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Para uso en diagndstico in vitro.

La combinacion del anticuerpos DuoFLEX Cocktail Monoclonal Rabbit Anti-Human AMACR, clon 13H4, la
citoqueratina Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin, el elevado peso molecular, clon 34RE12 y la
citoqueratina Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 5/6, clon D5/16 B4 (Link), estan indicados para su uso
en inmunohistoquimica junto con los instrumentos Autostainer Link. Esta combinacion de anticuerpos se utiliza
como prueba diagnéstica complementaria para la confirmaciéon del carcinoma prostatico, de las neoplasias
prostaticas intraepiteliales, asi como de sus lesiones benignas similares, en tejidos de préstata fijados con formol
e incluidos en parafina (1-5), tras realizar el diagnostico primario mediante un examen morfoldgico de portaobjetos
tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E). La interpretacion clinica de cualquier tincion positiva, o la ausencia de la
misma, debe ser complementada por estudios morfol6gicos con los controles adecuados y debe ser evaluada por
un patologo cualificado dentro del contexto de la historia clinica del paciente y otras pruebas diagnosticas.

AMACR: Alfa metilacil coenzima A racemasa, a-metilacil-CoA, P504S
Citoqueratina HMW: Queratina 903

AMACR: EIl anticuerpo monoclonal de conejo anti-AMACR, clon 13H4 reconoce una proteina de 382
aminoécidos identificada por sustraccion de bibliotecas de ADNc junto con analisis de alto rendimiento por
micromatrices de la presencia de adenocarcinoma de prostata (6). Alfa-metilacil-CoA racemasa (AMACR), es
una enzima implicada en la biosintesis del &cido biliar y la B-oxidacién de &cidos grasos ramificados (7). AMACR
se expresa en células de neoplasias intraepiteliales prostaticas premalignas de alto grado (HGPIN) y
adenocarcinomas de prostata, pero esta presente a niveles bajos o indetectables en células epiteliales
glandulares de la prostata normal y la hiperplasia prostatica benigna (6,8-13).

CK HMW: Las citoqueratinas de alto peso molecular, clon 34RE12 son proteinas citoesqueléticas de filamento
intermedio, esenciales para el desarrollo y la diferenciacion de las células epiteliales. Se han identificado, clasificado
y numerado aproximadamente veinte citoqueratinas diferentes de acuerdo con el peso molecular y los puntos
isoeléctricos (14). En general, la mayoria de las citoqueratinas con bajo peso molecular (40-54 kDa) se distribuye
en el epitelio no escamoso, numeros del catdlogo de Moll 7-8 y 17-20 (15). Las citoqueratinas con alto peso
molecular (48-67 kDa) se encuentran en el epitelio escamoso, nimeros del catalogo de Moll 1-6 y 9-16 (15).

Citoqueratina 5/6: La citoqueratina monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 5/6, clon D5/16 B4 es una
citoqueratina de tipo basico y de alto peso molecular, con una masa molecular de 58 kDa, que se expresa en las
capas estratificadas de epitelio basal, intermedio y superficial de las células, asi como en los epitelios
transicionales, los epitelios complejos, las células mesoteliales y en el mesotelioma. Salvo escasas excepciones,
no se ha encontrado CK 5 en los epitelios simples ni en células no epiteliales. CK 6 también es un tipo basico de
citoqueratina de peso molecular alto, con una masa molecular de 56 kDa, expresada por el epitelio escamoso
proliferante a menudo junto con CK 16 (48 kDa) (16,17).

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

La combinacién de anticuerpos monoclonal de conejo y monoclonal de ratén lista para usar se suministra en
forma liquida en una solucién tampdn que contiene proteina estabilizante y 0,015 mol/L de NaNs.

La AMACR Monoclonal Rabbit Anti-Human AMACR, clon 13H4, Isotipo: 1gG1, kappa
Citogueratina Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin, de alto peso molecular, clon 34RE12, Isotipo: 1gG1, kappa
Citoqueratina Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 5/6, clon D5/16 B4, Isotipo: 1IgG1, kappa

AMACR: recombinante de longitud total P504S (6)
CK HMW: queratina inmundgena solubilizada extraida de la capa cérnea humana.
Citoqueratina 5/6: Citoqueratina aislada 5.

La especificidad del anticuerpo anti-AMACR monoclonal de conejo fue evaluada por andlisis inmunocitoquimico
y de transferencia Western. Los anticuerpos anti-ACMAR se unieron positivamente a las células HEK293 fijadas
en formol que sobreexpresaron AMACR, pero no reaccionaron con células transfectadas con un plasmido vacio.
En transferencias Western de lisados de muestras de carcinoma de prostata primario, el ant-AMACR monoclonal de
conejo identificé una proteina de 54 kDa que es compatible con el peso molecular esperado de la AMACR (9).
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Se ha demostrado que el anti-CK HMW, 34BE12 reacciona con las proteinas 66, 57, 51 y 49 kDa (1) correspondientes
a las citoqueratinas 1, 5, 10 y 14 del catalogo Moll (14,15,18).

Shah et al. (19) sugirieron la utilidad clinica del anti-CK HMW, 34RE12 como ayuda en la diferenciacion de las
enfermedades de Paget y de Bowen (carcinoma in situ), del melanoma de extensién superficial pagetoide. Se
informo6 de la positividad del anti-CK HMW, 34BE12 en la enfermedad de Paget de mama (5/5) y la enfermedad
de Bowen (10/10), aungue se tifio el 25% (1/4) correspondiente a la enfermedad de Paget de la vulva y 0/6 de
los melanomas de extension superficial pagetoides (19).

En el caso del anticuerpo anti-citoqueratina 5/6, clon D5/16 B4, en transferencia Western de preparaciones
citoesqueléticas de epidermis y epitelio no queratinizante, el anticuerpo marca la citoqueratina 5. También marca
la citoqueratina 6 y marca débilmente a la citoqueratina 4. No se observd reaccién cruzada con las
citoqueratinas 1, 7, 8, 10, 13/14, 18 y 19.

1. Para usuarios profesionales.

2. Este producto contiene azida sodica (NaNs), un compuesto quimico altamente téxico en su forma pura.
Aungue no esta clasificada como peligrosa, a la concentracion en la que se encuentra en el producto, la
azida sédica puede reaccionar con el cobre o el plomo de las cafierias para formar compuestos de azidas
metélicas altamente explosivas. Una vez desechado, deje correr abundante cantidad de agua para evitar
acumulaciones de azidas metélicas en las cafierias.

3. Al igual que con cualquier producto derivado de fuentes bioldgicas, deberan aplicarse procedimientos
adecuados de manejo.

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

5. La solucién que no se utllice deber4 desecharse de acuerdo con las normativas locales, provinciales y
nacionales.

Almacenar a 2-8 €. No utilizar después de la fecha de caducidad impresa en el vial. Si los reactivos se
almacenan bajo condiciones diferentes a las especificadas, dichas condiciones deben ser verificadas por el
usuario. No existen signos evidentes que indiquen la inestabilidad de este producto. Por lo tanto, los controles
positivo y negativo deberan realizarse de manera simultanea con las muestras del paciente. Si observa una
tincién inesperada que no puede explicarse por variaciones en los procedimientos del laboratorio y sospecha de
la existencia de un problema con el anticuerpo, pédngase en contacto el servicio técnico de Dako.

La combinacion de anticuerpos puede utilizarse para marcar cortes de tejido fijados con formol e incluidos en
parafina. Las muestras de tejido deben cortarse en secciones de aproximadamente 4 um.

Se requiere un tratamiento previo con recuperacion del epitopo inducida por calor (HIER, por sus siglas en
inglés). Se obtienen resultados 6ptimos al pretratar los tejidos con EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution,
High pH (50x) (n.° de catélogo 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 catdlogo PT100/PT101). Para mas detalles, consulte
la Guia del usuario de PT Link.

Siga el procedimiento de tratamiento previo explicado en el prospecto de la EnVision™ FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (50x) (n.° de catalogo K8004). Se deben aplicar los siguientes parametros para PT Link:
temperatura de precalentamiento: 65 C; temperatura y tiempo de recuperacion del epitopo: 97 T durante
20 (x1) minutos; enfriar a 65 T. Extraiga la gradilla para portaobjetos Autostainer con los portaobjetos del
tanque PT Link e introduzca los portaobjetos inmediatamente en un bote o tanque (p. €j., PT Link Rinse Station,
codigo PT109) con EnVision™ FLEX Wash Buffer (20x), (n.° de catalogo K8007) diluido y a temperatura
ambiente. Deje los portaobjetos en Wash Buffer durante 1-5 minutos.

Cortes incluidos en parafina: el método preferido para la colocacién de cubreobjetos consiste en la utilizacion del
medio de montaje acuoso (Dako Faramount n.° de catadlogo S3025). Como método alternativo de preparaciéon de
una muestra, tanto el desparafinado como la recuperacion del epitopo se pueden realizar en el PT Link con un
procedimiento modificado. Consulte las instrucciones en la Guia del usuario de PT Link. Después de finalizar el
procedimiento de tincién, se deben secar al aire a 60 T, sumergir en xileno y montar los cortes usand o un
medio de montaje permanente. Debe evitarse el uso de alcohol con los medios de montaje permanente, dado
que puede reducir la reactividad de la solucién de cromégeno rojo.

Antes de realizar el montaje, los cortes de tejido no se deben secar durante el tratamiento previo 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 FLEX IHC Microscope Slides (n.° de catédlogo K8020).

El sistema de visualizacién recomendado es EnVision™ DuoFLEX Doublestain System, (Link) (n.° de catalogo
SK110). 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 instrucciones detalladas sobre la
carga de portaobjetos y reactivos. Si todavia no estan disponibles los protocolos en la plataforma del Autostainer
utilizada, comuniquese con el servicio técnico de Dako. Todos los pasos de incubacién deben realizarse a
temperatura ambiente.

Las condiciones Optimas pueden variar segun la muestra y el método de preparacion. Por lo tanto, deberan
determinarse individualmente en cada laboratorio. Si el patélogo encargado de la evaluacion desea otra
intensidad de tincién, 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 rendimiento del protocolo ajustado siga siendo
valido confirmando que el patron de tincion sea idéntico al descrito en “Caracteristicas de resultados”.
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Se recomienda la contratincién en hematoxilina usando EnVision™ FLEX Hematoxylin, (Link) (n.° de catalogo
K8008). Se recomienda un medio de montaje no acuoso permanente. En el caso de portaobjetos con montaje
permanente, se deben dejar secar al aire durante 1 hora a 60 °C y, a continuacién, sumergirlos en xileno durante
5 minutos. Debe evitarse el uso de alcohol con los medios de montaje permanente, dado que puede reducir la
reactividad de la solucién de cromégeno rojo.

Los controles positivo y negativo deberan realizarse de manera simultdnea empleando el mismo protocolo que
para las muestras del paciente. El tejido de control positivo debe incluir préstata (normal o hiperplasia) y las
células y estructuras deben mostrar patrones de reaccién como se describe para este tejido en “Caracteristicas
de rendimiento” en todas las muestras positivas.

Las células de carcinoma marcadas por Anti-AMACR muestran una tincion citoplasmaética granular de color rojo.

Las células marcadas por el anticuerpo anti-citoqueratina de alto peso molecular muestran tincion citoplasmatica
de color marrén.

Las células marcadas por el anticuerpo anti-citoqueratina 5/6 muestran tincion citoplasmatica de color marrén.

Tejidos normales:

Anti-AMACR: Tipo de tejido Elementos tisulares con tincién positiva
(n.° analizado) (8,9,12)

Rifion (12)° 12/12 células epiteliales tubulares
Higado (15)° 15/15 hepatocitos

Pulmén (12)° 12/12 células epiteliales bronquiales
Vesicula biliar (10)° 10/10 células epiteliales

Colon (20)° 20/20 epitelio de superficie de colon, focal y luminal
Colon hiperplasico (28)" 1/28

Préstata, benigno (194)° 23/194

Suprarrenal (12)° 0/12

Vejiga (7)° 017

Cerebro (5)° 0/5

Mama (12)° 0/12

Endometrio (12)° 0/12

Corazén (5)° 0/5

Ganglio linfatico (7)° 017

Pancreas (15)° 0/15

Préstata (19)° 0/19

Ovario (12)° 0/12

Intestino delgado (18)° 0/18

Glandula salival (7)° 0/7

Piel (7)° 017

Bazo (12)° 0/12

Estémago (13)° 0/13

Tiroides (5)° 0/5

Testiculos (5)° 0/5

El anticuerpo Anti-CK de alto peso molecular, 34BE12 es reactivo con los tejidos epiteliales normales, entre los
gue se encuentran: epitelio escamoso y conductos sudoriparos de la piel (18), todas las capas epiteliales
incluyendo el epitelio luminal y basal y las células ductales de mama (20), algunos neumocitos, mesotelio y
epitelio bronquial en el pulmén, epitelio del conducto colector del rifién y células ductales de péancreas,
conductos biliares hepaticos y mesotelio, asi como una porcién del epitelio (células con una localizacion méas
basal) del tracto gastrointestinal (18). El anti-CK HMW, 34BE12 no marca los hepatocitos, las células acinares
pancreédticas, los tubulos renales proximales y los tejidos normales no epiteliales (18).

El anti-CK HMW, 34BE12 tifidé la glandula mamaria de la mama, el epitelio escamoso del cuello uterino, la
glandula prostatica, el conducto excretor de la glandula salival lingual, el epitelio escamoso de la piel, las células
reticulares y los cuerpos de Hassall del timo, asi como el epitelio escamoso de las amigdalas. No se demostr6é
ninguna tinciéon en la suprarrenal, médula 6sea, cerebelo o cerebro, colon, corazén, rifién, higado, pulmoén,
células mesoteliales, ovario, pancreas, paratiroides, pericardio, nervio periférico, hipéfisis, misculo esquelético,
intestino delgado, bazo, estémago, testiculos, tiroides o Gtero.

El anticuerpo citoqueratina 5/6 marca los epitelios escamosos estratificados. En epitelios complejos, las células
basales en la mayoria de los casos expresan CK 5. Generalmente, el anticuerpo no marca los epitelios simples y
las células no epiteliales.

Tejidos anormales:
Anti-AMACR es inmunorreactivo con la mayoria de los carcinomas de prostata analizados (8—13).

Tipo de tejido (n.° analizado) Tumores con tincién positiva
Adenocarcinoma prostatico (18)° 17/18

Carcinoma hepatocelular (21)° 17/21

Carcinoma renal (24)° 18/24

Carcinoma de células de transicién de la vejiga (29)° 9/29

Adenocarcinoma de estdmago (15)° 4/15
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Adenocarcinoma de mama (61)° 9/61

Colangiocarcinoma del tracto biliar (14)° 2/14
Adenocarcinoma pulmonar (23)° 3/23
Carcinoma neuroendocrino; gastrointestinal, 1/9
pulmonar y de higado (9)°
Sarcoma epitelioide de tejido blando (12)° 1/12
Adenocarcinoma de ovario (27)° 2127
Adenocarcinoma de pancreas (13)° 1/13
Tumor cortical suprarrenal (20)° 1/20
Tumores de glandula salival (28)° 1/28
Carcinomas de colon (176)" 122/176
Bien diferenciado (58)" 45/58
Moderadamente diferenciado (88)” 66/88
Mal diferenciado (30)™ 11/30
Tumores de células germinativas (14)° 0/14

Tumores carcinoides, de pulmén y gastrointestinales (10)°  0/10
Carcinoma de células pequefias; pulmonar y cutaneo (15)° 0/15

Mesotelioma pleural (16)° 0/16
Carcinoma no diferenciado (27)° 0/27
Melanoma (20)° 0/20
Carcinoma de células escamosas; cutaneo 0/25
y de mucosa (25)°

Carcinoma de células basales de piel (20)° 0/20
Sarcoma sinovial (6)° 0/6
Tumores tiroideos (54)° 0/54
Timoma (8)° 0/8
Carcinoma endometrioide (10)° 0/10

Se ha descrito la positividad del anti-CK HMW, 34BE12 en carcinomas de células escamosas, ductales o
transicionales, como: carcinoma de células escamosas de la piel, pulmén y nasofaringe, carcinoma ductal de
mama, pancreas, conducto biliar y glandulas salivales asi como los carcinomas de células transicionales de la
vejiga y nasofaringe y los timomas (21,22). El anti-CK HMW, 34BE12 tifi6 mesoteliomas epiteliales pero no
reaccion6 con los mesoteliomas sarcomatoides o desmopléasicos (23). Los tumores epiteliales negativos al anti-
CK HMW, 34BE12 son adenomas del tipo “acinar” (p. €j., hipdfisis) o adenocarcinomas del epitelio simple (p. ej.,
carcinomas endometriales, renales y hepatocelulares) o tumores neuroendocrinos (18,22,24). Asi, puede
utilizarse el anti-CK HMW, 34BE12 para ayudar en la subclasificacién de los carcinomas (22). También se ha
sugerido que el anti-CK HMW, 34BE12 es util en el diagnostico diferencial de pequefias lesiones acinares de la
glandula prostatica (20). Su valor diagndstico puede residir en la identificacion de las células basales. O'Malley et
al. (25) observaron tinciéon positiva de las células basales en 47 ejemplos de lesiones prostaticas benignas,
incluyendo hiperplasia adenomatosa atipica (26), hiperplasia de células basales (21), atrofia (20), hiperplasia
posesclerética (19) y nédulo fibroepitelial (14), mientras que 21 casos de adenocarcinomas de acinos pequefios
no mostraron ninguna reactividad. Se recalcé que la pérdida de la capa de células basales no es uniforme en
todos los adenocarcinomas prostaticos. Las células basales s6lo se pierden en adenocarcinomas de acinos
pequefios. Se recomendd considerar como muy sugerente la ausencia completa de tincién de lesiones de
préstata con anti-CK HMW, 34BE12, aunque no como diagnostico de malignidad.

El anticuerpo citoqueratina 5/6 marcé 56/61 (92%) de los mesoteliomas pleurales epitelioides, mientras que se
marcaron 9/63 (14%) de los adenocarcinomas metastasicos. También se marco el mesotelio reactivo (27). En
otro estudio (28), el anticuerpo marcé fuertemente los 23 mesoteliomas con diferenciacién acinar o epitelioide,
mientras que en las areas sarcomatoides de tumores con una morfologia mixta el marcado fue débil o nulo. Un
caso de mesotelioma sarcomatoide dio una reaccién equivoca, mientras que los mesoteliomas de tipo
desmoplasico o sarcomatoide fueron negativos. De 27 adenocarcinomas secundarios de pleura, 22 fueron
negativos, 4 fueron débiles o equivocos y 1 fue focalmente positivo. Con el anticuerpo, se han demostrado altos
niveles de positividad a la citoqueratina en 5/6 casos de hiperplasia ductal de tipo usual y tinciéon negativa en la
mayoria de los casos de hiperplasia ductal atipica y carcinoma ductal in situ (29).
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