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K diagnostice in vitro.

FLEX Polyclonal Rabbit Anti-Human Alpha-1-Antiptrypsin, Ready-to-Use, (Link) je urena pro pouziti v
imunohistochemii, spole¢né s barvicimi pFistroji Autostainer Link. Tato protilatka je uzite¢na pfi identifikaci
alfa-1-antitrypsinu, tj. u hepatocitd pfi nedostatku alfa-1-antitrypsinu (1). Klinickou interpretaci jakéhokoli zabarveni
nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickymi studiemi s vyuzZitim spravnych kontrol a je nutno ji
vyhodnocovat v kontextu klinické anamnézy pacienta a jinych diagnostickych vySetfeni provedenych kvalifikovanym
patologem.

Alfa-1-antitrypsin (AAT) je glykoprotein s molekularni hmotnosti 51 kDa syntetizovany hlavné v jatrech. Jedna se o
protein akutni faze, ktery funguje jako hlavni inhibitor serinovych proteaz, jako neutrofilni elastaza, kolagenaza a
chymotrypsin. Osoby s geneticky uréenou nizkou hladinou AAT v séru maji zvySené riziko, Ze se u nich vyvine
pulmonéarni emfysema, chronické onemocnéni jater a hepatocelularni karcinom, Klasicka forma AAT deficience je
spojena s retenci polymerického AAT v endoplazmatickém retikulu jaternich bunék (2, 3).

AAT se nachazi v normalnich jaternich burikach, histiocytech a monocytech a v celé fadé nadort jak epitelidlni,
tak mezenchymalni diferenciace (2).

V kapitolach Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni spole¢nosti Dako nebo v navodu k detekénimu
systému pro IHC metody naleznete tyto €asti: (1) Princip metody, (2) Potfebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky, (3) Skladovani, (4) PFiprava vzorku, (5) Postup barveni, (6) Kontrola kvality, (7) ReSeni problém,
(8) Interpretace zabarveni, (9) 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 NaNs.

Alfa-1-antitrypsin izolovany z lidské plazmy.

Tato protilatka reaguje s lidskym alfa-1-antitrypsinem. Stopy kontaminujicich protilatek byly odstranény absorpci v
pevné fazi s proteiny lidské plazmy.

Kifizové4 imunoelektroforéza: Kdy? je pouzito 12,5 pL Dako Kéd A0012 na cm? gelové oblasti proti 2 pL lidské plazmy,
objevil se pouze precipitaéni oblouk alfa-1-antitrypsinu. Barvivo: Coomassie Brilliant Blue.

1. Ur¢eno pro profesiondlni uzivatele.

2. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v isté formé vysoce toxicky. PfestoZe se koncentrace azidu
sodného ve vyrobku neklasifikuje jako nebezpe¢nd, muze reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a
vytvafet vysoce explozivni azidy téchto kov(. PFi likvidaci splachujte dostateénym mnoZstvim vody,
aby nedochézelo k usazovani azidu kovll v potrubi.

3. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrzovat fadna bezpeénostni opatrenti.
4. Pouzivejte prislusné osobni ochranné prostredky, aby nedoSlo k zasazeni o¢i nebo pokozky.
5. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.

Skladujte pfi 2—-8 . Nepouzivejte po datu exspirace vytist éném na lahvi¢ce. Pokud se €inidla skladuji za jakychkoli
jinych nez uvedenych podminek, musi uzZivatel tyto podminky oveéfit. Neexistuji zddné znamky toho, Ze by tyto
produkty byly nestabilni. Proto je nutno provadét pozitivni a negativni kontroly sou¢asné s pacientovymi vzorky.
Pokud zpozorujete neo¢ekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupd a méate podezieni,
Ze se jednd o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti Dako.

Protilatku Ize pouZzivat ke znaéeni fezl tkani zalitych v parafinu a fixovanych ve formalinu. Vzorky tkani je nutno
rozfezat na fezy o tloustce asi 4 um.

Je vyzadovano predbézné zpracovani tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci Dako PT Link
(Code PT100/PT101). Podrobné informace viz uZivatelska pfirucka k pfistroji PT Link. Optimalnich vysledki bylo
dosazeno pfedbéznym zpracovanim tkani pomoci EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (kéd
K8000/K8004).

Rezy zalité v parafinu: Doporuduje se provadét predb&zné zpracovani tkafiovych fezll fixovanych ve formalinu a
zalitych v parafinu pomoci Dako PT Link postupu pfipravy vzorkd 3 v 1 pro Dako PT Link. Postupuijte podle navodu k
pfedbéznému zpracovani uvedeném v pfibalové informaci k EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH
(50x) (kéd K8000/K8004). Poznédmka: Po obarveni se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat pomoci
permanentniho montazniho média.

Odparafinované fezy: Doporucuje se provadét predbézné zpracovani odparafinovanych tkanovych ezl fixovanych
ve formalinu a zalitych v parafinu pomoci Dako PT Link a postupovat podle pokynd pro fezy zalité v parafinu.
Po obarveni se sklicka musi namontovat pomoci vodného nebo permanentniho montézniho média.

Tkanové fezy nesmeéji béhem zpracovani nebo béhem néasledného imunohistochemického barveni vyschnout.

IR505/CZ/MN1/2009.12.04 str. 1/2

Dako Denmark A/S | Produktionsvej 42 | DK-2600 Glostrup | Denmark | Tel. +45 44 85 95 00 | Fax +45 44 85 95 95 | CVR No. 33 21 13 17



Postup barveni
véetné potFebnych
material G, které
nejsou sou €asti
dodavky

Interpretace
zabarveni

Charakteristiky
uéinnosti

Reference

Z divodu vysSi pfilnavosti fez( tkani k podloZznim sklickim se doporu€uje pouzivat podlozni sklicka FLEX IHC
Microscope Slides (k6d K8020).

Doporuceny vizualiza¢ni systém je EnVision™ FLEX, High pH, (Link) (k6d K8000). V softwaru pfistroje Autostainer
Link jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubaéni doby. Doporu¢ené mnozstvi aplikovaného ¢inidla je
1 x 200 uL nebo 2 x 150 yL na sklicko. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a c¢inidel naleznete
Vv uZivatelské pfiruc¢ce k barvicimu automatu Autostainer Link. Pokud neni na pouzivané automatizované platformé
pripraven protokol, kontaktujte technické sluzby vyrobce Dako. VSechny kroky inkubace by mély probihat pfi
pokojové teploté.

Optimalni podminky mohou zaviset na vzorku a zplsobu piipravy a mély by byt v kazdé laboratofi stanovovany
samostatné. Jestlize patolog provadéjici vyhodnoceni potfebuje jinou intenzitu zabarveni, mohou se upravit ¢asy
inkubace nebo volba detekéniho systému EnVision™ FLEX/EnVision™ FLEX+. Je moZno kontaktovat specialistu
aplikace / specialistu technické podpory Dako, aby podal dal$i informace o pfeprogramovani protokolu. Na zakladé
vyhodnoceni vzoru zabarveni, zda je shodny se vzorem zabarveni uvedenym v ¢asti ,Charakteristiky G¢innosti“,
se verifikuje G€innost opraveného protokolu, zda je stale platny.

Doporucuje se provést kontrastni barveni v hematoxylinu pouzitim EnVision™ FLEX Hematoxylin (Link) (kéd K8008).
Doporucuje se bezvodé, permanentni montazni médium.

Pozitivni a negativni kontroly je nutno provadét vzdy soucasné pouZitim stejného protokolu jako vzorky pacienta.
Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat mandle a jatra a bunky/struktury musi ve vSech pozitivnich vzorcich
zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky U¢innosti“. Doporuéené ¢inidlo pro
negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Rabbit (Link) (kéd IR600).

Bunéény barvici vzor je cytoplazmaticky.

Normalni tkané: Protilatka zna¢i normalni jaterni buriky (1) a polymorfonuklearni leukocyty, monocyty a jejich
prekurzory. Lymfocyty, bunky E-rozeta, lymfocyty aktivované konkanavalinem A (Con A), pfirozené bunécné
zabijece, ¢ervené krvinky, erytroblasty a megakarocyty jsou negativni (4).

Abnormalni tkdné: U 13 pacientt s rGznymi jaternimi chorobami protilatka oznadila jaterni buriky s globulemi AAT i

bez nich. U vzorkl s globulemi se mohlo pouzit mnohem vysSi fedéni protilatky, coz ukazuje na vySSi koncentraci
AAT v téchto vzorcich (1).
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