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Pouziti Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin, klon AE1/AE3 pfipraveny k pouziti (Dako Omnis) je uréen
k pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pristrojem Dako Omnis. Tato protilatka je uzite¢na pfi klasifikaci
tumor( epitelidiniho pdvodu (1-3). Diferenéni klasifikaci nadord napomahaji vysledky z panelu protilatek.
Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim
patfinych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dal§im diagnostickym testim
provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je uréena k pouziti po primarni diagnéze tumoru
provedené konvenéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

Souhrn a vyklad Cytokeratiny jsou rodina ve vodé rozpustnych proteind s molekulovou hmotnosti v rozmezi 40-70 kD, které tvofi

bunécnou kostru epitelialnich bunék. Bylo identifikovano nejméné 19 rtznych cytokeratin( a ty lze rozdélit do
dvou podrodin. Podrodina A obsahuije relativné kyselé cytokeratiny (s pH do 5,5), zatimco cytokeratiny skupiny
B maji relativné zésadité pH 6 nebo vice.
V pfiru€ce General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické
barveni) spole¢nosti Dako nebo v navodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se
téchto témat: Princip metody, Potfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku,
Postup barveni, Kontrola kvality, ReSeni problém, Interpretace zabarveni, Obecna omezeni.

Dodavana reagencie 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: AE1/AE3. Izotyp: 1gG1, kappa.

Imunogen Lidska epidermalni zatvrdlina (1)

Specificita AE1/AE3 je smés dvou monoklondlnich protilatek, které byly ziskany imunizaci mysich keratind s lidskymi
keratiny kalusu (2). Bylo prokazano, ze AE1/AE3 identifikuje vétSinu lidskych cytokeratin(, a proto ji Ize pouzivat
k pozitivni IHC identifikaci bunék pochazejicich z jednoduchého a vrstevnatého epitelu (1,2,4). Protilatka AE1
reaguje s antigennimi determinanty pfitomnymi ve vétSiné cytokeratind podrodiny A, véetné cytokeratin(
s oznacenim dle Molla (4) 10, 13, 14, 15 16 a 19 (molekulova hmotnost 56.5, 54', 50, 50', 48, resp. 40 kDa)
avsak nikoli s &isly 12, 17 a 18 (55, 47 a 45 kDa) (4). Protilatka AE3 reaguje s antigennimi determinanty
spole¢nymi pro cytokeratiny podrodiny B, véetné ¢&isel 1 a 2, 3, 4, 5, 6, 7 a 8 (molekulova hmotnost 65, 67, 64,
59, 58, 56, 54, resp. 52 kDa) (5).

Bezpecnostni 1. Pro diagnostiku in vitro.
opatreni 2. Ur&eno pro profesionalni uZivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu
sodného v produktu neni sice klasifikovana jako nebezpeéna, nicméné slou¢enina mlze reagovat s olovem
a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovu. Pfi likvidaci splachujte
dostate€nym mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kovu v potrubi.

4.  Jako u kazdého vyrobku biologického puvodu je nutno dodrzovat fadna bezpecénostni 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.

Uchovavani Skladujte pfi teploté 2-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace
uvedeném na lahvi€ce. Aplikacni stabilita je 280 hodin. Aplika¢ni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud
se reagencie skladuji za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit.
Pfipadna nestabilita vyrobku se neprojevuje zadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné
s testovanim vzorkd pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neo¢ekavané zabarveni, které
nelze vysvétlit zménami laboratornich postupu, a mate podezfeni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte
se na technickou podporu spole¢nosti Dako.
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Sablona protokolu
barveni*

Priprava vzorku

Postup barveni

Interpretace zbarveni

Charakteristiky
ucinnosti

Krok Komentare

Fixace/zaliti Fixovano ve formalinu, zalito v parafinu Odstranéni parafinu v pfistroji
Predbézné EnVision FLEX, FLEX, High pH 30 min HIER

zpracovani (kdd GV804)

Protilatka Ready-to-use 12,5minutova inkubace

Negativni kontrola FLEX Negative Control, Mouse 12,5minutova inkubace

(kod GA750)
EnVision FLEX (k6d GV800)

Vizualizace Blok: 3 min; Polymer: 20 min;

Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo Hematoxylin (kod GC808) 3minutova inkubace

Kontrolni tkan Jatra Membranové a cytoplazmatické
zabarveni
Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (kod K8020) | Doporuéeno kvuli lepsi pfilnavosti

fezl tkani k podloznim skltm.

Montaz Je vyZzadovana bezvoda permanentni Po barveni je tfeba fezy
montaz dehydratovat, vycistit a montovat za
pouZziti permanentni montazni metody
Vybaveni Dako Omnis Cinidla se dodavaji v ampulkach

uréenych pro pfislusny pfistroj

*Uzivatel se musi vzdy seznamit s podrobnymi pokyny k barvicimu postupu a s pokyny tykajicimi se
zachazeni s produktem, které jsou uvedené v pribalové informaci.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znaceni fezl tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.
Vzorky tkani je nutno rozfezat na fezy o tloustce 4 ym.

Predbézné zpracovani: Je vyzadovano predbézné zpracovani tkanovych fezu fixovanych ve formalinu a zalitych
v parafinu tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER). Doporucuje se pfedbézné zpracovani tkani
HIER pomoci nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kod
GV804. Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledani cile se provadéji v pfistroji Dako Omnis. Viz Zakladni
uzivatelska pfirucka Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkanové Fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného
imunohistochemického barveni nevyschly. Z davodu vyssi pfilnavosti fez( tkani k podloznim sklim se
doporuCuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kéd K8020.

Program: V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubacni doby.
Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a pInéni €inidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako
Omnis. Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven protokol, kontaktujte technickou podporu spolecnosti
Dako. VSechny kroky inkubace se provadéji pfi teploté 32 °C v pfistroji Dako Omnis.

Vizualizace: Doporuéeny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH, (Dako Omnis), kéd GV800.
Vizualizace se provadi v pfistroji Dako Omnis.

Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808. Kontrastni
barveni se provadi v pfistroji Dako Omnis.

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

Kontrola kvality: Tkané pro pozitivni a negativni kontroly a také Cinidlo pro negativni kontrolu je nutno testovat
vzdy soucasné pouzitim stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat
jaterni buriky a tyto buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti
,Charakteristiky ucinnosti“. Doporu¢ené c¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control,
Mouse (Dako Omnis), kod GA750.

Obraz bunécéného barveni je membranovy a/nebo cytoplazmaticky.

Normaini tkané: Pfi testovani 30 rznych normalnich tkani bylo prokézano pozitivni zabarveni v cytoplazmé
skvamozniho a cylindrického epitelu délozniho hrdla, traéniku, jicnu, kize, tenkého stfeva, zaludku a tonzily.
Dale se zabarveni projevilo u dalSich tkani v€etné glandularni tkdné (prsni, pfistitna zlaza, prostata, potni a
§titna zlaza), u astrocytd, bilé hmoty malého mozku, gliovych filament velkého mozku, distalniho tubulu a
Bowmanova vacku ledviny, Zlu€ovodu, plicnich bunék, prddusek, mezotelu, interlobularnich vyvodud slinivky
bfisni, bunék adenohypofyzy, interlobularnich vyvodl a sekre¢nich bunék slinné Zlazy, retikularnich bunék a
Hassallovych télisek brzliku a endometria a hladkého svalstva délohy (6). U nadledviny, kostni dfené, srdce,
osrde¢niku, perifernich nervl, kosterniho svalu, sleziny a varlat nebylo zji$§téno Zadné zabarveni.
Anti-AE1/AE3 reaguje s keratinizovanym (56,5/65-67) a kornealnim (55/64) epidermem, vrstevnatymi
skvamoznimi epitely vnitfnich organu (51/59), vrstevnatymi epitely (50/58), hyperprolifera¢nimi keratinocyty
(48/56) a jednoduchymi epitely (45/52 a 46/54). Keratin 40 kDa se nachazi ve vétsiné epiteld kromé epidermu
dospélych (3,4).

Buriky Zlu¢ovodu v jatrech vykazuji stredné silnou aZ silnou reakci barveni, zatimco hepatocyty vykazuji slabou
az stfedné silnou, pfevazné membranovou reakci barveni.
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Literatura

Abnormalni tkané: Co se tyce patologickych tkani, Listrom a Dalton (7) testovali klony AE1/AE3 u vice nez 60
$patné rozlisenych epitelialnich novotvart, lymfom, melanomu a sarkomu. Kromé zabarveni pouze 2/6 pfipadu
malobunééného karcinomu a 3/5 karcinomu urotelu bylo pfi studii zjiS§téno, Ze u vSech 34 epitelialnich novotvar(
se projevilo zabarveni. V pfipadé reakce zabarvila protilatka AE1/AE3 karcinomy z pfechodnych bunék pouze
slabé a zabarveni nadorovych bunék bylo difdzné cytoplazmatické nebo perinuklearni. Montag a kol. (8) zjistili,
Ze protilatka AE1/AE3 je citlivou reagencii pro klasifikaci difuzniho maligniho mezoteliomu sarkomatoidniho
(vietenobunicitého) typu (pozitivni v 30/30 pfipadech), zatimco jiné typy vietenobunigitych novotvar( byly
nereaktivni (0/49). Pfi srovnani s anti-EMA ve studii 87 novotvarl, véetné 48 adenokarcinom( rdznych typd,
Pinkus a kol. (6) zjistili, Ze protilatka AE1/AE3 barvi v 33 % pfipadd spolehlivéji nez anti-EMA.

Ackoliv 3 z 3 pfipadl chondroidniho chordomu a 1 z 8 pfipad( reagovaly s anti-AE1/AE3, zadné zabarveni

nebylo pozorovano u 25 neepitelidlnich novotvard véetné 4 pfipadl, v kazdém znich Slo o melanom a
glioblastom (7).
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