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Monoclonal Mouse
Anti-Human
Prostein

Klon 10E3

Kéd M3615

Pouziti K diagnostice in vitro.

Protilatka Monoclonal Mouse Anti- Human Prostein, Clone 10E3 je uréena pro pouZiti v imunohistochemii. Tato
protilatka je uzite¢na pfi identifikaci adenokarcinom( prostaty (1). Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho
nepritomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim patficnych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim
k pacientové klinické anamnéze a k dalSim diagnostickym testim provedenym kvalifikovanym patologem.

Synonyma antigenu P501S (2)
Souhrn Monoklonalni mysi anti- prostein rozpoznavé protein aminokyseliny 553, ktery byl identifikovan subtrakci z cDNA
a vysv étleni knihovny v konjunkci s vysoce vykonnym skriningem mikroarray adenokarcinomu prostaty (3). Prostein, rovnéz

nazyvany protein P501S, je protein typu llla plazmatické membrany, u néhoz se prokazala vyhradni exprese v
burikdch normélni a maligni prostaty pomoci Northern blot, cDNA mikroarray technologie, metody PCR v
redlném CGase a imunohistochemie (1, 3). Exprese prosteinu nebyla detekovana v jinych normalnich nebo
malignich glandularnich tkanich s vyjimkou 2/35 urotelialnich karcinomd, kde bylo slabé imunologické barvivo,
pfitomné v méné nez 25% nadorovych bunék (1, 3, 4).

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:.

Dodéavana reagencie Monoklonalni mysi protildtka se dodava v kapalné podobé jako supernatant bunécénych kultur obsahujici 0,05
mol/L Tris/HCI, pH 7,2 a 0,015 mol/L azidu sodného. Tento produkt obsahuje stabilizujici protein.
Klon: 10E3 (1). lzotyp: IgG2a, kappa.

Koncentrace mysiho IgG v mg/l: Viz Stitek na lahviéce.

Koncentrace proteinu se maze u jednotlivych Sarzi liSit, coz vS8ak nema vliv na optimélni fedéni. Titr kazdé
jednotlivé Sarze se porovnava a upravuje vaci referencni Sarzi tak, aby byla mezi Sarzemi zajisténa konzistentni
funkénost imunohistochemického barveni.

Imunogen Rekombinantni zkraceny prostein, obsahujici aminokyseliny 341-527 (1)

Specificita Bylo prokazano, Zze monoklonalni mysi anti-prostein pfi testech Weastern blot provedenych s lyzaty bunék
HEK?293 transfekovanymi prosteinem reaguje s fragmentem rekombinantniho prosteinu o hmotnosti 21 kD a s
dubletou 50 kD. Anti-prostein detekoval dubletu 50 kD rovnéz v testech s lyzaty bunék nadoru prostaty LNCaP a
PC3, zatimco protilatka nereagovala pfi testech Western blots s negativnimi Dul45 burfikami prosteinu a
netransfekovanymi burikami HEK293 (1). Epitop rozpoznany anti-prosteinem byl mapovan pomoci prekryvajicich
se peptidl, které premostuji sekvence aminokyselin imunogenu anti-prosteinu. Pomoci testu ELISA byl
lokalizovan epitop rozpoznany anti-prosteinem na aminokyselinach 439-459 prosteinové sekvence (1).
Specificita anti-prosteinu byla rovnéz vyhodnocena pfi pratokové cytometrii s B burikami imortalizovanymi EBV
(B-LCL), které byly trvale transdukovany prosteinem exprimujicim retrovir nebo jakoukoli irelevantni HLA-B8
molekulou. Bylo prokazéno, Ze anti-prostein specificky barvi permeabilizované buriky B-LCL transdukované na
expresi prosteinu, a Ze nereaguji s burikami exprimujicimi HLA-B8 (1). Analyzy flow cytometrie buné¢nych linii
LNCaP, PC3 a DU145 s anti-prosteinem prokazaly zabarveni, které koreluje s Udaji kvantitativni reverzni
transkripce-PCR. Bunécna linie LNCaP metastatického adenokarcinomu prostaty LNCaP se zabarvila
intenzivnéji, nez buriky PC3 adenokarcinomu prostaty a bylo prokazano, Zze nereagovala v rakovinnych burikach

DU145 (3).
Bezpe €nostni 1.  Ur¢eno pro profesionalni uzivatele.
opatreni 2. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v &isté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu

sodného v produktu neni sice klasifikovana jako nebezpecna, nicméné slou¢enina muze reagovat s olovem
a médi vodpadnim potrubi a vytvafet vysoce explozivni azidy téchto kovu. Pfi likvidaci splachujte
dostate¢nym mnozstvim vody, aby nedochéazelo k usazovani azidu kovu v potrubi.

3. Jako u kazdého vyrobku biologického puvodu je nutno dodrzovat fadna bezpecnostni opatfeni.
Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasazeni o€i nebo pokozky.
5. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.
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Uchovavani

Stru ény navod*

Skladujte pfi 2-8 C. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahvicce. Pokud se reagencie skladuji za
jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita vyrobku by
se neprojevila Zzadnymi zndmkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzork(l pacienta pozitivni a
negativni kontroly. Pokud zpozorujete neocekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich
postupll a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti
Dako.

Krok Komenta fe

Fixace Formalin -

Predbézné EnVision FLEX™, High pH, (k6d K8004) 20 min HIER, 3 v 1 pomoci pfistroje

zpracovani PT Link a stanice PT Link Rinse
Station

Redéni 1:50 20minutova inkubace

Redici pufr Dako Antibody Diluent (k6d S0809) Nafedte bezprostfedné pred pouzitim

Negative Control Negative Control, Mouse 1gG., (k6d X0943) 20minutova inkubace

Vizualizace EnVision™ FLEX, High pH (kod 20 min inkubace, 2x5 min DAB +

K8000/K8010). inkubace

Kontrastni barvivo | EnVision™ FLEX Hematoxylin (kéd 5minutové inkubace
K8008/K8018)

Kontrolni tkan Prostata Cytoplazmatické zabarveni

Podlozni sklicka FLEX IHC Microscope Slides (k6d K8020) Doporuéeno kvili lepSi pfilnavosti Fezd

tkani k podloznim skltim.

Montaz Je vyzadovana bezvod4 permanentni montéaz Po provedeni barveni se fezy musi
dehydratovat, vyc¢istit a namontovat
pomoci permanentniho montazniho
média.

Vybaveni Autostainer Link 48 a Autostainer Plus Pouzivat ampulky uréené pro

ptislusny pfistroj (kdd SK200-SK203
a kod S3425)

*UZivatel se musi vzdy seznamit s podrobnymi pokyny k barvicimu postupu a s pokyny tykajicimi se zachazeni s produktem,
které jsou uvedené v pribalové informaci.
Priprava vzorku 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 pfiblizné 4 pm.

PredbéZzné zpracovani: Je vyZzadovano prfedbézné zpracovani tkanovych fezl fixovanych ve formalinu a zalitych
v parafinu tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER). Optimalnich vysledkd bylo dosazeno predbéznym
zpracovanim tkani HIER pomoci nafedéného roztoku EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x)
(kéd K8004). Odstranéni parafinu, rehydratace a vyhledavani epitopu muze byt provedeno v pfistroji Dako PT
Link (kéd PT100/PT101). Podrobné informace, viz uzivatelska pfiruc¢ka k pfistroji PT Link User Guide. Pro pfistroj
PT Link by mélo byt pouZito nasledujicich parametrd: Teplota predehfivani: 65 C; teplota a ¢as vyhledavani
epitopu: 97 T a 20 (x1) minut; zchladit na 65 C. Vyjméte stojan se sklicky z PT nadrze a ihned sklicka ponoite
do nadoby/nadrze (napf. stanice PT Link Rinse Station, kdd PT109) s nafedénym pufrem EnVision™ FLEX
Wash Buffer (20x) (k6d K8007) pfi pokojové teploté. Ponechat sklicka v roztoku WashBufferpo dobu 1-5 minut.

Tkéfnové fezy nesmeéji béhem zpracovani ani béhem néasledného imunohistochemického barveni vyschnout.
Z davodu vysSi pfilnavosti fezll tkani k podloznim sklim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC
Microscope Slides (kéd K8020). Po barveni je tfeba fezy dehydratovat, vycistit a pofidit z nich za pouziti
permanentniho montazniho média preparaty.

Redéni: Doporudeni fedéni protilatky Monoclonal Mouse Anti-Human Prostein, Clone 10E3, kéd M3615, je 1:50.
Protilatku rozfedte v Dako Antibody Diluent (k6d S0809). Pfedbézné zpracované fezy tkané inkubujte po dobu 20
minut pfi pokojové teploté. Toto jsou pouze obecné pokyny. Optimalni podminky se mohou liSit v zavislosti na
vzorku a zpUsobu pfipravy a mély by byt v kazdé laboratofi ovéfovany individualné.

Negativni kontrola: Doporu¢ené ¢inidlo pro negativni kontrolu je Dako Negative Control, Mouse 1gG,, (kéd
X0943), zfedéné na stejnou koncentraci mysi Ig jako priméarni protildtka. Pokud nebyla stanovena stabilita
nafedéné protilatky a negativni kontroly v stavajicim postupu barveni, doporu€uje se naredit tato Cinidla
bezprostfedné pred pouzitim. Soubézné s testovanim vzorkl pacienta je tfeba provést pozitivni a negativni
kontroly.

Vizualizace: Doporu¢eny systém pro vizualizaci je EnVision™ FLEX, High pH (kod K8000/K8010) pouZzivajici
20minutovou inkubaci pfi pokojové teploté. DodrZujte postup pfilozeny ke zvolenému vizualizaénimu systému.

Automatizace: Protilatka se dobfe hodi pro imunohistochemické barveni pomoci automatickych zafizeni jako
Dako Autostainer, Autostainer Plus a Autostainer Link stejné jako PT Link pro pfedbé&zné zpracovani.

Kontrastni barvivo: Doporu¢ené kontrastni barvivo je EnVision™ FLEX Hematoxylin (kéd K8008/K8018). Pro
dosazeni optimalnich vysledku je doporu¢eno pouzit bezvodé permanentni montazni médium.

Kontroly: Pozitivni a negativni kontroly je nutno provadét vzdy sou¢asné pouzitim stejného protokolu jako vzorky
pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat prostatu a buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak
je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky u¢innosti*.

Postup barveni
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Interpretace zbarveni

Charakteristiky
aéinnosti

Literatura

Bunécny barvici vzor je cytoplazmaticky.

Normaini tkané:

Bylo prokazano, Ze anti-prostein je imunoreaktivni s luminalnimi epitelialnimi burikami normalni prostaty, ale
nereaguje s ostatnimi typy normalnich tkani, které byly testovany (1, 2, 5). Epitelialni buriky vykazuji stfedni az
silnou reakci cytoplazmatického zabarveni v normalni prostatické tkani.

Typ tkén é Pozitivni prvky tkan & Typ tkén é Pozitivni prvky tkan é
(pocet testovanych) (pocet
testovanych)

Nadledvina (3) 0/3 Slinivka bfisni (3) 0/3

Kostni dren (3) 0/3 PFistitna téliska (3) 0/3

Prs (3) 0/3 Hypofyza (3) 0/3

Maly mozek (3) 0/3 Prostata (3) 3/3 luminalni epitelialni
burky (40-90 %),
cytoplasmatické

Mozek (3) 0/3 Slinna Zlaza (3) 0/3

Délozni hrdlo (3) 0/3 Kosterni sval 0/3

Tracnik (3) 0/3 Kuaze (3) 0/3

Jicen (3) 0/3 Tenké strevo (3) 0/3

Srdce (3) 0/3 Slezina (3) 0/3

Ledvina (3) 0/3 Zaludek (3) 0/3

Jétra (3) 0/3 Varlata (3) 0/3

Plice (3) 0/3 Brzlik (3) 0/3

Mezotelialni buriky 0/3 Stitna Zlaza (3) 0/3

3

Nerv periferni (3) 0/3 Mandle (3) 0/3

Vajecnik (3) 0/3 Déloha (3) 0/3

Abnormalni tkdné: Anti-prostein byl testovan na fadé neoplastickych tkani a bylo zjisténo, Ze nereaguje se vSemi
hodnocenymi neprostatickymi malignimi tkanémi. Co se ty€e karcinom( prostaty, imunoreaktivita prosteinu byla
prokdzana ve vétSiné primarnich a metastatickych karcinomech prostaty (193/203) (1,2,4-8). Mezi expresi
prosteinu a Gleason skére nebo metastatickym stavem nebyl Zadny vztah (1).
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