision Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer:
FLEX+ Mouse LINKER (kéd GV821) 20 min; Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo | Hematoxylin (kéd GC808) 3minutova inkubace

Montaz Je vyzadovana bezvoda permanentni Po vyjmuti nutno dehydratovat, vycistit
montaz a namontovat

Kontrola kvality Tkan Barvici vzor

Kontrolni tkan Traénik Cytoplazmatické zabarveni

*Uzivatel se musi vzdy seznamit s pouzivanymi ¢inidly, ktera jsou uvedena v pfibalové informaci, a vyhledat si podrobnosti
v uZivatelskych pfiruckach Dako Omnis.

Priprava vzorku Parafinové fezy: Protilatku Ize pouZivat ke znaceni fez( tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.
Vzorky tkani je nutno rozfezat na fezy o tloustce 4 um. Z davodu vysSi pfilnavosti fezl tkani k podloznim sklim
se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kod K8020.

Postup barveni Odstranéni parafinu, vyhledani cile, imunohistochemické barveni a kontrastni barveni se provadéji v pfistroji
Dako Omnis. V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubacni doby.
Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven protokol, Ize jej stdhnout ze stranky Dako Omnis Protocol Update
(Aktualizace protokolu Dako Omnis) na webu www.dako.com. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a
plnéni Cinidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkafové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného
imunohistochemického barveni nevyschly.

Predbézné zpracovani: Odstranéni parafinu z tkanovych fez FFPE se provadi pomoci roztoku Clearify, kéd
GC810. Doporuéuje se vyhledavani cile stepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci
nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV804.

Vizualizace: Doporuceny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kéd GV800 v kombinaci
s EnVision FLEX+ Mouse (LINKER) (Dako Omnis), kéd GV821.

Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kod GC808.

Montaz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat pomoci
metody permanentni montaze.

Interpretace zbarveni Bunécny barvici vzor je cytoplazmaticky.

Kontrola kvality Pozitivni a negativni kontroly a také cinidlo pro negativni kontrolu je nutno provadét vzdy soucasné pouzitim
stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat traénik a bunky/struktury
musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v casti ,Charakteristiky ucinnosti. Doporuéené
¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Mouse, (Dako Omnis), kéd GA750.

Charakteristiky Normaini tkané: Bylo zjisténo, Ze monoklonalni anti-kaldesmon lokalizuje h-kaldesmon v kryostatickych Fezech

ucinnosti lidskych tkani, vcéetné vyvijejiciho se visceradlniho hladkého svalu pradusnice, jicnu, laéniku a délohy
10-20 tydenniho plodu. Buriky hladkého svalu aorty z10 a 20 tydnu starych plodd na anti-kaldesmon
nereagovaly (1). U dospélych byla exprimace kaldesmonu prokdzana u bunék vaskularnich a visceralnich
hladkych svall, ale nikoli u epitelialnich bunék, endotelialnich bunék ani u fibroblastl pojivové tkané. Buriky
tunica media a subpopulace bunék hladkého svalstva sub-endotelidini intima aorty dospélych vykazaly
s protilatkou anti-kaldesmon pozitivni zabarveni (1). V imunohistochemickych (IHC) studiich zmraZenych fezu
normalni lidské prsni tkané oznacil monoklonalni anti-kaldesmon burnky hladkého svalstva krevnich cév a
subsetu myoepitelidlnich bunék v mlékovodnych dutinach. Myoepitelialni buriky lobulll, kanalkd a luminalni
epitelidini buriky normalni prsni tkané nereagovaly pozitivné (5). Buriky hladké svaloviny ve vrstvach sliznice
tracniku (fezy FFPE) vykazaly barevnou reakci stfedni az silné intenzity.

Abnormalni tkané: Ve studiich IHC znacila monoklonalni protilatka anti-kaldesmon nadory s diferenciaci bunék
hladkého svalstva, jako jsou leiomyomy, angioleiomyomy, leiomyosarkomy, rabdomyosarkomy, maligni fibrozni
histiocytomy, desmoidy a glomus nadory (2).

Literatura 1. Frid MG, et al. Phenotypic changes of human smooth muscle cells during development: Late expression of
heavy caldesmon and calponin. Dev Biol 1992; 153:185

2. Watanabe K, et al. h-Caldesmon in leiomyosarcoma and tumors with smooth muscle cell-like differentiation:
its specific expression in the smooth muscle cell tumor, Hum Pathol 1999, 30:392-396

3. Sobue K and Sellers JR. Caldesmon, a novel regulatory protein in smooth muscle and nonmuscle actomyosin
systems. J Biol Chem 1991; 266(19):12115

4. Glukhova MA, et al. Developmental changes in expression of contractile and cytoskeletal proteins in human
aortic smooth muscle. J Biol Chem 1990; 265(22):13042

5. Lazard D, et al. Expression of smooth muscle-specific proteins in myoepithelium and stromal myofibroblasts
of normal and malignant human breast tissue. Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90:999
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