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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Polyclonal Rabbit Anti-S100, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen pro pouziti v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistrojem Dako Omnis.
Tato protilatka znaci buriky exprimujici S100, téZ je vhodna ke klasifikaci S100 pozitivnich neoplazmatu, napfiklad maligni melanom (1, 2),
Langerhansovy histiocytézy (3), chondorblastom (4) a schwanom (5). 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 testim provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je urc¢ena k pouziti po
primarni diagnéze tumoru provedené konvenéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

S100 je multigenni rodina s nizkou molekulovou hmotnosti (Mr mezi 9 000 a 13 000) spojujici Ca** proteiny. Rodina obsahuje 19 &len(, které jsou
diferencialné exprimovany ve velkém poctu typd bunék. Proto je S100B (dfive S1008) nejc¢astéjsi v gliovych burikach centralniho a periferniho
nervového systému, v melanocytech, chondrocytech a adipocytech, zatimco S100A1 (dfive S100A/S100a) je nejcastéjsi v kardiomyocytech,
v pomalych burikach kosternich sval(, slinnych epitelovych burikach a v ledvinovych burikach. Dodate¢né byl S100B nalezen v nadorovych
burikach a v subpopulaci neuronu zatimco S100A1 byl téz zjistény u hipokampalnich neuront. S100A6 je exprimovan fibroblasty a burikami
hladkého a srde¢niho svalu (5)

Cleny rodiny S100 byly implikovany v Ca?* -dependentnich regulacich pfi rozlignych intracelularnich &innostech, napf. proteinova fosforylace,
burikova proliferace (véetné neoplastické transformace) a diferenciace (7).

Panel protilatek véetné Dako Polyclonal Anti-S100 byl aplikovan prostfednictvim skupiny International Lymphoma Study Group pro klasifikaci
nadord u podezielych histiocytovych/dendritickych bunék (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
soucasti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku, Postup barveni, Kontrola kvality, ReSeni problém, Interpretace zabarveni, Obecna omezeni.

Polyklonalni krali¢i protilatka pfipravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho proteinu a 0,015 mol/l azidu
sodného.

S$100 izolovany z mozku kravy.

Protilatka je absorbovana v pevné fazi s lidskou plazmou a proteiny kravského séra.

Ve Western blotu purifikovanych lidskych rekombinantnich S100 protein, znacila protilatka silné S100B, slabé S100A1 a velmi slabé S100A6. U
ostatnich testovanych S100 proteini, S100A2, S100A3 a S100A4, nebyla zaznamenana Zadna reakce (8).

V nepiimé ELISE neprokéazala protilatka zadnou reakci s lidskou plazmou a kravskym sérem.

Pomoci IHC bylo prokazano, Ze na tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu protilatka zkfizené nereaguje s S100 ekvivalentem
lidského proteinu.

1. Pro diagnostiku in vitro.

2. Urceno 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 nebezpecna, nicméné sloucenina mize reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy
téchto kovu. Pri likvidaci splachujte dostateénym mnoZstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidu kovl v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického pivodu je nutno dodrzovat fadna bezpe€nostni opatieni.

5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedo$lo k zasazeni oi 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 lahvi¢ce. Aplikaéni
stabilita je 375 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 neocekdvané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami
laboratornich postup(, a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti Dako.

Krok Komentare
Fixace/zaliti Fixovano ve formalinu, zalito v parafinu Odstranéni parafinu v pfistroji
Predbézné zpracovani EnVision FLEX, FLEX, High pH (kéd GV804) 30 min HIER

Protilatka Ready-to-use 17,5minutova inkubace
Negativni kontrola FLEX Negative Control, Rabbit (kéd GA600) 17,5minutova inkubace
Vizualizace EnVision FLEX (kéd GV800) Blok: 3 min; Polymer: 20 min; Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo Hematoxylin (k6d GC808) 3minutova inkubace

Tlusté stfevo

Kontrolni tkan Nuklearni a cytoplazmatické zabarveni

Sklicka FLEX IHC Microscope Slides (kéd K8020) Doporuceno kvli lepsi pfilnavosti fezl 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 ur&enych pro pfisluny pistroj

*Uzivatel se musi vZdy seznamit s podrobnymi pokyny k barvicimu postupu a s pokyny tykajicimi se zachazeni s produktem, které jsou uvedené v piibalové
informaci.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouZivat k znaceni fezli tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky tkani je nutno rozfezat na fezy o
tloustce 4 um.

Predbézné zpracovani: Je vyZzadovano predbézné zpracovani tkafiovych fezl fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu tepelné indukovanym
vyhledavanim epitopu (HIER). Doporucuje se pfedbézné zpracovani tkani HIER pomoci nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kod GV804. Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledani cile se provadéji v pfistroji Dako Omnis. Viz
Zakladni uzivatelska pfirucka Dako Omnis.

Pristroj Dako Omnis zajisti, aby tkariové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni nevyschly. Z divodu
vy$3i prilnavosti fezd tkani k podloZnim skiim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kod K8020.

Program: V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubacni doby. Podrobné pokyny ke vkladani
podlozZnich skel a pInéni cinidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis. Pokud neni v syst¢ému Dako Omnis pfipraven protokol,
kontaktujte technickou podporu vyrobce Dako. V&echny kroky inkubace se provadéji pfi teploté 32 °C v pfistroji Dako Omnis.

Vizualizace: Doporuceny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH, (Dako Omnis), kéd GV80wO. 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.
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Montaz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vyc€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 s pouzitim stejného
protokolu jako vzorek pacienta. Tkar pro pozitivni kontrolu musi obsahovat buriky tracniku a tyto buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak
je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky ucinnosti“. Doporu¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Rabbit (Dako
Omnis), kéd GA600.

Interpretace zbarveni Buriky znacené protilatkou zobrazuji cytoplazmatické a nuklearni zabarveni.

Charakteristiky ucinnosti Normalni tkdné: Pozitivni znaceni protilatkou se prokazalo pfi nékterych Langerhansovych burikdch a melanocytech pokozky, pfi interdigitujicich

retikuldrnich burikach v lymfatickych uzlinach, pfi dreriovych epitelovych retikularnich burikach v tymusu, pfi chondrocytech v chrupavkach, pfi
adipocytech, v nékterych, ale ne pfi jinych biopsiich myoepitelovych burikach v slinnych Zldzach a prsech, folikulostelatovych burikach hypofyzy a
pfi Schwanovych a gliovych burikach nervové tkané. Slabé znacgeni bylo prokazano u epitelovych bunék prsnich a potnich Zlaz. Negativni reakce
s protilatkou byla prokézana v normalnich hepatocytech, v epitelu Zlu¢ovodu, v epitelu Zluéniku, jicnu, Zaludku a v epitelu tenkého a tlustého
stfeva, v ledvinovém epitelu a v urotelovych a endotelovych burikach (9). Satelitni buriky perifernich nervd plexus Auerbachi tlustého streva
vykazuji stfedné silnou az silnou jadrovou a cytoplazmatickou reakci zabarveni, zatimco adipocyty a gangliové buriky v plexus Auerbachi vykazuji
slabou az stfedné silnou jadrovou a cytoplazmatickou reakci zabarveni.

Abnormalni tkdné: U malignich melanomu protilatka znacila 31/31 (100 %) konvenénich koznich melanomU, 23/24 (96 %) metastatickych
melanomu, véetné 10 amelanotickych, 6/6 dezmoplastickych a 1/1 myxoidniho maligniho melanomu. Ve vSech pfipadech 30 benignich
a 15 dysplastickych név bylo prokazano univerzalni homogenni znaceni (1). V jiné studii primarnich malignich koZnich melanomt (2), bylo 67/67
(100 %) pfipadt oznacenych s protilatkou, véetné 5/5 vietenovitych bunék a dezmoplastickych nadort V 27 pripadech Langerhansovych
histiocytéz bylo protilatkou oznacenych 88,5 %, vcetné lokalizovanych a dislokalizovanych onemocnéni (3). U 30 prozkoumanych
chondroblastomt se u v8ech prokazalo silné znaéeni chondroblastl protilatkou (4). S protilatkou bylo oznaéenych 12/12 typicky benignich
schwanom( a téz 2/4 malignich schwanom. 6/6 neurofibromt prokézalo slabou expresi S100, s vyjimkou nékterych izolovanych bunék a nékolika
procesech v Uhorfovitych burikach, které byly zfetelné oznaceny (5). S100 byl exprimovan 15 ze 133 non-melanocytovych primarnich koznich
neoplazem, napf. 7/16 ekrinnich karcinomech, 2/8 metastatickych visceralnich karcinomu, 2/2 malignich schwanom( a 4/5 leiomyosarkomu (2).
Protilatka oznacila 24/25 (84 %) adenokarcinoml vajec¢nikt, 12/15 (80 %) adenokarcinomu slinnych Zzlaz, 28/36 (78 %) adenokarcinomu
endometria, 15/23 (65 %) adenokarcinomi ledvin, 12/20 (60%) adenokarcinomu prst, 7/28 (25 %) adenokarcinomu tlustého stfeva/konecniku,
2/10 (20 %) adenokarcinomu Zaludku a 2/27 (7 %) adenokarcinomu plic. V této studii nebyly adenokarcinomy jicnu, Zluéniku, pankreasu a prostaty
oznadeny. Vétsina primarnich neoplazem, které exprimovaly S100, byly taktéZz oznaceny na tento protein v metastatickém ohnisku (10). 7/60
(12 %) rhabdomyosarkomul bylo oznaéenych protilatkou. Nadory oznac¢ené latkou S100 byly téZ pozitivni na vimentin a dezmin (11).
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