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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Melanosome, klon HMBA45, pfipravena k pouziti (Dako Omnis), je uréena
pro pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka je uzite¢na pfi identifikaci
melanocytud s tvorbou nezralych melanosomu v normalni kiizi a névu. Vysledky pomahaji pfi klasifikaci melanomu
a melanocytarnich lézi (1, 3, 5, 6). Diferenéni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou
interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim patficnych
kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dalSim diagnostickym testim provedenym
kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je uréena k pouZiti po primarni diagnéze tumoru provedené konvenéni
histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

PFitomnost antigenu indikuje aktivni tvorbu melanozomu a tedy melanocytickou diferenciaci (5). Je rovnéz
exprimovan v normalnich fetalnich melanocytech (2,3), nikoli vSak v normalnich klidovych melanocytech, bez
ohledu na stupen pigmentace (1,3,6). PFi aktivaci mohou melanocyty reexprimovat antigen definovany protilatkou
HMBA45 (jelikoz je exprimovan ve fetalnich melanocytech). Tyto melanocyty jsou aktivovany rGznymi podnéty.
HMB45-pozitivni buriky byly napfiklad detekovany ve tkani pfekryvajici nebo sousedici se zrnitou tkani,
hemangiomy, stromatem nador( bohatym na cévy a karcinomem z bazalnich bunék (5-8). Vlasové folikuly jsou
obc¢as zabarveny v souvislosti se stimulovanymi melanocyty (1). Pozitivni barveni HMB45 nebylo pozorovano u
melanocytd v pihach nebo prekryvajicich fibroblastickych novotvarech, jako jsou keloidy, dermatofibromy a staré
fibrotické hemangiomy (8). Zda se, Ze nemelanocytické normalni tkané s protilatkou HMB45 nereaguiji.

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 souéasti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku,
Postup barveni, Kontrola kvality, ReSeni problémul, 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 NaNs.

Klon: HMB45. Izotyp: 19G1, kappa.
Vytazek z metastaz pigmentovaného melanomu z lymfatickych uzlin.

Bylo prokazano, ze anti-melanozom, HMB45 reaguje s 10 kD segmentem sialyzovaného glykokonjugatu citlivého
na neuraminidazu, ktery se nachazi v prekurzorech melanozomu a v rannych stadiich melanozomu (nezralych
melanozomech) (2-4)

1. K diagnostice 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 sloucenina mlze reagovat s olovem a médi
v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovl. P¥i likvidaci splachujte dostate¢nym
mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kov{ v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plivodu je nutno dodrZzovat spravné postupy zachazeni.
5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasaZeni o€i nebo pokozky.
6. Nespotifebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi pfedpisy.

Skladujte pfi teploté 2-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace
uvedeném na lahvi¢ce. Aplikaéni stabilita je 280 hodin. Aplikaéni 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 vzorkl
pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neoCekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami
laboratornich postupli, a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obrat'te 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 (kéd GA750)

25minutova inkubace

Vizualizace

EnVision FLEX (k6d GV800) + EnVision
FLEX+ Mouse LINKER (kod GV821)

Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer:
20 min; Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo

Hematoxylin (kdd GC808)

3minutova inkubace

Kontrolni tkan

Melanom

Cytoplazmatické zabarveni

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (kod K8020) Doporuc¢eno kvdli lepsi pfilnavosti
fezl tkani k podloznim skltm.
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

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

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

Predbézné zpracovani: Je vyzadovano prfedbézné zpracovani tkarnovych fezl 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 provadeéji v pfistroji Dako Omnis. Viz Zakladni uzivatelska
pfirucka Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkarfové Fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného
imunohistochemického barveni nevyschly. Z divodu vyssi pfilnavosti fezu 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 inkubaéni doby.
Podrobné pokyny ke vkladani podlozZnich skel a pInéni Cinidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfirucce Dako
Omnis. Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven protokol, kontaktujte technickou podporu vyrobce Dako.
VSechny kroky inkubace se provadéji pfi teploté 32 °C v pfistroji Dako Omnis.

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

Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kod 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 ¢inidlo pro negativni kontrolu je nutno testovat
vzdy sou€asné pouzitim stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat
buriky melanomu a tyto burky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v Casti
~Charakteristiky u¢innosti“. Doporuc¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control, Mouse
(Dako Omnis), kéd GA750.

Bunécny barvici vzor je cytoplazmaticky.

Normaini tkané: Mezi normalni tkané, které s protilatkou anti-melanozom, HMB45 vykazuji pozitivni zabarveni,
patfi melanocyty (fetalni a subset, melanocyty obsahujici nezralé melanozomy), retinalni pigmentové epitely
(prenatéini a infantilni). Mezi negativni tkané patfi nadledvina, mozek, prs, Zluénik, zaZivaci trakt, ledvina, jatra,
plice, lymfoidni tkan, mezenchymalni buriky, slinivka bfisni, periferni nervova tkan, retinalni pigmentové epitely
(dospélého ¢loveéka), slinna zlaza, kGze (melanocyty, normalni klidové, melonofagy, Langerhansovy burky,
keratinocyty, vlasové folikuly, kozni nervy, potni Zlazy, mazové Zlazy) a varlata.

Abnormalni tkané: Anti-melanozom, HMB45 barvi 245/256 (95,7 %) melanoml (kromé desmoplastickych
(1,3,5,6,9-14) a 245/291 (84,2 %) melanomu (v€etné desmoplastickych) (1,3,5,6,9, 13,14). Melanocyticka
atypicka hyperplazie (2/2) (1), melanocyticky infantilni neuroektoderm (1/1) (6), angiomyolipom ledvin (27/29)
(11,12) a rGzné névy (218/228) (1,5,6,10) se barvi protilatkou anti-melanom, HMB45. U melanomu vykazuji
neoplastické buriky stfedné silnou az silnou reakci barveni.
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Vysvétlivky k symboliim

Katalogové ¢islo /ﬂ/ Teplotni rozmezi od do VD In vitro diagnosticky zdravotnicky prostfedek
Vyrobce LOT Cislo 8arze W Obsah postadujici pro <n> testu
Pouzitelné do [:Ii] Viz navod k pouziti m Autorizovany zastupce v Evropské unii
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