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Προοριζόµενη χρήση Για in vitro διαγνωστική χρήση. 
Το FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Tyrosinase, Κλώνος T311, Ready-to-Use, (Dako 
Autostainer/Autostainer Plus), προορίζεται για ανοσοϊστοχηµική χρήση σε συνδυασµό µε τα όργανα Dako 
Autostainer/Autostainer Plus. Το αντίσωµα αυτό είναι χρήσιµο για την αναγνώριση των µελανοκυτταρικών 
αλλοιώσεων και των µελανωµάτων. Η κλινική ερµηνεία της χρώσης ή της απουσίας χρώσης πρέπει 
να συµπληρώνεται µε µορφολογικές µελέτες που χρησιµοποιούν κατάλληλους µάρτυρες και πρέπει να 
αξιολογούνται στο πλαίσιο του κλινικού ιστορικού του ασθενούς και άλλων διαγνωστικών εξετάσεων από ειδικό 
παθολογοανατόµο. 
 

Συνώνυµα για το 
αντιγόνο 

T311, EC 1.14.18.1 
 

Περίληψη 
και επεξήγηση 

Η τυροσινάση είναι ένα γλυκοένζυµο χαλκού που συµµετέχει στην παραγωγή χρωστικών µελανίνης, µεταξύ των 
οποίων ευµελανίνη και η φαιοµελανίνη (1,3). Στη διαδικασία αυτή, η τυροσινάση καταλύει την υδροξυλίωση της 
L-τυροσίνης σε L-dopa και την οξείδωση της L-dopa σε L-ντοπακινόνη (1,3). Ως δείκτης µελανοκυτταρικής 
γενεαλογίας, η τυροσινάση εντοπίζεται στα µελανοκύτταρα που βρίσκονται στη συµβολή δέρµατος/επιδερµίδας 
σε φυσιολογικό δέρµα αλλά δεν ανιχνεύεται σε άλλα φυσιολογικά κύτταρα (2). Χρωµατισµένα τµήµατα του 
οφθαλµού, όπως ο χοριοειδής χιτώνας και η ίριδα, περιέχουν επίσης µελανοκύτταρα. Έκφραση της τυροσινάσης 
απαντάται επίσης σε µελανοκυτταρικές αλλοιώσεις, µεταξύ των οποίων οι καλοήθεις σπίλοι και η πλειοψηφία των 
πρωτογενών και µεταστατικών κακοήθων µελανωµάτων και µη µελανοκυτταρικούς τύπους όγκων (2,4,5). 
Επιπλέον, η τυροσινάση µπορεί να αναγνωριστεί από αυτόλογα κυτταροτοξικά Τ κύτταρα από ασθενείς µε 
µελάνωµα, και εποµένως τα πεπτίδια της τυροσινάσης χρησιµεύουν στα εµβόλια κατά του µελανώµατος (6,7).  
 

Ανατρέξτε στις Γενικές οδηγίες για την ανοσοϊστοχηµική χρώση της Dako ή στις οδηγίες του συστήµατος 
ανίχνευσης των διαδικασιών IHC για: 1) την Αρχή της διαδικασίας, 2) τα Υλικά που απαιτούνται, αλλά δεν 
παρέχονται, 3) την Αποθήκευση, 4) την Προετοιµασία δειγµάτων, 5) τη ∆ιαδικασία χρώσης, 6) τον Ποιοτικό 
έλεγχο, 7) την Αντιµετώπιση προβληµάτων, 8) την Ερµηνεία της χρώσης, 9) τους Γενικούς περιορισµούς. 
 

Αντιδραστήριο που 
παρέχεται 

Έτοιµο προς χρήση µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού που παρέχεται σε υγρή µορφή σε ρυθµιστικό διάλυµα, το 
οποίο περιέχει σταθεροποιητική πρωτεΐνη και 0,015 mol/L NaN3.  
Κλώνος: T311 Ισότυπος: IgG2a, kappa 
 

Ανοσογόνο Ανασυνδυασµένη και καθαρισµένη, µη γλυκοζυλιωµένη πρωτεΐνη τυροσινάσης που αποτελείται από 452 από τα 
511 αµινοξέα της ώριµης ανθρώπινης πρωτεΐνης της τυροσινάσης (1). 

 
Ειδικότητα Για την ανοσοστύπωση, χρησιµοποιήθηκαν L κύτταρα µεταµολυσµένα µε γονίδιο τυροσινάσης και σε τέσσερις 

κυτταρικές σειρές που εκφράζουν mRNA τυροσινάσης: SK-MEL-13, SK-MEL-19, SK-MEL-30 και SK-MEL-37 (1). 
Όπως και σε προηγούµενες αναφορές, µια οµάδα πρωτεϊνών µεταξύ 70–80 kDa αναγνωρίστηκε από τον κλώνο 
T311 σε ανοσοστυπώµατα και των πέντε κυτταρικών σειρών (1). Χρωµατίστηκε µια επιπλέον ζώνη 55 kDa σε 
στυπώµατα από κυτταρικές σειρές που είναι ισχυρά δραστικές (SK-MEL-19) (1). Ακόµα, τα ανοσοστυπώµατα 
των µη µεταµολυσµένων L κυττάρων και τρεις κυτταρικές σειρές που δεν εκφράζουν mRNA τυροσινάσης 
(MZ2-MEL3.1, SK-MEL-187 και MZ2-MEL2.2) ήταν αρνητικά µε τον κλώνο T311(1). Τα Lκύτταρα που 
µεταµολύνθηκαν µε την πρωτεΐνη 1, TRP-1(gp75), που σχετίζεται µε την τυροσινάση επίσης δεν αντέδρασαν µε 
τον κλώνο T311 σε ανοσοφωσφορίζουσες και ανοσοστυπωτικές δοκιµασίες, δείχνοντας ότι το αντίσωµα αυτό δεν 
έχει διασταυρούµενη αντίδραση µε την πρωτεΐνη που σχετίζεται µε το µελανόσωµα TRP-1(gp75) (1).  
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Προφυλάξεις 1. Για επαγγελµατίες χρήστες. 
2.  Το προϊόν αυτό περιέχει νατραζίδιο (NaN3), µια ιδιαίτερα τοξική χηµική ουσία σε καθαρή µορφή. Στις 

συγκεντρώσεις προϊόντος, παρόλο που δεν έχει ταξινοµηθεί ως επικίνδυνο, το νατραζίδιο ενδέχεται να 
αντιδράσει µε τις µολύβδινες ή χάλκινες υδραυλικές σωληνώσεις και να δηµιουργήσει ιδιαίτερα εκρηκτικές 
εναποθέσεις µεταλλικών αζιδίων. Κατά την απόρριψη, ξεπλύνετε µε άφθονο νερό για να αποτρέψετε τη 
συσσώρευση µεταλλικών αζιδίων στις σωληνώσεις. 

3. Όπως ισχύει για κάθε προϊόν βιολογικής προέλευσης, πρέπει να εφαρµόζονται οι δέουσες διαδικασίες 
χειρισµού. 

4. Πρέπει να φοράτε κατάλληλο εξοπλισµό προσωπικής προστασίας για να αποφύγετε την επαφή µε τα µάτια 
και το δέρµα. 

5. Όσο διάλυµα δεν χρησιµοποιηθεί πρέπει να απορρίπτεται σύµφωνα µε τους τοπικούς, κρατικούς και 
οµοσπονδιακούς κανονισµούς. 

 
Αποθήκευση Αποθηκεύστε σε θερµοκρασία 2–8 °C. Μην το χρησιµοποιείτε µετά την ηµεροµηνία λήξης που αναγράφεται στο 

φιαλίδιο. Αν τα αντιδραστήρια φυλάσσονται σε διαφορετικές συνθήκες από εκείνες που προδιαγράφονται, 
ο χρήστης πρέπει να επαληθεύσει τις συνθήκες. ∆εν υπάρχουν ορατά σηµάδια που να υποδεικνύουν έλλειψη 
σταθερότητας του προϊόντος αυτού. Για το λόγο αυτό, θετικοί και αρνητικοί µάρτυρες πρέπει να εξετάζονται 
ταυτόχρονα µε τα δείγµατα ασθενών. Εάν παρατηρηθεί µη αναµενόµενη χρώση, που δεν µπορεί να ερµηνευθεί 
από διακυµάνσεις των εργαστηριακών διαδικασιών και υπάρχουν υποψίες για πρόβληµα στο αντίσωµα, 
επικοινωνήστε µε το Τµήµα Τεχνικής Υποστήριξης της Dako. 
 

Προετοιµασία 
δειγµάτων 
καθώς και των υλικών 
που απαιτούνται, 
αλλά δεν παρέχονται 

Το αντίσωµα µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη σήµανση τοµών ιστού µονιµοποιηµένων σε φορµαλίνη και 
εγκλεισµένων σε παραφίνη. Τα δείγµατα των ιστών πρέπει να τεµαχίζονται σε τοµές πάχους περίπου 4 µm.  
Απαιτείται προκατεργασία µε θερµική ανάκτηση του επιτόπου (HIER). Βέλτιστα αποτελέσµατα λαµβάνονται µε 
προκατεργασία των ιστών χρησιµοποιώντας EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (10x) (Dako 
Autostainer/Autostainer Plus) (Κωδικός K8010/K8014).  
Αποπαραφινωµένες τοµές: Προτείνεται προκατεργασία των αποπαραφινωµένων µονιµοποιηµένων µε φορµαλίνη 
και εγκλεισµένων σε παραφίνη τοµών ιστών µε τη χρήση Dako PT Link (Κωδικός PT100/PT101). Για 
λεπτοµέρειες, ανατρέξτε στον οδηγό χρήσης του PT Link.  
Ακολουθήστε τη διαδικασία προ-κατεργασίας που περιγράφεται στο ένθετο συσκευασίας του EnVision FLEX 
Target Retrieval Solution, High pH (10x) (Dako Autostainer/Autostainer Plus) (Κωδικός K8010/K8014). 
Οι ακόλουθες παράµετροι πρέπει να χρησιµοποιηθούν για το PT Link: Θερµοκρασία προθέρµανσης: 65 °C, 
θερµοκρασία και χρόνος ανάκτησης επιτόπου: 97°C επί 20 (±1) min, ψύξη µέχρι τους 65°C. Ξεπλύνετε τις τοµές 
µε αραιωµένο EnVision FLEX Wash Buffer (10x) (Dako Autostainer/Autostainer Plus) (Κωδικός K8010) σε 
θερµοκρασία δωµατίου. 
Τοµές εγκλεισµένες σε παραφίνη: Ως εναλλακτική προετοιµασία δείγµατος, και η αποπαραφινωµένη ανάκτηση 
και η ανάκτηση επιτόπου µπορούν να πραγµατοποιηθούν στο PT Link µε τη χρήση τροποποιηµένης διαδικασίας. 
Βλ. οδηγό χρήσης του PT Link για οδηγίες. Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας χρώσης, οι τοµές πρέπει να 
αφυδατωθούν, να καθαριστούν και να επικαλυφθούν χρησιµοποιώντας µέσα µόνιµης επικάλυψης.  
Οι τοµές του ιστού δεν πρέπει να στεγνώνουν κατά τη διάρκεια της κατεργασίας ή κατά τη διάρκεια των 
παρακάτω ανοσοϊστοχηµικών διαδικασιών χρώσης. Για καλύτερη προσκόλληση των τοµών ιστού στις υάλινες 
αντικειµενοφόρους πλάκες, συνιστάται η χρήση Dako Silanized Slides (Κωδικός S3003). 
 

∆ιαδικασία χρώσης 
καθώς και των υλικών 
που απαιτούνται, 
αλλά δεν παρέχονται 

Το συνιστώµενο σύστηµα εποπτικής παρουσίασης είναι το EnVision FLEX+, Mouse, High pH, (Dako 
Autostainer/Autostainer Plus) (Κωδικός K8010). Τα βήµατα χρώσης και οι χρόνοι επώασης είναι 
προγραµµατισµένα εκ των προτέρων στο λογισµικό των οργάνων Dako Autostainer/Autostainer Plus, 
χρησιµοποιώντας τα εξής πρωτόκολλα:  
Φόρµα πρωτοκόλλου: FLEXRTU2 (όγκος εφαρµογής 200 µL) ή FLEXRTU3 (όγκος εφαρµογής 300 µL) 
Αυτόµατο πρόγραµµα (χωρίς αντίχρωση): Tyr ή Autoprogram (µε αντίχρωση): TyrH  
Το βοηθητικό βήµα πρέπει να ρυθµιστεί στο “ρυθµιστικό διάλυµα πλύσης“ σε (Kωδικόςους χρώσεις µε ≤10 
αντικειµενοφόρους. Για (Kωδικόςους χρώσης µε περισσότερες από 10 αντικειµενοφόρους, το βοηθητικό βήµα 
πρέπει αν ρυθµιστεί στο “κανένα“. Αυτό εξασφαλίζει συγκρίσιµους χρόνους πλύσης. 
Όλα τα βήµατα επώασης πρέπει να πραγµατοποιούνται σε θερµοκρασία δωµατίου. Για λεπτοµέρειες, ανατρέξτε 
στο εγχειρίδιο χρήσης για το συγκεκριµένο όργανο. Εάν τα πρωτόκολλα δεν είναι διαθέσιµα στο 
χρησιµοποιηµένο όργανο Dako Autostainer, επικοινωνήστε µε τεχνική υπηρεσία της Dako.  
Οι βέλτιστες συνθήκες ενδέχεται να ποικίλουν ανάλογα µε το δείγµα και τη µέθοδο προετοιµασίας και πρέπει να 
καθορίζονται ξεχωριστά από κάθε εργαστήριο. Εάν ο εξετάζων παθολόγος επιθυµεί διαφορετική ένταση χρώσης, 
µπορείτε να επικοινωνήσετε µε έναν ειδικό εφαρµογών της Dako/ειδικό της τεχνικής υπηρεσίας για τον 
επαναπρογραµµατισµό του πρωτοκόλλου. Επαληθεύστε ότι η απόδοση του ρυθµισµένου πρωτοκόλλου ισχύει 
ακόµα εξετάζοντας κατά πόσο το πρότυπο χρώσης είναι πανοµοιότυπο µε το πρότυπο χρώσης που 
περιγράφεται στα “Χαρακτηριστικά απόδοσης“.  
Η αντίχρωση σε αιµατοξυλίνη συνιστάται µε χρήση EnVision FLEX Hematoxylin, (Dako Autostainer/Autostainer 
Plus) (Κωδικός K8018). Συνιστάται µη υδατικό µέσο µόνιµης επικάλυψης. 
Αρνητικοί και θετικοί µάρτυρες πρέπει να αναλύονται ταυτόχρονα χρησιµοποιώντας το ίδιο πρωτόκολλο όπως και 
για τα δείγµατα των ασθενών. Ο ιστός θετικού µάρτυρα πρέπει να περιλαµβάνει τα µελανοκύτταρα της βασικής 
στιβάδας και τις δοµές/κύτταρα που πρέπει να παρουσιάζουν τα πρότυπα αντίδρασης όπως περιγράφονται για 
αυτόν τον ιστό σε όλα τα θετικά δείγµατα του “Χαρακτηριστικά απόδοσης“. Το προτεινόµενο αντιδραστήριο 
αρνητικού µάρτυρα είναι το FLEX Negative Control, Mouse (Dako Autostainer/Autostainer Plus) (Κωδικός IS750). 
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Ερµηνεία χρώσης Το πρότυπο κυτταρικής χρώσης είναι κυτταροπλασµατικό ή/και περιπυρηνικό. 
 

Χαρακτηριστικά 
απόδοσης 
 
 
 
 
 
 
 
 

Φυσιολογικοί ιστοί: Μια σειρά 33 φυσιολογικών ιστών εξετάστηκαν µε τον κλώνο αντι-τυροσινάσης T311 µε 
χρήση ανοσοϊστοχηµείας και µόνο το δέρµα ήταν θετικό (2). Σε φυσιολογικό δέρµα, τα µελανοκύτταρα ήταν 
ανοσοδραστικά, ενώ τα βασικά κερατινοκύτταρα του δέρµατος παρέµειναν αρνητικά (1,2).  

Παθολογικοί ιστοί: Ο κλώνος T311 δοκιµάστηκε σε καλοήθεις και κακοήθεις µελανοκυτταρικές αλλοιώσεις και 
βρέθηκε να χρωµατίζει το µεγαλύτερο µέρος των καλοηθών σπίλων και µελανωµάτων που ελέγχθηκαν. 
Παρατηρήθηκε χαµηλή ανοσοδραστικότητα τυροσινάσης σε µελανώµατα κυττάρων δεσµοπλαστικού και 
ατρακτοειδούς τύπου (1,2,4,5). Η ειδικότητα της αντι-τυροσινάσης για τις µελανοκυτταρικές αλλοιώσεις έχει 
διαπιστωθεί µε την ανοσοχρώση πάνω από 70 διαφορετικών τύπων µη µελανοκυτταρικών όγκων που δεν έχουν 
δείξει καµία ανοσοδραστικότητα, υποδεικνύοντας ότι η έκφραση της τυροσινάσης περιορίζεται στα κύτταρα µε 
µελανοκυτταρική γενεαλογία (2). 
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