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Systemes de détection en deux étapes - de la marque Diagnostic

BioSystems

Utilisation prévue
Pour un usage de diagnostic in vitro. (A I'extérieur du marché américain)

Ce produit est destiné a I'immunohistochimie qualitative avec des coupes de tissus
normaux et néoplasiques fixés au formol et inclus en paraffine, a visualiser au
microscope optique. L'interprétation clinique des résultats de coloration doit étre
accompagnée d'études histologiques avec des controles appropriés. Les
antécédents cliniques des patients et toutes les autres données pertinentes
devraient étre utilisés par une ou des personnes qualifiées pour évaluer et
interpréter les résultats.

Composants

Réactif A: mélange d'anticorps de lapin anti-cytokératine de haut poids moléculaire
(HMW) (polyclonal) et de souris (clone 34BE12).

Réactif B: anticorps anti-p504S (alpha-méthylacyl-CoA Racemase (AMACR)) de lapin.
La description

Réactif A:

Anticorps polyclonal de lapin contre p40 humain. Anti-p40 est un anticorps
polyclonal de lapin produit par les acides aminés 5-17 (ENNAQTQFSEPQY) de p40
humain (isoforme de p63 delta), utilisé comme immunogéne pour cet anticorps.
L'isotype est I'lgG de lapin. Cet anticorps est fortement exprimé dans les couches
basales ou progénitrices de nombreux tissus épithéliaux.

Anticorps de souris monoclonal contre la cytokératine humaine (HMW). L'anti-
cytokératine (HMW) est un anticorps monoclonal de souris, le clone 34BE12,
produit par immunisation a l'aide d'extrait de kératine solubilisé provenant de la
couche cornée humaine. L'isotype est IgG1l, kappa. Cet anticorps reconnait les
polypeptides kératiniques de 68, 58, 56,5 et 50 kD dans les extraits de la couche
cornée. L'anticorps réagit avec les épithéliums squameux, canalaires et autres
complexes.

Réactif B:

Anticorps anti-p504S (AMACR) de lapin. Anti-p504S (AMACR) est un anticorps
polyclonal de lapin, produit par immunisation avec le peptide synthétique AMACR
humain. L'anticorps provient d'une fraction d'immunoglobuline purifiée d'un
antisérum de lapin anti-AMACR. P504S (AMACR) code pour une protéine impliquée
dans la béta-oxydation des acides gras a chaine ramifiée.

Résumé et explication
La détection combinée des marqueurs p504S, p40 et de la cytokératine de haut
poids moléculaire s'est avérée utile pour distinguer les affections bénignes imitant

le cancer des carcinomes de la prostate. En particulier, ces marqueurs se sont
révélés utiles dans le diagnostic de la maladie prémaligne, la néoplasie
intraépithéliale de la prostate (NIP).

La cytokératine de haut poids moléculaire et p63 sont des marqueurs couramment
utilisés des cellules épithéliales basales. Le tissu bénin de la prostate contient des
cellules basales, absentes des cancers de la prostate. Comme p40 est un isoforme
de p63, il colore également les cellules épithéliales basales et peut étre utilisé dans
les tissus cancéreux de la prostate.

P504S a récemment été décrit comme un gene spécifique du cancer de la prostate.
L'expression de la protéine p504S (AMACR) est observée dans I'adénocarcinome de
la prostate mais pas dans le tissu prostatique bénin. Anti-p540S souille les Iésions
précancéreuses de la prostate: NIP de haut grade et hyperplasie adénomateuse
atypique.

La combinaison d'anticorps (Goupille Cocktail) PIN5 peut étre particulierement utile
pour confirmer le diagnostic de carcinome de la prostate dans de petits foyers de
biopsies a I'aiguille. Le marqueur positif du cancer de la prostate, p504S (AMACR),
associé aux marqueurs basocellulaires négatifs (p40 et cytokératine HMW) offre une
utilité pour le diagnostic de la PIN dans les cas difficiles ou le tissu peut étre limité.

Format

Ces réactifs d'anticorps ont été titrés et sont préts a I'emploi pour des tests de
coloration a deux couleurs et a deux séquences. Les solutions d'anticorps
contiennent de I' azoture de sodium et du Proclin 300 en tant que conservateurs.
Les solutions ne contiennent pas de thimérosol.

Principes de la procédure

La détection de I'antigéne par immunohistochimie (IHC) est un processus en deux
étapes impliquant, d'une part, la liaison d'un anticorps primaire a l'antigéne
d'intérét, et, d'autre part, la détection d'un anticorps secondaire lié par un
chromogene. L'anticorps primaire peut étre utilisé dans I'lHC en utilisant des
techniques manuelles ou en utilisant le systéme de coloration Automated Montage
360 ™ de Diagnostic BioSystems.

Protocole de coloration

Période d’incubation du réactif A suggérée de 15 minutes et réactif B pendant 30
minutes a température ambiante. La durée et les conditions d’incubation optimales
doivent étre déterminées par I'utilisateur sur la base des conditions de fixation et du
systéme de coloration utilisé. Les coupes de tissu incluses en paraffine et fixées au
formol nécessitent un démasquage d'antigene a haute température avec un
tampon EDTA 10 mM, pH 8,0 avant I'immunomarquage.

Dilution d'anticorps primaire

Les anticorps préts a | ‘emploi de la marque Diagnostic BioSystems ont été optimisés
pour étre utilisés avec les Systémes de détection recommandés et ne nécessitent
pas de dilution supplémentaire. Une dilution supplémentaire peut entrainer une
perte de sensibilité. L'utilisateur doit valider cette modification.

Les anticorps concentrés de la marque Diagnostic BioSystems™ doivent étre dilués
conformément a la procédure de coloration s'ils sont utilisés avec le systéeme de
détection recommandé par Diagnostic BioSystems. L'utilisation de méthodes de
détection autres que les systémes et protocoles recommandés nécessite une
validation par I'utilisateur. Les dilutions d’anticorps doivent étre correctement
ajustées et vérifiées en fonction du systeme de détection utilisé.

Matériel requis mais non fourni

Certains réactifs et matériaux nécessaires a I'lHC ne sont pas fournis. Les réactifs de
prétraitement, les systéemes de détection, les réactifs de controle et autres réactifs
auxiliaires sont disponibles chez Diagnostic BioSystems. Veuillez consulter le site
Web de Diagnostic BioSystems a I'adresse www.dbiosys.com

Stockage et manutention
Conserver a 2-8°C. Cet anticorps peut étre utilisé jusqu'a la date de péremption s'il
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est conservé entre 2 et 8°C. Ne pas utiliser le produit aprés la date de péremption
imprimée sur le flacon. Si les réactifs sont stockés dans des conditions autres que
celles spécifiées ici, ils doivent étre vérifiés par I'utilisateur. Les réactifs dilués
doivent étre utilisés rapidement. Les portions inutilisées de la préparation
d'anticorps doivent étre jetées apres une journée.

La présence d'un précipité ou d'une odeur inhabituelle indique que I'anticorps se
détériore et ne devrait pas étre utilisé.

Des contrdles positifs et négatifs doivent étre effectués simultanément avec tous
les échantillons des patients. Si I'on observe une coloration inattendue qui ne peut
étre expliquée par des variations dans les procédures de laboratoire et qu'un
probléme avec l'anticorps est suspecté, contacter le support technique de
Diagnostic BioSystems au (925) 484- 3350, poste 2 ou techsupport@dbiosys.com

Collecte et préparation des échantillons

Les tissus fixés dans du formol a 10% conviennent a une utilisation avant I'inclusion
en paraffine. Consulter les références (Kiernan, 1981 : Sheehan & Hrapchak, 1980)
pour plus de détails sur la préparation des échantillons.

Il est conseillé a l'utilisateur de valider |'utilisation des produits en interprétant les
résultats de la coloration sur des tissus préparés et manipulés conformément aux
pratiques internes de son laboratoire.

Précautions

Cet anticorps contient moins de 0,1% d'azoture de sodium. Les concentrations
inférieures a 0,1% ne sont pas des matiéres dangereuses selon le US 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard Communication et la directive européenne 91/155 / CE.
L'azoture de sodium (NaN3) utilisé comme agent de conservation est toxique en
cas d'ingestion. L'azoture de sodium peut réagir avec les tuyauteries en plomb et
en cuivre pour former des azotures métalliques extrémement explosifs. Lors de
I'élimination, rincez abondamment pour éviter |'accumulation d'azoture dans la
plomberie. (Center for Disease Control, 1976, Institut national de la sécurité et de
la santé au travail, 1976). Les échantillons, avant et apres fixation et tous les
matériaux qui y sont exposés, doivent étre manipulés comme s'ils étaient
susceptibles de transmettre l'infection et éliminés avec les précautions
appropriées. Ne pipetez jamais les réactifs par la bouche et évitez tout contact de
la peau et des muqueuses avec les réactifs et les échantillons. Si les réactifs ou les
échantillons entrent en contact avec des zones sensibles, lavez-les abondamment
a l'eau. La contamination microbienne des réactifs peut entrainer une
augmentation de la coloration non spécifique. Des durées d’incubation ou des
températures autres que celles spécifiées peuvent donner des résultats erronés.
L'utilisateur doit valider un tel changement. La fiche signalétique est disponible sur
demande.

Traitement des tissus avant coloration

Placez les lames dans la solution de démasquage d'antigéne recommandée avec le
systeme de démasquage Diagnostic BioSystems Montage Opus™. Laisser les lames
refroidir pendant 20 minutes avant de les colorer.

Procédure de coloration

Reportez-vous au tableau suivant pour connaitre les conditions spécifiquement
recommandées pour cet anticorps. Reportez-vous a la section Systeme de
détection PolyVue ™ Plus - Systéme de détection en deux étapes ou Systeme de
détection automatique Montage PolyVue Plus™ de Diagnostic BioSystems pour
obtenir des conseils sur les protocoles de coloration spécifiques ou autres
exigences.

Parameétre Recommandations de Diagnostic Biosystems

Controle positif Néoplasie intraépithéliale prostatique (NIP)

Prédilué
Tampon EDTA pH 8,0

Dilution de la forme concentrée

Prétraitement

Temps et température Réactif A: 15 minutes a température

ambiante/Réactif B: 30 minutes a température
ambiante

d'incubation

PolyVue™ Plus - Systéeme de détection en
deux étapes ou Montage PolyVue Plus™

Systéme de détection automatique pour
systeme Montage 360

Systéme de détection

Type de tissu Tissu fixé en formol et inclus en paraffine

Controle de qualité

Reportez-vous aux normes de qualité du CLSI pour la conception et la mise en
ceuvre d'analyses d'immunohistochimie; Directive approuvée - Deuxieme édition
(1/ LA28 - A2) CLSI Wayne, PA, Etats-Unis (www.clsi.org). 2011.

Support technique

Contactez le support technique de Diagnostic BioSystems au (925) 484-3350,
poste 2, techsupport@dbiosys.com ou votre distributeur local pour signaler des
marquages inhabituels.

Localisation cellulaire
p40: nucléaire

Cytokératine (HMW): cytoplasmique
P504S (AMACR): cytoplasmique

Limites de la procédure

L'immunohistochimie est une technique complexe faisant appel a des méthodes
de détection tant histologiques qu'immunologiques. Le traitement et la
manipulation des tissus avant l'immunomarquage peuvent également entrainer
des résultats incohérents. Des variations dans la fixation et l'inclusion ou la nature
inhérente du tissu peuvent entrainer des variations dans les résultats (Nadji et
Morales, 1983). L'activité de la peroxydase endogéne ou Iactivité de la
pseudoperoxydase dans les érythrocytes et la biotine endogene peuvent
provoquer une coloration non spécifique selon le systéme de détection utilisé. Les
tissus contenant l'antigéne de surface de I'hépatite B (HBsAg) peuvent donner un
faux positif avec les systéemes a base de peroxydase de raifort (Omata et al, 1980).
Une contre-coloration et un montage incorrects peuvent également
compromettre l'interprétation des résultats.

Caractéristiques de la performance

La dilution optimale des anticorps et les protocoles pour une application spécifique
peuvent varier. Ceux-ci incluent, mais ne sont pas limités a: la fixation, le
démasquage par la chaleur, les temps d'incubation, I'épaisseur de la coupe de tissu
et le kit de détection utilisé. En raison de la sensibilité supérieure de ces réactifs
uniques, les durées d'incubation et les titres indiqués ne s'appliquent pas aux
autres systémes de détection, car les résultats peuvent varier. Les
recommandations et protocoles de la fiche de données reposent sur ['utilisation
exclusive des produits de Diagnostic BioSystems. En fin de compte, il incombe a
|'utilisateur de déterminer les conditions optimales. Ces produits sont des outils
pouvant étre utilisés par un pathologiste qualifié pour interpréter les données
morphologiques en association avec d’autres tests de diagnostic et des données
cliniques pertinentes.
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