HMB45 + MART-1 + Tyrosinase
Combinado de anticuerpos concentrados y prediluidos
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Diluyente: Amarillo Van No procede No procede No procede No procede
Gogh

Uso previsto:

Para uso diagnéstico in vitro

HMB45 + MART-1 + Tyrosinase esta destinado al uso en laboratorio para la identificacion
cualitativa de las proteinas HMB45, MART-1 y tirosinasa mediante inmunohistoquimica
(IHC) en tejidos humanos fijados en formol e incluidos en parafina (FFIP). La interpretacion
clinica de cualquier tincién o su ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos
gue utilicen controles adecuados, y debe evaluarla un anatomopatoélogo cualificado en el
contexto de la historia clinica del paciente y otras pruebas diagnésticas.

Resumen y explicacion:

El clon HMB45 reacciona con la cadena lateral de oligosacaridos sensible a la
neuraminidasa de un glucoconjugado presente en los melanosomas inmaduros. En los
estudios se ha demostrado que el antigeno reactivo frente a HMB45 esta presente en los
melanocitos cutaneos, el epitelio pigmentario retiniano prenatal e infantil y las células de
melanoma. También se cree que es de naturaleza oncofetal (1). Se ha demostrado que este
anticuerpo marca la mayoria de los melanomas. MART-1/Melan-A reconoce una proteina de
18 kDa, identificada como MART-1 (antigeno de melanoma reconocido por células T 1) o
Melan-A (1). Melan-A es una adicién util a los grupos de antigenos asociados al melanoma 'y
es especifica de las lesiones melanociticas. También se ha probado en los estudios que
MART-1 es més sensible que HMB45 a la hora de marcar melanomas metastésicos. La
tirosinasa es una enzima clave que interviene en las fases iniciales de la biosintesis de la
melanina. Los estudios han revelado que la tirosinasa es un marcador mas sensible que
HMB45 y MART-1. También se ha observado que marca un mayor porcentaje de
melanomas desmoplasicos que HMB45. La combinacion de HMB45, coctel de MART-1y
tirosinasa hace que esta mezcla cuadruple de anticuerpos sea un detector universal de
primer orden de melanomas y puede resultar un valioso marcador de metastasis de
melanoma en los ganglios centinela (1,2).

Principio de la prueba:

La deteccion de antigenos en tejidos y células es un procedimiento inmunohistoquimico que
se compone de varias etapas. La etapa inicial consiste en la unién del anticuerpo primario a
su epitopo especifico. Tras marcar el antigeno con un anticuerpo primario, se puede
emplear un procedimiento de deteccion consistente en una, dos o tres etapas. El
procedimiento de una etapa contard con un polimero marcado con enzima que se une al
anticuerpo primario. El procedimiento de dos etapas contara con un anticuerpo secundario
afiadido para unirse al anticuerpo primario y luego se afiadira un polimero marcado con
enzima para unirse al anticuerpo secundario. El procedimiento de deteccién de tres etapas
contara con un anticuerpo secundario afiadido para unirse al anticuerpo primario, seguido de
una etapa de anticuerpo ligador para asegurar la maxima unién, y luego se afiadir4 un
polimero marcado con enzima para unirse al anticuerpo ligador. La deteccion de los
anticuerpos unidos se observa mediante reaccidn colorimétrica.

Reactivo suministrado:

HMB45 + MART-1 + Tyrosinase se suministra como un combinado de anticuerpos
concentrados o prediluidos anti-HMB45, anti-MART-1 y anti-tirosinasa en tampdn con
proteina transportadora (carrier) y conservante.
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Anticuerpo anti-HMB45 anti-MART-1 anti-tirosinasa
Clon HMB45 M2-7C10 + M2-9E3 T311

Origen monoclonal de ratdbn | monoclonal de ratdbn | monoclonal de raton
Isotipo IgG1l/kappa IgG2b + 1gG2b IgG2a
Epitopo/antigeno HMB45 MART-1 Tirosinasa

Localizacion

Citoplasmica
celular P

Citoplasmica Citoplasmica

Tincion Marrén (DAB) Marrén (DAB) Marron (DAB)

Conservacion y estabilidad:

Conservar entre 2 °C y 8 °C. El producto es estable hasta la fecha de caducidad impresa en
la etiqueta si se almacena en estas condiciones. No utilizar después de la fecha de
caducidad. Los reactivos diluidos deben utilizarse de inmediato; el reactivo sobrante debe
almacenarse entre 2 °C y 8 °C.

Aplicaciones conocidas:

Inmunohistoquimica (tejidos fijados en formol e incluidos en parafina).

Reactividad de las especies: humana, otras no analizadas

Control histoldgico positivo: melanoma metastasico

Recomendaciones del protocolo (Plataforma automatizada de tincion de portaobjetos
VALENT®):

VLTM165 estd disefiado para su uso con VALENT. Consultar el manual del usuario para
obtener instrucciones de uso especificas. Los parametros del protocolo del Administrador de
protocolos deben programarse de la siguiente manera:

- Opcion de tincion con cromégeno DAB:

Desparafinacion: desparafinar durante 8 minutos con Val DePar.

Pretratamiento: efectuar la recuperacion por calor a 98 °C durante 60 minutos con Val AR-
Hi pH, 5X —O BIEN- Val AR-Lo pH, 5X (uso en 1X).

Bloqueo de peroxidasa: bloquear durante 5 minutos con Val Peroxidase Block.

Bloqueo proteinico (opcional): incubar durante 10-20 minutos a temperatura ambiente con
Val Background Block.

Anticuerpo primario: incubar durante 30 minutos.

Secundario: incubar durante 10 minutos con Val Mouse Secondary.

Ligador: incubar durante 10 minutos con Val Universal Linker.

Polimero: incubar durante 10 minutos con Val Universal Polymer.

Cromaégeno: incubar durante 5 minutos con Val DAB.

Contratincion: hacer una contratincion durante 5 minutos con Val Hematoxylin.

- Opcidén de tincién con cromégeno rojo:

Desparafinacién: desparafinar durante 8 minutos con Val DePar.

Pretratamiento: efectuar la recuperacién por calor a 98 °C durante 60 minutos con Val AR-
Hi pH, 5X (uso en 1X).

Blogueo proteinico (opcional): incubar durante 10-20 minutos con Val Background Block.
Anticuerpo primario: incubar durante 30 minutos.

Polimero: incubar durante 45 min con Val Mouse AP Polymer.

Cromdgeno: incubar durante 15 min con Val Fast Red.

Contratincidn: hacer una contratincion durante 5 minutos con Val Hematoxylin.

Recomendaciones del protocolo (intelliPATH FLX® y uso manual):

Bloqueo de perdxido: bloquear durante 5 minutos con Peroxidazed 1.

Pretratamiento: efectuar la recuperacién por calor con Diva Decloaker. Consultar la ficha
técnica de Diva Decloaker para obtener instrucciones especificas.
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Bloqueo proteinico: incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente con Background
Punisher.

Anticuerpo primario: incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Sonda: incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente con una sonda secundaria.
Polimero: incubar durante 10-20 minutos a temperatura ambiente con un polimero terciario.
Cromégeno: incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente con Betazoid DAB de
Biocare —O BIEN- incubar durante 5-7 minutos a temperatura ambiente con Warp Red.
Aclarar con agua desionizada.

Contratincién: hacer una contratincion con hematoxilina. Aclarar con agua desionizada.
Aplicar solucién azulante de Tacha durante 1 minuto. Aclarar con agua desionizada.

Equipo automatizado de tincién de portaobjetos intelliPATH™:

IP1165 esta disefiado para su uso con inteliPATH FLX. Consultar el manual del usuario para
obtener instrucciones de uso especificas. Si se utiliza intelliPATH FLX, puede hacerse el
blogueo de peréxido con intelliPATH FLX Peroxidase Blocking Reagent (IPB5000) después
de la recuperacion por calor.

Nota técnica:

Este anticuerpo, para intelliPATH FLX y uso manual, se ha estandarizado con el sistema de
deteccién MACH 4. Utilizar TBS para las etapas de lavado.

Recomendaciones del protocolo (Ventana BenchMark XT/ULTRA):
VP165 esta disefiado para su uso con BenchMark XT/ULTRA. Consultar el manual del
usuario para obtener instrucciones de uso especificas. Los pardmetros recomendados del
protocolo son los siguientes:
- Si se utiliza ultraView en XT/ULTRA:
Plantilla/Deteccion: ultraView DAB
Protocolo de pretratamiento: CC1 estandar
Anticuerpo primario: 32 minutos, 37 °C
- Si se utiliza OptiView en ULTRA:
Plantilla/Deteccion: OptiView DAB IHC
Protocolo de pretratamiento: CC1 32 minutos
Peroxidasa: inhibidor preprimario de la peroxidasa
Anticuerpo primario: 16 minutos, 36 °C

Limitaciones:

La dilucién 6ptima del anticuerpo y los protocolos para una aplicacién especifica pueden
variar debido a diversos factores. En particular, aunque no de forma exclusiva, la fijacion, el
método de recuperacion por calor, los tiempos de incubacion, el grosor del corte histolégico
y el kit de deteccidn utilizado. Debido a la gran sensibilidad de estos reactivos exclusivos, los
tiempos de incubacién recomendados y los titulos enumerados no son validos para otros
sistemas de deteccidn, ya que los resultados podrian variar. Las recomendaciones de la
ficha técnica y los protocolos se basan en el uso exclusivo de productos de Biocare. Por
ultimo, es responsabilidad del investigador determinar las condiciones éptimas.

Control de calidad:

Consultar las Normas de calidad para el disefio y la implementacion de ensayos
inmunohistoquimicos del CLSI; guia aprobada-segunda edicion (I/LA28-A2). CLSI Wayne,
PA, EE. UU. (www.clsi.org). 2011

Precauciones:

1. Este anticuerpo contiene menos de un 0,1% de azida de sodio. Las concentraciones
inferiores al 0,1 % no constituyen materiales peligrosos notificables, de acuerdo con la
norma de Comunicacion de Peligros de la OSHA estadounidense (29 CFR 1910.1200) y la
Directiva europea 91/155/CE. La azida de sodio (NaNs) utilizada como conservante es toxica
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en caso de ingestidn. La azida de sodio puede reaccionar con el plomo y el cobre de las
cafierias y formar azidas metalicas muy explosivas. En el momento de la eliminacion, dejar
correr el agua abundantemente por el desagle para evitar la acumulacion de azida en las
cafierias (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades [EE. UU.], 1976,
Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional [EE. UU.], 1976) (3).

2. Las muestras, antes y después de su fijacién, asi como todos los materiales expuestos a
ellas deben tratarse como posibles agentes transmisores de infecciones y desecharse
siguiendo las precauciones adecuadas. No pipetear nunca aspirando con la boca ni dejar
que los reactivos o las muestras entren en contacto con la piel y las mucosas. Si los
reactivos o las muestras entran en contacto con zonas sensibles, lavar con cantidades
abundantes de agua. (4)

3. La contaminacion microbiana de los reactivos puede dar lugar a un aumento de la tincién
no especifica.

4. Los tiempos o las temperaturas de incubacion distintos de los especificados pueden
generar resultados erréneos. El usuario debe validar cualquiera de estos cambios.

5. No utilizar el reactivo después de la fecha de caducidad impresa en el frasco.

6. La FDS se encuentra a disposicion de los interesados y puede descargarse en
http://biocare.net.

Resolucion de problemas:

Seguir las recomendaciones del protocolo especifico del anticuerpo de acuerdo con la ficha
técnica proporcionada. Si se obtienen resultados atipicos, contactar con el servicio técnico
de Biocare llamando al teléfono 1-800-542-2002 (EE. UU.).
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Los anticuerpos VP Echelon Series han sido desarrollados exclusivamente por Biocare
Medical LLC y no implican la aprobacién o el respaldo de los anticuerpos de Biocare por
parte de Ventana Medical Systems, Inc. Biocare y Ventana no estan afiliados, asociados ni
relacionados de ninguin modo. Ventana®, BenchMark®, ultraView y OptiView son marcas
comerciales de Roche.
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