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Ur€ené pre in vitro diagnostické tcely.

Produkt FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Gross Cystic Disease Fluid Protein-15, Clone 23A3, Ready-to-Use
(Link) je ur€eny na pouzitie v imunohistochémii spolo€ne s pristrojmi Autostainer Link instruments. Tato protilatka
je uzitocna pri identifikovani karcinébmov prsnika a metastatickych tumorov prsnika. Klinicka interpretacia
ktoréhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie musi byt doplnena morfologickou Studiou pomocou spravnych
kontrol, a musi sa vyhodnotit’ v kontexte klinického prejavu pacienta a inych diagnostickych testov realizovanych
kvalifikovanym patolégom.

GCDFP-15, glykoprotein EP-GP (extra-parotid glycoprotein), glykoprotein (gp17), protein indukujuci prolaktin
(PIP), protein viaZzuci sekre¢ny aktin (secretory actin binding protein, SABP) (1).

GCDFP-15 je monometricky sekre¢ny glykoprotein o molekulovej hmotnosti 15 kDa kédovany pomocou génu
PIP v oblasti chromozému (2, 3). GCDFP-15 je markerom apokrinnej diferenciacie a je exprimovany v cystickej
tekutine prsnika a v apokrinnych, slinnych, maz ovitych, Mollovych a vyluovacich zlazach. Sérové bunky
submandibularnych, sublingualnych a nedospelych slinnych Zliaz a nazalnych a bronchialnych Zliaz tiez
exprimuju GCDFP-15 (4). V IHC testoch bola expresia GCDFP-15 pozorovana v neoplastickych bunkach
primarnych a metastatickych nadorov prsnika (1,5-8). Imunoreaktivita bola tiez zaznamenana v karcinémoch
slinnych Zliaz, potnych Zliaz a prostaty, zatial ¢o vacésSina ostatnych zhubnych nadorov bola hodnotena ako
nereaktivne (7).

V kapitolach VSeobecné pokyny pre imunohistochemické farbenie spolo¢nosti Dako alebo v navode k
detekénému systému pre IHC metddy najdete tieto Casti: 1) Princip metddy, 2) Potrebné materialy, ktoré nie su
sucastou dodavky, 3) Skladovanie, 4) Priprava vzorky, 5) Postup farbenia, 6) Kontrola kvality, 7) Odstrafiovanie
problémov, 8) Interpretacia zafarbenia, 9) VSeobecné obmedzenia.

Monoklonalna mySacia protilatka, pripravena na pouzitie, v kvapalnej forme v roztoku s obsahom stabilizaéného
proteinu a 0,015 mol/L azidu sodného.

Klon: 23A3. |zotyp: 1IgG2a, kappa.

Rekombinantny protein odpovedajuci vylu¢ovanej doméne molekuly proteinu GCDFP-15 (gross cystic disease
fluid protein,15 kDa).

V testoch Western blotting ludského bunkového lyzatu MDA-MB-361 znaci protilatka pruh o velkosti 15 kDa
odpovedajuci o¢akavanej molekulovej hmotnosti proteinu GCDFP-15.

1. Urcené pre odbornikov.

2. Tento vyrobok obsahuje azid sodny (NaNs), ktory je v Cistej forme vysoko toxicky. Aj ked koncentracia azidu
sodného vo vyrobku nie je klasifikovana ako nebezpecna, azid sodny mdze reagovat s olovom a medou
v odpadovom potrubi a vytvarat vysoko vybusné azidy tychto kovov. Pri likvidacii splachujte dostato€nym
mnozstvom vody, aby nedochadzalo k usadzovaniu azidov kovov v potrubi.

3. Rovnako ako u kazdého vyrobku biologického pdévodu je nevyhnutné dodrziavat spravne postupy pri
manipulacii.

4. Pouzivajte osobné ochranné prostriedky, aby nedoSlo k zasiahnutiu o¢i alebo pokozky.

5. Nespotrebované roztoky je treba likvidovat v sulade s miestnymi a celoStatnymi predpismi.

Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Nepouzivat po uplynuti datumu exspiracie, ktory je vyrazeny na liekovke. Ak sa
¢inidla skladuju za akychkolvek inych nez tu uvedenych podmienok, pouzivatel musi dané podmienky preverit.
Neexistuju ziadne znamky nestability tohto vyrobku. Preto je nevyhnutné vykonavat cykly s pozitivnymi
a negativnymi kontrolnymi vzorkami spolu so vzorkami pacienta. Ak spozorujete neoCakavané zafarbenie, ktoré
nie je mozné vysvetlit zmenami laboratérnych postupov a mate podozrenie, Zze ide o problém s protilatkou,
obratte sa na oddelenie technickej podpory spolo¢nosti Dako.
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Protilatku mozno pouzivat na oznaCovanie rezov tkaniv zaliatych v parafine a fixovanych vo formaline.
Tkanivové vzorky by mali byt narezané na €asti s pribliznou hrabkou 4 pym.

Pozaduje sa predbezné spracovanie teplom indukovanym vyhladavanim epitopu (HIER). Optimalne vysledky sa
dosiahnu predbeznym spracovanim tkaniv pomocou roztoku EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH
(10x), (Link) (kod K8000/K8004).

Deparafinované rezy: Na predbezné spracovanie deparafinizovanych, vo formaline fixovanych a v parafine
zaliatych tkanivovych rezov odporu¢ame pouzit nadrz Dako PT Link (kod PT100/PT101). Podrobné informacie
najdete v pouzivatelskej prirucke k nadrzi PT Link.

Postupujte podla pokynov o predbeznom spracovani, ktoré najdete v pribalovom letaku k roztoku EnVision™
FLEX Target Retrieval Solution, High pH (10x), (Link) (k6d K8000/K8004). V pripade pouzivania nadrze PT Link
je potrebné pouzit nasledovné parametre: Teplota predbezného zahriatia: 65 °C; teplota a doba vyhladavania
epitopu: 97 °C pri 20 (£1) mindtach; schladenie na 65 °C. Vyberte z nadrze PT Link vSetky stojany farbiaceho
automatu Autostainer so sklickami a sklicka ihned ponorte do nadoby/nadrze (napr. oplachovacia stanica PT
Link Rinse Station, kod PT109) s obsahom rozriedeného premyvacieho roztoku EnVision™ FLEX Wash Buffer
(10x), (Link) (k6d K8000). Sklicka ponechajte v premyvacom roztoku Wash Buffer po dobu 1 — 5 minut.

Rezy zaliate v parafine: Deparafinizaciu a vyhladavanie epitopu mozno ako alternativny spdésob pripravy vzorky
vykonat vnadrzi PT Link pomocou mierne upraveného postupu. PodrobnejSie informacie najdete
v pouzivatel'skej prirucke k nadrzi PT Link. Po ukonceni farbenia musia byt rezy dehydrované, oCistené a
namontované pouzitim permanentného montovacieho média.

Rezy| tkaniv_nesmu _podas spracovania alebo poéas nasledujliiceho imunohistochemického farbenia vyschnut’|
Z dévodu vysSej prilnavosti rezov tkaniv k podloznym skldam sa odpori€a pouzivat silanizovana podlozna skla
Dako Silanized Slides (kéd S3003).

[ |
Odporu¢anym vizualizaénym systémom je EnVision™ FLEX, High pH (Link) (kéd K8000). Kroky farbenia
a inkubaéné doby su v softvéri Autostainer Link uz naprogramované. Podrobné instrukcie k vkladaniu skli¢ok a
Cinidiel najdete v pouzivatelskej prirucke K farbiacim pristrojom Autostaijer Link. Ak platforma softvéru
Autostainer neobsahuje pozadované protokoly, obrafte sa na oddelenie technickej podpory spolocnosti Dako.
VSetky kroky inkubacie by sa mali vykonavat pri izbovej teplote.

Opt|malne podmlenky sa mbzu odliSovat v zavislosti od vzorky a spdsobu pripravy, pricom kazdé laboratérium
by Re stanowt Ak hodnotlaC| patolog vyzadule odliSnu intenzitu farbenia, obratte sa na
aphk} alistu ého servisu spolo€nosti Dako, ktory vam poda
inforraci innoski upraveného protokolu — zhodnotte, &i je vzor
zafarbenia |dent|cky SO vzorom zafarbenla ktorého charakteristika sa nachadza v €asti ,Charakteristiky
ucinnosti“.

Kontrastné hematoxylinové farbenie odpori¢ame vykonavat pomocou pripravku EnVision™ FLEX Hematoxylin,
(Link) (kéd K8008). Odporu¢ame pouzit permanentné upeviovacie médium bez obsahu vody.

Pozmvne a negatwne kontroly treba vykonavat' sucasne pouzitim rovnakého protokolu ako pri vzorkach pacienta.

osob nej kontrolnej vzorky by malo zahffiat normalny prsnik, pri€om bunky/Struktary by mali
3 lade s informaciami, uvedenymi pre toto tkanivo v €asti ,Charakteristiky uc€innosti",
atov prl'pade vSetkych pozitivnych kontrolnych vzoriek. Odpora¢anym negativnym kontrolnym &inidlom je FLEX
Negative Control, Mouse, (Link) (kod IR750).

Vzor zafarbenia buniek je cytoplazmaticky. Je mozné pozorovat znacenie vylu€ovaného GCDFP-15 v
intercelularnom priestore.

Normalne tkaniva:

Typ tkaniva Pozitivne zafarbené prvky tkaniva
(testovany pocet)

Nadobli¢ka (2) 0/2

Kostna dren (1) 01

Mozog/maly mozog (3)  0/3
Mozog/velky mozog (3)  0/3

Prsniky (3) 2/3; glandularne a duktalne bunky, cytoplazmaticky
Cervix (3) 0/3
Hrubé ¢revo (3) 0/3
Pazerak (2) 0/2
Oblicka (3) 0/3
Praca (3) 0/3
Mezotelové bunky (2) 0/2
Nerv, periférny (2) 0/2
Vajecniky (2) 0/2
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Slinivka brusna (3) 0/3

Pristitne telieska (1) 01
Hypofyza (3) 0/3
Prostata (3) 0/3

Slinna zlaza (2)

2/2; sérové zlazy, cytoplazmaticky

Pokozka (3)

3/3; potné Zl'azy, cytoplazmaticky

Tenké crevo (2) 0/2
Zaludok (3) 0/3
Stitna zlaza (3) 0/3
Mandle (2) 0/2
Maternica (3) 0/3

Abnormalne tkanivo: Stredne silné az silné difizne alebo nerovnomerné zafarbenie bolo pozorované v 24/58

pripadov (41%) primarnych a metastatickych karcindmov prsnika a dalSich 25 pripadov zobrazilo slabé alebo
fokalne zafarbenie, €o predstavuje celkovu senzitivitu az 84,5 %. V testoch mikroarray s tkanivom karcinému
prsnika preukazala protilatka stredne silné az silné difuzne alebo nerovnomerné zafarbenie na 4/63 jadrach (6 %)
a dalSich 8 jadier preukazalo slabé alebo fokalne zafarbenie s celkovou senzitivitou 22 % (9).
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