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Para uso en diagnéstico in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human E-Cadherin, Clon T311, Ready-to-Use, (Link), esta indicado para su uso
en inmunohistoquimica junto con los instrumentos Autostainer Link. Este anticuerpo resulta util para la
identificacion de lesiones melanociticas y melanoma. La interpretacién clinica de los resultados de cualquier
tincién, o su ausencia, debe complementarse con estudios morfolégicos con controles adecuados y debe
evaluarla un patdlogo calificado dentro del contexto de la historia clinica del paciente y de otras pruebas
diagndsticas.

T311; EC 1.14.18.1.

La tirosinasa es una glucoenzima de cobre implicada en la produccién de los pigmentos de la melanina, incluida
la eumelanina y la feomelanina (1,3). En este proceso, la tirosinasa cataliza la hidroxilacion de la L-tirosina a la
L-dopa y la oxidacién de la L-dopa a la L-dopaquinona (1,3). Como marcador del linaje melanocitico, la
tirosinasa se localiza en los melanocitos que se pueden encontrar en la zona de unién dérmica/epidérmica de la
piel normal, pero no se detecta en otras células normales (2). También contienen melanocitos las partes
pigmentadas del ojo, como la coroides y el iris. La expresion de la tirosinasa se encuentra también en las
lesiones melanociticas, incluidos los nevos benignos y la mayor parte de los melanomas malignos primarios y
metastasicos, pero no en los tumores no melanociticos (2,4,5). Ademas, las células T citotdxicas autdlogas de
los pacientes con melanoma pueden reconocer la tirosinasa y, por lo tanto, los péptidos de la tirosinasa son
utiles en las vacunas para los melanomas (6,7).

Consulte las Instrucciones generales para la tinciéon inmunohistoquimica de Dako o las instrucciones del sistema
de deteccién de los procedimientos de IHQ para: (1) Principio del procedimiento, (2) Material necesario pero no
suministrado, (3) Almacenamiento, (4) Preparacién de la muestra, (5) Procedimiento de tincion, (6) Control de
calidad, (7) Solucion de problemas, (8) Interpretacion de la tincion y (9) Limitaciones generales.

Se suministra anticuerpo de ratén monoclonal listo para su uso en forma liquida en un tampoén que contiene
proteina estabilizadora y 0,015 mol/L de NaNs.

Clon: T311. Isotipo: 19G2a, kappa.

Proteina de tirosinasa no glicosilada purificada recombinante compuesta por 452 aminoacidos de la proteina de
la tirosinasa humana madura de 511 aminoacidos (1)

La inmunotransferencia se realizé con células L transfectadas con gen de tirosinasa y en cuatro lineas de células
que expresan el ARNm de la tirosinasa: SK-MEL-13, SK-MEL-19, SK-MEL-30 y SK-MEL-37 (1). Compatible con
informes anteriores, el clon T311 reconocié un grupo de proteinas con un peso de 70-80 kDa en
inmunotransferencias de las cinco lineas de células (1). Se tifid una banda adicional de 55 kDa en transferencias
de lineas celulares muy reactivas (SK-MEL-19) (1). Ademas, las inmunotransferencias de células L no
transfectadas y tres lineas de células que no expresan el ARNm de la tirosinasa (MZ2-MEL3.1, SK-MEL-187 y
MZ2-MEL2.2) fueron negativas con el clon T311 (1). Las células L transfectadas con la proteina 1 relacionada
con la tirosinasa, TRP-1(gp75), tampoco fueron reactivas con el clon T311 en ensayos de inmunofluorescencia e
inmunotransferencia, lo cual indica que el anticuerpo no tiene reactividad cruzada con la proteina asociada a los
melanosomas, TRP-1(gp75) (1).

1. Para usuarios profesionales.

2. Este producto contiene azida de sodio (NaN3), un compuesto quimico altamente toxico en su forma pura.
Aunque a las concentraciones presentes en el producto no esta clasificada como peligrosa, la azida de
sodio puede reaccionar con caferias de plomo y cobre formando acumulaciones de azidas metalicas
altamente explosivas. Una vez desechado, deje correr abundante cantidad de agua para evitar
acumulaciones de azidas metalicas en las cafierias.

3. Al igual que con cualquier producto de origen biolégico, deberan aplicarse los procedimientos de
manipulaciéon adecuados.

4.  Utilice el equipo de proteccion personal adecuado para evitar el contacto con los ojos y la piel.

5. Lasolucién que no se utilice debera desecharse de acuerdo con las normativas locales, provinciales y nacionales.
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Almacenar a 2-8 °C. No utilizar después de la fecha de caducidad impresa en el vial. Si los reactivos se
almacenan en condiciones diferentes a las especificadas, el usuario debe comprobar dichas condiciones. No
existen signos evidentes que indiquen inestabilidad de este producto. Por lo tanto, los controles positivo y
negativo deberan analizarse de manera simultanea con las muestras del paciente. En caso de observarse una
coloracion inesperada que no puede ser explicada por las variaciones en los procedimientos del laboratorio y se
sospeche la existencia de un problema con un anticuerpo, comuniquese con la Asistencia Técnica de Dako.

El anticuerpo se puede utilizar para marcar secciones de tejido fijadas con formol e incluidas en parafina. Las
muestras de tejido deben cortarse en cortes de aproximadamente 4 ym.

Se requiere el pretratamiento con recuperacién del epitopo inducida por calor (HIER). Se consiguen resultados
optimos al pretratar los tejidos con EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (10x) (Link) (n° de
catalogo K8000/K8004).

Cortes desparafinados: Se recomienda el tratamiento previo de los cortes de tejido desparafinados fijados en
formol e incluidos en parafina usando Dako PT Link (n° de catalogo PT100/PT101). Para mas detalles, consulte
la Guia del usuario del PT Link.

Siga el procedimiento de pretratamiento explicado en el prospecto de EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution,
High pH (10x) (Link) (n° de catalogo K8000/K8004). Se deben aplicar los siguientes parametros para el PT Link:
Temperatura de precalentamiento: 65 °C; temperatura y tiempo de recuperacion del epitopo: 97 °C para 20 (+1)
minutos; enfriar a 65 °C. Enjuagar las secciones con EnVision™ FLEX Wash Buffer (10x) (Link) (n° de catalogo
K8000) diluido a temperatura ambiente.

Cortes incluidos en parafina Como método alternativo de preparacion de una muestra, tanto el desparafinado
como la recuperacion del epitopo se pueden realizar en el PT Link con un procedimiento modificado. Ver
instrucciones en la Guia del usuario de PT Link. Después de finalizado el procedimiento de tincion, se deben
deshidratar, enjuagar y montar los cortes usando un medio de montaje permanente.

Los cortes de tejido no se deben secar durante el tratamiento ni durante el siguiente procedimiento de tincién
inmunohistoquimica. Para una mejor adherencia de los cortes de tejidos a los portaobjetos, se recomienda el
uso de Dako Silanized Slides (n° de catalogo S3003).

El sistema de visualizacion recomendado es EnVision™ FLEX, High pH (Link) (n° de catalogo K8000). Los pasos
de tincion y los tiempos de incubacion han sido preprogramados en el software del Autostainer Link. Consulte la
Guia del usuario del Autostainer Link para ver las instrucciones detalladas sobre la carga de portaobjetos y
reactivos. Si no hay protocolos disponibles sobre la plataforma de Autostainer utilizado, pdngase en contacto con
los Servicios Técnicos de Dako. Todos los pasos de incubacion deben realizarse a temperatura ambiente.

Las condiciones optimas pueden variar de acuerdo con la muestra y del método de preparacién, y deberan
determinarse individualmente en cada laboratorio. Si el patélogo encargado de la evaluacién desea otra
intensidad de tincion, se puede solicitar informacion a un especialista en aplicaciones de Dako o a un
especialista del servicio técnico para reprogramar el protocolo. Verifique que el resultado del protocolo ajustado
siga siendo valido confirmando que el patron de tincion sea idéntico al descrito en “Caracteristicas de
resultados”.

Se recomienda la contratincion en hematoxilina usando EnVision™ FLEX Hematoxylin (Link) (n° de catalogo
K8008). Se recomienda un medio de montaje no acuoso permanente.

Los controles positivo y negativo deberan realizarse de manera simultanea empleando el mismo protocolo que
para las muestras del paciente. El control positivo de tejido debe incluir melanocitos de la capa basal, y las
células/estructuras deben exhibir patrones de reaccion como se describe para este tejido en “Caracteristicas de
resultados” en todas las muestras positivas. El reactivo de control negativo recomendado es FLEX Negative
Control, Mouse (Link) (n° de catalogo IR750).

El patrén de tincion celular es citoplasmatico y/o perinuclear.

Tejidos normales: Se analizé un panel de 33 tejidos normales con anti-Tyrosinase, clon T311, mediante
inmunohistoquimica, y soélo fue positiva la piel (2). En la piel normal, los melanocitos fueron inmunorreactivos,
mientras que los queratinocitos basales de la piel fueron negativos (1,2).

Tejidos anormales: Se analiz6 el clon T311 con lesiones melanociticas benignas y malignas y se encontrd que
tifie la mayoria de los nevos benignos y los melanomas analizados. Se observé una baja inmunorreactividad de
la tirosinasa en los melanomas de las células desmoplasicas y fusiformes (1,2,4,5). Se ha demostrado la
especificidad de la anti-Tyrosinasa para las lesiones melanociticas mediante la inmunotincién de mas de 70 tipos
diferentes de tumores no melanociticos sin que se encontrase inmunorreaccion, lo cual indica que la expresiéon
de la tirosinasa se limita a las células de linaje melanocitico (2).
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