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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni Rabbit Anti-Human Cyclin D1, klon EP12, Ready-to-Use (Dako Omnis), je ur¢ena pro pouziti
v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka znaci bufky exprimujici cyklin D1
ve tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (1). Diferenéni klasifikaci nadord 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 ur€ena k pouziti po primarni
diagnéze tumoru provedené konvencéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

PRAD-1, CCND1, Bcl-1 (1).

Cyklin D1 je protein o molekulové hmotnosti 36 kDa kédovany genem CCND1 (bcl-1) umistény na chromozomu
11913. Cyklin D1 se spojuje s cyklin-dependentnimi kinazami (CDK) CDK4 a CDKG6 a aktivuje je (1-3). Protein
pusobi jako CDK-dependentni regulator bunééného cyklu fosforylaci a inaktivaci proteinu retinoblastom, ¢imz
umoziuje progresi pfes G1-S fazi bunécného cyklu (1-3). Cyklin D1 se také podili na bunécném cyklu funkci
nezavislych na CDK, véetné asociace a regulace fady transkripénich faktor(i a transkripénich koregulatort. Je
prokazano, ze se cyklin D1 zapojuje do regulace bunéfného metabolismu, diferenciace tukovych bunék
a migrace bunék (1-3). Nadmérna exprese cyklinu D1 se poji s tumorigenezi, pficemz genova amplifikace
CCND1 anebo nadmérna exprese byla prokazana v fadé lidskych neoplazmat (1, 4-6).

Protilatky k cyklinu D1 se ukazaly jako napomocné pfi klasifikaci lymfomu z plastovych bunék (1,7,8) .

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, Re$eni problémd, Interpretace zabarveni, Obecna omezeni.

Monoklonalni krali¢i protilatka pfipravena k pouziti, dodana v kapalné podobé v pufru obsahujicim stabilizujici
protein a 0,015 mol/l azidu sodného.

Klon: EP12.
Synteticky peptid odpovidajici reziduim pobliz C-konce lidského cyklinu D1.

V testech Western blot s bunéénymi lyzaty MCF7 oznacuje protilatka velky pruh o molekulové hmotnosti zhruba
36 kDa, odpovidajici pfedpokladané molekulové hmotnosti cyklinu D1.

1. Pro diagnostiku in vitro.
2. Urceno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNjs), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu
sodného v produktu neni sice klasifikovana jako nebezpec€na, nicméné sloucenina mlze reagovat s olovem
a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovd. Pi likvidaci splachujte
dostate€nym mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azid kovl v potrubi.

4.  Jako u kazdého vyrobku biologického puvodu je nutno dodrzovat fadna bezpeénostni opatreni.
5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostiedky, 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. Aplikacni stabilita je 80 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 vzork( pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neocekavané zabarveni, které
nelze vysvétlit zménami laboratornich postupu, a mate podezreni, ze se jedna o problém s protilatkou, obratte
se na technickou podporu spole¢nosti Dako.

P02729CZ_05/GA083 str. 1/4



Sablona protokolu
barveni*

Priprava vzorku

Postup barveni

Kontrola kvality

Interpretace zbarveni

Charakteristiky
ucinnosti

Krok Reagencie Protokol

Odparafinovani Clearify™(kod GC810) Vychozi

Predbézné EnVision FLEX, FLEX, High pH 30minutové tepelné indukované

zpracovani (kéd GV804) vyhledavani epitopu

Primarni protilatka | Ready-to-Use (kod GA083) 17,5minutova inkubace

Cinidlo pro FLEX Negative Control, Rabbit (kod GA600) | 17,5minutova inkubace

negativni kontrolu

Vizualizace EnVision FLEX (kéd GV800) + EnVision Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer:
FLEX+ Rabbit LINKER (kéd GV809) 20 min; Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo | Hematoxylin (kod GC808) 3minutova inkubace

Montaz Je vyZzadovana bezvoda permanentni Po vyjmuti nutno dehydratovat,
montaz vycistit a namontovat

Kontrola kvality Tkan Barvici vzor

Kontrolni tkan Mandle Nuklearni zabarveni

*Uzivatel se musi vZdy seznamit s pouzivanymi cinidly, ktera jsou uvedena v pfibalové informaci, a vyhledat si podrobnosti
v uZivatelskych priruckach Dako Omnis.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat k znaceni fezd tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.
Vzorky tkani je nutno roziezat na fezy o tloustce 4 um. Z dGvodu vyssi pfilnavosti fezd tkani k podloznim sklim
se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kod K8020.

Odstranéni parafinu, vyhledani cile, imunohistochemické barveni a kontrastni barveni se provadéji v pfistroji
Dako Omnis. V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubaéni doby.
Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven protokol, Ize jej stdhnout ze stranky Dako Omnis Protocol Update
(Aktualizace protokolu Dako Omnis) na webu www.agilent.com. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel
a pInéni Cinidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

Pristroj Dako Omnis zajisti, aby tkafové Fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného
imunohistochemického barveni nevyschly.

Predpusobeni: Odstranéni parafinu z tkanovych fezG FFPE se provadi pomoci roztoku Clearify, kod GC810.
Doporucuje se vyhledavani cile s tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci nafedéného
roztoku EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV804.

Vizualizace: Doporuceny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kod GV800 ve spojeni
se systémem EnVision FLEX+ Rabbit LINKER (Dako Omnis), kod GV809.

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

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

Pozitivni a negativni kontrolni tkané a také reagencie pro negativni kontrolu je nutno provadét vzdy soucasné
pouzitim stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a
buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkar v ¢asti ,Charakteristiky G¢innosti“.
Doporucené €inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Rabbit (Dako Omnis), kod GA600.

BunécCny barvici vzor je pfevazné nuklearni.

Normalni tkané: Suprabazalni vrstva epitelu mandli vykazuje stfedné silnou az silnou reakci zabarveni, zatimco
rozptylené endotelialni buriky vykazuji slabou az stfedni reakci zabarveni (9).

Typ tkané Oznacené prvky tkané Typ tkané Oznacené prvky tkané
(pocet (pocet
testovanych) testovanych)
Brzlik (3) 3/3 lymfoidni buriky (< 1 %), Pankreas (3) 3/3 epitelialni buriky (25-30%),
jaderné jaderné
Déloha (3) 3/3 endometrialni epitelidlni Plice (3) 1/3 alveolarni epitelidini buriky
buriky a stromalni buriky (30 %)
(<5 %), jaderné 2/3 alveolarni epitelialni buriky
(10-20 %)
Délozni hrdlo (2) 1/2 bazalni epitelialni buriky Prostata (3) 1/3 Glandularni epitelialni
(10%), jaderné buriky a stromalni buriky
1/2 bazalni epiteliaini buriky (10 %), jaderné
(40%), jaderné 1/3 Glandularni epiteliaini
buriky a stromalni bunky
(<5 %), jaderné
1/3 Glandularni epitelialni
buriky (< 10 %), stromaini
bunky (< 5 %), jaderné
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Hypofyza (3)

1/3 epitelialni buriky (< 10 %),
jaderné

2/3 epitelidini buriky (40 %),
jaderné

Prs (2)

1/2 duktalni epitelidlni buriky
(< 10%), jaderné

1/2 duktalni epitelidlni buriky
(< 1%), jaderné

(20-30 %), jaderné, stromalni
bunky (vzacné), jaderné

Jatra (3) 1/3 parenchymaini epitelialni Pristitna téliska (3) 1/3 epitelialni bunky (< 1 %),
bunky (20 %), jaderné jaderné
2/3 parenchymalni epitelialni 1/3 epitelialni bunky (< 5 %),
bunky (< 1 %), jaderné jaderné
1/3 epitelialni buriky (< 30 %),
jaderné
Jicen (3) 3/3 epitelialni buriky Slezina (3) 1/3 lymfocyty a litoralni buriky

(10 %), jaderné
2/3 lymfocyty a litoralni buriky
(5 %), jaderné

Kostni dfen (3)

1/3 myeloidni buriky (< 1 %),
jaderné

Slinna zlaza (3)

2/3 Glandularni epitelialni
bunky (< 5 %), jaderné
1/3 Glandularni epitelialni
buriky (10 %), jaderné a
cytoplazmatické

Kuze (3) 1/3 skvamozni epitelialni Sval srdecni (3) 1/3 buriky srde¢niho svalstva
buriky (30—40 %), jaderné (< 10 %), jaderné, buriky
1/3 skvamozni epitelialni pojivové tkané a stromalni
bunky (< 5 %), jaderné buriky (< 5 %), jaderné
1/3 pojivova tkan (< 5 %)
Ledvina (3) 1/3 epitelialni bunky (< 5 %), Sval, kosterni (3) 0/3
jaderné
2/3 epitelialni buriky
(10-20 %), jaderné
Maly mozek (3) 2/3 astrocyty (>1 %), jaderné Stitna Zlaza (3) 2/3 Folikularni epitelialni buriky
a stromalni bunky (< 1 %),
jaderné
Mandle (3) 3/3 epitelialni buriky (30 %), Tenké stfevo (3) 3/3 epitelialni buriky krypt
jaderné, lymfocyty (vzacné), (40-50 %), jaderné
jaderné
Mezotelialni buriky (3) | 0/3 Tlusté strevo (3) 3/3 epitelialni buriky (20-30 %),

jaderné, stromalni buriky
(vzacné), jaderné

Mozek (3)

2/3 vzacné pozitivni buriky
(<1 %), jaderné

Vajednik (3)

2/3 stromalni buriky vaje¢niku
(vzacneé), jaderné

bunky (< 1 %), jaderné
1/3 Schwannovy buriky
(<5 %), jaderné

Nadledvina (3) 1/3 epitelialni bunky (< 1 %), Varlata (3) 3/3 stromalni buriky (< 1 %),
jaderné jaderné
Nerv periferni (3) 1/3 mezenchymalni epitelialni | Zaludek (3) 2/3 epitelialni buriky (< 5 %),

jaderné

Poznamka: Oznaceni endotelialnich bunék bylo zjisténo u vétSiny normalnich testovanych tkani.

1. Monoclonal Rabbit Anti-Cyclin D1, Clone EP12: Report of Normal Tissue Immunohistochemical Testing

Using Dako Monoclonal Rabbit Anti-Human Cyclin D1, Clone EP12. 2011. Report on file, Dako, D03559.
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Protilatka Monoclonal Rabbit Anti-Human Cyclin D1, klon EP12 has byla vytvofena ve spolecnosti Epitomics
Inc., pomoci vlastni technologie na pfipravu krali€i monoklonalni protilatky chranéné patenty €. 5,675,063 a
7,402,409.
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