LELd Corporation

PIT1 (ZM385) Mysi monoklonalni protilatka

Pro in vitro diagnostické poufziti.

Identifikace produktu

22676ML 1.0 ml (Koncentrat)
22676MS 0.5 ml (Koncentrat)
22676 MT 0.1 ml (Koncentrat)
22676 MP 7 mL (Pred redéné)

Doporucené pouziti

Tato protilatka je urcena pro in vitro diagnostické (VD) poufZiti.
PIT1 (ZM385) je mysi monoklonalni primarni protilatka je uréena
pro profesionalni laboratorni pouZiti pfi detekci proteinu PIT1 ve
formalinem fixované, parafinem zalité tkani barvené manualnim
kvalitativnim imunohistochemickym (IHC) testovanim.

Tato protilatka je urcena k poutziti poté, co byla primarni diagndéza
nddoru provedena konvencni histopatologii za pouziti
neimunologického histochemického barveni. Kvalifikovany
patolog musi interpretovat vysledky pomoci tohoto produktu
jako pomlcku pro diagnostiku ve spojeni s pfislusnou klinickou
anamnézou pacienta, dalSimi diagnostickymi testy a radnymi
kontrolami.

Shrnuti a vysvétleni

Transkripéni regulatory hraji rozhodujici roli ve vyvoji tim, Ze
zprostifedkovavaji tkanové a bunécné specifickou transkripci.
Faktory POU domény jsou transkripéni  regulatory
charakterizované bipartitni DNA vazebnou doménou sestavajici
ze dvou vysoce konzervovanych oblasti, vazanych variabilnim
linkerem 14-26 aminokyselin. Pit-1, také znamy jako rlistovy
hormon faktor-1 (GHF-1), ¢len rodiny homeodomén POU, je
nezbytny pro normalni vyvoj pfedni hypofyzy, kde je vyZzadovana
tvorba somatotrop(, laktotropl a tyrotropes. U somatotropik a
laktotropl aktivuje Pit-1 produkci rlstového hormonu a
prolaktinu. Kromé toho Pit-1 pUsobi jako represor genové
exprese, coz umoznuje diferenciaci specifickych typ bunék. Pit-1
je exprimovan jako dva alternativné spojené produkty, oznacené
Pit-1la a Pit-1b, které se lisi svou trans-aktivacni schopnosti.
Pfedpokladd se, Ze mutace v genu Pit-1 vedou ke
kombinovanému nedostatku hormonu hypofyzy (CPHD) pro
rastovy hormon, prolaktin a hormon stimulujici Stitnou Zlazu.
Gen, ktery kdduje Pit-1, se mapuje na lidsky chromozom 3p11.2.

Princip metody

PIT1 (ZM385) je mysi monoklonalni protilatka se pouziva s fezy
fixovanymi ve formalinu a zalitymi v parafinu. Doporucuje se
predbézné osetifeni deparafinizované tkané pomoci teplem nebo
enzymaticky indukovanym vyhledavanim epitopu. Obecné
imunohistochemické (IHC) barvici techniky umoznuji vizualizaci
antigenll prostfednictvim sekvencni aplikace specifické protilatky
na antigen (primdrni protilatka), sekundarni protilatky na

primarni protilatku (znacici protilatka), enzymového komplexu a
chromogenniho substratu proloZzeny mycimi kroky. Enzymaticka
aktivace chromogenu vede k viditelnému reakénimu produktu v
misté antigenu. Vysledky jsou interpretovany pomoci svételného
mikroskopu a pomahaji pfi diferencidlni  diagnostice
patofyziologickych procesd, které mohou, ale nemusi, souviset s
konkrétnim antigenem.

Poskytovany material

PIT1 (ZM385) Mysi monoklonalni protilatka v koncentrované
formé nebo predredéna

Specifikace protilatek: Protilatka jako purifikovana zfedénd v Tris-
HCI pufru obsahujicim stabilizacni protein a <0,1% ProClin.
Hostitel: Mys Izotyp: 18G2b /k

Imunogen: Rekombinantni lidsky protein POU1F1 v pIné délce
Bunécnd lokalizace: Jadro

Rozsah redéni koncentratu: 1:100-200

Pozitivni kontrola: Hypofyza

Skladovani a zachazeni

Po obdrzeni lahvicku skladujte pfi 2-8°C. Pfi skladovani pfi 2-8°C je
tato protilatka stabilni 24 mésicQ.

Aby byla zajiSténa spravnd stabilita a funkénost reagencie, musi byt
nasazen uzavér a lahvicka musi byt okamzité umisténa do lednice
ve svislé poloze. NepouZivejte po uplynuti doby pouzitelnosti
vyznacené na lahvicce.

Pokud jsou reagencie skladovany za jinych podminek, nez jsou
uvedeny v pfibalovém letaku, musi byt ovéfeny uZivatelem.
Opakované cykly zmrazovani a rozmrazovani mohou sniZit aktivitu
protilatek a je tfeba se jim vyhnout.

Pokud se zda, Ze obal nebo obsah je rozbity ¢i poSkozeny,
nepouzivejte jej a kontaktujte spolecnost Zeta Corporation.
Kontaktni informace jsou na posledni strance tohoto dokumentu.

Redéni:

Pred redéné protilatky: Pfipravené k pouziti, neni nutné redéni.
Koncentrované protilatky: Ridte se stanovenym rozsahem fedéni
1:100-200 a pouzijte vhodné laboratorné standardizované
rozpoustédlo a nddobu. Konkrétni pokyny naleznete na Stitku.
Stabilita po naredéni: 7 dni pti 24 °C, 3 mésice pfi 2-8 °C, 6 mésicl
pfi -20 °C, jak prokazaly studie stability provedené ve spolecnosti
Zeta Corporation pfti pouZiti polypropylenovych nadob.

Pozadovany material, ktery neni soucasti

1. Pozitivni tkanova kontrola: Rutinné zpracovany, neutralné
pufrovany, formalinem fixovany, parafinem zalitd hypofyza
Negativni kontrolni tkan (vnitfni nebo vnéjsi)
Mikroskopicka sklicka a kryci sklicka

Barvici sklenice nebo lazné

Stopky

Xylen nebo nahrada xylenu

Ethanol nebo reagencni alkohol
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7. Deionizovana nebo destilovand voda

8. Zahtivaci zatizeni nebo enzym pro predbézné osetreni
tkané

9. Detekéni systém

10. Chromogen

11. Promyvaci pufr

12. Hematoxylin

13. Diluent protildtek

14. Blokada peroxidazy

15. Svételny mikroskop

16. Montovaci médium

17. Reagencie pro blokaci Avidin-Biotinu pfi pouZziti se
streptavidin-biotinovou detekci

Pfiprava vzorku pro analyzu

S touto primarni protilatkou se pouZzivaji rutinné zpracované
tkané, neutralnim pufrovanym formalinem fixované, zalité do
parafinu. Preferuji se pfiblizné 4um tkanové fezy a mély by byt
umistény na kladné nabitd sklicka. Doporucuje se predbéiné
oSetfeni deparafinizované tkdné pomoci teplem indukovanym
odmaskovanim epitopu. Vysledky se mohou lisit v dlsledku
prodlouZené fixace nebo neocekavaného vneseni cizich materiall
nebo ruSivych latek. Odvapnéni mlze také ovlivnit vysledky
barveni.

Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici
povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat
nespecifické barveni kfenovou peroxidazou.

Imunohistochemicky protokol

1. Deparafinizace

2. Rehydratace

3. Peroxidovy blok: Blokujte po dobu 5 minut pfi laboratorni
teploté

4. Prani pfipravkem Zeta TBS (ZD5)

5. Technika ziskdvani epitopu: Zeta Tris-EDTA HIER roztok pH
9,0 (ZD6) pti 100 °C po dobu 40 minut pomoci tlakového
hrnce. Konkrétni pokyny naleznete v komeréné dostupném
datovém listu zafizeni.

6. Oplachnéte deionizovanou vodou. Prani pfipravkem Zeta
TBS (ZD5)

7. Primarni protildtka: Inkubujte po dobu 30 minut pfFi
laboratorni teploté.

8. Prani pFipravkem Zeta TBS (ZD5)

9. Univerzalni detektor polymeru pro detekci HRP Zeta (ZD11):
Inkubujte po dobu 30 minut pfi okolni teploté.

10. Omyjte pfFipravkem Zeta TBS (ZD5).
deionizovanou vodou

Oplachnéte

11. Chromogen: Inkubujte po dobu 5 minut pfi okolni teploté
12. Oplachnéte deionizovanou vodou

13. Kontrastni barveni
deionizovanou vodou

hematoxylinem. Oplachnéte

Upozornéni a bezpecnostni opatieni

1. Pfi manipulaci s Ccinidly ucinte odpovidajici opatfeni.
PouZivejte jednorazové rukavice a laboratorni plasté pfi
manipulaci s podezielymi karcinogeny nebo toxickymi
materialy (napfriklad: xylen).

2. Vyhnéte se kontaktu Cinidel s o¢ima a sliznicemi. Pokud se
reagencie dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte
je velkym mnozstvim vody.

3. Sevzorky pacientll a veskerym materidlem, ktery s nimi pfijde
do styku, je tfeba zachazet jako s biologicky nebezpecnym
materialem a likvidovat jej podle nalezitych opatreni. Nikdy
nepipetujte Usty.

4. Uzivatel musi ovérit inkubacni doby a teploty.

5. Pfed fedénd cinidla pfipravena k pouiZiti jsou optimdlné
naredéna a dalsi fedéni mudze vést ke ztraté barveni antigenu.

6. Koncentrovand cCinidla Ize optimalné naredit na zdakladé
ovéreni uzZivatelem. Kazdé pouZité fedidlo musi byt rovnéz
ovéreno uzivatelem z hlediska jeho kompatibility a vlivu na
stabilitu.

7. Pri poutziti podle ndvodu neni tento produkt klasifikovan jako
nebezpelna latka. Konzervaéni latka v ¢inidle obsahuje méné
nez 0,1 % ProClin a nesplfiuje kritéria OSHA (USA) pro
nebezpecnou latku v uvedené koncentraci. Viz Bezpecnostni
list (SDS) na webovych strankach Zeta Corporation.

8. Uzivatel musi ovéfrit jakékoliv jiné podminky skladovani, nez
ty, které jsou uvedeny v pribalovém letaku.

9. Diluent miZe obsahovat hovézi sérovy albumin a supernatant
mUzZe obsahovat hovézi sérum. Produkty obsahujici fetalni
bovinni sérum a produkty obsahujici bovinni sérovy albumin
jsou zakoupeny od komercnich dodavatelll. Certifikaty
potvrzuji, Ze zdroje skotu jsou ze zemi se zanedbatelnym
rizikem BSE a statni zdroje skotu z USA a Kanady.

10. Stejné jako u kazdého produktu ziskaného z biologickych
zdrojl, mély by byt pouzity spravné postupy manipulace.

Postupy kontroly kvality
Pozitivni kontrolni tkan

Pozitivni tkanova kontrola musi byt provedena pfi kazdém barveni.
Tato tkan mazZe obsahovat jak pozitivni, tak negativni barvici buriky
nebo slozky tkané a slouzi jako pozitivni i negativni kontrolni tkan.
Materidly pro externi pozitivni kontrolu by mély byt cerstvé
pitevni/bioptické/chirurgické vzorky fixované, zpracované a zalité
co nejdfive stejnym zplsobem jako vzorky pacienta. Pozitivni
tkanové kontroly ukazuji na spravné pripravené tkané a spravné
metody barveni. Tkané pouZité pro externi materidly pro pozitivni
kontrolu by mély byt vybrany ze vzorkl pacientd s dobre
charakterizovanou nizkou Urovni pozitivity cilové aktivity, ktera
poskytuje slabé pozitivni barveni. Nizka Uroven pozitivity pro
externi pozitivni kontroly je navriena tak, aby zajistila detekci
jemnych zmén v citlivosti primarni protilatky z nestability nebo
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problém( s metodikou barveni. Tkan se slabym pozitivnim
zabarvenim je vhodnéjsi pro optimalni kontrolu kvality a pro
detekci mensich urovni degradace reagencii.

Negativni kontrolni tkan

Interni nebo externi tkan negativni kontroly mdze byt pouZita v
zavislosti na smérnicich a zasadach, kterymi se fidi organizace, ke
které koncovy uzivatel patfi.

Rozmanitost typl bunék pfitomnych v mnoha tkanovych rezech
nabizi mista pro interni negativni kontrolu, ale to by si mél ovérit
uzivatel. Komponenty, které se nebarvi, by mély vykazovat
nepfitomnost specifického zbarveni a poskytovat indikaci
nespecifického zbarveni pozadi. Pokud dojde ke specifickému
zbarveni v mistech negativni kontroly tkdné, vysledky se vzorky
pacienta musi byt povazovany za neplatné.

Tkan pacienta

Vzorky pacientll by mély byt vysetfeny jako posledni. Intenzita
pozitivniho zbarveni by méla byt posouzena v kontextu jakéhokoli
nespecifického zbarveni pozadi negativni kontroly. Jako u
kazdého imunohistochemického testu, negativni vysledek
znamena, Ze antigen nebyl detekovan, nikoliv Ze antigen v
testovanych burikach/tkani chybél. V pfipadé potfeby pouzijte
panel protilatek k identifikaci faleSné negativnich reakci.

Interpretace vysledk

Postup imunobarveni zplsobi, Ze se barevny reak¢ni produkt
vysrdzi v mistech antigenu lokalizovany primarni protilatkou.
Ocekavané barevné reakce naleznete v pfibalovém letaku
prislusného detekéniho systému. Pred interpretaci vysledkd musi
licencovany patolog se zkuSenostmi s imunohistochemickymi
postupy vyhodnotit kontrolni tkané.

Pozitivni kontrolni tkan

Obarvena pozitivni kontrola by méla byt vysetfena nejdfive, aby
bylo zajisténo, Ze vSechna ¢inidla funguji spravné. Pfitomnost
vhodné zbarveného reakéniho produktu v cilovych burkach nebo
markerech indikuje pozitivni reaktivitu. Barevné reakce naleznete
v pribalovém letdku pouZitého detekéniho systému. Nadmérné
nebo neuplné zabarveni mlze ohrozit spravnou interpretaci
vysledkl. Pokud pozitivni tkariova kontrola neprokaze vhodné
pozitivni zabarveni, jsou jakékoliv vysledky se vzorky povazovany
za neplatné.

Negativni tkariova kontrola

Negativni tkanova kontrola (interni nebo externi) by méla byt
vySetfena po pozitivni tkanové kontrole, aby se ovéfilo specifické
znaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Absence
specifického barveni v negativni tkanové kontrole potvrzuje
nedostatek zkfizené reaktivity protilatek s bunkami nebo
bunécnymi slozkami. Pokud se u negativni tkanové kontroly

objevi specifické zbarveni, jsou vysledky se vzorkem pacienta
povazovany za neplatné.

Tkan pacienta

Dale by mély byt vySetfeny tkané pacienta. Pozitivni barveni by
mélo byt hodnoceno v kontextu jakéhokoliv barveni pozadi
(interni) negativni kontroly. Jako u kazdého
imunohistochemického testu negativni vysledek znamena, Ze
pfislusny antigen nebyl detekovan, nikoli Ze antigen v testovanych
bunkidch nebo tkani chybi. Panel protilatek miZe pomoci pfi
identifikaci faleSné negativnich reakci. Morfologické nalezy a
relevantni klinicka data pacienta musi interpretovat kvalifikovany
patolog.

Omezeni

1. Toto cinidlo je uréeno pouze pro profesionalni laboratorni
poutziti, jelikoz imunohistochemie je vicekrokovy proces, ktery
vyZaduje specializované Skoleni ve vybéru vhodnych ¢Einidel,
tkani, fixace, zpracovani, pfipravé imunohistochemického
preparatu a interpretaci vysledk( barveni.

2. Proin vitro diagnostické pouZiti.

3. Barveni tkané zavisi na manipulaci a zpracovani tkané pred
barvenim. Nesprdvna fixace, zmrazovani, rozmrazovani, myti,
suseni, zahtivani, krajeni nebo kontaminace jinymi tkanémi
nebo tekutinami mdze zpUsobit artefakty, zachyceni protilatek
nebo faleSné negativni vysledky. Nekonzistentni vysledky
mohou byt dlsledkem variaci v metodach fixace a zalévani,
stejné jako z pfirozenych nesrovnalosti tkané.

4. Nadmérné nebo neuplné kontrastni barveni miZe ohrozit
spravnou interpretaci vysledka.

5. Klinicka interpretace jakéhokoliv pozitivniho zbarveni nebo
jeho nepfitomnosti musi byt vyhodnocena v kontextu klinické
anamnézy, morfologie, dalSich histopatologickych kritérii a
také dalsich diagnostickych testl. Tato protilatka je urcena k
pouziti v panelu protilatek, pokud je to mozné. Je odpovédnosti
kvalifikovaného patologa, aby byl obezndmen s protilatkami,
Cinidly, diagnostickymi panely a metodami pouzivanymi k
vyrobé barveného preparatu. Barveni musi byt provedeno v
certifikované, licencované laboratoti pod dohledem patologa,
ktery je odpovédny za kontrolu obarvenych sklicek a zajisténi
adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

6. Zeta poskytuje protilatky v koncentrovanych i prediedénych
formatech v optimalnim redéni pro pouziti. Viz Rozsah fedéni a
rozpousténi na stranach 1 a 2. Jakadkoliv odchylka od
doporucenych postupld mlze znehodnotit oéekavané vysledky.
Musi byt pouzity a zdokumentovany vhodné kontroly.
UZivatelé musi za vSech okolnosti ptijmout odpovédnost za
interpretaci vysledk( pacienta.

7. Zeta poskytuje nékteré protilatky v koncentrovaném formatu,
takZe je uZivatel miZe nasledné optimalné nafedit pro poufZiti,
pokud urci a dodrzi vhodné validac¢ni techniky. UZivatelé musi
ovérit pouziti jakychkoli jinych fedidel, neZ kterd jsou zde
doporucena (viz Rozsah tedéni). UZivatelé musi za vSech
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okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledkd
pacienta.

8. Reagencie mohou vykazovat neocekavané reakce v drive
netestovanych tkanich. MoZnost neocekavanych reakci i v
testovanych skupinach tkani nelze zcela vyloucit z divodu
biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo
jinych patologickych tkanich.

9. Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici
povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat
nespecifické barveni kfenovou peroxidazou.

10. Pfi poutziti v blokovacich krocich mohou normaini séra ze
stejného zvifeciho zdroje, jako sekundarni antiséra, zpUsobit
fale3né negativni nebo falesné pozitivni vysledky kvali uc¢inku
autoprotildtek nebo pfirozenych protilatek.

11. Falesné pozitivni vysledky mohou byt pozorovany z divodu
neimunologické vazby proteind nebo produktl reakce
substratu. Mohou byt také zplsobeny pseudoperoxidazovou
aktivitou (erytrocyty), endogenni peroxidazovou aktivitou
(cytochrom C) nebo endogennim biotinem (priklad: jatra,
mozek, prsa, ledviny) v zavislosti na typu pouZzité techniky
imunobarveni.

12.Jako u kazdého imunohistochemického testu negativni
vysledek znamend, Ze antigen nebyl detekovan, nikoliv Ze
antigen v testovanych burikach nebo tkani chybél.

13. Pfedfedéné protilatky jsou optimalizovany jako produkt
pfipraveny k pouZiti. Vzhledem k moznosti variaci ve fixaci a
zpracovani tkané muize byt nutné zvysit nebo zkratit dobu
inkubace primarni protilatky na jednotlivych vzorcich.

14.V kombinaci s detek¢énimi systémy a pfisluSenstvim tato
formalinu, zpracovani tkané a rezy. UZivatelé, ktefi se odchyli
od zde doporucenych postupt, zlstavaji, stejné jakoby za
jakychkoli okolnosti, odpovédni za interpretaci a validaci
vysledkl pacientd.

15. Pouze pro laboratorni pouziti.

Vykonnostni charakteristiky

Hypofyza
Typ tkané ... pozitivita (%)
Hypofyza 100

Odkazy: Chu, Peiguo, and Lawrence M Weiss. Modern
Immunohistochemistry. 2nd ed., Cambridge, Cambridge University Press,
2014, pp.1-479.

Doporuceny ucel, charakteristika a vysledek kazdé protilatky je
jedinecny, a proto by vysledky barveni mél posoudit a vhodné
interpretovat licencovany patolog.

Odkazy

1.  Yao,lJ, etal. J. Clin. Invest. 2016; 126: 732-744.
2. Beatriz M, et al. Am J Surg Pathol; 2017; 41:586-595

V pripadé, Ze se uzivatel setka s technickymi problémy nebo
problémy souvisejicimi s vykonem produktu, obratte se na vyrobce
nebo pfislusny urad.

Jakdkoliv zdvaind nehoda, ke které dosSlo v souvislosti s
prostiedkem, musi byt oznamena vyrobci a pfislusnému organu
¢lenského statu, ve kterém uzivatel a/nebo pacient sidli.
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