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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen pro pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né
s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka znaci standardni a mutaéni proteiny p53 a je vhodna pro vysetfovani akumulace p53 v lidskych
neoplaziich (1, 2). Diferenéni klasifikaci nadord napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho
nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim patfi¢nych 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.

p53 je nuklearni fosfoprotein s molekularni hmotnosti 53 kDa. Protein p53 divokého typu se nachazi v rGznych normalnich burikach,
tento protein ma vSak velmi kratky polo€as rozpadu a proto je pfitomny jen v minutovych mnozstvich (1), vSeobecné pod detekéni urovni
imunohistochemickych metod (3). Somaticka mutace genu p53 je velmi €astym jevem v ramci vyvoje lidské neoplazie, a protoze mutaéni
proteiny p53 jsou o mnoho stabilnéj$i, nez standardni proteiny p53, mutaéni protein p53 se akumuluje do vysokych urovni (1).
Akumulace proteinu p53 byla zpozorovana v 76% z 212 pfipadu lidskych malignich lézi, véetné karcinomu prsu, tlustého stfeva a
Zaludku, melanomu, embryonalniho karcinomu varlat, pfechodového karcinomu mocového méchyre, karcinomu délohy a sarkomu
mékkeé tkané (4).

Standardni protein p53 funguje jako faktor transkripce, t. j. jako modulator, ktery mize dulezité geny zapnout nebo vypnout. Téz
potlacuje replikaci DNA a predstavuje kontrolni bod kontrolni molekuly bunééného cyklu. Protein p53 se kromé& uvedeného aktivuje i
v ramci regulace apoptdzy. V ramci transfekénich testl se protein p53 divokého typu chova jako supresor nadoru, zatimco mutaéni p53
se chova jako dominantni transformaéni onkogen (1).

V pFiruéce General Instructions for Inmunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni) spole¢nosti Dako
nebo v ndvodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se téchto témat: Princip metody, Potfebné materialy,
které nejsou souéasti dodavky, Skladovani, Piprava vzorku, Postup barveni, Kontrola kvality, Re$eni problémd, Interpretace zabarventi,
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: DO-7 (1). lzotyp: 1gG2b, kappa.
Rekombinantni lidsky protein p53 divokého typu (1).

V ramci analyzy Western blot lyzatu bunécné linie lidského vulvalniho karcinomu A431 tato protilatka znaci pruh s molekulovou
hmotnosti 53 kDa, coz odpovida mutaénimu typu p53, ktery se nachazi v A431. Epitop rozpoznany touto protilatkou se nachazi mezi
N—-koncovymi aminokyselinami 1 a 45 a pravdépodobné i mezi aminokyselinami 37 a 45 lidského proteinu p53 (1).

Analyza SDS-PAGE imunousazenin vytvorenych mezi lyzatem bunécné linie rakoviny prsu BT474 a protilatkou vykazuje reakci
s proteinem 53 kDa, coz koresponduje s p53 (1).

V ramci imunohistochemie tato protilatka zna¢i mutantni typ p53 v bunééné linii A431 a divoky typ p53 v bunééné linii SVK14
(SV40-transformovana linie keratinocytd) (1).

1. Pro diagnostiku in vitro.

2. Urc€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 nebezpec¢na, nicméné slou¢enina mize 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 azidi kovu
v potrubi.

4.  Jako u kazdého vyrobku biologického plivodu je nutno dodrZzovat 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 predpisy.

Skladujte pfi teploté 2-8 °C. B&hem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvicce.
Aplikacni stabilita je 375 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 souc¢asné s testovanim vzork( pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neotekavané zabarveni, které
nelze vysvétlit zménami laboratornich postupt, a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu
spolec¢nosti Dako.

Krok Komentare
Fixace/zaliti Fixovano ve formalinu, zalito v parafinu Odstranéni parafinu v pfistroji

Pfedb&zné zpracovani EnVision FLEX, FLEX, High pH (k6d GV804) 30 min HIER

Protilatka Ready-to-use 20minutova inkubace

Negativni kontrola FLEX Negative Control, Mouse (kéd GA750) 20minutova inkubace

Vizualizace EnVision FLEX (k6d GV800) Blok: 3 min; Polymer: 20 min; Chromogen: 5 min

3minutova inkubace
Nuklearni zabarveni

Kontrastni barvivo
Kontrolni tkar

Hematoxylin (kéd GC808)
Tlusté stfevo a adenokarcinom tlustého stfeva

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (kéd K8020) Doporuceno kvuli lep$i prilnavosti fezll tkani k podloznim sklum.

Montaz Je vyZadovana bezvoda permanentni montaz Po barveni je tfeba fezy dehydratovat, vycistit a montovat za pouziti
permanentni montazni metody

Vybaveni Dako Omnis Cinidla se dodavaji v ampulkach uréenych pro pfislugny 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 k znageni fezu tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky tkani je nutno rozfezat
na fezy o tloustce 4 um.

Predbézné zpracovani: Je vyzadovano predbézné zpracovani tkarnovych fezl fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu tepelné
indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER). Doporucuje se predbézné zpracovani tkani HIER pomoci nafedéného roztoku EnVision
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Postup barveni

Interpretace zbarveni

Charakteristiky ucinnosti

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 pfirucka Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkarfiové fezy béhem prfedbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni nevyschly.
Z duvodu vyssi pfilnavosti fezl 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 uzZivatelské pfiru¢éce Dako Omnis. Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven
protokol, kontaktujte technickou podporu vyrobce Dako. VSechny kroky inkubace se provadé;ji pfi teploté 32 °C v pfistroji Dako Omnis.
Vizualizace: Doporuéeny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH, (Dako GV800 Plus), kod 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.

Montéz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vy¢istit 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. Tkarn pro pozitivni kontrolu musi obsahovat tlusté stfevo a adenokarcinom tlustého stfeva a
mandle a buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky u¢innosti“. Doporu¢ené
¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control, Mouse (Dako Omnis), kéd GA750.

Buriky oznacené protilatkou vSeobecné vykazuji nuklearni zabarveni, v nékterych pfipadech se v8ak vykazuje cytoplazmatické
zabarveni (5).

Normaini tkané: V normalnim a reaktivnim mezotelu protilatka oznacila 0/40 pfipadd, v 27 mezoteliomech byly normalini buriky (napf.
fibroblasty) a endotelové buriky negativni (2). V tlustém stfevu vykazovaly jen rozptylené benigni zakladni epitelové buriky slabou az
stfedné silnou reakci zabarveni jadra.

Abnormalni tkané: Ve folikularnim lymfomu byla zpozorovana narUstajici akumulace p53 v centroblastech s morfologickou progresi
vedouci k tomu, ze 1/16 pfipadu stupné I, 10/21 p¥ipadu stupné Il a k 6/6 pfipadu stupné Il bylo znaceno (4). V mezoteliomech tato
protilatka oznadila 7/26 pfFipadl epitelového typu (1 az 25 % oznacenych bunék), 1/7 pfipad( smiSeného typu (25 az 50 % oznacenych
bunék) a 1/3 pfipadd mezenchymalniho typu (vice nez 75 % oznacenych bunék) (2). Neoplastické buriky v adenokarcinomu tlustého
stfeva vykazuji stfedné silnou az silnou reakci zabarveni jadra.
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