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POUZITI

Tato protilatka je urena

k diagnosticein vitro. Protilatka
Ventana Medical Systems’ CONFIRM®
anti-Tyrosinase (T311) Mouse
Monoclonal Primary Antibody je
vyrobena za Ucelem kvalitativniho
zjistovani pitomnosti bunék
exprimujicich tyrozindzu v tkanich
fixovanych ve formalinu a zalitych v
parafinu po obarveni na barvicim
automatu Ventana pomoci svételné
mikroskopie. Pozitivni vysledky napomahaji klasifikaci melanomu. Klinicka interpretace
jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt doplnéna morfologickymi studiemi
a hodnocenim fadnych kontrol. Hodnoceni musi v kontextu klinické anamnézy pacienta a
jinych diagnostickych testl provadét kvalifikovany patolog.

SOUHRN A VYSVETLENI

Tyrozinaza je enzym zapojeny v produkci melaninovych pigmentt.!.2 Biosyntéza
melaninu uvnitf melanocytl zahmuje rodinu enzym( véetné tyrozinazy. V tomto procesu
tyrozinaza katalyzuje hydroxylaci L-tyrozinu na L-dopa a oxidaci L- dopa na
L-dopaquinon.’.2 Tento enzym katalyzuje tvorbu melaninu v burikach, a stava se proto
uZitednym markerem piitomnosti melanocyti a melanosomé3 Tyrozinaza, jako marker
melanocytickych buné&nych linii, je lokalizovana na melanocytech, které se nachazeji na
dermalnim/epidermalnim spojeni normalni kiize, které vSak nebyly zjistény v ostatnich
normalnich bufikach.2:3.4 Exprese tyrozinazy byla rovnéz prokézana v melanocytickych
lézich, v&etné benignni nevi a ve vétsiné primarnich a metastatickych malignich
melanom(i, nebyla prokazana v nemelanocytickych nadorovych typech.3.5

DODAVANA CINIDLA

Protilatka CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) obsahuje dostatek ¢inidla pro 50 skli¢ek.
Jeden 5 mL davkovaé protilatky CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) obsahuije pfiblizné
4 pg mySi monoklonalni protilatky vyrobené jako supernatant bunéénych kultur.

Protilatka je zfedéna v 0,05 M Tris-HCl s 2 % proteinového nosice a konzervaéni latkou
0,10 % ProClin™ 300 obsahujici aktivni latky 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one a
2-methyl-4-isothiazolin-3-one.

Celkové proteinova koncentrace ¢inidla je v priméru 10 mg/mL. Koncentrace specifické
protilatky je asi 0,8 pg/mL. V tomto produktu neni znama Z&dna irelevantni reaktivita
protilatky.

Ze zasobniho roztoku je zde pfitomna stopa (asi 2 %) fetalniho teleciho séra, pivodem z
USA.

Podrobné popisy nalezete v pfibalovém letaku k pfislusné detekéni soupravé Ventana: (1)
Princip metody, (2) Potfebné materiély a Cinidla, které vSak nejsou soucasti dodavky, (3)
Ptiprava vzorkd, (4) Kontrola kvality, (5) Reeni problémd, (6) Interpretace zabarveni a (7)
Obecna omezeni.

POTREBNY MATERIAL, KTERY SE NEDODAVA

Barvici ¢inidla, napfiklad detekéni soupravy Ventana (napf. detekéni souprava
ultra\liew™ Universal Red) a pfidavné materialy, vEetné kontrolnich skli¢ek pro negativni
a pozitivni tkan nejsou soucasti dodavky.

SKLADOVANI

Uchovavat pfi 2 - 8 °C. Nezmrazovat.

Aby byl zajiStén spravny vykon €inidla a stabilita protilatky, musi se davkova¢ po kazdém
pouZiti uzavfit vickem a okamZité umistit ve vertikéini poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu exspirace. Je-li fadné skladovano, je
¢inidlo stabilni do data uvedeného na $titku. NepouZivejte Cinidla po vyprseni data
exspirace.
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PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami Ventana na barvicich
automatech Ventana jsou vhodné tkané, zpracované béznym zpUsobem, fixované ve
formalinu a zalité v parafinu. Doporuéené vhodné fixativum je 10 % neutralni pufrovany
formalin.6 V z&jmu zachovéni antigennosti nafezanyjch tkafiovych fezi se musi fezy tkani
barvit okamzité.

Doporucuje se provadét soubézné s nezndmymi vzorky téZ pozitivni a negativni kontroly.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi PREDPISY

1. Kdiagnostice in vitro.

2. Zabraite kontaktu ¢inidel s oCima a sliznici. Jestlize se Cinidla dostanou do kontaktu
s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnoZstvim vody.

3. Zamezte mikrobiologické kontaminaci Cinidel.

4. Doporucené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich pfedpisech.

5. Konzervacnim prostfedkem v ¢inidle je ProClin 300. Pfiznaky nadmémé expozice
ProClin 300 zahrnuji podrazdéni kiize a oci a podrazdéni sliznic a hornich
dychacich cest. Koncentrace ProClin 300 ve vyrobku je 0,10 % a nenapliiuje tak
kritéria OSHA pro nebezpecnou latku. U citlivych jedincti se mohou vyskytnout
systémové alergické reakce.

POSTUP BARVENI

Primarni protilatky Ventana byly vyvinuty za i€elem pouziti v barvicich automatech
Ventana ve spojeni s detekénimi soupravami a pfisluSenstvim vyrobce Ventana.
Doporuéené barvici protokoly pro barvici pfistroje BenchMark® XT s detekéni soupravou
ultraView Universal Red (kat. €. 760-501) jsou uvedeny v tabulce 1 nize. Parametry
automatickych postupli Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupli uvedenych v
Navodu k obsluze. Dal$i podrobné informace o postupech imunohistochemického barveni
naleznete v pfibalovém letéku k pfisludné detekéni soupravé vyrobce Ventana.

Tabulka 1. Doporucené barvici protokoly pro CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) s detekéni
soupravou ultraView Universal Red na barvicim automatu BenchMark XT.

Typ postupu Zpusob

Odstrainovani parafinu Zvoleno

Uprava bunék o
L Standard Cell Conditioning 1
(odmaskovani antigenu)

Enzym (proteaza) Neni vyzadovano

Protilatka (primarni) Asi 8 minut, 37 °C

ultraBlock (volitelné) 4 minuty

Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing Reagent, 4 minuty

Vzhledem k réiznym zpusob(m fixace a zpracovani tkani mize byt potfeba zvysit nebo
snizit inkubaéni doby primarni protilatky, upravy bunék nebo predbézného zpracovani
proteazou na jednotlivych vzorcich a v zavislosti na pouZité metodé detekce. DalSi
informace o riznych fixacich naleznete v pfirucce ,Immunohistochemistry Principles and
Advances". 7

TKAN PRO POZITIVNi KONTROLU

Pro CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) se jako pozotovni kontrola doporu¢uje pozitivni
melanom charakterizovany tyrozinazou (jak je zobrazeno na obrazku vyse).

INTERPRETACE ZABARVENI
Bunécny barvici vzor pro CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) je cytoplazmaticky.
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SPECIFICKA OMEZENI

Tato protilatka byla optimalizovana pro inkubaci v délce 8 minut na barvicich automatech
BenchMark XT v kombinaci s detekéni soupravou uftraView Universal Red (kat. €. 760-
501). Vysledky ziskané s timto Cinidlem vSak musi uZivatel ovéfit.

Nekroza, ¢asto pfitomna v melanomech, mlze barvit nespecificky. Jestlize je zjisténo
nespecifické zabarveni u negativni kontroly, mize se pouzit pfidani blokovaciho
prostfedku pomoci viastnosti protokolu uftraView v postupu XT uftraView Red v.3.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

1. Imunoreaktivita protilatky CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) byla stanovena
testovanim normalnich a neoplastickych tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v
parafinu. U normélnich tkanich byly vysledky nasledujici: nadledvinova Zlaza (0/3),

kostni dfen (0/3), velky mozek (0/3), maly mozek (0/3), prs (0/3), délozni hrdio (0/3),
tracnik (0/3), jicen (0/3), srdce (0/3), hypofyza (0/3), tenké stievo (0/3), ledvina (0/3),

jatra (0/3), plice (0/3), mezotel (0/3), nerv (0/3), vajecnik (0/3), slinivka bfisni (0/3),
piistitna Zlaza (0/3), prostata (0/3), slinna zlaza (0/3), kize (3/3), slezina (0/3),
(0/3), mandle (0/3) a déloha (0/3). U neoplastickych tkanich byly vysledky
nasledujici: netypicky meningiom (0/1), glioblastom (0/1), ependymom (0/1),
oligodendrogliom (0/1), ser6zni papilarni adenokarcinom vajecniku (0/1), mucinni
papilarni adenokarcinom vaje¢niku (0/1), karcinom ostrivkovych bunék (0/1),
adenokarcinom slinivky bfisni (0/1), seminom varlat a embryonaini karcinom (0/2),

intraduktalni, lobularni a infiltrujici karcinom prsu (0/3) difuzni B-buné&ny lymfom ve

sleziné (0/1), malobunécny karcinom plic (0/1), karcinom plic skvamdznich bunék
(0/1), adenocarcinom plic (0/1), rakovina skvaméznich bunék a adenokarcinom

jicnu (0/2), adenokarcinom Zaludku (0/1), adenokarcinom a mesenchymom tenkého

stfeva (0/2), kolorektalni adenokarcinom a mesenchymom (0/4), hepatocelularni
karcinom (0/1), hepatoblastom (0/1), karcinom z jasnych bunék (0/1),
adenokarcinom prostaty (0/1), karcinom z pfechodovych bunék prostaty a
mocového méchyre (0/2), leiomyom délohy (0/1), endometriaini karcinom (0/1),
karcinomy z jasnych a skvaméznich bunék délohy (0/2), embryonalni
rhabdomyosarkom (0/1), rektalni melanom (1/1), karcinom bazélnich bunék v kiizi
(071), karcinom skvaméznich bunék v kazi (0/1), neurofibrom a neuroblastom (0/2),
mezotheliom (0/1), Hodgkindv lymfom (0/1), lymom diftizniho typu (0/3),
leiomyosarkom (0/2), osteosarkom (0/1) a rhabdomyosarkom vietenovitych bunék
(on).

2. Imunoreaktivita protilatky CONFIRM anti-Tyrosinase (T311) byla stanovena také

testovanim fady specifickych neoplastickych tkani fixovanych ve formalinu a zalitych

v parafinu, vysledky jsou nasledujici: maligni melanom 121/149 (81 %) a nevus
14/20 (70 %) se zabarvily pozitivné.

3. Reprodukovatelnost barveni mezi cykly (inter run) byla stanovena na zakladé
barveni 5 replikovanych sklicek obsahujicich 3 stejné tkané z duplikatnich typl
vzorku reprezentujici dynamicky rozsah po dobu 5 dnli na pfistroji BenchMark XT.
150 ze 150 testovanych tkani dalo stejny vysledek.

4. Reprodukovatelnost barveni v ramci cyklu (intra run) byla stanovena na zakladé
barveni 14 replikovanych skli¢ek obsahujicich 3 stejné tkané z duplikétnich typd
vzorku reprezentujici dynamicky rozsah na pfistroji BenchMark XT. 84 ze 84
testovanych tkani dalo stejny vysledek.

5. Reprodukovatelnost barveni v ramci platformy byla stanovena na zakladé barveni 5

replikovanych skli¢ek obsahujicich 3 stejné tkané z duplikatnich typt vzorku
reprezentujici dynamicky rozsah na 3 pfistrojich BenchMark XT. 90 ze 90
testovanych tkani dalo stejny vysledek.
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DUSEVNIi VLASTNICTVi

CONFIRM, uftraView, BenchMark a Ventana jsou ochranné znamky spole¢nosti Ventana
Medical Systems, Inc.; CONFIRM® je registrovana v USA; BenchMark® je registrovana v
USA, Evropském spole€enstvi a Japonsku; zndmka Ventana® je registrovana v USA,
Australii, Kanadg, Evropském spole¢enstvi, Francii, Némecku, Italii, Spanélsku a Velké
Britanii.

Koneénému uZivateli je poskytovéna spole€nosti Ventana jednorazova licence v souladu s
patenty USA, ¢isla 6045759, 6192945, 6416713, 6945128 a 7378058 a zahrani¢ni
stejnopisy.

ProClin je ochranna znamka tfeti strany a je vlastnictvim jejiho vlastnika.

KONTAKTNI INFORMACE

-

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

[:lﬂ www.ventanamed.com
[EC|REP]

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116

D-68305 Mannheim
Germany

Cce

18604CS Rev B


http://www.ventanamed.com/

	POUŽITÍ
	SOUHRN A VYSVĚTLENÍ
	DODÁVANÁ ČINIDLA
	POTREBNÝ MATERIAL, KTERÝ SE NEDODAVA
	SKLADOVANI 
	PRIPRAVA VZORKU
	UPOZORNĚNÍ A BEZPEČNOSTNÍ PŘEDPISY
	POSTUP BARVENÍ
	TKÁŇ PRO POZITIVNÍ KONTROLU
	INTERPRETACE ZABARVENÍ
	SPECIFICKÁ OMEZENÍ
	CHARAKTERISTIKY ÚČINNOSTI
	REFERENCES
	DUŠEVNÍ VLASTNICTVÍ
	KONTAKTNÍ INFORMACE

