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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human p63 Protein, Clone DAK-p63, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen pro pouziti
v imunohistochemii, spolecné s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka znaci buriky exprimujici p63 v normalnich a
neoplastickych tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (FFPE). Diferen¢ni klasifikaci nadorl
napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit
morfologickym vysSetfenim s vyuzitim patficnych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze
a k dalSim diagnostickym testim provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je urc¢ena k pouziti po
primarni diagnéze nadoru provedené konvencni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych
zbarveni.

Nadorovy protein (p63).

Protein p63 patfi do genové rodiny p53, do které patfi také p73. Gen p63 kdduje nékolik izoforem: izoformy, které
obsahuji amino-terminalni doménu se silnou transaktivaci (izoformy TAp63) a izoformy bez této domény (izoformy
ANp63) (1-2). | kdyz izoformy TAp63 mohou transaktivovat cilové geny p53, napf. Bax a p21WAFCEPL 3 indukovat
apoptozu a zastaveni bunécného cyklu (3), neni P63 povazovan za nadorovy supresor (2). Tyto izoformy ANp63
pusobi dominantné negativnim zpisobem kompetici s cilovymi geny p53 a nepfimo podporuji rGst bunék tim, ze
pUsobi proti apoptéze a aktivaci zastaveni bunééného cyklu pomoci izoforem TAp63 a p53 (3-5).

P63 Ize nalézt v neinvazivnich epitelidinich nadorech, zatimco ztratu exprese p63 Ize nalézt v invazivnéjSich
nadorech, coz ukazuje, Ze ztrata p63 urychluje tumorigenezi a metastazy (3).

Casto se stava, ze nadory maji simultanni transkripéni up regulaci izoformy TAp63 i ANp63 s tim, Ze ANp63
pfevlada na urovni proteind. Nékteré rakoviny plic a spinocelularni karcinomy hlavy a krku vykazuji nadmérnou
expresi proteinu p63 spojenou s mirnym zvy$enim poctu kopii genu p63, ale hlavnimi izoformami p63 jsou izoformy
ANp63. Také u karcinoml nosohltanu a spinocelularniho karcinomu jicnu jsou izoformy ANp63 hlavnimi izotypy (2).
Lokalizace proteinu p63 previada v bazalnich burikdach normalniho epitelu v ektocervixu, jicnu, prostaté, kuzi,
mandlich, urotelu a vagingé, v bazalnich burikach zlazovych struktur prsu, prdduskach a prostaté. Protein p63 je
exprimovan v myoepitelidlnich burikach prsu (2).

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, FeSeni problému, interpretace zabarveni, obecna omezeni.

Monoklonalni mysi protilatka pfipravena k pouziti se dodavéa v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho
proteinu a 0,015 mol/l azidu sodného.

Klon: DAK-p63. Izotyp: 19G2a, kappa.
Synteticky peptid odvozeny z DNA-vazebné domény lidského proteinu p63 v jadru buriky.

V analyze Western Blot detekuje protilatka pasma podle ofekavanych molekularnich hmotnosti a podle vzorcl
exprese rGznych izoforem (izoformy TAp63 a ANp63) p63 v lyzatu bunéénych linii HCC1806 u skvamézniho
karcinomu a rakoviny tlustého stfeva.

1. Pro diagnostiku in vitro.

2. Uréeno 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 nebezpecnd, nicméné slou¢enina muze reagovat s olovem a médi
v odpadnim potrubi a vytvafet vysoce explozivni azidy téchto kovud. Pfi likvidaci splachujte dostate¢nym
mnozstvim vody, aby nedochéazelo k usazovani azidd kovu v potrubi.

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

Uchovavejte pfi 2-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na
lahvi€ce. Aplikaéni stabilita je 375 hodin. Aplikaéni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud se ¢Cinidla skladuji
za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita vyrobku by se
neprojevila zadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzorkd pacienta pozitivni a negativni
kontroly. Pokud zpozorujete neocekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupt, a mate
podezfeni, Zze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti Dako.
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Sablona protokolu
barveni*

Priprava vzorku

Postup barveni

Kontrola kvality

Interpretace zbarveni

Charakteristiky
ucinnosti

Krok
Deparafinizace

Protokol

Vychozi

30minutové tepelné indukované
vyhledavani epitopu

Reagencie
Clearify™(kéd GC810)
EnVision FLEX, Low pH (kéd GV805)

Predbézné
zpracovani

Primarni protilatka Ready-to-Use (kdd GA662) 25minutova inkubace

FLEX Negative Control, Mouse (k6d GA750)

Cinidlo pro 25minutova inkubace

negativni kontrolu

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

Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo Hematoxylin (k6d GC808) 3minutova inkubace

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

Kontrola kvality Tkan Barvici vzor

Kontrolni tkarn Mandle Nuclear. Cytoplazmatické zabarveni

bylo téZ hlaseno u abnormalni tkané

*Uzivatel se musi vZdy seznamit s pouzivanymi Cinidly, kterd jsou uvedena v pribalové informaci, a vyhledat si podrobnosti
v uZivatelskych priru¢kach Dako Omnis.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znaceni fezd tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky
tkani je nutno rozfezat na fezy o tloustce 4 um. Z divodu vys$$i 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 plnéni ¢inidel
naleznete v Zakladni uzivatelské pfirucce Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkanové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického
barveni nevyschly.

Predbézné zpracovani: Odstranéni parafinu z tkarovych fezd 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, Low pH (50x) (Dako Omnis), k6d GV805.

Vizualizace: Doporu€eny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kod GV800.
Poznamka: Pro HIER pouzijte EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV805.
Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808.

Montéz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vygistit a namontovat pomoci
metody permanentni montaze.

Pozitivni a negativni kontroly a také Cinidlo pro negativni kontrolu je nutno provadét vZzdy sou€asné pouZitim
stejného protokolu jako vzorky pacienta. Tkarn pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a buriky/struktury musi
zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky G¢innosti“. Doporuéené cinidlo pro
negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Mouse, (Dako Omnis), kod GA750.

Bunég&ny barvici vzor je nuklearni. Cytoplazmatické zabarveni bylo téZ hlaSeno u abnormalni tkané (6).

Normalni tkané: Skvamozni epitelialni buriky v mandlich vykazuji stfedné silnou az silnou nuklearni reakci zabarveni,
zatimco endotelialni buriky vykazuiji slabou aZ stfedné silnou reakci zabarveni.

Reaktivita normalni tkané (7).

vazivové tkané (<5 %)
1/3 Endometrialni buriky zlaz
(<5 %)

Typ tkané Pozitivni prvky tkané Typ tkané Pozitivni prvky tkané

(pocet testovanych) (pocet testovanych)

Brzlik (3) 3/3 Epiteliini buriky Periferni nervy (3) 0/3

Déloha (3) 1/3 Endometrialni buriky podptrné Plice (3) 3/3 Bazalni buriky v pruduskach a

bronchiolech (>90 %)

Délozni hrdlo (3)

1/3 Glandularni epitelialni buriky
(<10 %)
1/3 Glandularni epitelialni buriky

1/3 Glandularni epitelialni buriky
vE. bazalnich bunék (>20 %)
2/3 Buriky povrchového epitelu
(skvamozni bunécny epitel)

(pfedevsim bazalni buriky) (<10 %)

Prostata (3)

3/3 Bazalni/myoepitelové buriky
(>90 %)

(>50 %—>60 %)

#lazéach (>90 %)

1/3 Bazalni/myoepitelové buriky ve

(>90 %)
Hypofyza (3) 0/3 Prs (3) 3/3 Bazalni/myoepitelové buriky
(>90 %)
Jatra (3) 0/3 PFistitna téliska (3) 0/3
Jicen (3) 3/3 Povrchové epitelialni buriky Slezina (3) 0/3

Kaze (3)

3/3 Buriky povrchového epitelu

Stitna zlaza (3)

Kosterni sval (3) 0/3 Slinna zlaza (3) 3/3 Bazalni/myoepitelové buriky
(>75 %)
Kostni dren (3) 0/3 Srdce (3) 0/3

1/3 Thyroidni epitelialni buriky
(<5 00)

(skvamazni_ bunécny epitel)
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(>90 %)
3/3 Bazalni/myoepitelové bunky

(>90%)
Ledvina (3) 0/3 Tenké strevo (3) 0/3
Mandle (3) 3/3 Skvamozni epitelialni buriky Tracénik (3) 0/3
(>75 %)
Mozek, maly mozek (3) 0/3 Vajecnik (3) 0/3
Mozek, velky mozek (3) 0/3 Varlata (3) 3/3 Spermatocyty (<5 %)

2/3 Pravdépodobné Leydigovy
buriky (<5 %)

Nadledvina (3)

1/3 Buriky nadledvinek (<10 %)

Vystelkové buriky
(hrudni sténa, brisni
sténa, perikard,
povrch
gastrointestinalni
soustavy, vzorky
srdce a/nebo plic) (3)

0/3

Pankreas (3)

0/3

Zaludek (3)

1/3 Epitelové buriky v povrchovém
epitelu (50 %)

Abnormalni tkané: Tato protilatka oznacila bazalni buriky u 10/10 hyperplazii prostaty a myoepitelové buriky u 5/5
karcinomu prsu in situ. Tato protilatka oznacila 6/6 spinocelularnich karcinomu plic, 6/6 spinocelularnich karcinomu
délozniho €ipku, 0/10 karcinomu prostaty, 3/6 karcinomu prsu, 4/6 adenokarcinomt délozniho hrdla a 4/6
adenokarcinom plic (8).
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