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Pro diagnostiku in vitro.

Protilatka FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Melan-A, Clone A103, Ready-to-Use (Link) je uréena pro pouZiti v imunohistochemii
(IHC), spole¢né s barvicimi pfistroji Autostainer Link. Tato protilatka je uzite¢na pfi klasifikaci melanomu (1, 2), adrenokortikalnich
karcinomu (3, 4) a angiomyolipom (5). Diferenéni klasifikaci napomahaiji 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 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.

MART-1

Melan-A, ktery byl izolovany jako melanom specificky antigen, je transmembranovy protein skladajici se z 118 aminokyselin s neurcitou
funkci (1). Gen Melan-A byl klonovany z lidské melanomové bunééné linie a jeho exprimovani na melanomech je rozpoznatelné
autolognimi cytotoxickymi T burikami (6). Melan-A se vyskytuje na pokoZce, sitnici a u vétS§iny melanocytl a melanom(, zatimco
vétSina jinych testovanych tkani a druhG rakoviny neexprimovala melan-A (1, 6, 7). Melan-A se vSak muze vyskytovat
v angiomyolipomech (5). Spole¢né s Melan-A bylo identifikovano sedm dal$im protilatek melanomu: MAGE-1, MAGE-3, tyrosinaza,
gp100, gp75, BAGE-1 a GAGE-1, které jsou vSechny rozpoznatelné autolognimi cytotoxickymi T burfikami (1).

V priru¢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, Re$eni problémd, 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: A103. Izotyp: IgG1, kappa.

Rekombinantni protein exprimovany v E. coli odpovidajici Melan-A (1).

V testech Western blot bunéénych lyzatt z melan-A mRNA pozitivnich bunéénych linii znacila protilatka proteinovy doublet s hmotnosti
20-22kDa, zatimco u melan-A mRNA negativnich buné¢nych linii nebylo pozorovano zadné zabarveni (1).

V imunoprecipitatech z melan-A pozitivhich bunéénych linii SK-MEL-13 a SK-MEL-19 znacila protilatka proteinovy doublet s hmotnosti
20-22 kDa, ktery odpovida melanom-A, zatimco u melan-A mRNA negativnich melanomovych bunéénych linii nebyla pozorovana
zadna precipitace (1).

1 Pro diagnostiku in vitro.

2. Ur€eno pro profesionalni uzivatele.

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

v potrubi.
4. Jako u kazdého vyrobku biologického plivodu je nutno dodrZzovat fadna bezpecnostni opatieni.
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.

Skladujte pfi 2-8 °C. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvi¢ce. 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 neocekavané zabarveni,
které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupli, a mate podezfeni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou
podporu spoleénosti Dako.

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

Je vyzadovano predbézné zpracovani tepelné indukovanym odmaskovanim (HIER) pouzitim Dako PT Link. Podrobné informace viz
navod k pouziti pfistroje PT. Optimalnich vysledkd bylo dosazeno predbéznym zpracovanim tkani pomoci EnVision FLEX Target
Retrieval Solution, High pH (50x) (k6d K8004).

Rezy zalité v parafinu: Doporuéuje se provadét pfedbézné zpracovani parafinovych tkarovych fezd, fixovanych ve formalinu pomoci
postupu pfipravy 3 v 1 pro Dako PT Link. Po barveni je tfeba fezy dehydratovat, vy€istit a montovat za pouziti permanentni montazni
metody.

Rezy zbavené parafinu: Doporuéuje se provadét predb&zné zpracovani odparafinovanych tkariovych fezd, fixovanych ve formalinu
pomoci Dako PT Link a postupovat podle postupu popsaného pro parafinové fezy. Po obarveni se musi sklicka namontovat pomoci
vodné nebo permanentni montovaci metody.

Tkanové fezy nesméji béhem zpracovani ani béhem nasledného imunohistochemického barveni vyschnout. Z divodu vy$si pfilnavosti
fezy tkani k podloZnim sklim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides (kdd K8020).

Doporuceny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH (Link) (kéd K8000). V softwaru pfistroje Autostainer Link jsou predem
naprogramovany kroky barveni a inkubacni doby. Reagencii se doporuéuje aplikovat v objemu 1 x 200 pl nebo 2 x 150 pl na jeden
podlozni preparat. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a ¢inidel naleznete v uzivatelské pfiru¢ce k barvicimu automatu
Autostainer Link. Pokud neni na pouzivané platformé pfistroje Autostainer protokol nainstalovan, kontaktujte technickou podporu
spole¢nosti Dako. V8echny kroky inkubace se provadéji za pokojové teploty.

Optimalni podminky se mohou lisit podle vzorku a zpusobu pfipravy a kazda laboratof si je musi zjistit zvIast.

Doporucuje se provést kontrastni barveni v hematoxylinu pouzitim EnVision FLEX Hematoxylin (Link) (kéd K8008).

Tkané pro pozitivni a negativni kontrolu a také €inidlo pro negativni kontroluje nutno testovat vzdy sou€asné pouzitim stejného protokolu
jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat normalni buriky kize a maligni melanom a buriky/struktury musi
zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkar v ¢asti ,Charakteristiky uc¢innosti“. Doporu¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je
FLEX Negative Control, Mouse (Link) (kod IR750).

Bunécny barvici vzor je cytoplazmaticky.
Normalni tkané: Protilatka znaci pokozku, ale Zaludek, tra¢nik, plice, jatra, slezina, varlata, mo€ovy méchyf, prs, vajecniky, hladké svaly

a tukova tkan protilatkou znacené nebyly (1, 5). Buriky kury nadledviny, produkujici steroidy, vajecniky a varlata protilatka znacila (2).
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U metastazujicich melanomu bylo 16/21 pfipadu oznacenych protilatkou, pfi¢emz vykazovaly pozitivni homogenni, cytoplazmatické
zabarveni v > 80-90 % melanomovych bunék, s vyjimkou jedné, kter& vykazovala ohniskové zabarveni (1). V jiné studii 10 benignich
melanocytickych név, 10 primarnich melanomu a 75 metastazujicich melanom, znacila protilatka 10/10 benignich melanocytickych
név, 7/10 primarnich melanom( a 61/75 metastazujicich melanomu (2).

Mezi 111 karcinomy, zejména adenokarcinomy a karcinomy ze skvamoéznich bunék, 40 nador(i ze zarode¢nych bunék a 33 ruznych
nemelanocytickych epiteloidnich nadord, nebyl protilatkou znaceny Zzadny. Protilatka znacila 5/5 adenom( kiry nadledviny,
16/16 primarnich a 13/13 metastazujicich karcinoml kury nadledviny a také 4/4 nadord z Leydigovych bunék varlat a 3/4 nadorli ze
Sertoliho-Leydigovych bunék vaje¢nikd (3). V jiné studii 316 pfipad(, v€etné 21 nadorud kary ledviny, 16 karcinoml metastazujicich do
nadledviny, 10 feochromocytomd a 269 extra-nadledvinovych karcinoml, znacila protilatka 14/14 adenomy kiry nadledviny,
717 karcinomu kdry nadledviny, 0/16 karcinomlv metastazujicich do nadledviny a 0/10 feochromocytomu. Z 269 extra-nadledvinovych
karcinomu byl ozna¢en pouze jeden sérézni karcinom vajecniku (4).

Ve studii 18 angiomyolipom oznacila protilatka véech 18 (5). V jiné zpravé byly touto protilatkou oznaceny v§echny tfi angiomyolipomy (2).
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