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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human E-Cadherin, klon NCH-38, pfipravena k pouziti (Dako Omnis), je uréena
pro pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Protilatka je uzitenou pomuckou pfi
identifikaci bunék exprimujicich E-cadherin v normalnich a neoplastickych tkanich. Vysledky pfispivaji ke
klasifikaci duktalniho prsniho karcinomu (1). Diferenéni 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 testiim
provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je urCena k pouziti po primarni diagnéze tumoru
provedené konvenéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

E-CD, uvomorulin, L-CAM, Arc-1 nebo bunka CAM 120/180 (2-4)

E-cadherin je adhézni molekula transmembranové buriky o hmotnosti 120 kD. Gen byl lokalizovan na
chromozému 16g22.1. Svou extracelularni doménou se E-cadherin podili na meziburikovém spojeni
prostfednictvim vapnikem regulované homofilni interakce, zatimco ve své intracelularni doméné se E-cadherin
spojuje cytoskeletem aktinu prostfednictvim katenind. E-cadherin ma vyraznou funkci v intercelularni adhezi
epitelidlnich bunék, ve stanoveni epitelialni polarizaci, glandularni diferenciaci a rozvrstveni. Je vétSinou
lokalizovan v adherentnich spojich a koncentruje urokindzovy plazminogeni aktivator a epidermalni receptor
ristového faktoru na mista kontaktu bunék (5,6).

V pfiruéce 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 souc¢asti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku,
Postup barveni, Kontrola kvality, Re$eni problémil, Interpretace zabarveni, Obecna omezeni.

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: NCH-38 |zotyp: IgG1, kappa.
E-cadherin (uvomorulin) (9).

Anti-E-cadherin, NCH-38 rozpoznava zralou formu E-cadherinu o hmotnosti 120 kD a fragment o hmotnosti
82 kD v testech Western blot bunéénych lyzata A431 (9).

1. Kdiagnostice in vitro
2. Urc¢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 nebezpeéna, nicméné slou¢enina muze 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 pdvodu je nutno dodrzovat spravné postupy zachazeni.
5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasazeni oCi nebo pokozky.
6. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.

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 vzorkud
pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neoCekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami
laboratornich postupu, a mate podezieni, Zze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu
spole¢nosti Dako.
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Sablona protokolu

barveni*

Pfiprava 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 (kéd GV804)
Protilatka Ready-to-use 25minutova inkubace
Negativni kontrola FLEX Negative Control, Mouse (kod 25minutova inkubace
GA750)
Vizualizace EnVision FLEX (k6d GV800) + EnVision Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer:

FLEX+ Mouse LINKER (kéd GV821)
Hematoxylin (kdd GC808)
Tragnik a jatra

20 min; Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo 3minutova inkubace

Kontrolni tkan Cytoplazmatické/membranové

zabarveni

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (kod K8020) Doporuc¢eno kvuli lepsi pfilnavosti
fez(l tkani k podloznim sklim.

Montaz Je vyzadovana bezvoda permanentni Po barveni je tfeba fezy
montaz dehydratovat, vycistit a montovat za
pouziti 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 roziezat na fezy o tloustce 4 um.

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

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkafové Fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného
imunohistochemického barveni nevyschly. Z diivodu vy$$i pfilnavosti fezd tkani k podloznim sklim se doporuéuje
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 Cinidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako
Omnis. Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven protokol, kontaktujte technickou podporu vyrobce Dako.
V8echny kroky inkubace se provadéji pfi teploté 32 °C v pfistroji Dako Omnis.

Vizualizace: Doporuéeny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kéd GV800 v kombinaci
s EnVision FLEX+ Mouse LINKER (Dako Omnis), kod GV821. Vizualizace se provadi v pfistroji Dako Omnis.
Kontrastni barveni: Doporuéené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kdéd GC808. Kontrastni barveni
se provadi v pfistroji Dako Omnis.

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

Kontrola kvality: Tkané pro pozitivni a negativni kontroly a také Cinidlo pro negativni kontrolu je nutno testovat
vzdy sou€asné pouzitim stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat
buriky traéniku a jater a tyto buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkarn v ¢asti
+Charakteristiky u¢innosti“. Doporucené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control, Mouse
(Dako Omnis), kéd GA750.

Bunéc&ny barvici vzor je cytoplazmaticky a membranovy.

Normailni tkané: V traéniku vykazaly provazce epitelialnich bunék stfedné silnou az silnou reakci barveni.
V jatrech vykazuji hepatocyty a duktalni burnky stfedné silnou az silnou reakci.

Souhrn reaktivity normalni tkané

Typ tkané Oznacené prvky tkané Typ tkané Oznacené prvky tkané
(pocet (pocet
testovanych) testovanych)
Brzlik (3) Hassallova téliska - cortico reticular Plice (3) 3/3 alveolarni bronchialni epitelialni
(100 %), membrana a cytoplazma buriky (100%), membrana a cytoplazma
Déloha (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a Prostata (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a
cytoplazma cytoplazma
Délozni hrdlo 1/1 epitel (100 %), membrana a Prs (3) 3/3 epitelialni buriky (100 %),
(1) cytoplazma membrana a cytoplazma
Hypofyza (3) 0/3 PFistitna téliska 3/3 epitel (100 %), membrana a
3) cytoplazma
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Jatra (3)

3/3 hepatocyty, membrana a
cytoplazma
3/3 Zlu€ovody, membrana a cytoplazma

Slezina (3)

3/3 endotel cévek (50 %), membrana a
cytoplazma

Jicen (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a Slinna zlaza (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a
cytoplazma cytoplazma

Kostni dreri (1) 0/1 Sval srde¢ni (3) 0/3

Kuaze (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a Sval, kosterni (3) | 0/3
cytoplazma

Ledvina (3) 3/3 tubularni epitel (80 %), membranaa | Stitna zlaza (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a
cytoplazma cytoplazma

Maly mozek (3) 0/3 Tenké stfevo (3) | 3/3 epitel (100 %), membrana a

cytoplazma

Mandle (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a Tracnik (3) 3/3 epitelialni buriky (100 %),
cytoplazma membrana a cytoplazma
Mozek (3) 0/3 Vajecnik (3) 2/3 epitel v primarnich folikulech (<1-

100%), membrana a cytoplazma

Nadledvina (3) 3/3 epitel (50-80 %), membrana a Varlata (3) 0/0
cytoplazma }
Nervy, periferni 2/2 nerv (60 %), cytoplazma Zaludek (3) 3/3 epitel (100 %), membrana a

2)

cytoplazma

Pankreas (3)

3/3 epitelialni buriky (100 %),

membrana a cytoplazma

Abnormalni_tkané: Protilatka s oznacenim 203/204 invazivni duktalni karcinom prsu, 5/49 invazivni lobularni
karcinom prsu, 3/10 pleomorfni lobularni karcinom; 4/4 ptipady tubulolobularnich karcinoma prsu a 5/ 9 invazivni
karcinomy prsu s neurcitym zafazenim mezi lobularni a duktalni typ (1).

1.
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Singhai R, Patil V, Jaiswal S, Patil S, Tayade M, Patil A. E-Cadherin as a diagnostic biomarker in breast
cancer. North Am J Med Sci 2011; 3:227-33.
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