Kdpna zmluva ¢. 2202215108_Z2

uzatvorend v zmysle §409 a nasl. Obchodného zdkonnika

l. Zmluvné strany

1.1 Objednavatel:
Obchodné meno: Fakultna nemocnica s poliklinikou Zilina
Sidlo: ul.Vojtecha Spanyola 43, 01207 Zilina, Slovenska republika
ICO: 17335825
DIC: 2020699923
IC DPH: SK2020699923
Bankové spojenie: IBAN: SK 32 8180 0000 0070 0028 0470
Telefén: +421 415110193
1.2 Dodavatel:
Obchodné meno: Roche Slovensko, s.r.o.
Sidlo: Pribinova 7828/19, 81109 Bratislava, Slovenska republika
ICO: 35887117
DIC: 2021832087
IC DPH: SK2021832087
Bankové spojenie: IBAN: DE56 1207 0070 0010 0700 00, BIC: DEUTDEFFVAC
IBAN: DEO7 1207 0070 0010 0800 00, BIC: DEUTDEFFVAC
Telefon: 0257103680
Il. Predmet zmluvy
2.1 VSeobecna Specifikacia predmetu Zmluvy:
Nazov: Laboratérne &inidla 1.Cast
Klucove slova: zdravotnicky spotrebny material
CPV: 33696500-0 - Laboratorne Cinidla; 60000000-8 - Dopravné sluzby (bez prepravy odpadu)
Druhly: Tovar; Sluzba
2.2 Funkéna a technicka $pecifikacia predmetu Zmluvy:
Polozka ¢. 1: Laboratéorne €inidla ¢ast’ ¢. 1

Spotrebny material na patologické vysSetrenia .

Krali¢ia monoklonélna protilatka anti-Mammaglobine
(31A5) na laboratdrne pouzitie pri kvalitativnej
imunohistochemickej detekcii glykoproteinu

balenie 4

Mammaglobin (31A5) svetelnou mikroskopiou v rezoch
tkaniva fixovaného vo formaline a zaliateho v parafine,
velkost balenia: 1x50 testov (1x6 ml )

My8acia primarna monoklonalna protilatka anti-PAX8
(MRQ-50) na laboratdrne pouzitie pri kvalitativnej
imunohistochemickej detekcii proteinu PAX8 (MRQ-50)
svetelnou mikroskopiou v rezoch tkaniva fixovaného vo
formaline a zaliateho v parafine, velkost balenia:1x50
testov ( 1x6 ml)

balenie 4
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My8acia primarna monoklonalna protilatka anti-p120
catenin (98) na laboratérne pouzitie pri kvalitativnej
imunohistochemickej detekcii juxtamembranového
proteinu p120 kateninu svetelnou mikroskopiou v rezoch
tkaniva fixovaného vo formaline a zaliateho v parafine,
velkost balenia:1x50 testov ( 1x 6 ml)

balenie 1

Mysacia primarna monoklonalna protilatka anti-PSA
(ER-PRS8) na laboratérne pouzitie pri kvalitativnej
imunohistochemickej detekcii proteinu PSA svetelnou
mikroskopiou v rezoch tkaniva fixovaného vo formaline a
zaliateho v parafine, velkost balenia:1x50 testov ( 1x 6
ml)

balenie 2

Krali¢ia primarna monoklonalna protilatka anti-SATB2
(EP281) na laboratorne pouzitie pri kvalitativnej
imunohistochemickej detekcii proteinu SATB2 (EP281)
svetelnou mikroskopiou v rezoch tkaniva fixovaného vo
formaline a zaliateho v parafine, velkost balenia:1x50
testov ( 1x 6 ml)

balenie 2

Mys8acia primarna monoklonalna protilatka anti-p57Kip2
(Kp10) na laboratérne pouzitie pri kvalitativnej
imunohistochemickej detekcii zafarbenia
cytotrofoblastov, syncytiotrofoblastov a stromalnych balenie 2
buniek placenty svetelnou mikroskopiou v rezoch tkaniva
fixovaného vo formaline a zaliateho v parafine, velkost
balenia:1x50 testov ( 1x 6 ml)

Primarna monoklonalna mysSacia protilatka anti-p40
(BC28) na laboratérne pouzitie pri kvalitativnej
imunohistochemickej detekcii proteinu p40 svetelnou

mikroskopiou v rezoch tkaniva fixovaného vo formaline a balenie 2
zaliateho v parafine, velkost balenia:1x50 testov (1 x 6

ml)

Technické vlastnosti Hodnota/Charakteristika

- oznacenie CE

- navod na obsluhu/bezpeénostné karty

spotrebny material dodavany na zaklade Ciastkovej objednavky
- minimalne 90 dni pred jeho exspiraciou, krvinky 30 dni pred
exspiraciou

- Ciastkové objednavky podla potreby objednavatela

23 Osobitné poziadavky na pinenie:

Nazov

PREDMET PLNENIA:

Vratane dopravy na miesto plnenia, ktorym su priestory skladu nemocnic¢nej lekarne.

Vratane dodania a vylozenia tovaru do miesta plnenia .

Objednavatel pripusta ponuku ekvivalentnych tovarov len v pripade preukazania, Ze sa jedna o plnohodnotny ekvivalent pre
identické pouzitie v zmysle funk&nej Specifikacie a obvyklej praxe pouzitia Specifikovaného tovaru, pozadovanej kompatibility a
to bez potreby dalSich vyvolanych nakladov odberatela, ekvivalent musi byt pouZzitelny v zariadeni objednavatela

Predmet pinenia musi spifiat véetky technické vlastnosti uvedené v technickej $pecifikacii.

Dodavatel v lehote na predkladanie ponuk predklada Objednavatelovi vlastny navrh pinenia t.j. prospektovy material predmetu
zakazky, kt. bude obsahovat popis technickych viastnosti tovaru tak, aby na ich zaklade mohol objednavatel posudit splnenie
vSetkych technickych poziadaviek objednavatela a podrobny technicky opis ponukaného tovaru, s uvedenim obchodného
nazvu, resp. typov oznacenia a udajmi deklarujucimi technické parametre ponukanych tovarov. Vlastnym navrhom plnenia
dodavatel preukazuje technicku Specifikaciu porovnatefnt minim. s pozadovanymi parametrami Objednavatefla.

Dodavatel sa zavazuje dodavat objednavatelovi tovar na zaklade prijatych Ciastkovych objednavok ( odoslané e-mailom alebo
telefonicky) v plnom rozsahu, v ktorych bude uvedena presna Specifikacia druhu tovaru, jeho mnozstvo ako aj konkrétna
kupna cena. )

Objednavatel nie je viazany mnozstvom tovaru uvedeného v technickej Specifikacii predmetu zakazky . Skutocne odobraté
mnozstvo tovaru méze byt nizSie, rovnaké alebo vyssie ako mnozstvo tovaru uvedeného v technickej Specifikacii predmetu
zdkazky. MnozZstvo bude spresfiované pocas plnenia zmluvy, podfa aktualnych potrieb objednavatela v zavislosti od poctu a
diagnoz pacientov.
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Dodavatel sa zavézuje a zodpoveda zaroveri za to, Ze predmet zmluvy v ase jeho dodania bude spifia vSetky kvalitativne
poziadavky podla platnych noriem a legislativne poziadavky pre umiestnenie na trh v Slovenskej republike.

Dodavatel sa zavazuje, Zze nepostupi svoju pohladavku podla § 524 a nasl. Zakona €. 40/1964 Zb. Obc&iansky zakonnik v
zneni neskorSich predpisov bez predchadzajuceho suhlasu objednavatela. Pravny ukon, ktorym budu postupené pohladavky
dodavatela v rozpore s dohodou objednavatela podla predchadzajucej vety tohto ¢lanku, bude podla § 39 Obcianskeho
zakonnika neplatny.

Obstaravatel si vyhradzuje pravo na poskytnutie bezplatnych funkénych vzoriek pinenia: 1 ks bezplatnej funkcnej vzorky
plnenia z kazdého produktu z predmetu obstaravania, ktora musia spinat vSetky technické a funkéné vlastnosti uvedené v
technickej Specifikacii a pouzitelné v zariadeni objednavatefa , predloZenie prospektovej dokumentacie v slovenskom alebo
geskom jazyku , ktora musi spifiat vetky technické a funk&né vlastnosti uvedené v technickej $pecifikacii.

SPOSO0B, CAS A MIESTO DODANIA TOVARU:

Termin dodania vzoriek a prospektovej dokumentacie je najneskér do 3 pracovnych dni odo diia nadobudnutia uéinnosti
zmluvy v pracovnych drioch v ¢ase od 7,00 hod. do 15:00 hod.

Termin dodania tovaru je najneskér do 3 pracovnych dni od doru€enia Ciastkovej objednavky od objednavatela v pracovnych
drioch v €ase od 7:00 hod. do 15:00 hod.

Opravnena osoba objednavatela a jeho e mailova adresa pre Ucely dodania a prevzatia tovaru bude upresnena dodavatelovi
do 72 hod. po nadobudnuti U€innosti zmluvy.

ZMLUVNE A PLATOBNE PODMIENKY:

Sucastou dodavky je povinne faktdra v 2 vyhotoveniach, ktora obsahuje najma supis poloziek dodaného tovaru, jeho
mnozstvo, jeho jednotkovu a celkovu cenu bez DPH a s DPH, sadzbu DPH a Cislo objednavky. Dodavatel tovaru je povinny
vystavit faktiru za dodavku tovaru do 5 pracovnych dni odo dna jeho riadneho dodania, najneskér vSak do piateho
pracovného dfia v mesiaci, nasledujuceho po mesiaci, v ktorom bol dodany tovar.

Kupna cena je stanovena ako pevna a Uplna, zahffa kupnu cenu tovaru, dodanie tovaru do miesta dodania, vratane nakladov
na dopravu.

Predmetom fakturacie bude len skuto€ne dodany tovar ako aj skuto€ne dodané mnozstvo tovaru na zaklade Ciastkovych
objednavok objednavatela.

Objednavatel pozaduje lehotu splatnosti faktury 60 dni odo dna jej doruéenia.

Dodavatel sa zavazuje, ze neprijme vyhlasenie tretej strany v zmysle § 303 a nasl. Obchodného zakonnika ako rucitela
zavazku vzniknutého na zaklade tejto zmluvy, a teda sa v zmysle § 306 Obchodného zakonnika nebude domahat spinenia
zavazku vzniknutého na zaklade tejto zmluvy od ruditefa. Dodavatel berie na vedomie a vyslovne suhlasi, Ze v pripade
porusenia takéhoto zakazu je objednavatel opravneny ulozit dodavatelovi zmluvna pokutu vo vyske 2 % z celkovej hodnoty
predmetu zmluvy (pohladavky dodavatela podla tejto zmluvy).

SANKCIE:

V pripade omeskania dodavatela s dodanim tovaru mé objednavatel pravo pozadovat od dodavatefa zmluvnu pokutu vo
vyske 0,05 % z celkovej ceny za predmet zmluvy. a to i za kazdy kalendarny deri omeSkania, narok na nahradu Skody
objednavatela tym nie je dotknuty.

Ak je dodany tovar s vadami objednavatel ma pravo na volbu narokov uvedenych v § 436 ods.1 pismen. a) az d) ObZ ak ju
oznami dodavatelovi v€as v zaslanom oznameni vad alebo bez zbyto€ného odkladu po tomto oznameni.

Objednavatel ma popri narokoch uvedenych vysSie, aj narok na nahradu $kody a zmluvnu pokutu.

Dodavatel ma pravo pozadovat’

Urok z omeskania vo vyske aktualnej sadzby zakonnych trokov z omeskania podlia § 369 ods. 2 a § 369a Obchodného
zakonnika v zneni neskorsich predpisov v spojeni s § 1 ods. 1 nariadenia vlady Slovenskej republiky ¢. 21/2013 Z. z.

UKONCENIE ZMLUVNEHO VZTAHU:

Zmluva moze zaniknut okrem riadneho splnenia vSetkych prav a povinnosti zmluvnych stran z nej vyplyvajucich , na zaklade
dohody zmluvnych stran, vypovedou alebo spésobmi uvedenymi v zakone a v aktualnych obchodnych podmienkach
Elektronického trhoviska.

Zmluvu mozno ukongit vypovedou aj bez uvedenia dévodu s vypovednou lehotou jeden mesiac zo strany objednavatela.
Vypovedna lehota plynie odo dfia nasledujuceho po dni dorucenia vypovede.

Objednavatel mdze odstupit od zmluvy pre podstatné poruSenie zmluvy dodavatelom , ktorym sa rozumie:

a) nedodrzanie terminu dodania tovaru dohodnutého v zmluve, resp. v objednavke,

b) dodanie predmetu zmluvy, ktory nezodpoveda vlastnostiam, akosti, mnozstvu dohodnutych v zmluve,

¢) neodovzdanie dokladov zo strany dodavatela, ktoré su potrebné na prevzatie a na uzivanie tovaru a pre ostatné podstatné
poru$enia zmluvy , ktoré upravuju ustanovenia Obchodného zakonnika , alebo OPET.

d) objednavatel je opravneny odstupit od zmluvy, ak je dodavatel v ¢ase plnenia zmluvy zaradeny do Zoznamu s
kvalifikovanymi negativnymi referenciami ( blacklist) trhoviska,
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Podra ustanoveni Obchodného zakonnika mbze dodavatel odstupit od zmluvy pre podstatné poruSenie zmluvy upravené v
tejto zmluve a ustanoveniach Obchodného zakonnika, alebo OPET.

Nedodrzanie ktorejkolvek poziadavky objednavatela uvedenej v tomto opisnom formulari sa bude povazovat za podstatné
porusenie zmluvnych povinnosti dodavatela , priCom objednavatel :

- ukon¢i s dodavatelom zmluvny vztah v sulade s OPET z dévodu, ze dodavatel podstatne porusil svoje povinnosti,

- méze vystavit dodavatelovi negativnu referenciu v EKS,

- mdZe vystavit dodavatelovi negativnu referenciu pre Urad pre verejné obstaravanie, v ktorej objednavatel Uradu pre verejné
obstaravanie oznami, ze doslo k pred€asnému ukoncéeniu zmluvného vztahu z dévodu podstatného porusenia povinnosti
dodavatefom.

V pripade, Ze ddjde k podstatnemu poruseniu povinnosti zhotovitela vyplyvajucich z tejto zmluvy, vznika objednavatelovi narok
na zaplatenie zmluvnej pokuty vo vyske 10 % z celkovej ceny predmetu zmluvy. Zmluvna pokuta je splatna v lehote 10 dni odo
dna dorucenia pisomnej vyzvy objednavatela zhotovitefovi. Zaplatenim zmluvnej pokuty podfa tohto bodu zmluvy nie je

dotknuté pravo objednavatela na nahradu Skody v celom rozsahu, uvedena zmluvna pokuta sa nezaratava na nahradu Skody.

Zaplatenie zmluvnej pokuty nevyluCuje vykon akéhokolvek iného prava ¢i uplatnenie iného naroku spojeného s porusenim
povinnosti, na ktoré sa viaze zmluvna pokuta. Zaplatenim zmluvnej pokuty nie je dotknuty narok objednavatela na odstupenie
od tejto zmluvy.

Zanik tejto zmluvy nespdsobuje zanik ndroku na zmluvnu pokutu. Zaplatenie zmluvnej pokuty nespésobuje zanik zavazku ani
nezbavuje povinnd zmluvnu stranu povinnosti plnit zavazky podla tejto zmluvy. Subeh ¢€i kumulacia zmluvnych pokut nie su
vylucené.

SPLNENIE PODMIENOK:

Pozaduje sa, aby dodavatel po¢as trvania zmluvného vztahu informoval objednavatela o kazdej zmene pisomne, bezodkladne
najneskér do 5 pracovnych dni odo dia Ucinnosti zmeny (predlozenim képie dokladov, ktorymi preukaze opravnenost
vykonanych zmien), najma:

- udajov tykajucich sa tovaru (napr. zaradenie/vyradenie tovaru do/zo Zoznamu , zmena nazvu tovaru a pod.),

- ceny vyvolanej zmenou jednotlivych regulacénych cenovych predpisov a zoznamov.

PoZaduje sa v lehote najneskdr do 3 pracovnych dni odo diia nadobudnutia ucinnosti zmluvy a pred fyzickym plnenim zmluvy,
predlozit na e-mailovu adresu objednavatela:

- Vyhlasenie o zhode a CE certifikat v slovenskom jazyku ( nevyzaduje sa uradny preklad)

- kartu bezpecénostnych udajov pre kazdy produkt

- Obchodnu Specifikaciu predmetu zakazky t.j. obchodny nazov a referenéné alebo katalégové ¢Eislo kazdého zmluvného
produktu a prospektovy material ponukaného tovaru (kataldg) v elektronickej alebo papierovej forme , cennik ( podrobny
aktualizovany polozkovy rozpocet - rozpis -jednotkova cena/ celkova cena bez DPH, sadzba DPH, jednotkova cena / celkova
cena s DPH ) kazdého zmluvného produktu e-mailom najneskér do 3 pracovnych dni odo dia nadobudnutia Uéinnosti zmluvy .

Dodavatel vyhlasuje, Ze ak mu zakon €. 315/2016 Z.z. o registri partnerov verejného sektora a o zmene a doplneni niektorych
zakonov (dalej len ,,ZoRPVS") uklada povinnost byt zapisany v registri partnerov verejného sektora (dalej len ,,register) ako
partner verejného sektora, splfia tato zakonnu povinnost.

Dodavatel tieZ vyhlasuje , Ze v pripade, ak bude plnit predmet plnenia tejto zmluvy prostrednictvom subdodavatelov, ktori
maju povinnost zapisovat sa do registra v zmysle ZoRPVS, Ze tito budu v Case uzavretia alebo v €ase pouzitia takéhoto
subdodavatela v registri zapisani. V pripade, ak po€as platnosti tejto zmluvy déjde k pravoplatnému vymazu subdodavatela z
registra, je Dodavatel povinny okamzite ukoncit' plnenie tejto zmluvy prostrednictvom takéhoto subdodavatela.

Pri zamene tovaru, zaslani iného sortimentu alebo mnozstva méze objednavatel odmietnut dodavku, naklady na vratenie
hradi dodavatel

KUPNA CENA A PLATOBNE PODMIENKY:

Kupna cena za tovar je stanovena v zmysle zakona €. 18/1996 Z.z. o cenach v zneni neskorSich predpisov a v zmysle
aktualne platného Opatrenia MZ SR, ktorym sa stanovuje rozsah regulacie cien v oblasti zdravotnictva.

Kupna cena za dodanie tovaru v zmysle tejto zmluvy je uvedena v eurach, vratane vSetkych rezijnych nakladov dodavatela
suvisiacich s dodanim tovaru v zmysle tejto zmluvy.

ZODPOVEDNOST ZA VADY:

Dodavatel garantuje, Ze dodany tovar bude po dobu z&ruénej doby spésobily na pouzitie na dohodnuty U&el, resp. na obvykly
Ucel a zachova si dohodnuté, resp. inak obvyklé viastnosti. Zaruka za akost dodavatelom dodaného tovaru sa vztahuje na
vSetky jeho vlastnosti po dobu zaruénej doby. Dodavatel poskytne na tovar dodany zaru€nu dobu v trvani zaruénej doby
vyznacenej na obale vyrobku.

Dodavatel zodpoveda za vady, ktoré ma tovar v okamihu, ked prechadza nebezpecéenstvo Skody na tovare na objednavatela
aj ked sa stane zjavnou az po tomto Case.

Objednavatel je povinny oznamit bez zbyto¢ného odkladu dodavatelovi vSetky vady tovaru, zistené pri preberani dodavaného
tovaru, alebo bezprostredne, najneskér do 7 dni po zisteni vady, v pisomnej forme prostrednictvom posty alebo e-mailom.
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Dodavatel je povinny oznamené vady tovaru odstranit bez zbytoéného odkladu, na vliastné naklady a bez naroku na
kompenzaciu tychto nakladov voci objednavatelovi, pri€om odstranenim vad sa rozumie vylu¢ne dodanie nahradného tovaru
za vadny tovar, alebo dodanie chybajuceho tovaru. Tymto ustanovenim nie je dotknuté pravo objednavatela na odstupenie od
zmluvy ani narok na nahradu Skody.

Zodpovednost za vady tovaru v rozsahu, ktory nie je upraveny zmluvou, sa bude riesit v zmysle Obchodného zakonnika.

Dodavatel sa zavazuje, ze v pripade dodania tovaru s ohrozenou exspiraciou bude objednavatela o tejto skuto€nosti
informovat, pricom objednavatelovi zaroven vznikne pravo takyto tovar podla vlastného uvazenia odmietnut prevziat.

Ak sa po uzatvoreni tejto zmluvy preukaze,Ze na relevantnom trhu existuje cena (dalej ako nizSia cena)za rovnaké alebo
porovnatelné plnenie ako je obsiahnuté v tejto zmluve a dodavatel uz preukazatefne v minulosti za takuto niZSiu cenu plnenie
poskytol, resp. este stale poskytuje, pri¢om rozdiel medzi nizS§ou cenou a cenou podfa tejto zmluvy je viac ako 5 % v
neprospech ceny podla tejto zmluvy , zavazuje sa dodavatel poskytnut’ objednavatelovi pre takéto plnenie objednané po
preukazani tejto skuto€. dodatocnu zlfavu vo vyske rozdielu medzi nim poskytovanou cenou podla tejto zmluvy a nizSou cenou

Objednavatel, ako verejny obstaravatel, si v zmluve vyhradzuje pravo na zmenu zmluvy/ ramcovej dohody v zmysle § 18
zakona o verejnom obstaravani.

Ak je Dodavatel identifikovany pre DPH v inom ¢lenskom State EU a tovar bude do SR prepraveny z iného &lenského tatu
EU, tento Dodavatel nebude pri plneni Zmluvy fakturovat DPH. Vo svojej Kontraktacnej ponuke v§ak musi uviest prislusnu
sadzbu a vySku DPH podla zakona €. 222/2004 Z.z. a cenu vratane DPH. Objednavatel nie je zdanitelnou osobou a v tomto
pripade je/bude registrovany pre DPH podla § 7 zakona &. 222/2004 Z.z. a bude povinny odviest DPH v SR podfa zakona €.
222/2004 Z.z..

Ak je Dodavatel identifikovany pre DPH v inom &lenskom &tate EU alebo je zahraniénou osobou z tretieho $tatu a miesto
dodania sluzby je v SR, tento Dodavatel nebude pri plneni Zmluvy fakturovat DPH. Vo svojej Kontraktacnej ponuke v§ak musi
uviest prislusnu sadzbu a vySku DPH podla zakona €. 222/2004 Z.z. a cenu vratane DPH. Objednavatel nie je zdanitelnou
osobou a v tomto pripade je/bude registrovany pre DPH podla § 7 a/alebo § 7a zakona €. 222/2004 Z.z. a bude povinny
odviest DPH v SR podla zakona ¢&. 222/2004 Z.z..

Novy, doposial nepouzity tovar

Otazky neupravené touto zmluvou sa riadia ustanoveniami Obchodného zakonnika a OPET.

Dodavatel potvrdzuje, Ze sa pred uzavretim tejto Zmluvy riadne oboznamil s Technickou Specifikaciou predmetu zakazky a
Osobitymi podmienkami pre plnenie predmetu zakazky.

Ochrana osobnych udajov :

1. Dodavatel tovaru je povinny poucit vSetky fyzické osoby, ktoré sa budu podielat v jeho mene a na jeho zodpovednost pri
plneni zmluvy mi¢anlivostou. Dodavatel tovaru predloZi podpisané poucenie o povinnosti mi¢anlivosti pred plnenim zmluvy
pre kazdu vyslanu fyzicku osobu, alebo pred samotnym vykonom prace kazda vyslana fyzicka osoba sa oboznami s poucenim
u objednavatela a poucenie podpiSe. Bez uvedeného, vyslanej osobe nebude umozneny vykon prace na pracoviskach
objednavatela, kde mdze prist do styku z osobnymi udajmi.

2. Neumozneny vstup do priestorov objednavatela zastupcovi dodavatela bez poucenia o mi€anlivosti sa nepovazuje za
neposkytnutie sucinnosti pri plneni zmluvy zo strany objednavatela.

3. Vyslana fyzicka osoba zaroveri podpiSe oboznamenie sa s informaciou o spracovani osobnych udajov v zmysle ¢lanku 13 a
prisludnych recitalov Nariadenia Eurépskeho parlamentu a Rady (EU)2016/679 o ochrane fyzickych os6b pri spracuvani
osobnych udajov a o volnom pohybe takychto udajov a zakona NR SR €. 18/2018 Z. z.o ochrane osobnych udajov a o zmene
a doplneni niektorych zakonov — Evidencia zastupcov a dodavatelov a odberatelov.

4. Poucenie o mi¢anlivosti s prehlasenim o informovani je dostupné na webovych strankach objednavatela , v sekcii ,Ochrana
osobnych udajov, GDPR®: Pou&enie o povinnosti mi¢anlivosti s informa¢nou povinnostou .

5. Poskytovatel sluzby zodpoveda za poru$enie povinnosti za vyslané fyzické osoby, ktoré sa podielaju na plneni zmluvy v
mene dodavatela v priestoroch objednavatela.

Poucena osoba potvrdzuje svojim podpisom, Ze bola informovana o zasadach ochrany osobnych tdajov v zmysle Clanku 13 a
prislusnych recitalov Nariadenia Eurépskeho parlamentu a Rady (EU) 2016/679 o ochrane fyzickych osdb pri spracuvani
osobnych tdajov a o volnom pohybe takychto udajov a zakona NR SR €. 18/2018 Z. z.o ochrane osobnych Udajov a 0 zmene
a doplneni niektorych zakonov, dostupné na webovych strankach objednavatela v sekcii ,Ochrana osobnych udajov, GDPR®.

Tato zmluva sa uzatvara na dobu uréitt do vyCerpania finanéného objemu predpokladanej hodnoty zakazky, najviac vSak na
dobu 12 mesiacov odo dfia nadobudnutia jej u€innosti, v zavislosti od toho, ktora skuto€nost nastane skor.

Zmluvné strany sa zavazuju pinit zavazky vyplyvajuce z tejto zmluvy aj po vyhlaseni nudzového stavu, vynimocného stavu,
vojnového stavu a vojny podla ustavného zakona €. 227/2002 Z. z. a po vydani nariadenia vlady Slovenskej republiky na
vykonavanie opatrenia organizacie vyroby a organizacie sluzieb podla § 5 pism. b) zadkona &. 179/2011 Z. z.

Nazov Upresnenie

Doklady musia byt spracované v
slovenskom, alebo ¢eskom jazyku
jednoznacne priradené k danej
poloZke.
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Prilohy opisného formulara Zmluvy:

Popis Nazov suboru
lll. Zmluvné podmienky
3.1 Miesto plnenia Zmluvy:
Stat: Slovenska republika
Kraj: Zilinsky
Okres: Zilina
Obec: Zilina
Ulica: Vojtecha Spanyola ¢&. 43
3.2  Cas/lehota plnenia zmluvy:
16.12.2022 00:00:00 - 16.12.2023 00:00:00
3.3 Dodavané mnozstvo/ rozsah zmluvného plnenia:
Jednotka: balenie
Pozadované mnozstvo: 17,0000

3.4 Prava a povinnosti zmluvnych stran podla tejto Zmluvy sa spravuju Obchodnymi podmienkami elektronickej platformy

verzia 1.2, ucinna odo dna 3.11.2022 , ktoré tvoria neoddelitelnu prilohu tejto Zmluvy.
IV. Zmluvna cena

41 Celkova cena predmetu Zmluvy bez DPH: 3 324,08 EUR

4.2 Sadzba DPH: 10,00

4.3 Celkova cena predmetu Zmluvy vratane DPH: 3 656,49 EUR

V. Zaverec¢né ustanovenia

5.1 Tato Zmluva bola uzavreta automatizovanym spdsobom v ramci Elektronického kontraktaéného systému a v zmysle
Obchodnych podmienok elektronickej platformy verzia 1.2, u¢inna odo dria 03.11.2022, ktoré tvoria jej prilohu &. 1.

5.2 Tato Zmluva nadobuda platnost’ dfiom jej uzavretia a u¢innost za podmienok definovanych v Obchodnych
podmienkach elektronickej platformy uvedenych v bode 5.1 tejto zmluvy.

5.3 Tato Zmluva vratane jej priloh predstavuje uplnd dohodu zmluvnych stran o jej predmete. VedlajSie dohody k tejto
zmluve neexistuju.

5.4 Tato Zmluva je vyhotovena v elektronickej podobe v Styroch vyhotoveniach, po jednom pre kazdu zmluvnu stranu,
jedno vyhotovenie bude zaslané na zverejnenie v Centralnom registri zmliv Uradu vlady Slovenskej republiky a jedno
bude zverejnené v Centralnom registri zmluv Trhoviska.

5.5 Tuto Zmluvu bude mozné menit' a dopliiat' za podmienok stanovenych prislusnymi véeobecne zavaznymi pravnymi
predpismi len vo forme pisomného a ¢islovaného dodatku podpisaného oboma zmluvnymi stranami.

5.6 Tato Zmluva ma nasledovné prilohy:

Priloha €.1 Obchodné podmienky elektronickej platformy verzia 1.2, G€inna odo dna 03.11.2022,
https://portal.eks.sk/SpravaOpet/Opet/VerejnyDetail/

Priloha €.2 Vlastny navrh plnenia zakazky 2202215108

V Bratislave, dria 09.12.2022 10:16:01

Objednavatel: 5
Fakultna nemocnica s poliklinikou Zilina
konajuci prostrednictvom osoby poverenej zastupovat Objednavatela v ramci elektronického trhoviska

Dodavatel:
Roche Slovensko, s.r.o.
konajuci prostrednictvom osoby poverenej zastupovat Dodavatela v ramci elektronického trhoviska
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Vlastny navrh plnenia zakazky 2202215108

Zakazka

Identifikator 7202215108

Nazov zakazky Laboratérne Cinidla 1.¢ast

Verejny detail zakazky https://portal.eks.sk/SpravaZakaziek/Zakazky/Detail/334206
Dodavatel

Obchodny nazov Roche Slovensko, s.r.o.

ICO 35887117

Sidlo Pribinova 7828/19, Bratislava, 81109, Slovenska republika
Datum a Cas predlozZenia 7.12.2022 11:01:05

Hash obsahu navrhu pinenia /xS9s61J5tHz4+GUvVerOFTdbLdo9YaqTGr3Jywl4YE=

Dodavatelom uvedeny popis viastného navrhu plnenia:

Prilohy:

. Mammaglobin (31A5).pdf
. PAX8(MRQ-50).pdf

. p120catenin(98).pdf

. PSA (ER-PR8).pdf

. SATB2 (EP281).pdf

. p57Kip2(Kp10).pdf

. anti_p40 (BC28).pdf
Obchodna ponuka.pdf

NO O WN -








Fakultna nemocnica s poliklinikou Zilina
ul. Vojtecha Spanyola 43
012 07 Zilina Bratislava, 22.11.2022

Mena EUR

OBCHODNA PONUKA

Cislo Velkost Pocet Cena za Sadzba Cena_za Celkova cena Celkova cena s
materialu balenia baleni balenie DPH ba:;:: S bez DPH DPH
Reagencie
05269253001 |Cell Marque, Mammaglobin 1 x 50TEST 4,00 153,30 € 10% 168,63 € 613,20 € 61,32 € 674,52 €
05269334001 |Cell Marque, PSA 1 x 50TEST 2,00 336,00 € 10% 369,60 € 672,00 € 67,20 € 739,20 €
06523927001 |PAX8 1 x 50TEST 4,00 119,93 € 10% 131,92 € 479,72 € 4797 € 527,69 €
08313415001 |SATB2 1 x 50TEST 2,00 315,00 € 10% 346,50 € 630,00 € 63,00 € 693,00 €
05867088001 [VENTANA ANTI-P120 CATENIN 1 x 50TEST 1,00 210,00 € 10% 231,00 € 210,00 € 21,00 € 231,00 €
07394420001 |anti-p40 1 x 50TEST 2,00 243,60 € 10% 267,96 € 487,20 € 48,72 € 535,92 €
06523897001 |p57 1 x 50TEST 2,00 115,98 € 10% 127,58 € 231,96 € 23,20 € 255,16 €
Reagencie celkom 3 324,08 € 332,41 € 3 656,49 €
Spolu 3 324,08 € 332,41 € 3 656,49 €

Vseobecné obchodné podmienky najdete na:
https://www.roche.sk/sk/diagnostics2/sluzby a podpora/vseobecne obchodne podmienky.html

S pozdravom
V mene Roche Slovensko s.r.o.

Kontakt

Eva Vajdova
eva.vajdova@roche.com
Tel: +421918117459

www.roche.sk

Roche Slovensko, s. r. 0. Pribinova 19, 811 09 Bratislava Slovakia ICO: 35887117 DIC: SK 2021832087 Tel. +421-2-52 63 82 01 Fax +421-2-52 63 82 06




http://www.roche.sk/





			OBCHODNÁ PONUKA







)@ CELL MARQUE'

a SIGMA-ALDRICH company

CMC28031070 = CZRev.7,0 « p. 1

Mammaglobin (31A5) Rabbit Monoclonal Antibody

K pouZiti v diagnostice in vitro (IVD)

Identifikace produktu
Popis
280R-14 0,1 ml koncentrat
280R-15 0,5 ml koncentrat
280R-16 1,0 ml koncentrét
280R-17 1,0 ml predfedény pfipraveny k pouziti
280R-18 7,0 ml prededény piipraveny k pouZitf
280R-10 25,0 ml piededény pfipraveny k pouziti
Definice symbolii
6
[*] prediedény piipravek
koncentrat
[2] ascites
[€] sérum
[s] supernatant
rozsah fedéni koncentratu

Urcené pouziti

Tato protildtka je urcena pro diagnostiku in vitro (VD).

Krdlici monoklondlni primdrni protilatka pro mamaglobin (31A5) je urcena pro laboratorni
pouzitf pfi detekd glykoproteinu mamaglobinu v tkéni fixované formalinem a zalité
v parafinu, kterd je barvena pro kvalitativniimunohistochemické (IHC) testovdni.

Vysledky pouziti tohoto produktu musf byt interpretovdny kvalifikovanym patologem
ve spojeni s relevantni klinickou anamnézou pacienta, dalsimi diagnostickymi testy a
prislusnymi kontrolami.

Souhrn a vysvétleni

Mammaglobin je glykoprotein spojeny s prsni tkani, ktery je vzddlené pfibuzny skupiny
sekretoglobinti a obsahuje lidsky uteroglobin a lipofilin." Protiltka proti mammaglobinu
znadi cytoplasmu normalnich prsnich epitelidinich bunék, a rovnéz primdrni a metastatické
karcinomy prsu." Absence exprese mammaglobinu se obvykle projevuje u prostaty,

Mammaglobin miZe byt pouzit v rdmci imunohistochemického panelu pro stanoveni
metastatického karcinomu prsu a nddoru neznamého primamiho plvodu.>*

Principy a postupy

Uvedend primdmf protildtka se pouZiva jako primamni protilatka pfi imunohistochemickém
barveni tkaovych fezli fixovanych formalinem a zalitych v parafinu. Imunohistochemické
barveni ve spojeni s detekcnim systémem s navdzanou kienovou peroxiddzou a alkalickou
fosfatazou obecné umoziuje vizualizaci antigend prostrednictvim sekvencni aplikace
konkrétni protildtky (primdrni protildtka) proti antigenu, sekunddrni protildtky (spojovac
protildtka) proti primamf protildtce, komplexu enzym(i a chromogenniho substratu, kterd
je proloZena promyvacimi kroky. Enzymatickd aktivace chromogenu vede k viditelnému
reakenimu produktu v misté antigenu. Vzorek pak mize byt kontrastné obarven a zakryt
krycim sklickem. Vysledky se interpretuji pomoci svételného mikroskopu.

Materialy a metody

Doddvana cinidla

Slozeni vyrobku

Tlumivém roztoku Tris, pH 7,3 -7,7,5 1%

Predfedény pfipravek: nafedén v BSAa < 0,1% azidem sodngim

Tlumivém roztoku Tris, pH 7,3 - 7,7,5 1%

Foncentrat nafedén v BSA a < 0,1% azidem sodnym

Hostitel krdlic
zotyp lgG
Doporucovany rozsah pracovniho fedénf 1:100-1:500
Zdroj supernatant

Stitek vyrobku obsahuje ndsledujici informace o Sarzi:
1. Koncentraci imunoglobulinu v protildtce

2. Podrobnosti o zdroji

Rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace

Predfedénd protildtka je pripravena k pouZitf a optimalizovana k barven. Nenf vyzadovana
rekonstituce, smiseni, fedénf nebo titrace. Koncentrovand protildtka je optimalizovana pro
fedénf v rozsahu fedéni pomoci fedidla Cell Marque Diamond: Antibody Diluent.

Potfebné nedoddvané materidly a inidla

Ndsledujici ¢inidla a materidly mohou byt potfebné pro barvent, ale nejsou doddny soucasné
s primdrni protilatkou:

1. Pozitivnia negativni kontrolni vzorek tkdné
2. Mikroskopickd sklicka, s pozitivnim ndbojem

3. Susicf pec schopnd udrZovat teplotu 53 - 65 °C
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. Barvici misky nebo lazné
. Stopky

. Xylen nebo substituty xylenu

~ o v

. Etanol nebo jiny alkohol

Pozndmka: Jednostupriové pripravné cinidlo Cell Marque, Trilogy™ (kat. ¢. 920P-06), milze
nahradit kroky 6 a 7 vyse.

8. Deionizovana nebo destilovand voda
9. Zahfivaci aparatura, napf. elektricky tlakovy vafic pro predbéZné zpracovdni tkdné

10. Detekceni systém, napf. HiDef Detection™ HRP Polymer System (kat. ¢. 954D-20) nebo
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (kat. ¢. 962D-20)

11.Chromogen, napf. DAB Substrate Kit (kat. ¢. 957D-20) nebo Permanent Red Chromogen
Kit (kat. ¢. 960D-10)

12.TBS IHC Wash Buffer + Tween®* 20 (kat. ¢. 935B-09)
13. Hematoxylin nebo jiné doplikové barvivo

14 Redidla protildtek, napf. Diamond: Antibody Diluent (Kat. ¢. 938B-05) nebo
Emerald: Antibody Diluent (kat. ¢. 936B-08)

15. Peroxide Block (kat. ¢. 925B-05) pro pouziti s HRP

16. Avidin-Biotin Blocking Reagents pro pouZiti s detekci streptavidin-biotin
17. Negativni Kontrolni Cinidlo (kat. ¢. 939B-02 pro univerzalni)

18. Mounting Medium

19.Kryci sklicko

20. Svételny mikroskop (40-400x)

Skladovdni a zachdzeni
Skladujte pfi 2 - 8 °C. Nezmrazujte.

Aby byl zajistén spravny vykon Cinidla a stabilita protildtky, musf se lahvicka po kazdém
pouZitf uzaviit vickem a okamzité umistit ve vertikdIni poloze do chladnicky.

Kazdé cinidlo s protildtkou mé stanovenou dobu exspirace. Je-li fadné skladovno, je Cinidlo
stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZivejte ¢inidla po uplynutf exspiracni doby pro
pfedepsanou metodu skladovani.

Tento produkt nejevi zadné zndmky indikujici nestabilitu, proto by se soucasné s testovénim
nezndmych vzorkd mély provadeét testy s pozitivnimi i negativnimi kontrolnimi vzorky. V
pfipadé podezelych zndmek nestability inidla se obratte na technickou podporu spole¢nosti
Cell Marque.

Sbér vzorkii a pfiprava pro analyzu

Pro pouZiti této primdrni protilétky s detekcnimi soupravami Cell Marque (viz Potfebné
materidly a ¢inidla, kterd se nedodévajf) jsou vhodné tkané zpracované béznym zplisobem,
fixované v neutréInim pufrovaném formalinu a zalité v parafinu. Pozndmka: Spolecnost Cell
Marque hodnoti vysledky pouze na lidskych tkanich. Doporucené vhodné fixativum je 10%
neutrdlnf pufrovany formalin. V déisledku del3i fixace nebo specidlnich procest, jako napf.
dekalcifikace prepardtll kostnf diené, mohou byt ziskany variabilnf vysledky.

KaZdy fez je tfeba nafezat na spravnou tloustku (asi 3 m) a umistit na pozitivné nabité
podloznf sklicko. Sklicka obsahujici fezy tkdnf je tfeba susit po dobu nejméné 2 hodin (avsak
ne déle nez 24 hodin) pfi teploté 53 a7 65 °C.

CMC28031070 « CZRev.7,0 + p.2

Upozornéni a bezpecnostni predpisy

1.

Pfi zachédzenf s ¢inidly budte opatrni. Pouzivejte jednorazové rukavice a laboratornf
pldsté pfi manipulaci s podezfelymi karcinogennimi nebo jedovatymi materidly
(napfiklad: xylen).

. Vlyvarujte se kontaktu Cinidel s ocima nebo sliznicemi. JestliZe se ¢inidla dostanou do

kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnozstvim vody.

. Sevzorky pacient(i a vsemi materialy, které s nimi pfisly do styku, je tfeba zachdzet jako

s biologicky nebezpecnymi materidly a zneskodnovat je podle spravnych opatfeni. Nikdy
nepipetujte sty.

. Viyvarujte se mikrobiologické kontaminaci inidel, protoze by to mohlo zplisobit

nesprdvné vysledky.

. Uzivatel musf validovat inkubacni doby a teploty.

. Predfedénd cinidla pripravend k pouZiti jsou optimdiné ziedéna a dalsi fedéni mize vést ke

7trdté barveni antigenu.

. Koncentrovand cinidla mohou byt optimdIné ziedéna po ovéfeni uzivatelem. Jakékoli

pouzité fedicf inidlo, které neni vyslovné doporuceno v tomto dokumentu, musf byt
uzivatelem validovano, aby se ovéfila jeho kompatibilita a vliv na stabilitu.

. Pfi pouzitf v souladu s pokyny nenf tento pfipravek klasifikovan jako nebezpecnd létka.

Konzervacni 3tkou v Cinidle je azid sodny s koncentraci nizéf nez 0,1 %, ktery pfi uvedené
koncentraci nenapliiuje kritéria OSHA (USA) pro nebezpecnou ldtku. Viz bezpecnostnf list.

. Uzivatel musf ovéfit jakékoli skladovact podminky, které jsou jiné, ne7 je uvedeno v

pfibalovém letdku.

10 Redici roztok miZe obsahovat bovinn sérovy albumin a supernatant miize obsahovat

11

bovinni sérum. Pripravky obsahujici fetdini bovinni sérum a pfipravky obsahujici bovinni
sérovy albumin jsou kupovany od komercnich dodavateld. Certifikdty plvodu pro zvifect
zdroje pouZité v téchto pripravcich jsou uloZeny ve spolecnosti Cell Marque. Tyto certifikdty
doklddajf, Ze zdroj bovinnich pfipravki je ze zemf se zanedbatelnym rizikem BSE a uvadéjf
zdroje bovinnich pripravk(i z USA a Kanady.

. Stejné jako v prfpadeé jinych produktt odvozenych z biologickych zdroji je tfeba pouzivat

spravné postupy zachdzeni.

Navod k pouziti

Doporucené barvici protokoly pro uvedenou primdrni protildtku:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer System (kat. ¢. 954D-20)

1.

S~ 0w oo

Technika zpfistupnéni epitopu: HIER, Reagencie pro zpfistupnéni epitopu: Trilogy

. Inkubaéni doba Protildtka (minuty): 10-30

. Inkubacni doba HiDef Detection Amplifier (minuty): 10

. Inkubacni doba HiDef Detection Polymer Detector (minuty): 10
. Inkubacni doba DAB (minuty): 1-10

. Dehydratujte a zakryjte sklickem.

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (kat. ¢. 962D-20)

1.

Technika zpfistupnéni epitopu: HIER, Reagendie pro zpfistupnéni epitopu: Trilogy

Mammaglobin (31A5) Rabbit Monoclonal Antibody
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. Inkubacni doba Protildtka (minuty): 10-30

. Inkubacni doba HiDef Detection Amplifier (minuty): 10

. Inkubacni doba HiDef Detection Polymer Detector (minuty): 10
. Inkubacni doba Permanent Red (minuty): 15-30

o W N

. Dehydratujte a zakryjte sklickem.

Postupy kontroly kvality

Pozitivni kontrolni vzorek tkdné

Pfi kazdém provedeném barvicim postupu je tfeba pouZit i pozitivni kontrolnf vzorek tkdné.
Tkan miiZe obsahovat pozitivné i negativné zabarvené bufiky nebo ¢asti tkdné a slouzf jako
pozitivni i negativni kontrolni vzorek tkdné. Kontrolni vzorky by mély byt Cerstvé vzorky

7 pitvy, biopsie nebo operace piipravené nebo fixované co nejdfive a zalité stejnym zplisobem
jako testované fezy. Pouziti tkdnového fezu fixovaného nebo zpracovaného jingm zplisobem

nez testovany vzorek zajisti kontrolu pro v3echna cinidla a kroky metody kromé fixace
a zpracovani tkéné.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality a pro detekci i malé
degradace ¢inidla vhodnéjsi. Pozitivni tkdriova kontrola pro uvedenou primarni protildtku
mize zahmovat ndsledujic:

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Tkan Vlizualizace

Karcinom prsu (ytoplasmatické

Zndmé pozitivni kontrolni vzorky tkanf by mély byt pouzivany pouze ke sledovani sprdvné
funkce zpracovanych tkanf a testovych cinidel, nikoliv jako pomficka k formulaci specifické
diagnézy vzorki pacientd. Pokud se u pozitivnich kontrolnich vzorkd tkani neprojevi
odpovidajici pozitivnf zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzork(i za neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkdné

Jako negativni kontrolni vzorek tkdné Ize pouZit stejnou tkan, kterd se pouzivd jako pozitivni
kontrolnf vzorek. Rozmanitost riiznych typti bunék, které se nachdzeji ve vétsiné fezi

tkani, nabizf oblasti pro negativni kontrolni vzorky, ale to by mél ovéit uzivatel. Casti,

které se nebarvi, by mély prokdzat nepfitomnost specifického zabarvenf a zajistit indikaci
nespecifického zabarveni pozadi. Pokud se projevi specifické zabarveni v ¢éstech negativniho
kontrolniho vzorku tkané, je nutno povazovat vysledky vzorkii pacienta za neplatné.

Nevysvétlené rozdily

Nevysvétlitelné rozpory u kontrolnich vzork(i by mély byt ihned ohldSeny technické podpore
spolecnosti Cell Marque. Pokud se vysledky kontrol neshodujf se specifikacemi, vysledky
pacienta jsou neplatné. Viz cést Reseni problém(i v tomto letéku. Zijistéte a napravte problém,
a pak zopakujte cely postup se vzorky pacienta.

Negativni kontrolni Cinidlo

K usnadnénf interpretace vysledk(l je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativnf
kontrolnim cinidlem. Negativnf kontrolni ¢inidlo se pouzivd misto primdmf protildtky, aby

se dalo vyhodnotit nespecifické zabarvent. Kryci sklicko by mélo byt odetfeno negativnim
kontrolnim Cinidlem, které odpovidé druhu hostitele primdrni protildtky a idedIné md stejnou
19G koncentradi. Inkubacni doba negativniho kontrolniho ¢inidla by méla odpovidat inkubacni
dobé primamf protildtky.

CMC28031070 = CZRev.7,0 « p.3

Interpretace vysledkii

Proces imunobarveni zplisobuje zabarveny reakéni produk, ktery se vysraZi v oblastech
antigenu lokalizovanych primarnf protiltkou. V pfibalovém letaku k pfislusnému detekénimu
systému naleznete ocekdvané reakéni barvy. Pred interpretac vysledk musf pozitivni a
negativni kontrolnf vzorky vyhodnotit kvalifikovany patolog se zkusenosti s imunohistochemif.

Pozitivni kontrolni vzorek tkdné

Nejprve je nutné provést test zabarveného pozitivniho kontrolniho vzorku tkdné, a ovéfit

tak spravnost funkce viech reagencif. Pritomnost spravné zabarveného reakéniho produktu
uvnitf cilovych bunék indikuje pozitivni reaktivitu. V piibalovém letaku k detekcnimu systému
naleznete ocekdvané reakéni barvy. V zavislosti na délce inkubacni doby a potenci pouZitého
hematoxylinu zplisobf kontrastnf barvenf bledémodré aZ tmavomodré zabarveni bunécnych
jader. Prlisné nebo netiplné kontrastni zbarveni méiZe ohrozit spravnou interpretaci vysledka.
Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkéni neprojevi pfislusné pozitivni zabarveni, je nutno
povazovat vysledky testovanych vzork(i za neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkdné

Negativni kontrolni vzorek tkané je nutno testovat po pozitivnim kontrolnim vzorku, abychom
ovéfili specificitu znaceni cilového antigenu primarnf protilatkou. Nepfitomnost specifického
zabarveni v negativnim kontrolnim vzorku potvrzuje nepfitomnost zkfizené reaktivity s
burikami nebo ¢dstmi bunék. Pokud se projevi specifické zabarveni v negativnim kontrolnim
vzorku tkdné, je nutno povazovat vysledky vzorkd pacienta za neplatné. Pokud se vyskytuje
nespecifické zabarvenf, je vétSinou difdzni. Sporadické slabé zabarveni pojivové tkdné Ize
také pozorovat v fezech z tkén, které nejsou optimding fixované. K interpretaci vysledki
barveni pouzivejte pouze intaktni buriky. Nekrotické nebo degenerované buniky vykazujf
nespecifické zbarveni.

Tkdni pacienta

Vzorky pacienta se vysetfujf jako poslednf. Intenzitu pozitivniho zabarvenf je nutno posuzovat
v kontextu jakéhokoli zabarvenf pozadi negativniho kontrolniho Cinidla. Jako u kazdého
imunohistochemického testu, negativni vysledek znamend, Ze antigen nebyl detekovan,
nikoli Ze antigen nenf v testovanych bufikdch nebo tkani pfitomen. P identifikaci faleSnych
negativnich reakci mize pomoci panel protilatek (viz ¢ést Souhm ocekdvanych vysledki).

Ke spravné interpretaci kazdého imunohistochemického vysledku by méla byt testovdna
rovnéZ morfologie kazdého vzorku tkéné s vyuZitim fez(i barvenych hematoxylinem a
eozinem. Morfologické ndlezy pacient(i a klinické Udaje tykajici se pacientl musf interpretovat
kvalifikovany patolog.

Omezeni

1. Protildtka barva nemd vliv na vykonnost

2. Toto ¢inidlo je urceno pouze pro,odbomé pouZiti”, protoze imunohistochemie je
nékolikakrokovy proces, ktery vyZaduje specidlnf Skoleni pfi vybéru vhodnych cinidel,
tkani, fixace a zpracovani, pripravé imunohistochemického sklicka a interpretaci vysledk(
barven(.

3. Pouze pro laboratorni uZiti.
4. Pro diagnostiku in vitro.

5. Barveni tkdné zavisi na zachdzeni a zpracovdni tkdné pied barvenim. Nespravnd
fixace, zmrazeni, rozmraZeni, umyvani, sueni, zahfivani, fezani nebo kontaminace
jinymi tkanémi nebo tekutinami miiZze vést ke vzniku artefaktd, zachycenf protilatky
nebo falesné negativnim vysledkiim. Nasledkem odchylek pri fixaci a metodéch
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zalévdni, ale i ndsledkem stavajicich nerovnomérnosti ve tkdni méiZe dochdzet
kinkonzistentnim vysledk(im.

6. Piilisné nebo nedipIné kontrastni zbarveni mize ohrozit spravnou interpretaci vysledku. Souhrn ocekdvanych vysledki

7. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho zbarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt Viz ndsledujicf tabulky reaktivity:
posouzena v kontextu klinické anamnézy, morfologie, dalSich histopatologickych kritérif a
rovnéZ dalSich diagnostickych testdi. Tato protildtka je urcena k pouZiti v panelu protildtek. Bézna studie
Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se seznamil s protildtkami, inidly a -
metodami pouzivanymi k barveni preparatti. Barveni se musf provadét v certifikované POCEF
laboratofi s pifslusnym oprévnénim a pod dohledem patologa zodpovédného za N barvenych ;
hodnoceni barvenyich podioznich skel a zarucenf adekvatnosti pozitivnich a negativnich Tk (+) | Celkem | Pozndmky
kontrolnich vzorkd. Mozek 0 6

8. Spolecnost Cell Marque poskytuje protildtky a cinidla v optimélnim fedéni pro pouzitf Kira nadledvin 0 3
podle pokyni. Jakdkoli odchylka od doporucenyich testovacich postup miiZe zplisobit —
neocekavané vysledky. Je nutno pouZivat a zdokumentovat piislusné kontrolni Vajecnik 0 3
vzorky. Uzivatelé museji za vsech okolnostf pfijmout zodpovédnost za interpretaci Slinivka 0 3
vysledki pacienta. e

Pi3titnd téliska 0 3

9. Spolecnost Cell Marque poskytuje primdrnf protildtky v koncentrované formé, takze je -
miZze uZivatel nasledné optimainé zfedit pro pouZitf podle urcenf uzivatele a pfi dodrZenf Hypofyza 0 3
vhodnych technik validace. Uzivatelé musi provést validaci pfi pouzitf jakychkoli fedicich Varle 0 3
roztok{ jinych, nez zde uvedenych. Kdyz je primdmf Cinidlo validovano jako vhodné, miize Stind 14 0 3
jakdkoli odchylka od doporucenych testovacich postupt zplisobit neocekdvané vysledky. tling zaza
Je nutno pouzivat a zdokumentovat piislusné kontrolni vzorky. Uzivatelé musejf za vsech Prso 3 3
okolnostf pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledki pacienta. Sezing 0 3

10.Tvento pripravek nenf urcen pro priitokovou cytometrii. Vandle 0 3

11.Cinidla mohou prokézat neocekdvané reakce na drive netestovanych tkani. V déisledku Bk 0 3
biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkdnich 2l
nelze zcela vyloucit moznost neocekdvanych reakci i v testovanych skupindch tkdni. S Kostni dren 0 3
podezrelymi zdokumentovanymi neocekdvanymi reakcemi se obratte na technickou .

o Plice 0 3
podporu spolecnosti Cell Marque.

12.Tkéné od osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy antigen hepatitidy ordce 0 }
B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické barvenf kienové peroxiddzy. Jicen 0 3

13.Pfi pouZitf v krocich blokovani mohou normdlni séra ze stejného zvitectho zdroje jako Bficho 0 3
sekgndarm protllatky ,zpusob{t falesne negvatlvn| n,ebo falgs,ne pozitivni vysledky vzhledem Tenké stfevo 0 3
k Gcinku autoimunitnich protilétek nebo pfirozenych protildtek.

14. Je mozné pozorovat falesné pozitivnf vysledky v dlisledku neimunologické vazby Tracnik 0 }
bilkovin nebo reakcnich produktdi substrdtu. Mohou byt také zplisobeny aktivitou Jtra 0 3
pseudoperoxiddzy (erytrocyty) a endogennf peroxiddzy (cytochrome C) nebo endogennim e

- o ) L v : . Slinnd 7l4za 2 3
biotinem (piiklad: jdtra, mozek, prs, ledvina), v zdvislosti na pouzitém typu imunobarven. -

15. Stejné jako u kazdého imunohistochemického testu, znamend negativni vysledek, Hucnik 0 }
Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen nenf pfitomny ve vySetfovanych burikdch Ledviny 0 3
nebo tani Mocovy méchj 0 3

16. Predfedéné pfipravky s protildtkami jsou optimalizované jako pfipravené k pouZiti.

e o e Prostata 0 3
Vizhledem k moznosti riiznych zplisobil fixace a zpracovdnf tkdnf méZe byt potfeba pro
jednotlivé vzorky prodlouZit nebo zkrtit inkubacni dobu primarni protilatky. Déloha 1 3

17.Protildtky, v kombinaci s deteknimi systémy a pfislusenstvim, detekujf antigeny, které Vejcovod 3 3
pfeckajf béZznou fixaci formalinem, zpracovdni a rozfezani tkdné. Uzivatelé, kteff nedodrzi Mocovod 0 3
doporucené postupy, museji za téchto okolnostf pfijmout zodpovédnost za interpretaci -
vysledkii pacienta. Cipek 1 3

Kosterni sval 0 3
Hladky sval 0 3

Mammaglobin (31A5) Rabbit Monoclonal Antibody







)@ CELL MARQUE'

a SIGMA-ALDRICH company

Béznd studie
Pocet
barvenych

Tkan (+) Celkem | Pozndmky
Kize 2 3

Periferni nerv 0 3

Mesothelium 0 3

Tuk 0 3

Placenta 0 3

Tato protilétka barvi normdini tkdné, jak je uvedeno ve zvefejnéné literatute.

Studie postizené tkané
Pocet

barvenych
Tkdn (+) Celkem | Pozndmky
Karcinom prsu 12 19
Adenokarcinom plic 4 6
KolorektdIni karcinom 2 4
Karcinom dlazdicovych . A
plicnich bunék
Papildrni karcinom $titné ZIdzy 0 1
Karcinom prostaty 0 4

Tato protildtka barvi nadory, jak je uvedeno ve zvefejnéné literatufe.

Reseni problémii

1. Pokud pozitivni kontrola ukdze slabsf zbarvent, nez ocekdvané, je tfeba béhem stejného
cyklu barveni zkontrolovat dalsi pozitivni kontrolnf vzorky, aby se dalo stanovit, zda je to
zplisobeno primémf protildtkou nebo nékterym z béznych sekunddrnich antigend.

2. Jestlize je pozitivni kontrola negativni, je tieba zkontrolovat dal3i pozitivni kontrolni
primarni protilatkou nebo nékterym z béznych sekundémich antigend. Shér, fixace nebo
odstrariovani parafind z tkéni mohlo byt provedeno nespravnym zpiisobem. Sbér tkdné,
jejifixace a skladovani musi probihat ve spravném postupu.

3. Dojde-li k nadmérnému zbarveni pozadi, mohou byt pfitomné vysoké hladiny
endogenniho biotinu. Mél by byt zahmut i krok blokovdni biotinu, pokud nenf pouzivén
detekénf systém bez biotinu; v takovém piipadé by pfitomny biotin nepfispival
k zabarvenf pozadi.

4. Pokud nenf veskery parafin odstranén, je tfeba proces odstranénf parafinu opakovat.

5. Pokud se tkanovy fez spldchne ze sklicka, je tfeba sklicka zkontrolovat zda jsou kladné
nabitd. Mezi dalsi moznosti, které by mohly nepfiznivé ovliviiovat adhezi tkdné, patff
nedostatecné vysusenf tkanového fezu na krycim skiicku pred barvenim nebo fixace
ve formalinu, ktery nebyl vhodné neutréIné pufrovany. Tloustka tkdné mdZe byt rovnéz
pfispivajici faktor.

CMC28031070 = CZRev.7,0 + p.5

Ndpravna opatfeni naleznete v ¢dsti Pokyny k pouZiti nebo kontaktujte technickou podporu
spolecnosti Cell Marque na adrese techsupport@cellmarque.com.
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760-4618 06523927001 50 testovaci davkovac
| DEFINICE SYMBOLU
[] | ascites [E] sérum

KEY-CODE kod

[5] | supernatant

| URCENE POUZITI

Tato protilatka je urcena k diagnostice in vitro (IVD).

Protilatka Cell Marque PAX8 (MRQ-50) je urcena kvalifikovanym
laboratofim pro kvalitativni stanoveni pfitomnosti souvisejicich
antigent v tkanovych fezech fixovanych ve formalinu, zalitych v parafinu
zkusebnimi metodami IHC za pouziti svételné mikroskopie. Pouziti této
protilatky je indikovano nésledné po klinické diferencialni diagnostice
nemoci jako pomdacka pii identifikaci renalniho karcinomu, karcinomu
stitné zlazy a karcinomu vajec¢nikd v rdmci panell protilatek, klinické
anamnézy pacienta a dalSich diagnostickych testd vyhodnocenych
kvalifikovanym patologem.

SOUHRN A VYSVETLENI

Tento protein je ¢lenem rodiny tzv. parového boxu (PAX) transkrip¢nich
faktor(i. Clenové této rodiny genti obvykle kéduji proteiny, které obsahuiji
na doméné parovy box, oktapeptid a homeodoménu parového typu.
Tento nuklearni protein je zapojen do vyvoje folikularnich bunék stitné
zlazy a exprese genl specifickych pro stitnou zldzu. Mutace v tomto
genu souviseji s dysgenezi Stitné zlazy, karcinomy folikularnich bunék
Stitné zlazy a atypickymi adenomy stitné Zlazy.

PAX-8 je exprimovéan ve stitné zlaze (a souvisejicich karcinomech),
nefasnatych slizni¢nich bunkach vejcovodll a jednoduchych cystach
ve vajecniku, ne viak v normalnich povrchovych epitelidlnich burikach
vajecniku. PAX-8 je exprimovan ve velkém procentu karcinomu

sérovych, endometrioidnich a jasnych bunék vaje¢nikd, avsak pouze
vzacné v primarnich mucinéznich adenokarcinomech vajec¢nikd.
Studie rovnéz prokazaly expresi PAX-8 v karcinomech rendlnich
kanalk(l a renalnich bunék, nefroblastomech a seminomech. Studie
Tonga a kol. prokézala, ze 98 % karcinomt RCC jasnych bunék, 90 %
papilarnich RCC a 95 % onkocytom( bylo na anti-PAX-8 pozitivnich
s podobnou cetnosti pozitivity jako anti-PAX-2. Z tohoto dlivodu je
mozné protilatku anti-PAX-8 pouzivat jako dalsi imunohistochemicky
marker pro rendlni epitelidIni nadory. Normalni plice a karcinomy plic
protilatku PAX-8 neexprimuji. Podobné nepfitomnost exprese PAX-8
v karcinomech prsu a jinych negynekologickych karcinomech, jinych
nez primarnich pro stitnou zldzu indikuje, ze protildtka anti-PAX-8 je
dllezitym novym markerem rakoviny vaje¢nikl a uzite¢nym markerem
pro diferencni diagndzy nadort plic a krku nebo nadorl na vzdalenych
mistech, kde jsou primarni karcinomy plic, karcinomy prsu nebo
stitné zlazy pravdépodobné. Protildtka anti-PAX-8 spolec¢né s markery
specifickymi pro jednotlivé orgdny, jako napfiklad anti-uroplakin III,
anti-mammaglobin a anti-TTF-1, muzZe slouzit jako velmi uzite¢ny panel
k rozliseni primarniho mista invazivnich mikropapilarnich karcinoma
vajecniku od invazivnich karcinoml pochazejicich z méchyre, plic a
prsu.'?

PRINCIPY A POSTUPY

Anti-PAX8 (MRQ-50) lze pouzivat jako primarni protilatku pro
imunohistochemické barveni tkanovych fezl fixovanych ve formalinu,
zalitych v parafinu. Obecné umoznuje imunohistochemické barveni
ve spojeni s detekénim systémem se streptavidinem a biotinem
vizualizaci antigenl prostfednictvim sekvencni aplikace konkrétni
protilatky (primarni protilatka) proti antigenu, sekundarni protilatky
(spojovaci protilatka) proti primarni protilatce, komplexu enzymu a
chromogenniho substratu, kterd je prolozena promyvacimi kroky.
Alternativné Ize pouzit detek¢ni systém bez biotinu. Enzymaticka
aktivace chromogenu vede ke tvorbé viditelného reakéniho produktu
v misté antigenu. Vzorek pak Ize obarvit kontrastnim barvivem a zakryt
krycim sklickem. Vysledky se interpretuji pomoci svételné mikroskopie a
pomahaji v diferencialni diagnostice patofyziologickych procesu, které
mohou a nemuseji souviset s konkrétnim antigenem.

Protildtka anti-PAX8 (MRQ-50) je optimélné nafedéna, aby byla

kompatibilni s detekénimi soupravami a barvicimi automaty Ventana
Roche. Kazdy krok barviciho protokolu zahrnuje inkubaci se stanovenim
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jeji presné doby a specifické teploty. Na konci kazdého inkubacniho
kroku jsou fezy v barvicim automatu Ventana Roche oplachnuty za
Ucelem ukonceni probihajici reakce a k odstranéni nenavazaného
materidlu, ktery by mohl branit pozadované reakci v ndsledujicich
krocich. Aby odparovani vodnych cinidel ze vzorkd na podloznich
sklech bylo co nejmensi, aplikuje barvici automat na sklicka kryci roztok.
Vice informaci o operacich pfistroje naleznete v piislusném Navodu k
pouziti barviciho automatu Ventana Roche.

MATERIALY A METODY

Dodavana ¢inidla

Jeden davkovac primarni protilatky PAX8 (MRQ-50) obsahuje dostate¢né
mnozstvi prediedéného cinidla na 50 testl. Protilatka je nafedéna v
tlumicim roztoku Tris, pH 7,3-7,7 s 1% BSA a <0,1% azidu sodného.

Rozsah koncentrace imunoglobulinu pro tento pfipravek je 5.0-15.0 pug/
ml.

Koncentrace imunoglobulinu v ¢inidle je uvedena na stitku pipravku.
Izotyp: 19G

Pro Udaje o zdroji protildtky viz titek pfipravku.

Rekonstituce, smiseni, fedéni, titrace

Protildtka je optimalizovana pro pouziti v bavicim automatu Ventana
ve spojeni s detekénimi systémy Ventana Roche. Neni vyzadovéna
rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace. Dalsi fedéni mUlze zplsobit
ztrdtu zabarveni antigenu. Uzivatel musi vSechny takové zmény ovéfit.
Rozdily ve zpracovani tkané a technickych postupech v laboratofi
mohou zpusobit vyraznou variabilitu vysledk(l a vyzaduji pravidelné
pouzivani kontrolnich vzorkd. (Viz ¢ast Postupy kontroly kvality)

Potfebné materialy a ¢inidla, ktera se nedodavaji

Nasledujici ¢inidla a materidly mohou byt potiebné pro barveni, ale
nejsou dodany soucasné s primarni protilatkou:

1. Pozitivni a negativni kontrolni vzorek

2. Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabitd

3. Susicka, schopnd udrzovat teplotu 58 az 60 °C + 5 °C

4. Stitky s ¢arovym kédem (odpovidajici testovanému negativnimu
kontrolnimu vzorku a primarni protilatce)

Nadoby nebo lazné na barveni

Budik (¢asovac)

Amplifikator (je-li pouzit)

Xylen nebo nahrada xylenu

Etanol nebo reagen¢ni alkohol

= B

0. Deionizovana nebo destilovana voda
1

. Barvici automaty ES’, NexES IHC’, BenchMark’, BenchMark™ XT a
BenchMark™ ULTRA

12. Detek¢ni soupravy iVIEW™ DAB (upfednostriiovana), ultraView”,
AEC, V Red (ALK PHOS) a Enhanced V Red

13. Software pro detekéni systémy (pouze barvici automaty ES)

14. Promyvaci roztok APK Wash Solution (barvici automaty ES” a NexES
IHC)

PAX8 (MRQ-50)

15. Roztok Liquid Coverslip” (barvici automaty ES® a NexES IHC')

16. Roztok EZ Prep” (barvici automaty BenchMark’, BenchMark™ XT a
BenchMark” ULTRA)

17. Roztok Reaction Buffer (barvici automaty BenchMark’,
BenchMark® XT a Benchmark® ULTRA)

18. Roztok LCS (barvici automaty BenchMark’, BenchMark™ XT a
Benchmark® ULTRA)

19. Hematoxylin nebo jiné kontrastni barvivo
20. Negativni kontrolni ¢inidlo

21. Montovaci médium

22. Kryci sklo

23. Svételny mikroskop (40 az 400x)

Skladovani a manipulace
Uchovavejte pfi teploté 2 az 8 °C. Chrante pred mrazem.

Aby byl zajistén spravny vykon cinidla a stabilita protildtky, musi se
dévkovac¢ po kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve
vertikalni poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac s protildtkou md stanovenou dobu exspirace. Je-li
fadné skladovéno, je ¢inidlo stabilni do data uvedeného na stitku.
Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti exspiracni doby pro predepsanou
metodu skladovani.

Tento produkt nejevi zadné znamky indikujici nestabilitu, proto by
se soucasné s testovanim neznamych vzorkd mély provadét testy s
pozitivnimi i negativnimi kontrolnimi vzorky. V pfipadé podezielych
znamek nestability ¢inidla se obratte na zakaznicky servis Cell Marque.

Sbér vzork a pfiprava pro analyzu

Pro pouZziti této primarni protilatky s detekénimi systémy Ventana Roche
a barvicim automatem Ventana Roche (viz Potfebné materialy a ¢inidla,
ktera se nedodavaji) jsou vhodné tkédné zpracované béznym zplsobem,
fixované v neutrdlnim pufrovaném formalinu a zalité v parafinu.
Doporucené vhodné fixativum je 10% neutrélni pufrovany formalin. V
disledku delsi fixace nebo specialnich procest, jako napt. dekalcifikace
preparatd kostni diené, mohou byt ziskany variabilni vysledky.

Kazdy ez je tfeba nafezat na spravnou tloustku (asi 3 pm) a umistit na
pozitivné nabité podlozni sklicko. Sklicka obsahujici fezy tkani je tieba
susit po dobu nejméné 2 hodin (avsak ne déle nez 24 hodin) pfi teploté
58az60°C+5°C.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI PREDPISY

1. Pfi manipulaci s ¢inidly dodrzujte pfislusnd bezpecnostni
opatreni. Pouzivejte rukavice na jedno pouziti a laboratorni plasté,
manipulujete-li s nebezpecnymi karcinogeny nebo toxickymi
materidly (jako je napfiklad: xylen).

2. Zabrante kontaktu ¢inidel s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se ¢inidla
dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym
mnozstvim vody.

Vzorky pacientd a vsechny materialy, které s nimi pfijdou do
kontaktu, musi byt povazovény za biologicky nebezpecné latky a
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jejich likvidace musi probihat podle pfislusnych bezpecnostnich
predpist. Nikdy nepipetujte Usty.

Zabrante mikrobiologickému znecisténi cinidel, nebot by to
zpUsobilo nespravné vysledky.

Nedodrzeni pfislusnych inkubacnich dob a teplot mize vést k
chybnym vysledkdm.

Cinidla jsou optimalné nafedéna a dal3i fedéni mdze zpGsobit ztratu
zabarveni antigenu. Jakoukoliv zménu tohoto druhu musi uzivatel
oVéfit.

Pfi dodrzeni navodu k pouziti neni tento vyrobek klasifikovan
jako nebezpecnd latka. Konzervaéni latkou v ¢inidle je azid sodny
s koncentraci nizsi nez 0,1 %, ktery pfi uvedené koncentraci
nenaplnuje kritéria OSHA (USA) pro nebezpecnou latku. Viz
bezpecnostni list.

Uzivatel musi ovéfit véechny podminky pro skladovani, pokud se
tyto podminky lisi od podminek specifikovanych v piibalovém
letaku.

Redici roztok m(ize obsahovat bovinni sérovy albumin a supernatant
muZze obsahovat bovinni sérum. Pipravky obsahujici plodové
bovinni sérum a pfipravky obsahujici bovinni sérovy albumin jsou
odebirany od komer¢nich dodavateld. Osvédceni o plivodu tykajici
se zivocisného zdroje pouzitého u téchto pfipravkil je zaloZzeno ve
spolec¢nosti Cell Marque. Osvédceni potvrzuji, Ze bovinni zdroje
pochazeji ze zemi se zanedbatelnym rizikem BSE a statnimi zdroji
bovinnich produktd, jako napi. USA nebo Kanada.

. Stejné jako u kazdého jiného pfipravku pochazejiciho z biologickych

zdrojl by i v tomto pfipadé mély byt pouzity vhodné manipulacni
postupy.

NAVOD K POUZITI

Jednotlivé kroky postupu

Pri

marni protilatky Cell Marque byly vyvinuty za ucelem pouziti

v barvicich automatech Ventana Roche ve spojeni s detekénimi
soupravami a pfislusenstvim Ventana Roche.

Pfiprava davkovace, pokyny k manipulaci a skladovani
Priprava k pouziti:

V pfipadé pouziti: Pro automaty rady NexES" IHC, BenchMark’ a
Discovery’ verze softwaru 8.0 a vyssi.

1.

Odstranéni prepravniho klice

Pro odstranéni prepravniho kli¢e (podle obrazku A) odstrarite
kloboucek trysky, drzte davkovac ve vztycené poloze a zatdhnéte
za poutko klice pro jeho uvolnéni. NEZAKRYVEJTE kloboucek trysky,
mohlo by dojit k trvalému poskozeni davkovace. NEMACKEJTE
davkovac pfi odstranovani klice, mohlo by dojit k vyliti ¢inidla.
Prepravni kli¢ zlikvidujte.

. Pfiprava davkovace k pouziti

Odstrante kloboucek trysky a umistéte jej na drzak klobouc¢ku. V
kloboucku trysky se mize nachazet tekutina. Nainstalujte davkovac
do karuselu na ¢inidla. Davkovac Inline je vyrabén ve stavu
pripraveném k pouziti se softwarem NexES" verze 8.0 nebo vyssi.
Pred kazdym cyklem software automaticky zjisti na karuselu novy
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davkovac a naplni jej. Manualni naplnéni ddvkovace neni nutné a
NIKDY by nemélo byt provadéno, protoze by mohlo dojit k plytvani
¢inidlem a ke snizeni po¢tu dostupnych davek.

Pozndmka - VSechny starsi instalace softwaru: Po odstranéni
prepravniho klice odstrarite kloboucek trysky a NAPLNTE DAVKOVAC
RYCHLYM PUMPOVANIM 3 AZ 4 TAHY, pficemz ddvkovac musi byt ve
svislé poloze. Naplnéni je nutné pouze pred prvnim pouZzitim. (Viz ¢dst
Kontrola naplnéni pred pouZzitim)

3. Skladovani a manipulace s davkovacem

Pro zajisténi spolehlivého provozu musi byt nepouzivany davkovac
vzdy uzavien vickem a NIKDY by nemélo dochédzet k manudlnimu
dévkovani. (Viz ¢ast Co délat a nedélat.)

Co délat a nedélat
CO DELAT:

1

. Pred kazdym pouzitim zkontrolujte ddvkovaci komoru a meniskus.

(Viz ¢ast Kontrola naplnéni pred pouzitim).

. Nechavejte kloboucek trysky na davkovaci. Drzak je také soucasti

dodavky.

. Nepouzivany davkovac¢ zakryjte klobouckem, abyste zabranili

odparovani. Nepouzivané davkovace ve stojanu pro cinidla Ize také
uzavfit (zdola pod stojanem).

. Uchovavejte davkovace ve stojanku a na karuselu na cinidla ve svislé

poloze.

. Pfi montazi davkovace na karusel drzte spojovaci dil, abyste

zabranili neimysinému manualnimu uvolnéni ¢inidla.

CO NEDELAT:

1

. Manualné nedavkujte, je-li ddvkovac obraceny (vzhiru nohama).

Doslo by ke ztraté napliné, jejiz obnova by mohla byt nemozna.

. Manudlné nedavkujte, je-li kloboucek trysky na svém misté. Mohlo

by dojit k trvalému poskozeni davkovace.

. Pred kazdym pouzitim manualné nedavkujte ani neplrite. Neni to

nutné a dochdzi k plytvani ¢inidlem.

. Nedrzte nddrz v dolni poloze. Pfi stisknuti nadrze by mohlo dojit k

Uniku tekutiny.

. Nedavejte karusely s davkovaci na sebe. Z davkovacu by se ¢inidlo

mohlo rozlévat.

Kontrola naplnéni pred pouzitim:

Odstrante kloboucek trysky a podivejte se na obrazek B.

Davkovac je pfipraven k pouziti, kdyz:

1.

Je v oblasti podle obrazku B pfitomen meniskus.

2. Davkovaci komora obsahuje kapalinu.
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Zatlacenim na Obrdzek A

horni ¢ést nadrze
se manuainé uvolni
jedna kapka

(Viz éést Co

délata nedélat)

Obrdzek B

Nadrz ma stupnici
po jednom milimetru

S Prepravni kli¢
Cislo série ,
na stitku

-

Stitek s ¢arovym
kodem a sériové
dislo davkovace

Poutko klice

(2) Davkovaci
komora musi
obsahovat kapalinu.
Mohou byt pritomné
malé bublinky.

(1) Mezi zakladnou
ahrotem trysky by
mél byt viditelny
meniskus, jak
je znézoméno.

kloboucku trysky

Spojovaciélen

Dolniédst

Postupy barveni pomoci barvicich automatt Ventana Roche jsou
nasledujici: Dal$i podrobné pokyny a dalsi moznosti protokolu
naleznete v navodu k obsluze.

Doporucené barvici protokoly pro PAX8 (MRQ-50)

ultraView™:

1. Vlozte sklicka, protildtku a davkovace detekéni sady ultraView™ do
pfistroje BenchMark®*.

2. Vyberte mirné predbézné zpracovani CC1.

3. Inkubace protilatky by méla byt nastavena na 16 minut pfi teploté
37°C.

4. Spustte cyklus.

5. Po skonceni cyklu barveni vyjméte sklicka z pfistroje a dobre
proplachnéte oplachovym tlumicim roztokem.

6. Prikryjte krycim sklickem.

OptiView:

1. Vlozte sklicka, protilatku a davkovace detekeni sady do pfistroje
BenchMark®*.

2. Vyberte 24 minut pfedbézné zpracovani CC1.
3. Vyberte predbézny primarni inhibitor peroxidazy.

4. Inkubace protilatky by méla byt nastavena na 8 minut pti teploté
37°C.

5. Spustte cyklus.

6. Po skonceni cyklu barveni vyjméte sklicka z pfistroje a dobre
proplachnéte oplachovym tlumicim roztokem.

7. Prikryjte krycim sklickem.

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Pfi kazdém provedeném barvicim postupu je tfeba pouzit i pozitivni
kontrolni vzorek tkdné. Tkan mulze obsahovat pozitivné i negativné
zabarvené buriky nebo &asti tkdné a slouzi jako pozitivni i negativni
kontrolni vzorek tkané. Kontrolni vzorky by mély byt cerstvé vzorky z
pitvy, biopsie nebo operace pfipravené nebo fixované co nejdfive a
zalité stejnym zpUsobem jako testované fezy. Pouziti tkanového rezu
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fixovaného nebo zpracovaného jinym zplsobem nez testovany vzorek
zajisti kontrolu pro vSechna cinidla a kroky metody kromé fixace a
zpracovani tkané.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality
a pro detekci i malé degradace ¢inidla vhodnéjsi. Pozitivni kontrolni
vzorek tkdné pro primarni protilatku PAX8 (MRQ-50) mUze zahrnovat
nasledujici:

Renalni karcinom Nukleovy

Karcinom stitné zlazy Nukleov printing.

Karcinom vajecniku Nukleovy
(nemucindzni karcinom)

Znamé pozitivni kontrolni vzorky tkani by mély byt pouzivany pouze
ke sledovéni spravné funkce zpracovanych tkani a testovych cinidel,
nikoliv jako pomucka k formulaci specifické diagnézy vzorkl pacientd.
Pokud se u pozitivnich kontrolnich vzorka tkéni neprojevi odpovidajici
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzorkl za
neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkané

Jako negativni kontrolni vzorek tkané lze pouzit stejnou tkan, kterd
se pouziva jako pozitivni kontrolni vzorek. Rozmanitost rliznych typd
bunék, které se nachdzeji ve vétsiné rezl tkani, nabizi oblasti pro
negativni kontrolni vzorky, ale to by mél ovéfit uzivatel. Casti, které
se nebarvi, by mély prokazat nepftitomnost specifického zabarveni
a zajistit indikaci nespecifického zabarveni pozadi. Pokud se projevi
specifické zabarveni v ¢astech negativniho kontrolniho vzorku tkané, je
nutno povazovat vysledky vzorkd pacienta za neplatné.

Nevysvétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolnich vzorcich by mély byt ihned
ohlaseny mistnimu zastoupeni spolecnosti Ventana Roche. Pokud
se vysledky kontrol neshoduji se specifikacemi, vysledky pacienta
jsou neplatné. Viz ¢ast Reseni problémd v tomto letaku. Zjistéte a
napravte problém, a pak zopakujte cely postup se vzorky pacienta.

Negativni kontrolni ¢inidlo

K usnadnéni interpretace vysledkd je tfeba provést pro kazdy vzorek
cyklus s negativni kontrolnim ¢inidlem. Negativni kontrolni ¢inidlo se
pouziva misto primarni protilatky, aby se dalo vyhodnotit nespecifické
zabarveni. Kryci sklicko by mélo byt oSetfeno negativnim kontrolnim
¢inidlem, které odpovida druhu hostitele primarni protilatky a idealné
ma stejnou IgG koncentraci. Inkubacni doba negativniho kontrolniho
¢inidla by méla odpovidat inkuba¢ni dobé primarni protildtky.
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INTERPRETACE VYSLEDKU |

Proces imunobarveni na barvicich automatech Ventana Roche
zpUsobuje Cervené zabarveny reakeni produkt, ktery se vysrazi v
oblastech antigenu lokalizovanych priméarni protilatkou. V piibalovém
letéku k pfislusnému detekénimu systému naleznete ocekdvané
reakcni barvy. Pred interpretaci vysledkd musi pozitivni a negativni
kontrolni vzorky vyhodnotit kvalifikovany patolog se zkusenosti s
imunohistochemii.

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Nejprve je nutné provést test zabarveného pozitivniho kontrolniho
vzorku tkanég, a ovéfit tak spravnost funkce vsech reagencii. Pfitomnost
spravné zabarveného reakcniho produktu uvnitf cilovych bunék
indikuje pozitivni reaktivitu. V pfibalovém letaku k detekénimu systému
naleznete ocekdvané reak¢ni barvy. V zavislosti na délce inkubacni
doby a potenci pouzitého hematoxylinu zplsobi kontrastni barveni
bledémodré az tmavomodré zabarveni bunécnych jader. PFilisné
nebo neuplné kontrastni zbarveni mlze ohrozit spravnou interpretaci
vysledkd. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi pfislusné
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovanych vzorkd za
neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkané

Negativni kontrolni vzorek tkdné je nutno testovat po pozitivnim
kontrolnim vzorku, abychom ovéfili specificitu znaceni cilového
antigenu primarni protilatkou. Nepfitomnost specifického zabarveni
v negativnim kontrolnim vzorku potvrzuje nepfitomnost zkfizené
reaktivity s bunkami nebo ¢astmi bunék. Pokud se projevi specifické
zabarveni v negativnim kontrolnim vzorku tkané, je nutno povazovat
vysledky vzorkd pacienta za neplatné. Pokud se vyskytuje nespecifické
zabarveni, je vétsinou difuzni. Sporadické slabé zabarveni pojivové
tkané lze také pozorovat v fezech z tkani, které nejsou optimalné
fixované. K interpretaci vysledkl barveni pouzivejte pouze intaktni
buriky. Nekrotické nebo degenerované burky vykazuji nespecifické
zbarveni.

Tkan pacienta

Vzorky pacienta se vysSetiuji jako posledni. Intenzitu pozitivniho
zabarveni je nutno posuzovat v kontextu jakéhokoli zabarveni pozadi
negativniho kontrolniho ¢inidla. Jako u kazdého imunohistochemického
testu, negativni vysledek znamend, Zze antigen nebyl detekovan, nikoli
Ze antigen neni v testovanych bunkach nebo tkani pfitomen. P¥i
identifikaci faleSnych negativnich reakci mize pomoci panel protilatek
(viz ¢ast Souhrn ocekavanych vysledkd). Ke spravné interpretaci
kazdého imunohistochemického vysledku by méla byt testovéna
rovnéz morfologie kazdého vzorku tkané s vyuzitim fezl barvenych
hematoxylinem a eozinem. Morfologické nalezy pacientl a klinické
udaje tykajici se pacientt musi interpretovat kvalifikovany patolog.

PAX8 (MRQ-50)

|  OMEZENI

1. Toto cinidlo je ,ur¢eno pouze k profesionalnimu uziti’, protoze
imunohistochemie (IHC) je diagnosticky proces obsahujici vice
krokd, ktery vyzaduje specializované vyskoleni ve vybéru vhodnych
¢inidel, tkani, fixaci a zpracovani, ptipravé imunohistochemického
podlozniho skla a interpretaci vysledkd zabarveni.

2. Urc¢eno pouze k laboratornimu uziti.
K diagnostice in vitro.

4. Zbarveni tkdné zavisi na manipulaci s tkani a na jejim zpracovani
pred barvenim. Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, umyvani,
suseni, zahtivani, fezani nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo
tekutinami muGze vést ke vzniku artefakt(, zachyceni protilatky
nebo falesné negativnim vysledkim. Nasledkem odchylek pfi fixaci
a metodach zalévani, ale i nasledkem stavajicich nerovhomérnosti
ve tkani mlze dochazet k inkonzistentnim vysledkdm.

5. Prilisné nebo nelplné kontrastni zbarveni mlze ohrozit spravnou
interpretaci vysledka.

6. Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho
nepiitomnosti musi byt vyhodnocena v kontextu klinického
projevu, morfologie a jinych histopatologickych kritérii, ale i jinych
diagnostickych testl. Tato protilatka je urcena k pouziti v panelu
protildtek. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se
seznamil s protilatkami, ¢inidly a metodami pouzivanymi k barveni
preparatl. Barveni se musi provadét v certifikované laboratofi
s pfislusnym opravnénim a pod dohledem patologa zodpovédného
za hodnoceni barvenych podloznich skel a zaru¢eni adekvétnosti
pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorku.

7. Spole¢nost Cell Marque poskytuje optimalné ziedéné protilatky
k pouziti podle pokynl. Jakékoli odchylka od doporucenych
testovacich postupt mlze zpUsobit neocekavané vysledky. Je
nutno pouzivat a zdokumentovat pfislusné kontrolni vzorky.
Uzivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za téchto
okolnosti pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledku pacienta.

8. Tento produkt neni urcen k pouziti pii pratokové cytometrii;
charakteristika u¢innosti nebyla stanovena.

9. Cinidlamohouvykazovat neo¢ekavané reakce v dtive netestovanych
tkanich. V duasledku biologické variability exprese antigenu v
novotvarech nebo jinych patologickych tkanich nelze zcela vyloucit
moznost neocekavanych reakci i v testovanych skupinach tkani.
Se zdokumentovanymi neocekavanymi reakcemi se obratte na
zdkaznicky servis spole¢nosti Cell Marque.

10. Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji
povrchovy antigen (HBsAg) hepatitidy B, mohou s kienovou
peroxidazou vykazovat nespecifické zabarveni.

11. Normalni séra ze stejného Zivocisného zdroje jako sekundarni
antiséra pouzita v blokovacich krocich mohou v dusledku ¢innosti
autoprotilatek nebo prirozenych protilatek zpusobovat falesné
negativni nebo falesné pozitivni vysledky.

12. Falesné negativni vysledky se mohou vyskytovat v disledku
neimunologické vazby proteind nebo produktli reakce se
substratem. Mohou byt také zpGsobeny aktivitou pseudoperoxidazy
(erytrocyty) a endogenni peroxidazy (cytochrome C) nebo
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1

endogennim biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prs, ledvina), v
zavislosti na pouzitém typu imunobarveni.
3. Jako u kazdého imunohistochemického testu, negativni vysledek

znamena, ze antigen nebyl detekovan, nikoli, Ze antigen neni
v testovanych burikach nebo tkani pfitomen.

Specificka omezeni

1

. Protilatka je optimalizovéna pro inkubac¢ni dobu uvedenou v ¢asti
Navod k pouziti ve spojeni s detekénimi soupravami Ventana Roche
a barvicimi automaty Ventana Roche. Vzhledem k rdiznym zpGsobtm
fixace a zpracovani tkani mGze byt potreba pro jednotlivé vzorky
prodlouzit nebo zkratit inkubacni dobu primarni protilatky.

. Protilatky Cell Marque pfi pouziti s detek¢nimi systémy a
pfislusenstvim Ventana Roche detekuji antigen(y), které preZivaji
béZnou fixaci ve formalinu a zpracovani a fezani tkané. Uzivatelé,
ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za téchto okolnosti
pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkd pacienta.

Souhrn ocekavanych vysledkt
Viz nasledujici tabulky reaktivity:

Bézna studie
Tkan Pocet Celkem | Pozndmky
barve-
nych
Mozek 0 1
Klra nadledvin 0 1
Vajecnik 0 1
Bunky Langerhanso-
Slinivka 1 1 vych ostrivkd +
Pristitna téliska 0 1
Hypofyza 0 1
Varle 0 1
Stitnd Zlaza 1 1
Prso 0 1
Slezina 1 1
Mandle 1 1
Brzlik 1 1 Zralé lymfocyty +
Kostni dreri 0 1
Plice 0 1
Srdce 0 1
Jicen 0 1
Bficho 0 1
Tenké strevo 0 1
Tlusté stfevo 0 1
Jatra 0 1
Slinna zlaza 0 1

PAX8 (MRQ-50)

Bézna studie

Zluénik 0 1

Ledviny 1 1

Mocovy méchyr

Prostata

Déloha 1 1

Vejcovod 1 1
Mocovod 1 1

Cipek

Skvamézni epitel +

Kosterni sval

Hladky sval

Kaze

Periferni nerv

Mesothelium
Tuk

oO|lo|o|lo|o|o|o|o
—

Placenta

Tato protilatka barvi normalni tkdng, jak je uvedeno ve zvefejnéné
literature.

Studie postizené tkané
Tkan Pocet Celkem | Poznamky

barve-

nych

Renalni karcinom 26 27
Karcinom vajec¢niku
(nemucindézni
karcinom) 18 20
Papildrni karcinom
stitné zlazy 5 9
Malo diferenciovany
karcinom stitné
Zlazy 1 1
Karcinom prsu 0 5
Invazivni duktalni
karcinom prsu 0 22
Chromofobni renéini
karcinom 0 2
Kolorektalni karci-
nom 0 20
Adenokarcinom plic 0 5
Transla¢ni rendlni
karcinom 0 1

Tato protilatka barvi nadory, jak je uvedeno ve zverejnéné literature.
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| RESENi PROBLEMU

—_

. Jestlize vykazuji pozitivni kontrolni vzorky slabsi zabarveni nez je
ocekavano, mély by byt zkontrolovany béhem stejného cyklu na
automatu dalsi pozitivni kontrolni vzorky, aby se dalo stanovit, zda
je to zplsobeno primarni protilatkou nebo nékterym z béznych
sekundarnich antigen(.

2. Pokud je pozitivni kontrolni vzorek negativni, je nutno jej
zkontrolovat, aby bylo zajisténo, ze ma sklicko spravny Stitek
s ¢arovym kodem. Jestlize je sklicko opatfeno spravnym Stitkem, je
tfeba béhem stejného cyklu na automatu zkontrolovat dalsi pozitivni
kontrolni vzorky, aby se dalo stanovit, zda je to zplisobeno primarni
protilatkou nebo nékterym z béznych sekundarnich antigen(. Sbér,
fixace nebo odstrafiovani parafinli z tkani mohlo byt provedeno
nespravnym zpUsobem. Sbér tkané, jeji fixace a skladovani musi
probihat ve spravném postupu.

3. Vyskytne-li se pfilisné zabarveni pozadi, pravdépodobné jsou
pfitomny vysoké Urovné endogenniho biotinu. Mél by byt zahrnut
i krok blokovani biotinu, pokud neni pouzivdn detekéni systém
bez biotinu; v takovém pfipadé by pfitomny biotin nepfispival k
zabarveni pozadi.

4. Jestlize se nepodafilo odstranit viechen parafin, je tfeba opakovat
postup odstranéni parafinu z tkani.

5. Je-li zabarveni specifickou protilatkou pfilis intenzivni, opakujte
cyklus s kratsi inkubacni dobou vzdy o 4 minuty az do doby dosazeni
pozadované intenzity barveni.

6. Jestlize dochazi ke smyvéni fez( tkani ze sklicka, zkontrolujte, zda
jsou podlozni skla pozitivné nabita.

Spravné postupy naleznete v ¢asti Jednotlivé kroky postupu, Navodu
k obsluze k barvicimu automatu nebo kontaktujte zakaznicky servis
spolec¢nosti Cell Marque.

LITERATURA

—_

. Tamara, L et al. Immunohistochemical panel to identify the primary
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PAX8 (MRQ-50)
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ODMITNUTI ODPOVEDNOSTI

* Ventana’, ultraView", iVIEW" a BenchMark’ jsou registrované obchodni znamky spole¢nosti

Ventana Medical Systems, Inc. Protilatky Cell Marque jsou vyvinuty, vyrabény a distribuovany
spolecnosti Cell Marque Corporation a jejich prodej prostfednictvim spolecnosti Ventana
Medical Systems, Inc. (¢len skupiny Roche) nepfedstavuje souhlas, potvrzeni ani zaruku kvality
¢i ucinnosti protilatek Cell Marque ze strany spolecnosti Ventana Medical Systems, Inc.

D—j.:] www.cellmarque.com
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VENTANA anti-p120 catenin (98) Mouse Monoclonal
Primary Antibody

790-4517

05867088001
N/ 50
POUZITI

Protilatka VENTANA anti-p120 catenin (98) Mouse Monoclonal Primary Antibody u€inkuje
proti lidskému juxtamembranovému proteinu p120 exprimovanému jako soucast
adhezivniho komplexu burika-burika v epiteliainich tkanich. Cytoplazmaticka akumulace
proteinu p120 souvisi s lobularmim karcinomem prsu, zatimco duktélni novotvary si
zachovavaji membranovou lokalizaci. Tato protilatka je uréena ke kvalitativnimu barveni
tkanovych ez fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.

Tento vyrobek musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem ve spojeni s
histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je ur€ena k diagnostice in vitro (IVD).

Obrazek 1. Ventana anti-p120 catenin (98) zabarvuje invazivni duktalni karcinom
(vlevo) a invazivni lobularni karcinom (vpravo)

SOUHRN A VYSVETLENI
VENTANA anti-p120 catenin (98) je mysi monoklonalni protilatka, vyrobena proti
juxtamembranovému proteinu, p120 kateninu, ktery je ¢lenem kateninové rodiny protein(i

spojenych vazbou cadherinu v epitelidlnich burikach.! Tento protein s doménou armadillo
se vaze na juxtamembranové doméné s a, § a y kateninem a E-cadherinem a reguluje

adhezi buiika-burika.2 Exprese v normalnich a neoplastickych tkanich je membranova,

avSak p120 katenin se mliZe translokovat na cytoplazmu se ztratou E-cadherinu.3 Je
zn&mo, ze karcinom prsu vykazuje jak membranové, tak cytoplazmatické zabarveni v

duktalnim, resp. lobularnim karcinomu.# Bylo prokézano, Ze p120 katenin ma snizenou
nebo zménénou expresi v karcinomu tracniku, méchyfe, zaludku, prostaty a plic.3

DODAVANA CINIDLA
VENTANA anti-p120 catenin (98) obsahuje dostatek Cinidla pro 50 testd.

Jeden 5ml davkovag protilatky VENTANA anti-p120 catenin (98) obsahuje pfiblizné
0,38 pg mysi monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna v pufru Tris-HCL nafedéném Brij-35, s obsahem 1 % proteinového
nosice a 0,1 % konzervacni latky ProClin 300.

Celkova proteinova koncentrace cinidla je asi 10 mg/ml. Koncentrace specifické protilatky
je asi 0,076 pg/ml. V tomto produktu neni znama zadna nespecificka protilatkova
reaktivita.

VENTANA anti-p120 catenin (98) je monoklonaini protilatka vyrobena ze supernatantu
mysiho materialu.

V pfibalovém letaku k pfislusné detekéni soupravé Ventana naleznete nasledujici
podrobné popisy: (1) Principy metody, (2) Potfebné materialy a Cinidla, které vSak nejsou
soucasti dodavky, (3) Odbér vzorku a pfiprava pro analyzu, (4) Postupy kontroly kvality,
(5) Reeni problémdl, (6) Interpretace vysledk(i a (7) Obecna omezeni.
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POTREBNY MATERIAL, KTERY SE NEDODAVA

Barvici Cinidla, napfiklad detekéni soupravy Ventana (ultraView Universal DAB Detection
Kit) a pomocné materialy, véetné kontrolnich skli¢ek pro negativni a pozitivni tkan, nejsou
soucasti dodavky.

SKLADOVANI

Uchovavejte pfi teploté 2 az 8 °C. Chrarite pfed mrazem.

Aby byl zaji$tén spravny vykon €inidla a stabilita protilatky, musi se davkovac po kazdém
pouZiti uzavfit vickem a okamZité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

KaZdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu exspirace. Je-li fadné skladovano, je
Cinidlo stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZzivejte Cinidla po vyprSeni data exspirace.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouZiti této primérni protilatky s detekénimi soupravami Ventana na barvicich
automatech Ventana BenchMark Series jsou vhodné tkané, zpracované béznym
zplsobem, fixované ve formalinu a zalité v parafinu. Doporu¢ené vhodné fixativum je
10% neutralni pufrovany formalin.? V zajmu zachovani antigennosti nafezanych
tkarovych fezli se musi fezy tkani barvit okamzité.

Doporucuje se vySetfovat soubézné s neznamymi vzorky téz pozitivni a negativni kontroly.

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNi PREDPISY

1. Kdiagnostice in vitro (IVD).

2. ProClin 300 se v tomto roztoku pouZitivé jako konzervaéni latka. Je klasifikovan jako
drazdivy a muze zpUsobovat senzitizaci po styku s pokozkou. Pfi manipulaci
dodrZujte pfisluSna bezpe€nostni opateni. Zabrarite kontaktu Cinidel s o¢ima,
pokozkou a sliznicemi. PouZivejte vhodny ochranny odév a rukavice.

3. S materidly lidského i zvifeciho pivodu je nutno zachazet jako s biologicky
nebezpeénymi materidly a je nutno je likvidovat s patficnymi bezpe¢nostnimi
opatfenimi.

4. Zabrarite kontaktu €inidel s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se ¢inidla dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnoZstvim vody.

5. Zabrarite mikrobidlni kontaminaci ¢inidel, protoze by mohla zpUsobit nepresné vysledky.

6.  Doporucené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich pfedpisech.

POSTUP BARVENI

Primarni protilatky Ventana byly vyvinuty za u¢elem pouziti v barvicim automatu Ventana
BenchMark Series ve spojeni s detekénimi soupravami a pfisluSenstvim vyrobce Ventana.
Doporuceny barvici protokol pro pfistroje BenchMark XT a BenchMark ULTRA s detekéni
soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit je uveden v tabulce 1.

Parametry automatickych procedur Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v Navodu k obsluze pfistroje. Dal$i podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v pfibalovém letaku k pfislusné detekéni
soupravé vyrobce Ventana.

Tabulka 1. Doporuceny barvici protokol pro VENTANA anti-p120 catenin (98) s
detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT
a BenchMark ULTRA.

Typ postupu Zpusob

Odstrainovani parafinu Zvoleno

Uprava bunék Standardni Uprava bunék Cell

(odmaskovani antigenu) Conditioning 1

Enzym (proteaza) Neni vyzadovan

Protilatka (primarni) Pristroj BenchMark XT

Asi 16 minut, 37 °C
Pfistroj BenchMark ULTRA
Asi 20 minut, 36 °C

Volitelny postup (napf. promyti, Zadny

amplifikace apod.)

Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty
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Tabulka 2. Doporuceny barvici protokol pro VENTANA anti-p120 catenin (98) s detekéni Stitna 314 At
soupravou iVIEW DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT. Stitna Ziéza 33 Jalra 03
Typ postupu Zpﬁsob Prs 3/3 Slinna Zlaza 2/3
Odstranovani parafinu Zvoleno Slezina 3/3 Ledvina 3/3
Uprava bunék Standardn ok Cell Tonsila 213 Prostata 3/3

P andardni Uprava bunék Cel
(odmaskovani antigenu) Conditioning 1 Endometrium 3/3 Cervix 212
Kosterni sval 073 Kaze 313
Enzym (proteaza) Neni vyZadovan Nerv (periferni) 03 Mezotel a plice 013
Protilatka (primarni) Pristroj BenchMark XT Senzitivita

asi 16 minut, 37 °C
Zadny

Volitelny postup (napf. promyti,
amplifikace apod.)

Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty

Vzhledem k réiznym zpusob(m fixace a zpracovani tkani mize byt potfeba zvysit nebo
snizit inkuba¢ni doby primarni protilatky, upravy bunék nebo predbézného zpracovani
proteazou na jednotlivych vzorcich v zavislosti na pouZité metodé detekce. DalSi informace o
rliznych fixacich naleznete v pfiruéce ,Immunohistochemistry Principles and Advances*®

TKAN PRO POZITIVNi KONTROLU

Prikladem tkané pro pozitivni kontrolu této protilatky jsou normalni kanalky prsu.

INTERPRETACE ZABARVENI

Vzor bunééného zabarveni VENTANA anti-p120 catenin (98) je v normalnich a
neoplastickych tkanich membranovy, ale v nékterych nadorech je cytoplazmaticky (t..
v invazivnim lobularnim karcinomu prsu).

SPECIFICKA OMEZENI

Protilatka je optimalizovana pro inkubaéni dobu 16 minut pfi pouZiti na pfistroji
BenchMark XT a pro inkuba¢ni dobu 20 minut na pfistroji BenchMark ULTRA ve spojeni s
detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit, uzivatel vSak musi vysledky
ziskané pouZitim tohoto Cinidla ovéit.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Barvici testy specificity, senzitivity a reprodukovatelnosti byly provedeny s pouzitim
VENTANA anti-p120 catenin (98) a detekéni soupravou ultraView Universal DAB
Detection Kit na pfistrojich BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

Specificita

Tabulka 3. Specificita VENTANA anti-p120 catenin (98) byla stanovena testovanim
normalnich tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.

Tabulka 4. Senzitivita VENTANA anti-p120 catenin (98) byla stanovena testovanim
riznych neoplastickych tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.

pocet
pozitivnich/cel
kovy pocet

Patologie pripadu
Glioblastom 01
Atypicky meningeom 01
Maligni ependymom 01
Maligni oligodendrogliom 01
Serdzni papilarni adenokarcinom 11
Mucinézni papilarni adenokarcinom 1M
Karcinom ostrivkovych bunék 01
Adenokarcinom pankreatu 01
Seminom 17
Embryonalini karcinom 17
Meduléarni karcinom 11
Papilarni karcinom 1M
Intraduktalni karcinom prsu 17
Lobularni karcinom prsu in situ 35/39
Invazivni duktalni karcinom prsu 69/82
Difuzni lymfom z B-bunék 01
Malobunéény nediferencovany karcinom plic 01
Karcinom plic z dlazdicovych bunék 17
Adenokarcinom plic 01
Karcinom jicnu z dlaZdicovych bunék 17
Adenokarcinom jicnu 17
Mucindzni adenokarcinom Zaludku 17
Gastrointestinalni adenokarcinom 11
GIST 0/1
Hepatocelularni karcinom 1M
Hepatoblastom 01
Karcinom ledviny z jasnych bunék 17
Adenokarcinom prostaty 17

pocet pocet

pozitivnich/celkov pozitivnich/celkovy
Tkan y pocet pripadu Tkan pocet pripadil
Mozek 0/3 Brzlik 23
Mozedek Myeloidni tkar

0/3 (kostni dfer) 0/3
Nadledvinka 213 Plice 0/3
Ovarium 0/3 Srdce 0/3
Slinivka bri$ni 2/3 Jicen 13
Pistitna zlaza 23 Zaludek 33
Hypofyza 213 Tenké stfevo 2/3
Varle 5/5 Tlusté stfevo 3/3
2010-07-14 2/3
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_pocet LITERATURA
pozitivnich/cel
kovy pocet 1. Anastasiadis PZ. p120-ctn: A nexus for contextual signaling via Rho GTPases.
Patologie piipadu Biochimica et Biophysica Acta 2007, 1773:34-46.
Karci taty 7 pechodnvch bundk 0/1 2. Thoreson MA, Anastasiadis PZ, Daniel JM, Ireton RC et al. Selective Uncoupling
arcinom prostaty z prechodnych bun of p120 ctn from E-cadherin Disrupts Strong Adhesion 2000. J of Cell Bio
Leiomyom 0/1 148(1):189-201.

- - 3. Thoreson MA, Reynolds AB. Altered expression of the catenin p120 in human
Adenokarcinom endometria 0/0 cancer: implication for tumor progression. Differentiation 2002;70:583-589.
Karcinom endometria z jasnych bunk 11 4. Mastracci TL, Tjan S, Bane AL, O'Malley FP et al. E-cadherin alterations in atypical

lobular hyperplasia and lobular carcinoma in situ of the breast. Modern Pathology
Karcinom délohy z dlazdicovych bunék 17 2005,18:741-751.
Al 0N 5. Sheehan DC, Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd edition.
Embryonaini rhabdomyosarkom St. Louis, MO: The C.V. Mosby Company; 1980.
Maligni melanom konecniku 11 6.  Roche PC, Hsi ED. Immunohistochemistry-Principles and Advances. Manual of
- . N Clinical Laboratory Immunology, 6th edition. In: NR Rose, ed. ASM Press; 2002.
Karcinom z bazalnich bunék 0/1
DUSEVNI VLASTNICTVi
Karcinom z dlazdicovych bunék n us STNIC
BENCHMARK, ultraView, VENTANA a logo Ventana jsou ochranné znamky spoleénosti
Neurofibrom n
Roche.
Retroperitonealni neuroblastom on VSechny ostatni ochranné znamky jsou majetkem pfislusnych vlastnikd.
Epiteliaini maligni mezoteliom 11 Koneénému uZzivateli je poskytovana spolecnosti Ventana jednorazova licence v souladu s
patenty USA, Cisla 6045759, 6192945, 6416713, 6945128 a 7378058 a vSemi
Difuzni maligni lymfom 11 zahraniénimi stejnopisy.
Difuzni maligni lymfom 01
Karcinom mo&ového méchyFe z pfechodnych bunék on Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Leiomyosarkom nizkého stupné 0/1 Tucson, Arizona 85755
USA
Osteosarkom 11 +1 520 887 2155
Rhabdomyosarkom z vietenovych bunék 0/1 +1800227 2155 (USA)
Leiomyosarkom stfedniho stupné 01 I:lil www.ventanamed.com
Maligni melanom 01 m
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
Opakovatelnost D-68305 Mannheim
Opakovatelnost provedeny studie presnosti protilétky VENTANA anti-p120 catenin (98), ~ Germany
aby prokazaly:

. Reprodukovatelnost protilatky mezi Sarzemi.
. Reprodukovatelnost uvnitf cyklu a mezi cykly na pfistroji BenchMark XT.

. Reprodukovatelnost uvnitf platformy na pfistroji BenchMark XT a na pfistroji
BenchMark ULTRA.

. Reprodukovatelnost mezi platformami mezi pfistrojem BenchMark XT a
pistrojem BenchMark ULTRA.

Vysledky kompatibility

VENTANA anti-p120 catenin (98) vykazovala kompatibilitu s pfistroji Ventana
BenchMark XT a BenchMark ULTRA a s detekéni soupravou ultraView Universal DAB
Detection Kit.

Ce
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CMC42710031

PSA (ER-PRS8)
Mouse Monoclonal Antibody

| PRODUCT AVAILABILITY |
Ventana Roche # Description

760-4271 05269334001 50 test dispenser

| SYMBOL DEFINITIONS

E] ascites E] serum
KEY-CODE keycode

[5] | supernatant

|  INTENDED USE

This antibody is intended for in vitro diagnostic (IVD) use.

The Cell Marque PSA (ER-PR8) antibody is intended for qualified
laboratories to qualitatively identify by light microscopy the presence
of associated antigens in sections of formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue sections using IHC test methods. Use of this antibody is
indicated, subsequent to clinical differential diagnosis, as an aid in the
identification of prostatic adenocarcinoma within the context of an
antibody panel, the patient’s clinical history, and other diagnostic tests
evaluated by a qualified pathologist.

SUMMARY AND EXPLANATION |

Prostate-Specific Antigen (PSA) is a 33 kDa protein primarily produced
by the prostatic epithelium and the epithelial lining of the periurethral
glands’. PSA is strongly expressed in both normal and neoplastic
prostatic tissue. Although PSA can be considered prostate-specific, PSA
and/or PSA gene expression has been detected at low levels in some
extra-prostatic tissues such as normal breast tissue, breast tumors,
endometrium, adrenal neoplasms and renal cell carcinomas'?3. Anti-
PSA is most useful in determining the prostatic origin of carcinomas in
non-prostate tissues (metastatic disease) using IHC techniques. This
product is best used in conjunction with a panel of antibodies as, up to
27% of prostate carcinoma cases (predominantly poorly differentiated
carcinomas) can be negative for this marker.*

| PRINCIPLES AND PROCEDURES

The stated primary antibody (760-4271) may be used as the primary
antibody for immunohistochemical staining of formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue sections. In general, immunohistochemical staining
in conjunction with a streptavidin-biotin detection system allows the
visualization of antigens via the sequential application of a specific
antibody (primary antibody) to the antigen, a secondary antibody
(link antibody) to the primary antibody, an enzyme complex and a
chromogenic substrate with interposed washing steps. Alternatively,
a biotin-free detection system may be used. The enzymatic activation
of the chromogen results in a visible reaction product at the antigen
site. The specimen may then be counterstained and a coverslip
applied. Results are interpreted using a light microscope and aid in the
differential diagnosis of pathophysiological processes, which may or
may not be associated with a particular antigen.

The stated primary antibody (760-4271) is optimally diluted to be
compatible with Ventana Roche detection kits and automated slide
stainers. Each step in the staining protocol includes incubation for a
precise time at a specific temperature. At the end of each incubation
step, the sections are rinsed by the Ventana Roche automated slide
stainer to stop the reaction and remove unbound material that
would hinder the desired reaction in subsequent steps. To minimize
evaporation of the aqueous reagents from the specimen-containing
slide, a coverslip solution is applied in the slide stainer. For more detailed
information on instrument operation, refer to the appropriate Ventana
Roche automated slide stainer Operator’s Manual.

| MATERIALS AND METHODS

Reagents Provided

One dispenser of the stated primary antibody (760-4271) contains
sufficient prediluted reagent for 50 tests. The antibody is diluted in Tris
Buffer, pH 7.3-7.7, with 1% BSA and <0.1% Sodium Azide.

The immunoglobulin concentration range for this product is 0.01-1.0
pg/ml.

The immunoglobulin concentration of the reagent appears on the
product label.

Isotype: 19G,
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See product label for antibody source details.

Reconstitution, Mixing, Dilution, Titration

This antibody is optimized for use on a Ventana Roche automated slide
stainer in combination with Ventana Roche detection systems. No
reconstitution, mixing, dilution, or titration is required. Further dilution
may result in loss of antigen staining. The user must validate any such
changes. Differences in tissue processing and technical procedures in
the laboratory may produce significant variability in results and require
regular use of controls. (See Quality Control Procedures section)

Materials and Reagents Needed But Not Provided
The following reagents and materials may be required for staining but
are not provided with the primary antibody:

1. Positive and negative control 13. Detection system specific
tissue software (ES’ automated
2. Microscope slides, positively slide stainer only)
charged 14. APK Wash Solution (ES" and
3. Drying oven capable of NexES IHC" automated slide
maintaining a temperature stainers)
of 58-60°C + 5°C 15. Liquid Coverslip™ solution
(ES" and NexES IHC'
automated slide stainers)

4. Bar code labels (appropriate
bar code labels for negative
control and the primary 16. EZ Prep” solution
antibody being tested) (BenchMark’, BenchMark’” XT,

and BenchMark” ULTRA

5. Staining jars or baths

6. Timer automated slide stainers)

7. Amplifier (when applicable) 17. Reaction Buffer (BenchMark’,

. BenchMark’ XT, and

8. Xylene or xylene substitute Benchmark® ULTRA

9. Ethanol or reagent alcohol automated slide stainers)

10. Deionized or distilled water 18. LCS (BenchMark’, BenchMark®

11. ES’, NexES IHC', BenchMark’, XT, and Benchmark® ULTRA
BenchMark" XT, and automated slide stainers)
BenchMark” ULTRA 19. Hematoxylin or other
automated slide stainers counterstain

12. IVIEW" DAB (preferred), 20. Negative Control Reagent

ultraView”, AEC, V Red (ALK
PHOS) and Enhanced V Red
detection kits

21. Mounting medium
22. Cover glass
23. Light microscope (40-400x)

Storage and Handling
Store at 2-8°C. Do not freeze.

To ensure proper reagent delivery and stability of the antibody after
every run, the cap must be replaced and the dispenser must be
immediately placed in the refrigerator in an upright position.

Every antibody dispenser is expiration dated. When properly stored, the
reagent is stable to the date indicated on the label. Do not use reagent
beyond the expiration date for the prescribed storage method.

There are no definitive signs to indicate instability of this product;
therefore, positive and negative controls should be run simultaneously
with unknown specimens. Contact Cell Marque customer service if
there is a suspected indication of reagent instability.

PSA (ER-PR8)

Specimen Collection and Preparation for Analysis

Routinely processed, neutral-buffered formalin-fixed, paraffin-
embedded tissues are suitable for use with this primary antibody when
used with Ventana Roche detection systems and a Ventana Roche
automated slide stainer (see Materials and Reagents Needed, But Not
Provided section). The recommended tissue fixative is 10% neutral
buffered formalin. Variable results may occur as a result of prolonged
fixation or special processes such as decalcification of bone marrow
preparations.

Each section should be cut to the appropriate thickness (approximately
3 um) and placed on a positively charged glass slide. Slides containing
the tissue section may be baked for at least 2 hours (but not longer than
24 hours) in a 58-60°C + 5°C oven.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

1. Take reasonable precautions when handling reagents. Use
disposable gloves and lab coats when handling suspected
carcinogens or toxic materials (example: xylene).

2. Avoid contact of reagents with eyes and mucous membranes. If
reagents come in contact with sensitive areas, wash with copious
amounts of water.

3. Patient specimens and all materials contacting them should be
handled as biohazardous materials and disposed of with proper
precautions. Never pipette by mouth.

4. Avoid microbial contamination of reagents, as this could produce
incorrect results.

5. Incubation times and temperatures other than those specified may
give erroneous results.

6. The reagents have been optimally diluted, and further dilution may
result in loss of antigen staining. The user must validate any such
change.

7. When used according to instructions, this product is not classified as
a hazardous substance. The preservative in the reagent is less than
0.1% sodium azide and does not meet the OSHA (USA) criteria for
hazardous substance at the stated concentration. See MSDS.

8. The user must validate any storage conditions other than those
specified in the package insert.

9. Diluent may contain bovine serum albumin and supernatant may
contain bovine serum. The products containing fetal bovine serum
and products containing bovine serum albumin are purchased from
commercial suppliers. Certificates of Origin for the animal source
used in these products are on file at Cell Marque. The certificates
support that the bovine sources are from countries with negligible
BSE risk and state sources of bovine from USA and Canada.

10. As with any product derived from biological sources, proper
handling procedures should be used.

p.2
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|  INSTRUCTIONS FOR USE

Step by Step Procedure

Cell Marque’s primary antibodies have been developed for use on
Ventana Roche automated slide stainers in combination with Ventana
Roche detection kits and accessories.

Dispenser Preparation, Handling & Storage Instructions
Preparing For Use:

Where Used: For NexES’ IHC, BenchMark” Series and Discovery”
automated instruments, software version 8.0 and higher.

1. Shipping Key Removal
To remove the Shipping Key (shown in Figure A), remove the Nozzle
Cap, hold the dispenser upright and pull the Key Tab to disengage it
from each end. DO NOT cover the nozzle tip as it could permanently
damage the dispenser. DO NOT depress the dispenser while
removing the key as it could waste reagent. Discard the shipping
key.

2. Preparing the Dispenser for Use
Remove the Nozzle Cap and place on the Nozzle Cap Holder. Fluid
may be present inside the Nozzle Cap. Install the dispenser on the
reagent carousel. The Inline Dispenser has been designed to be
“Prepared for Use” by the NexES® software Version 8.0 or higher.
Before each run, the software will detect a new dispenser on the
carousel and prime it automatically. Manually priming the dispenser
is not necessary and should NEVER be done as it could waste
reagent and decrease the number of available dispenses.

Note - All earlier software installations: After removing the shipping
key, remove the nozzle cap and CHARGE THE DISPENSER BY RAPIDLY
PUMPING 3 to 4 TIMES, keeping the dispenser in an upright position.
Charging is only necessary prior to first time use. (See Inspect Prime
Before Use section.)

3. Dispenser Storage & Handling
To insure reliable operation, the dispenser must always be capped
when not in use and should NEVER be manually dispensed. (See the
Do’s and Don'ts section.)

Do’s and Don'ts
DO:

1. Check priming chamber and meniscus before each use. (See Inspect
Prime Before Use below).

2. Store nozzle cap on dispenser. A holder is provided.

3. Cap dispenser when not in use to prevent evaporation. Dispensers
mounted on the reagent tray can be capped (from underneath the
tray) when not in use.

4. Store dispensers in an upright position in a rack and on the reagent
carousel.

5. When mounting the dispenser on the carousel, grasp the coupler to
avoid accidental manual dispensing.

PSA (ER-PR8)

DON'T:

1. Do not manually dispense when inverted (upside down). Prime will
be lost and may be impossible to restore.

2. Do not manually dispense with the nozzle cap in place. This can
permanently damage the dispenser.

3. Do not manually dispense or prime prior to each use. This is not
necessary and wastes reagent.

4. Do not hold the barrel in the down position. Fluid can leak from the
dispenser when the barrel is depressed.

5. Do not stack carousels with dispensers installed. This can cause the
dispensers to leak.

Inspect Prime Before Use:

Remove the nozzle cap and refer to Figure B.
Dispenser is ready for use when:
1. A meniscus is present in the area shown in Figure B.

2. The priming chamber contains liquid.

Depressing the . m-
top of the barrel ——— ™ \||H
g‘" ’"a"“a'(:y Barel s scaled III“

shense a drop. with milliter

(See Do's & Don't

raduations
section) 9

Shipping Key

T
BLUING REAGENT

Lot number

printed on label

Barcode label
and dispenser

-

\
KeyTab

serial number
Nozzle Cap
Holder

Coupler 7

(2) The Priming
Chamber must
contain liquid.
Some small
bubbles may be
present.

I

(1) Ameniscus
should be visible
between the
base and tip of
the nozzle, as
shown.

The procedures for staining on the Ventana Roche automated slide
stainers are as follows. For more detailed instructions and additional
protocol options refer to your Operator’s Manual.

Recommended Staining Protocols for 760-4271:

ultraView™:

1. Load slides, antibody, and detection kit dispensers onto

BenchMark®* instrument.

2. Select CC1 mild pretreatment.

3. Antibody incubation should be set for 16 minutes at 37°C.

4. Start the run.

5. When the staining run is complete, move slides from instrument and
rinse well with wash buffer.

6. Coverslip.

OptiView:

1. Load slides, antibody, and detection kit dispensers onto

BenchMark®* instrument.

2. Select CCT 24 minutes pretreatment.

p.3
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3. Select pre primary peroxidase inhibitor.

4. Antibody incubation should be set for 16 minutes at 37°C.

5. Start the run.

6. When the staining run is complete, move slides from instrument and
rinse well with wash buffer.

7. Coverslip.

QUALITY CONTROL PROCEDURES |

Positive Tissue Control

A positive tissue control must be run with every staining procedure
performed. This tissue may contain both positive and negative staining
cells or tissue components and serve as both the positive and negative
control tissue. Control tissues should be fresh autopsy, biopsy or surgical
specimens prepared or fixed as soon as possible in a manner identical
to the test sections. Use of a tissue section fixed or processed differently
from the test specimen will serve to provide control for all reagents and
method steps except fixation and tissue processing.

A tissue with weak positive staining is more suitable for optimal quality
control and for detecting minor levels of reagent degradation. Positive
tissue control for the stated primary antibody (760-4271) may include
the following:

Prostate Cytoplasmic

Prostate adenocarcinoma Cytoplasmic

Known positive tissue controls should be utilized only for monitoring
the correct performance of processed tissues and test reagents, not
as an aid in determining a specific diagnosis of patient samples. If
the positive tissue controls fail to demonstrate appropriate positive
staining, results with the test specimens must be considered invalid.

Negative Tissue Control

The same tissue used for the positive tissue control may be used as the
negative tissue control. The variety of cell types present in most tissue
sections offers internal negative control sites, but this should be verified
by the user. The components that do not stain should demonstrate the
absence of specific staining, and provide an indication of non-specific
background staining. If specific staining occurs in the negative tissue
control sites, results with the patient specimens must be considered
invalid.

Unexplained Discrepancies

Unexplained discrepancies in controls should be referred to your
local Ventana Roche office immediately. If quality control results
do not meet specifications, patient results are invalid. See the
Troubleshooting section of this insert. Identify and correct the
problem, then repeat the entire procedure with the patient samples.

PSA (ER-PR8)

Negative Control Reagent

A negative control reagent must be run for every specimen to aid in
the interpretation of results. A negative control reagent is used in
place of the primary antibody to evaluate nonspecific staining. The
slide should be treated with negative control reagent, matching the
host species of the primary antibody, and ideally having the same
IgG concentration. The incubation period for the negative control
reagent should equal the primary antibody incubation period.

| INTERPRETATION OF RESULTS

The immunostaining procedure run on Ventana Roche automated slide
stainers causes a colored reaction product to precipitate at the antigen
sites localized by the primary antibody. Refer to the appropriate
detection system package insert for expected color reactions.

A qualified pathologist experienced in immunohistochemistry
procedures must evaluate positive and negative tissue controls before
interpreting results.

Positive Tissue Control

The stained positive tissue control should be examined first to
ascertain that all reagents are functioning properly. The presence
of an appropriately colored reaction product within the target cells
is indicative of positive reactivity. Refer to the package insert of the
detection system used for expected color reactions. Depending on the
incubation length and potency of the hematoxylin used, counterstaining
will result in a pale to dark blue coloration of cell nuclei. Excessive or
incomplete counterstaining may compromise proper interpretation of
results. If the positive tissue control fails to demonstrate appropriate
positive staining, any results with the test specimens are considered
invalid.

Negative Tissue Control

The negative tissue control should be examined after the positive
tissue control to verify the specific labeling of the target antigen by
the primary antibody. The absence of specific staining in the negative
tissue control confirms the lack of antibody cross reactivity to cells or
cellular components. If specific staining occurs in the negative tissue
control, results with the patient specimen are considered invalid.
Nonspecific staining, if present, will have a diffuse appearance. Sporadic
light staining of connective tissue may also be observed in sections
from tissues that are not optimally fixed. Intact cells should be used for
interpretation of staining results. Necrotic or degenerated cells show
non-specific staining.

Patient Tissue

Patient specimens should be examined last. Positive staining intensity
should be assessed within the context of any background staining of
the negative reagent control. As with any immunohistochemical test,
a negative result means that the antigen in question was not detected,
not that the antigen is absent in the cells or tissue assayed. A panel of
antibodies may aid in the identification of false negative reactions (see
Summary of Expected Results section). The morphology of each tissue
sample should also be examined utilizing a hematoxylin and eosin
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stained section when interpreting any immunohistochemical result.
The patient’s morphologic findings and pertinent clinical data must be
interpreted by a qualified pathologist.

LIMITATIONS

—_

This reagent is “for professional use only” as immunohistochemistry
is a multiple step process that requires specialized training in the
selection of the appropriate reagents, tissues, fixation, processing;
preparation of the immunohistochemistry slide; and interpretation
of the staining results.

2. Forlaboratory use only.
3. For invitro diagnostic use.

4, Tissue staining is dependent on the handling and processing of
the tissue prior to staining. Improper fixation, freezing, thawing,
washing, drying, heating, sectioning, or contamination with other
tissues or fluids may produce artifacts, antibody trapping, or false
negative results. Inconsistent results may result from variations
in fixation and embedding methods, as well as from inherent
irregularities within the tissue.

5. Excessive or incomplete counterstaining may compromise proper
interpretation of results.

6. The clinical interpretation of any positive staining, or its absence,
must be evaluated within the context of clinical history,
morphology, other histopathological criteria as well as other
diagnostic tests. This antibody is intended to be used in a panel
of antibodies. It is the responsibility of a qualified pathologist to

12. False positive results may be seen because of nonimmunological

binding of proteins or substrate reaction products. They may also be
caused by pseudoperoxidase activity (erythrocytes), endogenous
peroxidase activity (cytochrome C), or endogenous biotin (example:
liver, brain, breast, kidney) subject to the type of immunostaining
technique used.

13. As with any immunohistochemistry test, a negative result means

that the antigen was not detected, not that the antigen was absent
in the cells or tissue assayed.

Specific Limitations

1.

The antibody is optimized for the incubation time specified in the
Instructions for Use section in combination with Ventana Roche
detection kits and the Ventana Roche automated slide stainers.
Because of variation in tissue fixation and processing, it may be
necessary to increase or decrease the primary antibody incubation
time on individual specimens.

. Cell Marque antibodies, when used in combination with Ventana

Roche detection systems and accessories, detects antigen(s) that
survive routine formalin fixation, tissue processing, and sectioning.
Users who deviate from recommended test procedures are
responsible for interpretation and validation of patient results.

Summary of Expected Results
See the following tables of reactivity:

be familiar with the antibodies, reagents and methods used to
produce the stained preparation. Staining must be performed in a
certified, licensed laboratory under the supervision of a pathologist
who is responsible for reviewing the stained slides and assuring the
adequacy of positive and negative controls.

Cell Marque provides antibodies at optimal dilution for use as
instructed. Any deviation from recommended test procedures may
invalidate expected results. Appropriate controls must be employed
and documented. Users who deviate from recommended test
procedures must accept responsibility for interpretation of patient
results.

This product is not intended for use in flow cytometry; performance
characteristics have not been determined.

Reagents may demonstrate unexpected reactions in previously
untested tissues. The possibility of unexpected reactions even in
tested tissue groups cannot be completely eliminated because of
biological variability of antigen expression in neoplasms, or other
pathological tissues. Contact Cell Marque customer service with
documented unexpected reactions.

. Tissues from persons infected with hepatitis B virus and containing

hepatitis B surface antigen (HBsAg) may exhibit nonspecific staining
with horseradish peroxidase.

. When used in blocking steps, normal sera from the same animal

source as the secondary antisera may cause false negative or false
positive results because of the effect of autoantibodies or natural
antibodies.

PSA (ER-PR8)

Normal Study

Tissue

# Stained

Total #

Notes

Brain

0

1

Adrenal Cortex

Ovary

Pancreas

Parathyroid

Pituitary

Testis

Thyroid

Breast

Spleen

Tonsil

Thymus

Bone Marrow

Lung

Heart

Esophagus

Stomach

Small Intestine

Colon

Liver

o|lo|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o]|o|o|o|o|o|o
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Normal Study

Salivary Gland
Gall Bladder

Kidney
Bladder

o|lo|o|o
=

—
—_

Prostate

Uterus

Fallopian Tube

Ureter

Cervix

Skeletal Muscle

Smooth Muscle
Skin

Peripheral Nerve

Mesothelium

Fat

O|lo|o|o|o|o|o|o|o]|o|©o
—

Placenta

This antibody stains normal prostatic acini and malignant prostate
acini and shows no cross-reactivity with other normal tissue.

Disease Tissue Study

Tissue # Stained | Total# | Notes

Prostatic adenocar-
cinoma 7 7

Breast invasive duc-
tal carcinoma 0 18

Colorectal carci-
noma 0 19

Pancreatic ductal
adenocarcinoma 0 2

Gastrointestinal
stromal tumor 0 2

Transitional cell

carcinoma 0 4
Mesothelioma 0
Renal cell carcinoma 0 3

This antibody stains prostatic adenocarcinoma and shows high speci-
ficity with no tissue cross-reactivity as indicated in published literature.

TROUBLESHOOTING |

1. If the positive control exhibits weaker staining than expected, other
positive controls run during the same instrument run should be
checked to determine if it is because of the primary antibody or one
of the common secondary reagents.

PSA (ER-PR8)

2. If the positive control is negative, it should be checked to ensure that
the slide has the proper bar code label. If the slide is labeled properly,
other positive controls used on the same instrument run should
be checked to determine if it is because of the primary antibody
or one of the common secondary reagents. Tissues may have been
improperly collected, fixed or deparaffinized. The proper procedure
should be followed for collection, storage and fixation.

3. If excessive background staining occurs, high levels of endogenous
biotin may be present. A biotin blocking step should be included
unless a biotin-free detection system is being used in which case
any biotin present would not be a contributing factor to background
staining.

4. If all of the paraffin has not been removed, the deparaffinization
procedure should be repeated.

5. If specific antibody staining is too intense, the run should be
repeated with incubation time shortened by 4 minute intervals until
the desired stain intensity is achieved.

6. If tissue sections wash off the slide, slides should be checked to
ensure that they are positively charged.

For corrective action, refer to the Step By Step Procedure section, the
automated slide stainer Operator’s Manual, or contact Cell Marque
customer service.
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*Ventana’, ultraView”, iVIEW", and BenchMark® are registered trademarks of Ventana Medical
Systems, Inc. Cell Marque antibodies are developed manufactured and distributed by Cell
Marque Corporation and their sale through Ventana Medical Systems, Inc. (@ member of
the Roche Group) does not imply approval, endorsement, or any guarantee of quality or
performance of those Cell Marque antibodies by Ventana Medical Systems, Inc.
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Mysacia monoklonalna protilatka

DOSTUPNOST PRODUKTU | PRINCIPY A POSTUPY
Ventana =] Cislo Roche Popis Uvedena primarna protilatka (760-4271) sa mdze pouzit ako
760-4271 05269334001 dévkovat na 50 testov prlm,ama. protllz?tka pri |munoh,|stochem|'ckom farbeni relzov
tkaniv fixovanych vo formaline azaliatych v parafine.
Imunohistochemické farbenie v kombinacii s detekénym
| VYZNAM SYMBOLOV systémom s obsahom streptavidinu a biotinu vo vSeobecnosti

& ascites [£] | sérum

kod

|E| supernatant

| URCENE POUZITIE

Tato protildtka je uréena na poutZitie priin vitro diagnostike (IVD).

Protildtka PSA (ER-PR8) od spolo¢nosti Cell Marque je uréena pre
kvalifikované laboratéria na kvalitativne stanovenie pritomnosti
suvisiacich antigénov v rezoch tkaniv fixovanych vo formaline a
zaliatych v parafine pomocou optickych mikroskopov a s
pouzitim imunohistochemickych metdd testovania. Pouzitie
tejto protilatky je po vykonani klinickej diferencialnej diagnostiky
indikované ako pomécka pri identifikidcii adenokarcinému
prostaty v kontexte panela protilatok, klinickej anamnézy
pacienta a inych diagnostickych testov vyhodnotenych
kvalifikovanym patolégom.

ZHRNUTIE A VYSVETLENIE

Prostaticky $pecificky antigén (PSA) je protein s velkostou kotvy
33 kDa, ktory sa primdrne tvori v epiteli prostaty a v epitelovej
vystelke periuretrdlnych Zliaz'. PSA je silne exprimovany v
normalnych, ale aj v neoplastickych tkanivach prostaty. Hoci je
mozné povazovat PSA za antigén 3pecificky pre prostatu, PSA
a/alebo expresia génu pre PSA bola detegovana v nizkych
hladindch aj v niektorych tkanivdach mimo prostaty, napr. v
normalnom prsnom tkanive, tumoroch prsnika, endometriu,
neoplastickych tkanivach nadobliciek a v karcindmoch z
rendlnych buniek®%3. Protilatka proti PSA je najprospesnejsia pri
stanoveni prostatického pévodu karcinédmov v tkanivdch mimo
prostaty (metastatické ochorenie) s pouzitim
imunohistochemickych (IHC) metdd. Tento produkt sa idealne
pouZiva spolu s panelom protilatok, pretoZe az v 27 % pripadov
karcinébmu prostaty (najma pri nedostatocne diferencovanych
karcinomoch) méze byt test na tento marker negativny.*

umoznuje vizualizaciu antigénov prostrednictvom postupného
aplikovania Specifickej protilatky (primarnej protilatky) na
antigén, sekundarnej protilatky (vazbovej protilatky) na primarnu
protilatku, enzymového komplexu a chromogenického
substratu, priom medzi tymito aplikdciami sa vykonava krok
oplachovania. MézZe sa pouZit aj detekény systém bez obsahu
biotinu. Enzymaticka aktivacia chromogénu vedie k vzniku
viditelného produktu reakcie na strane antigénu. Vzorku je
potom mozné kontrastne zafarbit a zakryt krycim sklickom.
Vysledky sa interpretuji pomocou optického mikroskopu pri
diferencialnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré
mézu, ale nemusia suvisiet s konkrétnym antigénom.

Uvedena primarna protilatka (760-4271) je optimalne zriedeng,
aby bola kompatibilnd s detekénymi sdpravami a
automatizovanymi zariadeniami na farbenie podloZznych skli¢ok
Ventana Roche. Kazdy krok predpisaného postupu farbenia
zahfna inkubdciu s presne stanovenym trvanim pri konkrétnej
teplote. Na konci kazdého kroku inkubdacie sa rezy oplachuju v
automatizovanych zariadeniach na farbenie podloZnych skli¢ok
Ventana Roche, aby sa reakcia zastavila. Nasledne sa odstrani
nezreagovany material, ktory by zmaril poZadovanu reakciu v
dalSich krokoch. Na minimalizovanie odparovania vodnych
reagencii z podlozného sklicka so vzorkou sa v zariadeni na
farbenie podloznych skli¢ok pouziva kryci roztok. Viac informacii
0 pouzivani pristroja ndjdete v ndvode na pouzivanie prislusného
automatizovaného zariadenia na farbenie podloznych sklicok
Ventana Roche.

MATERIALY A METODY

Dodavané reagencie

Jeden davkovac s uvedenou primdrnou protilatkou (760-4271)
obsahuje také mnoZstvo vopred zriedenej reagencie, ktoré
postacuje na vykonanie 50 testov. Protilatka je zriedena v pufri
Tris Buffer, pH 7,3-7,7, s 1 % albuminom z bovinného séra a <0,1
% azidom sodnym.

Koncentracia imunoglobulinu v tomto produkte sa pohybuje v
rozsahu od 0,01 do 1,0 pg/ml.
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Koncentracia imunoglobulinu v reagencii je uvedena na etikete
produktu.

Izotyp: 18G1
Informacie o zdroji protildtky su uvedené na etikete produktu.

Rekonstitticia, mieSanie, riedenie a titracia

Tato protildtka je optimalizovana na pouZitie v automatizovanom
zariadeni na farbenie podloznych sklicok Ventana Roche v
kombindcii s detekénymi systémami Ventana Roche.
Rekonstitucia, miesanie, riedenie ani titracia sa nevyzaduju.
Dalsie riedenie moze oslabit zafarbenie antigénu. Vietky takéto
zmeny musi pouZzivatel validovat. Rozdiely v spracovani tkaniv a
technickych postupoch v jednotlivych laboratériach mézu mat za
nasledok znacnu variabilitu vysledkov, ¢o vyzaduje pravidelné
vykonavanie kontrol. (Pozrite si ¢ast ,,Postupy kontroly kvality”.)

Pozadované materidly a reagencie, ktoré nie su stcastou
balenia

Na farbenie sa m6zu vyzadovat tieto reagencie a materidly, ktoré
sa vSak nedodavaju spolu s primdrnou protilatkou:

1. Tkaniva na pozitivhu a 13.  Softvér $pecificky pre dany
negativnu kontrolu detekény systém (iba pre
automatizované zariadenie

2. Podlozné sklitka do Rk 5
ikrosk Kladny na farbenie podloznych
m’I rqs opu, s kladnym skli¢ok ES°)
nabojom
I .. , 14.  Oplachovaci roztok APK
3. Susiaren s udrziavanim .

3 X Wash Solution (pre
teploty na urovni 58 — 60 X & zariadeni
Cr5C automatizované zariadenia

C* na farbenie podloznych
4,  Etikety s ¢iarovym kédom sklicok ES® a NexES IHC")

(vhodné etikety s ¢iarovym
kédom pre negativnu
kontrolu a testovanu
primarnu protilatku)

15.  Roztok Liquid Coverslip™
(pre automatizované
zariadenia na farbenie
podloZnych skli¢ok ES® a

5. Nadoby alebo vanitky na NexES IHC)

farbenie 16.  Roztok EZ Prep™ (pre
automatizované zariadenia
na farbenie podloznych
sklicok BenchMark®,
BenchMark® XT a
BenchMark® ULTRA)

6.  Casoval
Zosilfiovac (ak sa pouziva)

Xylén alebo jeho nahrada

o o N

Etanol alebo reagencny L
alkohol 17.  Reakény pufer (pre

automatizované zariadenia
na farbenie podloznych
sklicok BenchMark®,
BenchMark® XT a
Benchmark® ULTRA)

10. Deionizovana alebo
destilovand voda

11.  Automatizované
zariadenia na farbenie
podloznych skli¢ok ES®, 18.  LCS (pre automatizované
NexES IHC®, BenchMark®, zariadenia na farbenie
BenchMark® XT a podloznych skli¢ok
BenchMark® ULTRA BenchMark®, BenchMark®

12. Detekéné supravy iVIEW™ XT a Benchmark” ULTRA)

DAB (preferovana), 19. Hematoxylin alebo iné
ultraView™, AEC, V Red kontrastné farbivo

(ALK PHOS) a Enhanced V .
Red 20. Reagencia na negativnu

kontrolu
21.  Fixa¢né médium
22.  Krycie sklicko

23.  Opticky mikroskop (40 —
400 x)

Skladovanie a manipulacia
Uchovavajte pri teplote 2 az 8 °C. Neuchovavajte v mraznicke.

Pre zaistenie spravneho nadavkovania reagencie a stability
protilatky po kazdom cykle vymerite viecko a davkovac po pouziti
ihned polozte do chladnicky tak, aby bol vo vertikalnej polohe.

Na kazdom ddavkovaci protilatky je uvedeny datum exspiracie. Pri
spravnom skladovani je reagencia stabilnd az do datumu

uvedeného na etikete. Po uplynuti datumu exspiracie pri
predpisanom spésobe skladovania reagenciu nepouzivajte.

Neexistuju jednoznacné znamky, ktoré by indikovali nestabilitu
tohto produktu, preto je v pripade neznamych vzoriek nutné
pouzit aj pozitivhu aj negativnu kontrolu. V pripade podozrenia
na indikovanl nestabilitu reagencie sa obratte na zékaznicku
sluzbu spoloénosti Cell Marque.

Odber vzorky a priprava na analyzu

Rutinne spracované tkaniva, pufrované neutrdlnym tlmivym
roztokom, fixované vo formaline a zaliate v parafine st vhodné
na pouzitie spolu s touto primarnou protilatkou, ak sa pouzije v
detekénych systémoch Ventana Roche a automatizovanych
zariadeniach na farbenie podloznych sklicok Ventana Roche
(pozrite ¢ast ,PoZadované materidly a reagencie, ktoré nie su
sucastou balenia“). Odporuda sa fixovanie tkaniv v 10 %
neutrdlnom tlmivom roztoku formalinu. V dosledku dlhsie
trvajucej fixdcie alebo Specidlnych procesov, ako napr.
dekalcifikicia preparatov kostnej drene, sa mézu vyskytnut
rozdielne vysledky.

Kazdy rez musi mat vhodnu hridbku (cca 3 um) a musi sa
umiestnit na sklenené podlozné sklicko s kladnym nabojom.
Podlozné sklicka s tkanivovym rezom je mozné ohrievat
minimalne 2 hodiny (ale maximalne 24 hodin) v laboratdrnej peci
pri teplote 58 =60 °C+ 5 °C.

VYSTRAHY A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

1. Pri manipuldcii s reagenciami vykonajte prislusné
bezpecnostné opatrenia. Pri manipulacii s latkami, pri
ktorych je podozrenie na karcinogenitu alebo toxicitu (napr.
xylén), pouZivajte jednorazové rukavice a laboratdrne plaste.

2. Zabrarite kontaktu reagencii s oami a sliznicami. Ak sa
reagencie dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte
ich pod tecucou vodou.

3. So vzorkami pacientov a vSetkymi materidlmi, v ktorych su
obsiahnuté, sa musi manipulovat ako s biologicky
nebezpeénymi latkami a musia sa likvidovat s uplatnenim
vhodnych bezpecnostnych opatreni. Nikdy nepipetujte
ustami.

4. Zabrante mikrobidlnej kontamindcii reagencii, pretoze by
mohlo déjst k nespravnym vysledkom.

5. Ak sa pouZiju iné neZ predpisané inkubacné Casy a teploty,
méze doéjst k nespravnym vysledkom.

6. Reagencie boli vopred optimdlne zriedené a ich dalSie
riedenie mdZe oslabit zafarbenie antigénu. Kazdu takuto
zmenu musi pouZivatel validovat.

7. Tento produkt sa neklasifikuje ako nebezpeéna latka, pokial
sa pouziva podla navodu. Konzervatnou prisadou
obsiahnutou v reagencii je menej ako 0,1 % azid sodny a v
uvedenej koncentracii nesplfia kritéria pre klasifikovanie ako
nebezpeénd latka v suvislosti s bezpeénostou a ochranou
zdravia pri praci (v USA). Pozrite si kartu bezpecnostnych
udajov.

8. Pouzivatel musi validovat vietky podmienky skladovania,
ktoré sa odliSuju od podmienok skladovania uvedenych v
pisomnej informacii pre pouZivatela.

9. Riedidlo méZe obsahovat albumin z bovinného séra a
supernatant méZe obsahovat bovinné sérum. Produkty
obsahujuce fetdlne bovinné sérum a produkty obsahujice
albumin z bovinného séra sa nakupuju od komercnych
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dodavatelov. Osvedcenia o povode v pripade Zivocisneho
zdroja, ktoré sa vztahuju k tymto produktom, sa uchovavaju
v spolocnosti Cell Marque. Tieto osvedcenia preukazuju, ze
bovinné zdroje pochddzaju z krajin, kde je zanedbatelné
riziko vyskytu bovinnej spongiformnej encefalopatie a zo
Statnych zdrojov bovinnych materidlov v USA a Kanade.

10. Tak ako pri vsetkych produktoch pochdadzajucich z
biologickych zdrojov, aj pri tomto produkte je nutné
dodrziavat spravne postupy manipulacie.

NAVOD NA POUZ{VANIE

Podrobny opis postupu

Primarne protilatky od spolocnosti Cell Marque boli vyvinuté na
pouzitie spolu s automatizovanymi zariadeniami na farbenie
podloznych sklicok Ventana Roche v kombinacii s detekénymi
stpravami Ventana Roche a ich prislusenstvom.

Pokyny na pripravu davkovaca, manipulaciu s nim a jeho
skladovanie
Priprava na poufzitie:

PouZitie na automatizovanych zariadeniach NexES® IHC, série
BenchMark® a Discovery® so softvérom verzie 8.0 a vyssej.

1. Odstranenie prepravnej poistky

Prepravnu poistku (obrazok A) odstrarite tak, Ze odstranite
viecko kvapkadla, pricom déavkovac drite vo vertikdlnej
polohe, a odtiahnete poistny pruzok tak, aby sa na oboch
koncoch odpojil od davkovada. NEZAKRYVAITE 3$picku
kvapkadla, pretoze moéze doéjst k trvalému poskodeniu
davkovada. Pocas odstrafiovania poistného pruzka
NESTLACAITE davkova¢, aby nedoslo k vyliatiu reagencie.
Prepravnu poistku zlikvidujte.

2. Priprava davkovaca na pouzitie

Odoberte viecko z kvapkadla a umiestnite ho na drziak pre
viecko kvapkadla. Vnatri viecka kvapkadla sa mobze
nachdadzat tekutina. VloZte davkovac do oto¢ného stojana s
reagenciami. Spriahnuty davkova¢ bol vytvoreny ako
,Ppripraveny na pouZitie” s pouZitim softvéru NexES® verzie
8.0 alebo vyssej. Pred kazdym cyklom softvér deteguje novy
davkova¢ na otocnom stojane a automaticky ho naplni.
Manualne plnenie dédvkovaca nie je nutné a NIKDY sa nema
vykonavat, pretoze by mohlo déjst k vyliatiu reagencie a
zniZeniu poctu dostupnych davok.

Pozndmka — vsetky predchddzajuce instaldcie softvéru: Po
odstrdneni prepravnej poistky odstrdrite viecko kvapkadia a
DAVKOVAC NAPLNTE RYCHLYM PUMPOVANIM 3 a? 4 KRAT,
ddvkovac pritom drite vo vertikdlnej polohe. Takéto
naplnenie sa vyZaduje iba pred prvym pouZitim. (Pozrite si
Cast',,Kontrola plnenia pred pouZitim“.)

3. Skladovanie dédvkovaca a manipuldcia s nim
Pre zaistenie spolahlivého fungovania davkovaca dbajte na
to, aby mal stale nasadené viecko, ak sa nepouziva a aby sa
dévkovanie NIKDY nevykonavalo manudlne. (Pozrite si ¢ast
»Nevyhnutné a zakazané ukony”.)

Nevyhnutné a zakdzané ukony

NEVYHNUTNE UKONY:

1. Pred kaidym pouZitim skontrolujte plniacu komoru a
meniskus (zakriveny povrch). (Pozrite si ¢ast ,Kontrola
plnenia pred pouzitim“).

2. Viecko kvapkadla uchovavajte na davkovadi. Na tento tGcel je
davkovac vybaveny drziakom.

3. Ak sa davkovac nepouziva, nasadte nan viecko, aby nedoslo
k odpareniu. Na déavkovace naloZzené na podnos s
reagenciami je mozné nasadit viecko (spopod podnosu), ked
sa nepouzivaju.

4. Davkovace uchovavajte vo vertikalnej polohe v priehradke a
na oto¢nom stojane s reagenciami.

5. Pri vkladani davkovaca do oto¢ného stojana drzte davkovac
za spojovaci prvok, aby nedoSlo k neldmyselnému
manudlnemu vypusteniu davky.

ZAKAZANE UKONY:

1. Nevykonavajte manudlne dévkovanie v prevratenej polohe
davkovaca (hore dnom). Déjde k strate naplne a jej
obnovenie méze byt nevykonatelné.

2. Nevykondvajte manudlne davkovanie, ak je na kvapkadle
nasadené viecko. Méze to natrvalo poskodit davkovac.

3. Nevykondvajte manualne davkovanie ani plnenie pred
kazdym pouZzitim. Nie je to potrebné a dochadza tym k strate
reagencie.

4. Nedrzte nadobku v polohe, pri ktorej je v spodnej Casti
davkovaca. Méze dojst k uniku tekutiny z davkovaca pri
stlaceni nadobky.

5. Otocné stojany nenakladajte, ak su v nich vloZené
davkovace. MdZe to spdsobit Uniky z ddvkovacov.

Kontrola plnenia pred pouZitim:

Odstrante viecko z kvapkadla a pozrite si obrazok B.
Déavkovac je pripraveny na pouZitie, ak:

1. jeviditelné zakrivenie povrchu v Casti zobrazenej na obrazku
B,

2. plniaca komora obsahuje tekutinu.

Obrdzok A Ohmzak B

Vietko kvapkadia

alEs
Spodok

Postupy farbenia na automatizovanych zariadeniach na farbenie
podloznych skli¢ok Ventana Roche: Podrobnejsie pokyny a dalSie
mozné postupy najdete vo vaSom navode na pouZivanie.

Odporucané postupy farbenia pre 760-4271:

ultraView™:

1. Podlozné sklicka, protilatku a davkovace z detekénej sipravy
vloZte do zariadenia BenchMark®*.

2. Zvolte jemnu predupravu CC1.

3. Inkubdcia protilatky musi byt nastavena na 16 minuat pri
teplote 37 °C.
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4. Spustite cyklus.

5. Po dokonceni cyklu farbenia vyberte podlozné sklicka zo
zariadenia a dobre ich oplachnite oplachovacim roztokom.

6. Aplikujte kryci roztok.

OptiView:

1. Podlozné sklicka, protilatku a davkovace z detekénej stpravy
vloZte do zariadenia BenchMark®*.

2. Zvolte 24-minutovu predupravu CC1.
3. Zvolte primarny inhibitor peroxidazy.

4. Inkubdcia protildtky musi byt nastavend na 16 minut pri
teplote 37 °C.

5. Spustite cyklus.

6. Po dokonceni cyklu farbenia vyberte podloZné sklicka zo
zariadenia a dobre ich oplachnite oplachovacim roztokom.

7. Aplikujte kryci roztok.

neplatné. Pozrite Cast ,RieSenie problémov” v tomto materidli.
Identifikujte a vyrieSte problém a nasledne zopakujte cely postup
so vzorkami pacienta.

Reagencia na negativnu kontrolu

Reagencia na negativnu kontrolu sa musi pouZit s kazdou
vzorkou, aby bolo mozné interpretovat vysledky. Reagencia na
negativnu kontrolu sa pouZiva namiesto primarnej protilatky na
vyhodnotenie nespecifického zafarbenia. Podlozné sklicko sa ma
oSetrit reagenciou na negativnu kontrolu, ktord je kompatibilnd
s hostitelskym druhom primarnej protilatky a ktora ma idedlne
rovnaku koncentraciu IgG. Inkubacny cas pre reagenciu na
negativnu kontrolu by mal byt rovnaky ako inkubaény ¢as pre
primarnu protilatku.

INTERPRETOVANIE VYSLEDKOV

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Pozitivna kontrola tkaniva

Pozitivnu kontrolu tkaniva je nutné urobit pri kaidom
uskutoériovanom postupe farbenia. Toto tkanivo moze
obsahovat pozitivne aj negativne farbiace bunky alebo zlozky
tkaniva a moze sluzit ako tkanivo na pozitivnu a zaroven
negativnu kontrolu. Kontrolné tkanivda musia byt cerstvo
preparované vzorky z pitvy, biopsie alebo operacie, alebo musia
byt ¢o najskér zafixované rovnakym spdsobom ako testované
rezy. Pouzitie tkanivového rezu zafixovaného alebo
spracovaného inak nez testovana vzorka bude sluzit ako kontrola
pre vsetky reagencie a kroky postupu okrem krokov fixacie a
spracovania tkaniva.

Tkanivo so slabym pozitivnym zafarbenim je vhodnejsie na
kontrolu optimalnej kvality a na detekciu slabsej degradacie
reagencie. Pozitivna kontrola tkaniva pre uvedenu primarnu
protilatku (760-4271) méze zahfiat:

Prostata cytoplazmatické

Adenokarciném prostaty cytoplazmatické

Zname pozitivne kontroly tkaniva sa maju pouzit iba na
monitorovanie spravnej funkcie spracovaného tkaniva a
testovacich reagencii, a nie ako pomodcka pri stanoveni
konkrétnej diagndzy zo vzoriek pacienta. Ak pozitivne kontroly
tkaniva nepreukazu naleZité pozitivne zafarbenie, vysledky
danych testovanych vzoriek sa musia povaZovat za neplatné.

Negativna kontrola tkaniva

Tkanivo pouZité na pozitivnu kontrolu sa méZe pouZit aj na
negativnu kontrolu. Prehlad typov buniek pritomnych vo vacsine
tkanivovych rezov je uvedeny v internych materidloch o
negativnej kontrole, pouZivatel si ich ale musi overit. Nefarbiace
zlozky by mali preukazovat nepritomnost $pecifického farbenia a
mali by indikovat nespecifické zafarbenie pozadia. V pripade
vyskytu Specifického zafarbenia pri negativnej kontrole tkaniva
sa vysledky vzoriek pacienta musia povaZzovat za neplatné.

Nevysvetlené nezrovnalosti

Nevysvetlené nezrovnalosti v kontrolach bez meskania postupte
miestnemu zastUpeniu spolo¢nosti Ventana Roche. Ak vysledky
kontroly kvality nesplifiaju 3pecifikacie, vysledky pacienta su

Postup imunofarbenia uskuto¢neny na automatizovanych
zariadeniach na farbenie podloZnych sklicok Ventana Roche
spOsobuje, Ze zafarbeny produkt reakcie sa zraza na miestach s
antigénom, ktoré lokalizuje primarna protilatka. Ocakdvané
farebné reakcie su uvedené v pisomnej informdcii k prislusSnému
detekénému systému. Kvalifikovany patoldg so skisenostami vo
vykondvani imunohistochemickych postupov musi pred
interpretovanim vysledkov vyhodnotit pozitivnu a negativnu
kontrolu tkaniva.

Pozitivna kontrola tkaniva

Najprv je nutné preskimat zafarbenu pozitivnu kontrolu tkaniva,
aby sa overilo, ¢i vSetky reagencie spravne Ucinkuju. Pritomnost
vhodne zafarbeného produktu reakcie v cielovych bunkach
znamena pozitivnu reaktivitu. OcCakavané farebné reakcie su
uvedené v pisomnej informacii k pouZitému detekénému
systému. V zavislosti od trvania inkubacie a Ucinnosti pouzitého
hematoxylinu sa po vykonani kontrastného farbenia bunkové
jadréd zafarbia na svetlo az tmavomodro. Nadmerné alebo
nedostatoéné kontrastné zafarbenie moze spdsobit nespravne
interpretovanie vysledkov. Ak pozitivna kontrola tkaniva
nepreukdze nalezité pozitivne zafarbenie, vysledky danych
testovanych vzoriek sa povazuju za neplatné.

Negativna kontrola tkaniva

Negativna kontrola tkaniva sa skima aZ po pozitivnej kontrole
tkaniva, aby sa overilo Specifické oznacenie cielového antigénu
primarnou protilatkou. Nepritomnost $pecifického zafarbenia v
negativnej kontrole tkaniva potvrdzuje nedostatocnu krizovu
reaktivitu protilatky s bunkami alebo bunkovymi zlozkami. V
pripade vyskytu Specifického zafarbenia pri negativnej kontrole
tkaniva sa vysledky vzoriek pacienta povaZzuju za neplatné.
Nespecifické zafarbenie, ak je pritomné, bude mat difuzny
vzhlad. Sporadicky moéze byt pozorované svetlé zafarbenie
spojivového tkaniva v rezoch tkaniv, ktoré neboli optimalne
fixované. Na interpretaciu vysledkov farbenia sa maju pouzit
neporusené bunky. Nekrotické alebo degenerované bunky
vykazuju nespecifické zafarbenie.

Tkaniva pacientov

Vzorky pacientov sa skimaju ako posledné. Intenzita pozitivneho
zafarbenia sa posudzuje v kontexte akéhokolvek zafarbenia
pozadia pri negativnej kontrole reagencie. Tak ako pri
akomkolvek imunohistochemickom teste, aj v tomto pripade
negativny vysledok znamen3, Ze dany antigén nebol detegovany,
a nie Ze tento antigén nie je pritomny v testovanych bunkach
alebo tkanive. Panel protilatok mdZze napomdct pri identifikdcii
falo$ne negativnych reakcii (pozri €ast ,Zhrnutie o¢akavanych
vysledkov“). Morfoldgia kazdej vzorky tkaniva sa ma posudzovat
aj s pouzitim rezu zafarbeného hematoxylinom a eozinom pri
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interpretovani

kazdého imunohistochemického vysledku.

Morfologické nalezy pacienta a prislusné klinické ddaje musi
interpretovat kvalifikovany patoldg.

OBMEDZENIA

1.

10.

Tato reagencia je urcena ,vylutne na odborné pouiitie”,
pretoze imunohistochémia je proces pozostdvajuci z
viacerych krokov, ktory vyZaduje Specializované zaskolenie o
vybere vhodnych reagencii, tkaniv, spdsobov fixacie a
spracovania, ako aj o priprave podlozného sklicka na
imunohistochemicky test a interpretovani vysledkov
farbenia.

Vyluéne na laboratérne ucely.
Na poutZitie pri diagnostike in vitro.

Zafarbenie tkaniv zavisi od spésobu manipuldcie s tkanivom
a jeho spracovania pred farbenim. Nespravny spdsob fixacie,
zmrazenia, rozmrazenia, oplachovania, susenia, ohrievania,
rezania alebo kontaminacia inymi tkanivami alebo
tekutinami moézZu mat za nasledok vznik artefaktov,
odlicenie protilatky alebo falosne negativne vysledky.
Nekonzistentné vysledky mozu byt spdsobené rozdielmi v
spbsobe fixovania a zalievania vzorky, ako aj
nezrovnalostami v samotnom tkanive.

Nadmerné alebo nedostatocné kontrastné zafarbenie moze
spoOsobit nespravne interpretovanie vysledkov.

Klinicka interpretacia akéhokolvek pozitivneho zafarbenia,
pripadne jeho nepritomnost, sa musi posudzovat v kontexte
klinickej anamnézy, morfoldgie, inych histopatologickych
kritérii a inych diagnostickych testov. Tato protilatka je
urcend na pouZzitie v paneli protilatok. Kvalifikovany patolog
musi poznat protilatky, reagencie a spdsoby, ktoré sa
pouzivaju pri priprave zafarbenych preparatov. Farbenie sa
musi vykonavat v certifikovanom laboratériu s licenciou pod
dohladom patoléga, ktory zodpoveda za kontrolu
zafarbenych podloznych sklicok a zaistenie adekvatnosti
pozitivnej a negativnej kontroly.

Spoloénost Cell Marque doddva protilatky v optimélne
zriedenej forme, ktoré st urcené na pouZzitie podla pokynov.
Kazda odchylka od odporucani pre postupy testovania moze
sposobit neplatnost ocakdvanych vysledkov. Musia sa
vykonat a zdokumentovat nalezité kontroly. Ak pouzivatelia
nevykonaju postup testovania presne podla odporucani,
preberaju  zodpovednost za interpretaciu vysledkov
pacienta.

Tento produkt nie je uréeny na poutzitie pri prietokovej
cytometrii, kedZe neboli stanovené charakteristiky pre
takéto poutzitie.

Reagencie mozu vykazovat neoCakavané reakcie v tkanivéch,
ktoré este neboli testované. Neda sa absolitne wvyluéit
moznost neolakdvanych reakcii dokonca aj v testovanych
skupinach tkaniv, a to z dévodu biologickej variability
expresie antigénu v neoplastickych tkanivach alebo inych
patologickych tkanivach. V pripade zdokumentovanych
neofakdvanych reakcii sa obratte na zdkaznicku sluzbu
spolo¢nosti Cell Marque.

Tkanivéa odobraté osobam infikovanym virusom hepatitidy B,
ktoré obsahuju povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg),
moézu vykazovat neSpecifické zafarbenie chrenovou
peroxidazou.

11.

12.

13.

Pri pouziti v krokoch blokovania mézu normalne séra z
rovnakého ZivociSneho zdroja ako sekundarne antiséra
spOsobit falosne negativne alebo falosne pozitivne vysledky,
o modzZe byt zapritinené Ufinkom autoprotildtok alebo
prirodzenych protildtok.

Falo3ne pozitivne vysledky mdzu byt pozorované z dévodu
neimunologickej vdzby proteinov alebo produktov reakcie
substratu.  Mézu byt  sposobené aj  aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty), aktivitou endogénnej
peroxidazy (cytochrém C) alebo endogénneho biotinu
(napr.: pecen, mozog, prsnik, oblicka) v zavislosti od typu
pouzitej techniky imunofarbenia.

Tak ako pri kazdom imunohistochemickom teste, aj v tomto
pripade negativny vysledok znamena, Ze dany antigén nebol
detegovany, a nie Ze tento antigén nie je pritomny v
testovanych bunkach alebo tkanive.

Specifické obmedzenia

1.

Tato protilatka je optimalizovand pre inkubacny ¢as uvedeny
v Casti ,Navod na pouzitie” v kombinacii s detekénymi
stpravami Ventana Roche a automatizovanymi zariadeniami
na farbenie podloZnych sklicok Ventana Roche. Z dévodu
odli$nosti v spdsobe fixdcie a spracovania tkaniva moze byt
potrebné pri konkrétnych vzorkach predfZit alebo skratit
inkubacny ¢as pre primarnu protilatku.

Protildtky od spoloc¢nosti Cell Marque, pouzité spolu s
detekénymi systémami Ventana Roche a ich prislusenstvom,
deteguju antigény, ktoré preziju rutinnu fixaciu formalinom,
spracovanie a rezanie tkaniva. Ak pouzivatelia nevykonaju
postupy testovania presne podla odporucani, preberaju
zodpovednost za interpretaciu a validaciu vysledkov
pacienta.

Zhrnutie ocakavanych vysledkov
Pozrite si nasledujuce tabulky reaktivity:

Test normalneho tkaniva

Tkanivo ¢.

Zafarbené | Celkovy | Poznamky

pocet

Mozog

1

Kora nadobliciek

Vajecnik

Pankreas

Pristitne teliesko

Hypofyza

Semennik

Stitna 7laza

Prsnik

Slezina

Mandla

Tymus

Kostna dren

Pltca

Srdce

PazZerdk

Zaltdok

Tenké ¢revo

Hrubé ¢revo

Pecen

Slinna Zlaza

ZIenik

Obli¢ka

Mechur

Prostata

Maternica

Vajickovod

Mocovod

o|Oo|Oo|(r|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O
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AKTIVACNY CMC42710031
KOD

Test normalneho tkaniva
Kf¢ok maternice
Kostrovy sval
Hladky sval

Koza

Periférny nerv
Mezotel

Tuk

Placenta

o|Oo|Oo|Oo|O|Oo|O|O

RlR|R|R|Rr|R|Rk|~

Tato protildtka zafarbuje normalne prostatické aciny a maligne
prostatické aciny a nevykazuje Ziadnu krizovu reaktivitu s inymi
normalnymi tkanivami.

Test postihnutého tkaniva

Tkanivo €. Pocet Celkovy | Poznamky
zafarbenych pocet

Adenokarciném

prostaty 7 7

Invazivny duktalny

karciném prsnika 0 18

Kolorektalny

karciném 0 19

Duktalny

adenokarcindm

pankreasu 0 2

Gastrointestinalny

stromdlny tumor 0 2

Karciném z

prechodovych

buniek 0 4

Mezoteliom 0 3

Karciném z

renalnych buniek 0 3

Tato protildtka zafarbuje adenokarciném prostaty a vykazuje
vysoku Specificitu bez akejkolvek krizovej reaktivity s tkanivami,
ako sa uvadza v publikovanej literature.

5. Ak je Specifické zafarbenie protilatky prilis intenzivne, cyklus
je nutné zopakovat s inkubaénym ¢asom skratenym o 4-
mindtové intervaly, az kym sa nedosiahne poZadovand
intenzita zafarbenia.

6. Ak sa tkanivové rezy vymyju z podlozného skli¢ka, je nutné
skontrolovat, ¢&i sklitka maju kladny naboj.

Tento stav napravite podla pokynov uvedenych v Ccasti
,Podrobny opis postupu“ alebo v navode na pouZivanie
automatizovaného zariadenia na farbenie podloZnych sklicok,
pripadne sa obratte sa zakaznicku sluzbu spolo¢nosti Cell
Marque.
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VYHLASENIA O ZRIEKNUT{ SA ZODPOVEDNOSTI

RIESENIE PROBLEMOV

1. Ak pozitivna kontrola vykazuje slabsie zafarbenie, nez sa
ocakava, je nutné skontrolovat ostatné pozitivhe kontroly
vykonané pocas toho istého cyklu na zariadeni, aby sa
overilo, ¢i to bolo spdsobené primarnou protilatkou alebo
niektorou z beznych sekundarnych reagencii.

2. Ak je pozitivna kontrola negativna, je nutné skontrolovat, &i
ma podlozné sklicko spravnu etiketu s ¢iarovym kédom. Ak
je podlozné skli¢ko oznalené spravne, je nutné skontrolovat
ostatné pozitivne kontroly pouzité v rovnakom cykle na
zariadeni, aby sa zistilo, ¢i to bolo spdsobené primarnou
protilatkou alebo niektorou z beznych sekundarnych
reagencii. Tkanivd mohli byt odobraté, zafixované alebo
oCistené od parafinu nespravnym sposobom. Odber,
uchovavanie a fixacia vzorky sa ma vykonat spravnym
postupom.

3. V pripade nadmerného zafarbenia pozadia mozu byt
pritomné vysoké hladiny endogénneho biotinu. Krok
blokovania biotinu sa nemusi vykonat, ak sa pouZiva
detekény systém bez obsahu biotinu, priom v takom
pripade je akdkolvek pritomnost biotinu faktorom, ktory
stazuje zafarbenie pozadia.

4. Ak nebol odstraneny vsetok parafin, postup jeho
odstranenia sa musi zopakovat.

* Ventana®, ultraView™, iVIEW™ a BenchMark® su registrované ochranné
znamky spolo¢nosti Ventana Medical Systems, Inc. Protilatky Cell Marque
vyvija, vyrdba a distribuuje spolo¢nost Cell Marque Corporation a ich
predaj prostrednictvom spolo¢nosti Ventana Medical Systems, Inc. (¢len
skupiny spolo¢nosti Roche) neznamend ani nenaznaduje, Zze spolo¢nost
Ventana Medical Systems, Inc. schvaluje, potvrdzuje alebo zarucuje kvalitu
vlastnosti tychto protilatok Cell Marque.

LTi www.cellmarque.com
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SATB2 (EP281) Rabbit Monoclonal Primary Antibody

K pouZiti v diagnostice in vitro (IVD)

Identifikace produktu
Popis
384R-14 0,1 ml koncentrdt
384R-15 0,5 ml koncentrdt
384R-16 1,0 ml koncentrét
384R-17 1,0 ml predfedény pfipraveny k pouziti
384R-18 7,0 ml prededény piipraveny k pouZitf
384R-10 25,0 ml piededény pfipraveny k pouziti
Definice symbolii
kéd
[*] prediedény piipravek
koncentrat
[~] ascites
[€] sérum
[s] supernatant
rozsah fedénf koncentratu

Urcené pouziti

Tato protildtka je urcena pro diagnostiku in vitro (VD).

Protildtka SATB2 (EP281) Rabbit Monoclonal Primary Antibody slouzi k laboratorni
detekdi proteinu SATB2 ve formalinem fixované, v parafinu zalité lidské tkdni obarvené pfi
kvalitativnim imunohistochemickém vysetreni (IHC).

Vysledky pouziti tohoto produktu musf byt interpretovdny kvalifikovanym patologem
ve spojeni s relevantni klinickou anamnézou pacienta, dalsimi diagnostickymi testy a
prislusnymi kontrolami.

Souhrn a vysvétleni

Spedidlni protein 2 vazajic sekvence bohaté na AT (SATB2) je marker, ktery funguje jako
transkripcni faktor spojeny s jadernou matrix, u kterého bylo zjisténo, Ze identifikuje
kolorektaInf karcinomy, véetné Spatné diferencovanych kolorektalnich karcinom(

a metastdz."** Adenokarcinomy, vcetné prsu, plic a vajecnikti, mohou exprimovat

mensi mnoZstvi proteinu SATB2."%*°Proto je SATB2 uzitecny pro identifikaci karcinomu
kolorektalniho plivodu pfi identifikaci karcinomu nezndmého primémiho piivodu.'?

Principy a postupy

Uvedend primdmf protildtka se pouZiva jako primani protilatka pfi imunohistochemickém
barveni tkaovych fezli fixovanych formalinem a zalitych v parafinu. Imunohistochemické
barveni ve spojeni s detekcnim systémem s navdzanou kfenovou peroxiddzou a alkalickou
fosfatazou obecné umoziuje vizualizaci antigend prostrednictvim sekvencni aplikace
konkrétni protildtky (primdrni protildtka) proti antigenu, sekunddrni protildtky (spojovac
protildtka) proti primamf protildtce, komplexu enzym(i a chromogenniho substratu, kterd
je proloZena promyvacimi kroky. Enzymatickd aktivace chromogenu vede k viditelnému
reakenimu produktu v misté antigenu. Vzorek pak mize byt kontrastné obarven a zakryt
krycim sklickem. Vysledky se interpretuji pomoci svételného mikroskopu.

Materialy a metody

Doddvana cinidla

Slozeni vyrobku

Tlumivém roztoku Tris, pH 7,3 -7,7,5 1%

Predfedény pfipravek: nafedén v BSAa < 0,1% azidem sodngim

Tlumivém roztoku Tris, pH 7,3 - 7,7,5 1%

Foncentrat nafedén v BSA a < 0,1% azidem sodnym

Hostitel krdlict
zotyp lgG
Doporucovany rozsah pracovniho fedénf 1:25-1:100
Zdroj supernatant

Stitek vyrobku obsahuje ndsledujici informace o Sarzi:
1. Koncentraci imunoglobulinu v protildtce

2. Podrobnosti o zdroji

Rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace

Predfedénd protildtka je pripravena k pouZitf a optimalizovana k barven. Nenf vyzadovana
rekonstituce, smiseni, fedénf nebo titrace. Koncentrovand protildtka je optimalizovana pro
fedénf v rozsahu fedéni pomoci fedidla Cell Marque Diamond: Antibody Diluent.

Potfebné nedoddvané materidly a inidla

Ndsledujici ¢inidla a materidly mohou byt potfebné pro barvent, ale nejsou doddny soucasné
s primdrni protilatkou:

1. Pozitivnia negativni kontrolni vzorek tkdné
2. Mikroskopickd sklicka, s pozitivnim ndbojem

3. Susicf pec schopnd udrZovat teplotu 53 - 65 °C
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. Barvici misky nebo lazné
. Stopky

. Xylen nebo substituty xylenu

~ o v

. Etanol nebo jiny alkohol

Pozndmka: Jednostupriové pripravné cinidlo Cell Marque, Trilogy™ (kat. ¢. 920P-06), milze
nahradit kroky 6 a 7 vyse.

8. Deionizovana nebo destilovand voda
9. Zahfivaci aparatura, napf. elektricky tlakovy vafic pro predbéZné zpracovdni tkdné

10. Detekceni systém, napf. HiDef Detection™ HRP Polymer System (kat. ¢. 954D-20) nebo
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (kat. ¢. 962D-20)

11.Chromogen, napf. DAB Substrate Kit (kat. ¢. 957D-20) nebo Permanent Red Chromogen
Kit (kat. ¢. 960D-10)

12.TBS IHC Wash Buffer + Tween®* 20 (kat. ¢. 935B-09)
13. Hematoxylin nebo jiné doplikové barvivo

14 Redidla protildtek, napf. Diamond: Antibody Diluent (Kat. ¢. 938B-05) nebo
Emerald: Antibody Diluent (kat. ¢. 936B-08)

15. Peroxide Block (kat. ¢. 925B-05) pro pouziti s HRP

16. Avidin-Biotin Blocking Reagents pro pouZiti s detekci streptavidin-biotin
17. Negativni Kontrolni Cinidlo (kat. ¢. 939B-02 pro univerzalni)

18. Mounting Medium

19.Kryci sklicko

20. Svételny mikroskop (40-400x)

Skladovdni a zachdzeni
Skladujte pfi 2 - 8 °C. Nezmrazujte.

Aby byl zajistén spravny vykon Cinidla a stabilita protildtky, musf se lahvicka po kazdém
pouZitf uzaviit vickem a okamzité umistit ve vertikdIni poloze do chladnicky.

Kazdé cinidlo s protildtkou mé stanovenou dobu exspirace. Je-li fadné skladovno, je Cinidlo
stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZivejte ¢inidla po uplynutf exspiracni doby pro
pfedepsanou metodu skladovani.

Tento produkt nejevi zadné zndmky indikujici nestabilitu, proto by se soucasné s testovénim
nezndmych vzorkd mély provadeét testy s pozitivnimi i negativnimi kontrolnimi vzorky. V
pfipadé podezelych zndmek nestability inidla se obratte na technickou podporu spole¢nosti
Cell Marque.

Sbér vzorkii a pfiprava pro analyzu

Pro pouZiti této primdrni protilétky s detekcnimi soupravami Cell Marque (viz Potfebné
materidly a ¢inidla, kterd se nedodévajf) jsou vhodné tkané zpracované béznym zplisobem,
fixované v neutréInim pufrovaném formalinu a zalité v parafinu. Pozndmka: Spolecnost Cell
Marque hodnoti vysledky pouze na lidskych tkanich. Doporucené vhodné fixativum je 10%
neutrdlnf pufrovany formalin. V déisledku del3i fixace nebo specidlnich procest, jako napf.
dekalcifikace prepardtll kostnf diené, mohou byt ziskany variabilnf vysledky.

KaZdy fez je tfeba nafezat na spravnou tloustku (asi 3 m) a umistit na pozitivné nabité
podloznf sklicko. Sklicka obsahujici fezy tkdnf je tfeba susit po dobu nejméné 2 hodin (avsak
ne déle nez 24 hodin) pfi teploté 53 a7 65 °C.
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Upozornéni a bezpecnostni predpisy

1.

Pfi zachédzenf s ¢inidly budte opatrni. Pouzivejte jednorazové rukavice a laboratornf
pldsté pfi manipulaci s podezfelymi karcinogennimi nebo jedovatymi materidly
(napfiklad: xylen).

. Vlyvarujte se kontaktu Cinidel s ocima nebo sliznicemi. JestliZe se ¢inidla dostanou do

kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnozstvim vody.

. Sevzorky pacient(i a vsemi materialy, které s nimi pfisly do styku, je tfeba zachdzet jako

s biologicky nebezpecnymi materidly a zneskodnovat je podle spravnych opatfeni. Nikdy
nepipetujte sty.

. Viyvarujte se mikrobiologické kontaminaci inidel, protoze by to mohlo zplisobit

nesprdvné vysledky.

. Uzivatel musf validovat inkubacni doby a teploty.

. Predfedénd cinidla pripravend k pouZiti jsou optimdiné ziedéna a dalsi fedéni mize vést ke

7trdté barveni antigenu.

. Koncentrovand cinidla mohou byt optimdIné ziedéna po ovéfeni uzivatelem. Jakékoli

pouzité fedicf inidlo, které neni vyslovné doporuceno v tomto dokumentu, musf byt
uzivatelem validovano, aby se ovéfila jeho kompatibilita a vliv na stabilitu.

. Pfi pouzitf v souladu s pokyny nenf tento pfipravek klasifikovan jako nebezpecnd létka.

Konzervacni 3tkou v Cinidle je azid sodny s koncentraci nizéf nez 0,1 %, ktery pfi uvedené
koncentraci nenapliiuje kritéria OSHA (USA) pro nebezpecnou ldtku. Viz bezpecnostnf list.

. Uzivatel musf ovéfit jakékoli skladovact podminky, které jsou jiné, ne7 je uvedeno v

pfibalovém letdku.

10 Redici roztok miZe obsahovat bovinn sérovy albumin a supernatant miize obsahovat

11

bovinni sérum. Pripravky obsahujici fetdini bovinni sérum a pfipravky obsahujici bovinni
sérovy albumin jsou kupovany od komercnich dodavateld. Certifikdty plvodu pro zvifect
zdroje pouZité v téchto pripravcich jsou uloZeny ve spolecnosti Cell Marque. Tyto certifikdty
doklddajf, Ze zdroj bovinnich pfipravki je ze zemf se zanedbatelnym rizikem BSE a uvadéjf
zdroje bovinnich pripravk(i z USA a Kanady.

. Stejné jako v prfpadeé jinych produktt odvozenych z biologickych zdroji je tfeba pouzivat

spravné postupy zachdzeni.

Navod k pouziti

Doporucené barvici protokoly pro uvedenou primdrni protildtku:

HiDef HRP:
HiDef Detection™ HRP Polymer System (kat. ¢. 954D-20)

1.

(O I O U E NS}

O o ~ O

Technika zéchytu epitopd:: HIER v tlakovém himdi. Teplota tlakového hmee (°C): 110. Cas v
tlakovém hmdi (minuty): 15. Reagencie pro zpfistupnénf epitopu: Trilogy

. Opldchnéte DI vodou

. Promyjte pufrem TBST

. Inkubacni doba bloku peroxidu (minuty): 10
. Opldchnéte DI vodou

. Promyjte pufrem TBST

. Inkubaéni doba Protildtka (minuty): 10-30

. Opléchnéte DI vodou

. Promyjte pufrem TBST (minuty): 5

SATB2 (EP281) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
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10.Inkubacni doba amplifikdtoru detekce HiDef HRP (minuty): 10
11. Opldchnéte DI vodou

12.Promyjte pufrem TBST (minuty): 5

13. Inkubacnf doba detektoru polymeru detekce HiDef HRP (minuty): 10
14. Oplachnéte DI vodou

15.Promyjte pufrem TBST (minuty): 5

16. Opldchnéte DI vodou

17.Inkubacnf doba DAB (minuty): 1-10

18.Oplachnéte DI vodou

19.Kontrastni barveni hematoxylinem

20. Opldchnéte DI vodou

21. Dehydratujte a zakryjte sklickem

HiDef Alk Phos:
HiDef Detection™ Alk Phos Polymer System (kat. ¢. 962D-20)

1. Technika zachytu epitopi: HIER v tlakovém hrnci. Teplota tlakového hrnce (°C): 110. Cas v
tlakovém hmci (minuty): 15. Reagencie pro zpfistupnéni epitopu: Trilogy

. Oplachnéte DI vodou

. Promyjte pufrem TBST

. Inkubacni doba Protildtka (minuty): 10-30

. Opldchnéte DI vodou

. Promyjte pufrem TBST (minuty): 5

. Inkubacni doba amplifikdtoru detekce HiDef AP (minuty): 10

. Opldchnéte DI vodou

O o N oY U B W N

. Promyjte pufrem TBST (minuty): 5

10.Inkubacnf doba detektoru polymeru detekce HiDef AP (minuty): 10
11. Opldchnéte DI vodou

12.Promyjte pufrem TBST (minuty): 5

13. Oplachnéte DI vodou

14.Inkubacni doba Perm Red (minuty): 15-30

15. Opldchnéte DI vodou

16. Kontrastnf barveni hematoxylinem

17.0pléchnéte DI vodou

18.Dehydratujte a zakryjte sklickem

Postupy kontroly kvality

Pozitivni kontrolni vzorek tkdné

Pfi kazdém provedeném barvicim postupu je tfeba pouZit i pozitivni kontrolnf vzorek tkdné.
Tkdn miiZe obsahovat pozitivné i negativné zabarvené bufiky nebo ¢asti tkdné a slouzf jako
pozitivni i negativni kontrolni vzorek tkdné. Kontrolni vzorky by mély byt Cerstvé vzorky

7 pitvy, biopsie nebo operace piipravené nebo fixované co nejdfive a zalité stejnym zplisobem
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jako testované fezy. Pou7itf tkénového fezu fixovaného nebo zpracovaného jinym zplisobem
neZ testovany vzorek zajistf kontrolu pro v3echna ¢inidla a kroky metody kromé fixace
a zpracovani tkané.

Tkén se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimdIni kontrolu kvality a pro detekci i malé
degradace cinidla vhodnéjsi. Pozitivni tkdriovd kontrola pro uvedenou primdrni protildtku
miize zahrnovat ndsledujici:

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Tkan Vizualizace
Adenokarcinom stiev Jadernd
Tracnik Jadernd

Zndmé pozitivni kontrolnf vzorky tkéni by mély byt pouzivany pouze ke sledovdni sprdvné
funkce zpracovanych tkdni a testovych ¢inidel, nikoliv jako pom(icka k formulaci specifické
diagndzy vzorkd pacientdi. Pokud se u pozitivnich kontrolnich vzork{i tkéni neprojevi
odpovidajicf pozitivni zabarvenf, je nutno povazovat vysledky testovacich vzorkli za neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkdné

Jako negativni kontrolnf vzorek tkné Ize pouZit stejnou tkdr, kterd se pouziva jako pozitivnf
kontrolnf vzorek. Rozmanitost rliznych typll bunék, které se nachdzejf ve vétsing fezl

tkdni, nabizf oblasti pro negativni kontrolni vzorky, ale to by mél ovéit uZivatel. Casti,

které se nebarvi, by mély prokdzat nepfitomnost specifického zabarveni a zajstit indikaci
nespecifického zabarvenf pozadi. Pokud se projevi specifické zabarveni v ¢astech negativniho

kontrolniho vzorku tkdné, je nutno povazovat vysledky vzorkll pacienta za neplatné.

Nevysvétlené rozdily

Nevysvétlitelné rozpory u kontrolnich vzork(i by mély byt ihned ohldseny technické podpote
spolecnosti Cell Marque. Pokud se vysledky kontrol neshoduji se specifikacemi, vysledky
pacienta jsou neplatné. Viz cast Resenf problémfi v tomto letaku. Zjistéte a napravte problém,
a pak zopakuite cely postup se vzorky pacienta.

Negativni kontrolni ¢inidlo

K usnadnénf interpretace vysledkil je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativnf
kontrolnim cinidlem. Negativni kontrolni ¢inidlo se pouziva misto primdrni protildtky, aby

se dalo vyhodnotit nespecifické zabarvent. Kryci sklicko by mélo byt osetfeno negativnim
kontrolnim cinidlem, které odpovidd druhu hostitele primdrni protildtky a idedIné mé stejnou
19G koncentradi. Inkubacni doba negativniho kontrolniho ¢inidla by méla odpovidat inkubacni
dobé primdmf protildtky.

Interpretace vysledkii

Proces imunobarveni zplisobuje zabarveny reak¢ni produkt, ktery se vysraZi v oblastech
antigenu lokalizovanych primamf protilatkou. V pfibalovém letdku k pfislusnému detekénimu
systému naleznete ocekdvané reakénf barvy. Pred interpretaci vysledkd musi pozitivni a
negativni kontrolni vzorky vyhodnotit kvalifikovany patolog se zkusenosti s imunohistochemif.

Pozitivni kontrolni vzorek tkdné

Nejprve je nutné provést test zabarveného pozitivniho kontrolniho vzorku tkdné, a ovéfit

tak spravnost funkce vsech reagencif. Pritomnost spravné zabarveného reakéniho produktu
uvnitf cilovych bunék indikuje pozitivni reaktivitu. V pribalovém letaku k detekcnimu systému
naleznete ocekdvané reakéni barvy. V zavislosti na délce inkubacni doby a potenci pouZitého
hematoxylinu zplsobf kontrastni barveni bledémodré az tmavomodré zabarveni bunécnych
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jader. Piilisné nebo netpiné kontrastni zbarvenf m{iZe ohrozit spravnou interpretaci vysledka.
Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkdnf neprojevi pfislusné pozitivni zabarvent, je nutno
povazovat vysledky testovanych vzorkii za neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkdné

Negativni kontrolnf vzorek tkdné je nutno testovat po pozitivnim kontrolnim vzorku, abychom
ovéfili specificitu znacenf cilového antigenu primdrni protildtkou. Nepfitomnost specifického
zabarvenf v negativnim kontrolnim vzorku potvrzuje nepfitomnost zkfizené reakivity s
burkami nebo ¢astmi bunék. Pokud se projevi specifické zabarveni v negativnim kontrolnim
vzorku tkdné, je nutno povazovat vysledky vzork( pacienta za neplatné. Pokud se vyskytuje
nespecifické zabarvent, je vétsinou diftizni. Sporadické slabé zabarvenf pojivové tkdné Ize
také pozorovat v fezech z tkani, které nejsou optimdiné fixované. K interpretaci vysledk(

barvenf pouZivejte pouze intaktni buriky. Nekrotické nebo degenerované buriky vykazujf
nespecifické zbarveni.

Tkdn pacienta

Vzorky pacienta se vySetfuji jako posledni. Intenzitu pozitivniho zabarvent je nutno posuzovat
v kontextu jakéhokoli zabarveni pozadi negativniho kontrolniho ¢inidla. Jako u kazdého
imunohistochemického testu, negativni vysledek znamend, Ze antigen nebyl detekovdn,
nikoli Ze antigen nenf v testovanych bunkéch nebo tkéni pfitomen. Pfi identifikaci falesnych
negativnich reakcl méize pomoci panel protildtek (viz ¢ast Souhmn ocekdvanych vysledki).

Ke sprdvné interpretaci kazdého imunohistochemického vysledku by méla byt testovdna
rovnéz morfologie kazdého vzorku tkané s vyuZitim fez(i barvenyich hematoxylinem a
eozinem. Morfologické ndlezy pacient(i a klinické Udaje tykajici se pacientl musi interpretovat
kvalifikovany patolog.

Omezeni

1. Protildtka barva nemd vliv na vykonnost

2. Toto cinidlo je urceno pouze pro,0dborné pouZiti’, protoZe imunohistochemie je
nékolikakrokovy proces, ktery vyZaduje specidIni Skolenf pfi vybéru vhodnych cinidel,
tkdnf, fixace a zpracovdni, piipravé imunohistochemického sklicka a interpretaci vysledki
barven.

3. Pouze pro laboratornf uZiti.
4. Pro diagnostiku in vitro.

5. Barvenf tkédné zavisf na zachdzeni a zpracovani tkdné pred barvenim. Nespravna
fixace, zmrazeni, rozmraZeni, umyvani, susenf, zahfivani, fezanf nebo kontaminace
jingmi tkanémi nebo tekutinami miiZe vést ke vzniku artefaktd, zachycenf protilatky
nebo faleSné negativnim vysledkiim. Ndsledkem odchylek pfi fixaci a metoddch
zalévani, ale i ndsledkem stavajicich nerovnomeérnostf ve tkani mize dochazet
kinkonzistentnim vysledk(im.

6. Piflisné nebo nedipIné kontrastni zbarveni miiZe ohrozit spravnou interpretaci vysledkd.

7. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho zbarvenf nebo jeho nepfitomnosti musi byt
posouzena v kontextu klinické anamnézy, morfologie, dalSich histopatologickych kritérif a
rovnéZ dalSich diagnostickych testdi. Tato protildtka je urcena k pouziti v panelu protildtek.
Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se seznamil s protilatkami, inidly a
metodami pouzivanymi k barvenf prepardtdi. Barveni se musf provadét v certifikované
laboratofi s pfisluSnym oprdvnénim a pod dohledem patologa zodpovédného za
hodnoceni barvenych podloznich skel a zaruceni adekvatnosti pozitivnich a negativnich
kontrolnich vzorkd.

8. Spolecnost Cell Marque poskytuje protilétky a cinidla v optimalnim fedénf pro pouZitf
podle pokyni. Jakékoli odchylka od doporucenych testovacich postupl méze zplisobit
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neoCekavané vysledky. Je nutno pouzivat a zdokumentovat piislusné kontrolnf
vzorky. Uzivatelé musejf za v3ech okolnosti pfijmout zodpovédnost za interpretaci
vysledkdl pacienta.

9. Spolecnost Cell Marque poskytuje primdrni protildtky v koncentrované formé, takze je
miiZe uZivatel ndsledné optimalné zfedit pro pouZitf podle urceni uZivatele a pfi dodrZenf
vhodnych technik validace. Uzivatelé musi provést validadi pii pouzitf jakychkoli fedicich
roztokd jinych, nez zde uvedenych. Kdyz je primdmi Cinidlo validovdno jako vhodné, miize
jakdkoli odchylka od doporucenych testovacich postupd zplisobit neocekdvané vysledky.
Je nutno pouzivat a zdokumentovat pfislusné kontrolni vzorky. Uzivatelé museji za véech
okolnostf pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledki pacienta.

10.Tento pripravek neni urcen pro priitokovou cytometrii.

11.Cinidla mohou prokazat neocekévané reakce na dive netestovanyich tkéni. V déisledku
biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkanich
nelze zcela vyloucit moznost neocekavanych reakcii v testovanych skupindch tkani. S
podezfelymi zdokumentovanymi neocekévanymi reakcemi se obratte na technickou
podporu spolecnosti Cell Marque.

12.Tkéné od osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujicf povrchovy antigen hepatitidy
B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické barvenf kfenové peroxidazy.

13. Pri pouziti v krocich blokovani mohou normaini séra ze stejného zvifeciho zdroje jako
sekunddrni protildtky zpdsobit fale$né negativni nebo faleSné pozitivni vysledky vzhledem
k i¢inku autoimunitnich protilétek nebo pfirozenych protildtek.

14. Je mozné pozorovat falesné pozitivni vysledky v diisledku neimunologické vazby
bilkovin nebo reakcnich produktd substrdtu. Mohou byt také zplisobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty) a endogennf peroxiddzy (cytochrome C) nebo endogennim
biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prs, ledvina), v zavislosti na pouzitém typu imunobarveni.

15. Stejné jako u kazdého imunohistochemického testu, znamend negativni vysledek,
Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen nenf pfitomny ve vy3etfovanych burkach
nebo tkani.

16.Predfedéné pripravky s protildtkami jsou optimalizované jako pfipravené k pouZiti.
Vzhledem k moznosti riiznych zpiisob( fixace a zpracovani tkdni miZe byt potfeba pro
jednotlivé vzorky prodlouzit nebo zkrétit inkubacnf dobu primdrni protildtky.

17.Pratildtky, v kombinaci s detekcnimi systémy a pfislusenstvim, detekujf antigeny, které
preckaji béZnou fixaci formalinem, zpracovani a roziezani tkané. Uzivatelé, kteff nedodrzi
doporucené postupy, musejf za téchto okolnostf pfijmout zodpovédnost za interpretaci
vysledk pacienta.

Souhrn ocekdvanych vysledkd

Viz ndsledujic tabulky reaktivity:

Bézna studie
Pocet
barvenych
Tkan (+) Celkem | Pozndmky
Velky mozek 2 3 Sedd hmota +; neurony +
Mozecek 0 3
Nadledvina 0 3 33 kurla s cytoplazvm‘anckym
barvenim (nepovazuje se za +)
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Béznd studie
Pocet
barvenych
Tkan (+) Celkem | Pozndmky
Apendix 6 6 Epitelové bunky sliznice +
Studie postizené tkané
Pocet
barvenych
Tkan (+) Celkem | Pozndmky
kolorektdlni adenokarcinom 40 4
Karcinom Zaludku, stfevni typ 8 2
Karcinom Zaludku, difzni typ 4 20
Adenokarcinom jicnu 3 5 2/3 difiizné; 1/3 fokdIné
Hepatoceluldrf karcinom 2 18 1/2 difiizné; 1/2 fokdlné
Intrahepa[alnll 2 9 1/2 fokdIné; 1/2 vzécné
cholangiokarcinom
Adenokarcinom plic 2 19
Mucindznf karcinom vajecnikii 2 7 1/2vzéng; 1/2 fokélné
DuktéIni adenokarcinom
2 1

pankreatu
Karcinom dlazdicovych

o ) 1 14
plicnich bunék
Metastaticky adenokarcinom . 1
ampuly
Serdzni nddor vajecnikil 1 9 Fokalni
Invazivni duktdInf karcinom 0 9
prsu
Invazivnf lobuldmi karcinom 0 ;
prsu
Plazd\cobunecny karcinom 0 2
jienu
GastrointestindInf stromdlni 0 10
tumor
Metastazujicf karcinom prsu 0 2
Papildrni karcinom $titné Zldzy 0 6
Karcinom prostaty 0 6
UrotelidInf karcinom 0 6

Bézna studie
Pocet
barvenych
Tkan (+) Celkem | Pozndmky
Vajecnik 0 3
Slinivka 0 3
Pristitnd téliska 0 3
Hypofyza 0 3
Varle 0 3
Stitnd 7ldza 0 3
Prso 0 3
Slezina 0 3
e 3 ety
Brzlik 0 3
Kostni dreft 0 3
Plice 0 3
Srdce 0 3
Jicen 0 3
Bricho 0 9
Sliznice +, 1/6 slabé;
NN
seza+)
Tracnik il il Sliznice +
Jatra 0 3
Slinnd Zl4za 0 3
Ledviny 2 3 Sbérné kandlky +
Mocovy méchyf 0 3
Prostata 0 3
Déloha 0 3
Vejcovod 0 9
Mocovod 0 3
Cipek 0 3
Kosternf sval 0 3
Hladky sval 0 3
Kze 0 3
Perifernf nerv 0 3
Mezotelidnf vystelka 0 3
Placenta 0 3

KolorektdIni adenokarcinom vykazuje ve vétsiné pfipadd difuzni zbarven!.
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Reseni problémii

1.

Pokud pozitivnf kontrola ukdZe slabsi zbarveni, nez ocekdvané, je tfeba béhem stejného
cyklu barveni zkontrolovat dalsi pozitivni kontrolnf vzorky, aby se dalo stanovit, zda je to
zplisobeno primémf protildtkou nebo nékterym z béznych sekunddrnich antigend.

. JestliZe je pozitivni kontrola negativnl, je tfeba zkontrolovat dal3i pozitivni kontrolnf

primdmf protildtkou nebo nékterym z béznych sekundémich antigend. Sbér, fixace nebo
odstranovani parafinti z tkdni mohlo byt provedeno nesprdvnym zplisobem. Shér tkéné,
jejf fixace a skladovani musf probihat ve spravném postupu.

. Dojde-li k nadmémému zbarveni pozadi, mohou byt pfitomné vysoké hladiny

endogenniho biotinu. Mél by byt zahmut i krok blokovdni biotinu, pokud nenf pouzivén
detekénf systém bez biotinu; v takovém piipadé by pfitomny biotin nepfispival
k zabarvenf pozadi.

. Pokud neni veskery parafin odstranén, je tfeba proces odstranéni parafinu opakovat.

. Pokud se tkanovy Fez spldchne ze sklicka, je tfeba sklicka zkontrolovat zda jsou kladné

nabitd. Mezi dalsi moznosti, které by mohly nepfiznivé ovliviiovat adhezi tkéné, patf
nedostatecné vysuseni tkanového fezu na krycim sklicku pied barvenim nebo fixace
ve formalinu, ktery nebyl vhodné neutréIné pufrovany. Tloustka tkdné mdze byt rovnéz
pfispivajicf faktor.

Ndpravné opatfeni naleznete v ¢dsti Pokyny k pouZiti nebo kontaktujte technickou podporu
spolecnosti Cell Marque na adrese techsupport@cellmarque.com.

Literatura

1.

Magnusson K, et al. SATB2 in combination with cytokeratin 20 identifies over 95% of all
colorectal carcinomas. Am J Surg Pathol. 2011; 35:937-48.

. Dragomir A, etal. The role of SATB2 as a diagnostic marker for tumors of colorectal origin:

Results of a pathology-based clinical prospective study. Am J Clin Pathol. 2014; 141:630-
8.

. Moh M, et al. SATB2 expression distinguishes ovarian metastases of colorectal and

appendiceal origin from primary ovarian tumors of mucinous or endometrioid type. Am J
Surg Pathol. 2016; 40:419-32.

. ZhangYJ, et al. SATB2 is a promising biomarker for identifying a colorectal origin for liver

metastatic adenocarcinomas. EBioMedicine. 2018; 28:62-69.

. Brettfeld, Stefan M et al.“SATB2 Versus CDX2: A Battle Royale for Diagnostic Supremacy in

Mucinous Tumors.” Archives of pathology & laboratory medicine vol. 143,9 (2019): 1119-
1125.

Odmitnuti odpovédnosti

Spolecnost Cell Marque je z&konnym vyrobcem znackovych protildtek pro diagnostiku in vitro
Cell Marque + RabMAD.Spolecnost Cell Marque vyuziv pro tuto znacku technologii RabMADb
spolecnosti Abcam PLC.Krélict monoklondIni technologie je patentovand a RabMADb je
registrovand ochrannd zndmka spolecnosti Abcam PLC.

*TWEEN je registrovand ochrannd zndmka spolecnosti Croda International PLC.

©2022 Sigma-Aldrich Co. LLC. VSechna prava vyhrazena. SIGMA-ALDRICH je ochrannd
zndmka spolecnosti Sigma-Aldrich Co. LLC registrovand v USA a dalSich zemich. Cell Marque,
Trilogy, Declere a HiDef Detection jsou ochranné zndmky spolecnosti Sigma-Aldrich Co. LLC
nebo jejich pridruzenych spolecnosti.

[Ii] www.cellmarque.com
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| DOSTUPNOST PRIPRAVKU |

Katalog. ¢islo Ventana Katalog. ¢islo Roche Popis

760-4617 06523897001 50 testovaci davkovac
| DEFINICE SYMBOLU
[] | ascites [E] sérum

KEY-CODE kod

[5] | supernatant

| URCENE POUZITI

Tato protilatka je urcena k diagnostice in vitro (IVD).

Protilatka Cell Marque p57¢P2 (Kp10) je urcena kvalifikovanym
laboratofim pro kvalitativni stanoveni pfitomnosti souvisejicich
antigent v tkanovych fezech fixovanych ve formalinu, zalitych v
parafinu zkusebnimi metodami IHC za pouziti svételné mikroskopie.
Tato protilatka se pouziva po stanoveni klinické diferencialni diagnézy
molarnich téhotenstvi jako pomficka pii rozpoznavani nemoci parcidlni
hydatidézni moly, kompletni hydatidézni moly a hydropickych abortt
v kontextu panelu protilatek, klinické anamnézy pacienta a dalSich
diagnostickych testli vyhodnocenych kvalifikovanym patologem.

SOUHRN A VYSVETLENI |

Protildtka p57 byla pouzita jako pomucka pfi rozliseni kompletni
hydatidézni moly (complete hydatidiform mole, CHM) (zadné nukleérni
zabarveni cytotrofoblasti nebo stromalnich bunék) od parcidlni
hydatidézni moly (partial hydatidiform mole, PHM) (nuklearni zabarveni
cytotrofoblastt i stromalnich bunék) a hydropickych abortd. V normalni
placenté se cytotrofoblasty, syncytiotrofoblasty a stromalni burky
touto protilatkou zabarvuiji. Intervildzni trofoblastické ostrivky vykazuji
nuklearni zabarveni ve viech entitach a slouzi jako vnitini kontrola."*

| PRINCIPY A POSTUPY |

Anti-p57¥°2  (Kp10) Ize pouzivat jako primarni protilatku pro
imunohistochemické barveni tkanovych fezl fixovanych ve formalinu,
zalitych v parafinu. Obecné umoznuje imunohistochemické barveni
ve spojeni s detekénim systémem se streptavidinem a biotinem
vizualizaci antigend prostfednictvim sekvencni aplikace konkrétni
protilatky (primarni protilatka) proti antigenu, sekundarni protilatky
(spojovaci protilatka) proti primarni protildtce, komplexu enzymd a
chromogenniho substratu, kterd je prolozena promyvacimi kroky.
Alternativné Ize pouzit detekéni systém bez biotinu. Enzymaticka
aktivace chromogenu vede ke tvorbé viditelného reakéniho produktu
v misté antigenu. Vzorek pak Ize obarvit kontrastnim barvivem a zakryt
krycim sklickem. Vysledky se interpretuji pomoci svételné mikroskopie a
pomahaji v diferencialni diagnostice patofyziologickych proces, které
mohou a nemuseji souviset s konkrétnim antigenem.

Anti-p57%*2 (Kp10) je optimalné nafedéna, aby byl kompatibilni s
detekénimi soupravami a barvicimi automaty Ventana Roche. Kazdy
krok barviciho protokolu zahrnuje inkubaci se stanovenim jeji presné
doby a specifické teploty. Na konci kazdého inkuba¢niho kroku jsou
fezy v barvicim automatu Ventana Roche oplachnuty za ucelem
ukonceni probihajici reakce a k odstranéni nenavazaného materiélu,
ktery by mohl branit pozadované reakci v nasledujicich krocich. Aby
odparovani vodnych cinidel ze vzork(i na podloznich sklech bylo co
nejmensi, aplikuje barvici automat na sklicka kryci roztok. Vice informaci
o operacich pfistroje naleznete v pfislusném Navodu k pouziti barviciho
automatu Ventana Roche.

| MATERIALY A METODY

Dodavana ¢inidla

Jeden dédvkovac primarni protildtky p57¢? (Kp10) obsahuje dostatecné
mnozstvi prediedéného cinidla na 50 testl. Protilatka je nafedéna v
tlumicim roztoku Tris, pH 7,3-7,7 s 1% BSA a <0,1% azidu sodného.

Rozsah koncentrace imunoglobulinu pro tento pfipravek je 1,0-10,0 pg/
ml.

Koncentrace imunoglobulinu v ¢inidle je uvedena na stitku pfipravku.
Izotyp: IgG, /K

Pro Udaje o zdroji protilatky viz stitek pripravku.
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Rekonstituce, smiseni, fedéni, titrace

Protildtka je optimalizovana pro pouziti v bavicim automatu Ventana
ve spojeni s detekénimi systémy Ventana Roche. Neni vyzadovana
rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace. Dalsi fedéni mize zplsobit
ztratu zabarveni antigenu. Uzivatel musi vSsechny takové zmény ovérit.
Rozdily ve zpracovani tkané a technickych postupech v laboratofi
mohou zpusobit vyraznou variabilitu vysledk(l a vyzaduji pravidelné
pouzivani kontrolnich vzorkd. (Viz ¢ast Postupy kontroly kvality)

Potifebné materialy a ¢inidla, ktera se nedodavayji

Nasledujici ¢inidla a materidly mohou byt potfebné pro barveni, ale
nejsou dodany soucasné s primarni protilatkou:

1. Pozitivni a negativni kontrolni vzorek

2. Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabita

3. Susicka, schopna udrzovat teplotu 58 az 60 °C + 5 °C

4. Stitky s ¢drovym kédem (odpovidajici testovanému negativnimu
kontrolnimu vzorku a primarni protilatce)

Nadoby nebo 14zné na barveni

Budik (¢asovac)

Amplifikator (je-li pouzit)

Xylen nebo nahrada xylenu

Etanol nebo reagen¢ni alkohol

S Y ® N oW

0. Deionizovana nebo destilovana voda
1

. Barvici automaty ES’, NexES IHC’, BenchMark’, BenchMark® XT a
BenchMark® ULTRA

12. Detek¢ni soupravy iVIEW™ DAB (upfednostriovana), ultraView”,
AEC, V Red (ALK PHOS) a Enhanced V Red

13. Software pro detekéni systémy (pouze barvici automaty ES)

14. Promyvaci roztok APK Wash Solution (barvici automaty ES" a NexES
IHC)

15. Roztok Liquid Coverslip™ (barvici automaty ES" a NexES IHC')

16. Roztok EZ Prep” (barvici automaty BenchMark’, BenchMark” XT a
BenchMark® ULTRA)

17. Roztok Reaction Buffer (barvici automaty BenchMark’,
BenchMark’ XT a Benchmark® ULTRA)

18. Roztok LCS (barvici automaty BenchMark’, BenchMark™ XT a
Benchmark® ULTRA)

19. Hematoxylin nebo jiné kontrastni barvivo
20. Negativni kontrolni ¢inidlo

21. Montovaci médium

22. Kryci sklo

23. Svételny mikroskop (40 az 400x)

Skladovani a manipulace
Uchovévejte pri teploté 2 az 8 °C. Chrante pfed mrazem.

Aby byl zajistén spravny vykon cinidla a stabilita protildtky, musi se
dévkova¢ po kazdém pouziti uzaviit vickem a okamzité umistit ve
vertikalni poloze do chladnicky.

Kazdy déavkovac s protilatkou mda stanovenou dobu exspirace. Je-li
fadné skladovéno, je cinidlo stabilni do data uvedeného na stitku.
Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti exspiracni doby pro predepsanou
metodu skladovani.

p574°2 (Kp10)

Tento produkt nejevi zadné znamky indikujici nestabilitu, proto by
se soucasné s testovanim nezndmych vzorkd mély provadét testy s
pozitivnimi i negativnimi kontrolnimi vzorky. V pfipadé podezielych
znamek nestability cinidla se obratte na zékaznicky servis Cell Marque.

Sbér vzork a pfiprava pro analyzu

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi systémy Ventana Roche
a barvicim automatem Ventana Roche (viz Potfebné materidly a cinidla,
ktera se nedodavaji) jsou vhodné tkdné zpracované béznym zplsobem,
fixované v neutrdlnim pufrovaném formalinu a zalité v parafinu.
Doporucené vhodné fixativum je 10% neutrélni pufrovany formalin. V
disledku delsi fixace nebo specialnich proces(, jako napt. dekalcifikace
preparatd kostni dfené, mohou byt ziskany variabilni vysledky.

Kazdy fez je tfeba narezat na spravnou tloustku (asi 3 pm) a umistit na
pozitivné nabité podlozni sklicko. Sklicka obsahujici fezy tkani je tfreba
susit po dobu nejméné 2 hodin (avsak ne déle nez 24 hodin) pfi teploté
58az60°C+5°C.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI PREDPISY

1. Pfi manipulaci s (cinidly dodrzujte prislusnd bezpecnostni
opatreni. Pouzivejte rukavice na jedno pouziti a laboratorni plasté,
manipulujete-li s nebezpe¢nymi karcinogeny nebo toxickymi
materialy (jako je napfiklad: xylen).

2. Zabrante kontaktu cinidel s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se cinidla
dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym
mnozstvim vody.

3. Vzorky pacientll a vsechny materialy, které s nimi pfijdou do
kontaktu, musi byt povazovany za biologicky nebezpecné latky a
jejich likvidace musi probihat podle piislusnych bezpecnostnich
predpisu. Nikdy nepipetujte Usty.

4. Zabrante mikrobiologickému znecisténi cinidel, nebot by to
zpUsobilo nespravné vysledky.

5. Nedodrzeni pfislusnych inkubacnich dob a teplot muze vést k
chybnym vysledkam.

6. Cinidla jsou optimalné nafedéna a dalsi fedéni m(ize zpUsobit ztratu
zabarveni antigenu. Jakoukoliv zménu tohoto druhu musi uzivatel
ovéfit.

7. Pri dodrzeni ndvodu k pouziti neni tento vyrobek klasifikovan
jako nebezpecna latka. Konzerva¢ni latkou v ¢inidle je azid sodny
s koncentraci nizsi nez 0,1 %, ktery pfi uvedené koncentraci
nenapliuje kritéria OSHA (USA) pro nebezpecnou latku. Viz
bezpecnostni list.

8. Uzivatel musi ovéfit vdéechny podminky pro skladovani, pokud se
tyto podminky lisi od podminek specifikovanych v pfibalovém
letaku.

9. Rediciroztok mdze obsahovat bovinnisérovy albumin a supernatant
muize obsahovat bovinni sérum. Pripravky obsahujici plodové
bovinni sérum a pfipravky obsahujici bovinni sérovy albumin jsou
odebirany od komer¢nich dodavatel(l. Osvédceni o plvodu tykajici
se zivocisného zdroje pouzitého u téchto piipravku je zalozeno ve
spole¢nosti Cell Marque. Osvédceni potvrzuji, ze bovinni zdroje
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pochazeji ze zemi se zanedbatelnym rizikem BSE a statnimi zdroji

bovinnich produktd, jako napf. USA nebo Kanada.

10. Stejné jako u kazdého jiného pfipravku pochazejiciho z biologickych
zdrojl by i v tomto pripadé mély byt pouzity vhodné manipulacni

postupy.

NAVOD K POUZITI

Jednotlivé kroky postupu

Primarni protildtky Cell Marque byly vyvinuty za ucelem pouZziti
v barvicich automatech Ventana Roche ve spojeni s detekénimi
soupravami a pfislusenstvim Ventana Roche.

Pfiprava davkovace, pokyny k manipulaci a skladovani
Ptiprava k pouziti:

V pripadé pouziti: Pro automaty fady NexES™ IHC, BenchMark” a
Discovery® verze softwaru 8.0 a vyssi.

1. Odstranéni prepravniho klice
Pro odstranéni prepravniho klice (podle obrazku A) odstrante
kloboucek trysky, drzte davkovac ve vztycené poloze a zatdhnéte
za poutko kli¢e pro jeho uvolnéni. NEZAKRYVEJTE kloboucek trysky,
mohlo by dojit k trvalému poskozeni davkovace. NEMACKEJTE
davkovac pfi odstrariovani klice, mohlo by dojit k vyliti ¢inidla.
Prepravni kli¢ zlikvidujte.

2. Priprava davkovace k pouziti
Odstrante kloboucek trysky a umistéte jej na drzak klobouc¢ku. V
kloboucku trysky se mize nachazet tekutina. Nainstalujte davkovac
do karuselu na cinidla. Davkovac Inline je vyrabén ve stavu
ptipraveném k pouZiti se softwarem NexES’ verze 8.0 nebo vyssi.
Pred kazdym cyklem software automaticky zjisti na karuselu novy
davkovac a naplni jej. Manualni naplnéni davkovace neni nutné a
NIKDY by nemélo byt provadéno, protoze by mohlo dojit k plytvani
¢inidlem a ke snizeni poctu dostupnych davek.

Pozndmka - Vsechny starsi instalace softwaru: Po odstranéni
pfepravniho klice odstrarite kloboucek trysky a NAPLNTE DAVKOVAC
RYCHLYM PUMPOVANIM 3 AZ 4 TAHY, pficemz ddvkova¢ musi byt ve
svislé poloze. Naplnéni je nutné pouze pred prvnim pouzitim. (Viz dst
Kontrola naplnéni pred pouzitim)

3. Skladovani a manipulace s davkovacem
Pro zajisténi spolehlivého provozu musi byt nepouzivany davkovac
vzdy uzavien vickem a NIKDY by nemélo dochéazet k manudlnimu
davkovani. (Viz ¢ast Co délat a nedélat.)

Co délat a nedélat
CO DELAT:

1. Pfed kazdym pouzitim zkontrolujte ddvkovaci komoru a meniskus.
(Viz ¢ast Kontrola naplnéni pred pouzitim).

2. Nechavejte kloboucek trysky na davkovaci. Drzék je také soucasti
dodavky.

3. Nepouzivany davkovac zakryjte klobouckem, abyste zabranili
odparovani. Nepouzivané davkovace ve stojanu pro Cinidla |ze také
uzavfit (zdola pod stojanem).

p574°2 (Kp10)

4. Uchovavejte davkovace ve stojanku a na karuselu na ¢inidla ve svislé
poloze.

5. Pfi montézi davkovace na karusel drzte spojovaci dil, abyste
zabranili neimysinému manualnimu uvolnéni ¢inidla.

CO NEDELAT:

1. Manualné nedavkujte, je-li davkovac obraceny (vzhlru nohama).
Doslo by ke ztraté naplné, jejiz obnova by mohla byt nemozna.

2. Manudlné nedavkuijte, je-li kloboucek trysky na svém misté. Mohlo
by dojit k trvalému poskozeni davkovace.

3. Pred kazdym pouzitim manualné nedavkujte ani neplrite. Neni to
nutné a dochazi k plytvani ¢inidlem.

4. Nedrzte nadrz v dolni poloze. Pfi stisknuti nadrze by mohlo dojit k
Uniku tekutiny.

5. Nedavejte karusely s davkovaci na sebe. Z davkovaca by se ¢inidlo
mohlo rozlévat.

Kontrola naplnéni pred pouzitim:

Odstrante kloboucek trysky a podivejte se na obrazek B.
Davkovac je pripraven k pouziti, kdyz:
1. Je v oblasti podle obrazku B pfitomen meniskus.

2. Davkovaci komora obsahuje kapalinu.

Bei Driicken der Abbildung A Abbildun gB
Spitze des Zylinders Spitze
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Transportspange
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Postupy barveni pomoci barvicich automat(i Ventana Roche jsou
nasledujici: Dalsi podrobné pokyny a dalsi moznosti protokolu
naleznete v navodu k obsluze.

Doporucené barvici protokoly pro p57%#2 (Kp10)

ultraView™:

1. Vlozte sklicka, protilatku a davkovace detekéni sady ultraView™ do
pfistroje BenchMark®*.

2. Vyberte mirné predbézné zpracovani CC1.

3. Inkubace protilatky by méla byt nastavena na 16 minut pii teploté
37°C.

4. Spustte cyklus.

5. Po skonceni cyklu barveni vyjméte sklicka z pfistroje a dobre
proplachnéte oplachovym tlumicim roztokem.

6. Prikryjte krycim sklickem.
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OptiView:

1. Vlozte sklicka, protildtku a davkovace detekéni sady do pfistroje
BenchMark®*.

N

. Vyberte 32 minut predbézné zpracovani CC1.

w

. Vyberte pfedbézny primarni inhibitor peroxidazy.

N

. Inkubace protilatky by méla byt nastavena na 8 minut pfi teploté 37
°C.

w

. Spustte cyklus.

6. Po skonceni cyklu barveni vyjméte sklicka z pfistroje a dobfe
proplachnéte oplachovym tlumicim roztokem.

7. Prikryjte krycim sklickem.

POSTUPY KONTROLY KVALITY |

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Pfi kazdém provedeném barvicim postupu je tieba pouzit i pozitivni
kontrolni vzorek tkané. Tkan muze obsahovat pozitivné i negativné
zabarvené buriky nebo &asti tkdné a slouzi jako pozitivni i negativni
kontrolni vzorek tkané. Kontrolni vzorky by mély byt cerstvé vzorky z
pitvy, biopsie nebo operace pfipravené nebo fixované co nejdfive a
zalité stejnym zpUsobem jako testované fezy. Pouziti tkanového fezu
fixovaného nebo zpracovaného jinym zptsobem nez testovany vzorek
zajisti kontrolu pro vsechna cinidla a kroky metody kromé fixace a
zpracovani tkané.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality
a pro detekci i malé degradace cinidla vhodnéjsi. Pozitivni kontrolni
vzorek tkané pro primarni protilatku anti-p57%*2 (Kp10) muze obsahovat
nasledujici:

Placenta Nukleovy

Znamé pozitivni kontrolni vzorky tkani by mély byt pouzivany pouze
ke sledovani spravné funkce zpracovanych tkani a testovych cinidel,
nikoliv jako pomucka k formulaci specifické diagnézy vzork( pacientd.
Pokud se u pozitivnich kontrolnich vzorku tkani neprojevi odpovidajici
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzorki za
neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkané

Jako negativni kontrolni vzorek tkdné Ize pouzit stejnou tkan, kterd
se pouziva jako pozitivni kontrolni vzorek. Rozmanitost riznych typ(
bunék, které se nachazeji ve vétsiné fezl tkéani, nabizi oblasti pro
negativni kontrolni vzorky, ale to by mél ovéfit uzivatel. Casti, které
se nebarvi, by mély prokézat nepfitomnost specifického zabarveni
a zajistit indikaci nespecifického zabarveni pozadi. Pokud se projevi
specifické zabarveni v ¢astech negativniho kontrolniho vzorku tkané, je
nutno povazovat vysledky vzorkl pacienta za neplatné.

p574°2 (Kp10)

Nevysvétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolnich vzorcich by mély byt ihned
ohldseny mistnimu zastoupeni spole¢nosti Ventana Roche. Pokud
se vysledky kontrol neshoduji se specifikacemi, vysledky pacienta
jsou neplatné. Viz ¢ast Reseni problém@ v tomto letaku. Zjistéte a
napravte problém, a pak zopakujte cely postup se vzorky pacienta.

Negativni kontrolni ¢inidlo

K usnadnéni interpretace vysledkd je tfeba provést pro kazdy vzorek
cyklus s negativni kontrolnim ¢inidlem. Negativni kontrolni ¢inidlo se
pouziva misto primarni protilatky, aby se dalo vyhodnotit nespecifické
zabarveni. Kryci sklicko by mélo byt osetfeno negativnim kontrolnim
¢inidlem, které odpovida druhu hostitele primarni protilatky a idealné
ma stejnou IgG koncentraci. Inkubaéni doba negativniho kontrolniho
¢inidla by méla odpovidat inkubacni dobé primérni protilatky.

| INTERPRETACE VYSLEDKU

Proces imunobarveni na barvicich automatech Ventana Roche
zpusobuje Cervené zabarveny reakéni produkt, ktery se vysrazi v
oblastech antigenu lokalizovanych primarni protilatkou. V pfibalovém
letaku k prislusnému detekénimu systému naleznete ocekavané
reakeni barvy. Pred interpretaci vysledkd musi pozitivni a negativni
kontrolni vzorky vyhodnotit kvalifikovany patolog se zkusenosti s
imunohistochemii.

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Nejprve je nutné provést test zabarveného pozitivniho kontrolniho
vzorku tkané, a ovérit tak spravnost funkce vsech reagencii. Pfitomnost
spravné zabarveného reak¢niho produktu uvnité cilovych bunék
indikuje pozitivni reaktivitu. V pfibalovém letdku k detekénimu systému
naleznete ocekavané reakéni barvy. V zavislosti na délce inkubacni
doby a potenci pouzitého hematoxylinu zplsobi kontrastni barveni
bledémodré az tmavomodré zabarveni bunécnych jader. Pfilisné
nebo neuplné kontrastni zbarveni mlze ohrozit spravnou interpretaci
vysledkd. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi pfislusné
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovanych vzorkd za
neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkané

Negativni kontrolni vzorek tkané je nutno testovat po pozitivnim
kontrolnim vzorku, abychom ovéfili specificitu znaceni cilového
antigenu primarni protilatkou. Neptitomnost specifického zabarveni
v negativhim kontrolnim vzorku potvrzuje nepfitomnost zkfizené
reaktivity s bunkami nebo ¢astmi bunék. Pokud se projevi specifické
zabarveni v negativnim kontrolnim vzorku tkané, je nutno povazovat
vysledky vzorkud pacienta za neplatné. Pokud se vyskytuje nespecifické
zabarveni, je vétSinou difuzni. Sporadické slabé zabarveni pojivové
tkdné lze také pozorovat v tezech z tkani, které nejsou optimalné
fixované. K interpretaci vysledkd barveni pouzivejte pouze intaktni
buriky. Nekrotické nebo degenerované bunky vykazuji nespecifické
zbarveni.
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Tkan pacienta

Vzorky pacienta se vysetfuji jako posledni. Intenzitu pozitivniho
zabarveni je nutno posuzovat v kontextu jakéhokoli zabarveni pozadi
negativniho kontrolniho ¢inidla. Jako u kazdého imunohistochemického
testu, negativni vysledek znamend, ze antigen nebyl detekovan, nikoli
Ze antigen neni v testovanych bunkach nebo tkani pfitomen. PFi
identifikaci falesnych negativnich reakci mize pomoci panel protilatek
(viz ¢ast Souhrn ocekavanych vysledk(). Ke spravné interpretaci
kazdého imunohistochemického vysledku by méla byt testovana
rovnéz morfologie kazdého vzorku tkané s vyuzitim fezl barvenych
hematoxylinem a eozinem. Morfologické nalezy pacientd a klinické
udaje tykajici se pacientll musi interpretovat kvalifikovany patolog.

OMEZENI

"

1. Toto ¢inidlo je ,ur¢eno pouze k profesionalnimu uZiti’, protoze
imunohistochemie (IHC) je diagnosticky proces obsahujici vice
krokd, ktery vyzaduje specializované vyskoleni ve vybéru vhodnych
¢inidel, tkani, fixaci a zpracovani, pfipravé imunohistochemického
podlozniho skla a interpretaci vysledkd zabarveni.

2. Urc¢eno pouze k laboratornimu uZziti.
3. Kdiagnostice in vitro.

4. Zbarveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a na jejim zpracovani
pred barvenim. Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, umyvani,
suseni, zahfivani, fezani nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo
tekutinami mudze vést ke vzniku artefaktl, zachyceni protilatky
nebo falesné negativnim vysledklm. Nasledkem odchylek pfi fixaci
a metodach zalévani, ale i nasledkem stavajicich nerovnomérnosti
ve tkdni maze dochazet k inkonzistentnim vysledkim.

5. Prilisné nebo nelplné kontrastni zbarveni mize ohrozit spravnou
interpretaci vysledku.

6. Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho
nepfitomnosti musi byt vyhodnocena v kontextu klinického
projevu, morfologie a jinych histopatologickych kritérii, ale i jinych
diagnostickych testud. Tato protildtka je urena k pouziti v panelu
protilatek. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se
seznamil s protilatkami, ¢inidly a metodami pouzivanymi k barveni
preparatd. Barveni se musi provadét v certifikované laboratofi
s pfislusnym opravnénim a pod dohledem patologa zodpovédného
za hodnoceni barvenych podloznich skel a zaru¢eni adekvéatnosti
pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorka.

7. Spole¢nost Cell Marque poskytuje optimalné ziedéné protilatky
k pouziti podle pokynud. Jakékoli odchylka od doporucenych
testovacich postupl muze zpusobit neocekavané vysledky. Je
nutno pouzivat a zdokumentovat pfislusné kontrolni vzorky.
Uzivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za téchto
okolnosti pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkud pacienta.

8. Tento produkt neni urcen k pouziti pii pritokové cytometrii;
charakteristika u¢innosti nebyla stanovena.

9. Cinidlamohou vykazovat neo¢ekéavané reakce v dfive netestovanych
tkanich. V duasledku biologické variability exprese antigenu v
novotvarech nebo jinych patologickych tkanich nelze zcela vyloucit
moznost neocekavanych reakci i v testovanych skupinach tkani.

p574°2 (Kp10)

Se zdokumentovanymi neocekavanymi reakcemi se obratte na
zdkaznicky servis spole¢nosti Cell Marque.

10. Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji
povrchovy antigen (HBsAg) hepatitidy B, mohou s kfenovou
peroxidazou vykazovat nespecifické zabarveni.

11. Normalni séra ze stejného Zzivocisného zdroje jako sekundarni
antiséra pouzita v blokovacich krocich mohou v dusledku ¢innosti
autoprotilatek nebo pfirozenych protilatek zpusobovat falesné
negativni nebo falesné pozitivni vysledky.

12. Falesné negativni vysledky se mohou vyskytovat v dasledku
neimunologické vazby proteind nebo produktl reakce se
substratem. Mohou byt také zptsobeny aktivitou pseudoperoxidazy
(erytrocyty) a endogenni peroxidazy (cytochrome C) nebo
endogennim biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prs, ledvina), v
zavislosti na pouzitém typu imunobarveni.

13. Jako u kazdého imunohistochemického testu, negativni vysledek
znamena, ze antigen nebyl detekovan, nikoli, Ze antigen neni
v testovanych burikach nebo tkani pfitomen.

Specificka omezeni

1. Protilatka je optimalizovéna pro inkuba¢ni dobu uvedenou v ¢asti
Néavod k pouziti ve spojeni s detekénimi soupravami Ventana Roche
a barvicimi automaty Ventana Roche. Vzhledem k rGznym zplsobdm
fixace a zpracovani tkani mdze byt potieba pro jednotlivé vzorky
prodlouzit nebo zkratit inkubacni dobu primarni protilatky.

2. Protildtky Cell Marque pfi pouziti s detekénimi systémy a
pfislusenstvim Ventana Roche detekuji antigen(y), které preZivaji
béZnou fixaci ve formalinu a zpracovani a fezani tkané. UzZivatelé,
ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za téchto okolnosti
pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkd pacienta.

Souhrn ocekavanych vysledk
Viz nasledujici tabulky reaktivity:

Bézna studie

Tkan Pocet Celkem Poznamky
barve-
nych

Mozek 1 1

Kdra nadledvinek 0 1

Vajecnik 1 1 Stroma +

Slinivka 0 1

PFistitné télisko 0 1

Hypofyza 0 1

Varle 0 1

Stitna zlaza 0 1

Prs 0 1

Slezina 0 1

Mandle 0 1
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Bézna studie
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Placenta

Tato protilatka vykazuje mirnou kiizovou reaktivitu s normalni mozko-
vou tkani.

Studie postizené tkané
Tkan Pocet Celkem Poznamky
barve-
nych
Parcialni mola 1 1 Cytotrofoblasty
Vilézni stromalni
Kompletni mola 0 2 burky

Podle publikované literatury barvi tato protilatka cytotrofoblasty a
stromalni burky parcialni moly.

RESENi PROBLEMU

. Jestlize vykazuji pozitivni kontrolni vzorky slabsi zabarveni nez je
ocekavano, mély by byt zkontrolovany béhem stejného cyklu na
automatu dalsi pozitivni kontrolni vzorky, aby se dalo stanovit, zda
je to zplsobeno primarni protilatkou nebo nékterym z béznych
sekundarnich antigen(.

2. Pokud je pozitivni kontrolni vzorek negativni, je nutno jej

p574°2 (Kp10)

zkontrolovat, aby bylo zajisténo, ze ma sklicko spravny Sstitek
s ¢arovym kodem. Jestlize je sklicko opatieno spravnym Stitkem, je
tfeba béhem stejného cyklu na automatu zkontrolovat dalsi pozitivni
kontrolni vzorky, aby se dalo stanovit, zda je to zplisobeno primarni
protilatkou nebo nékterym z béznych sekundarnich antigent. Sbér,
fixace nebo odstrafiovani parafinCi z tkani mohlo byt provedeno
nespravnym zplsobem. Sbér tkané, jeji fixace a skladovani musi
probihat ve sprdvném postupu.

3. Vyskytne-li se pfilisné zabarveni pozadi, pravdépodobné jsou
pfitomny vysoké urovné endogenniho biotinu. Mél by byt zahrnut
i krok blokovani biotinu, pokud neni pouzivdn detek¢ni systém
bez biotinu; v takovém pfipadé by pfitomny biotin nepfispival k
zabarveni pozadi.

4. Jestlize se nepodafilo odstranit viechen parafin, je tfeba opakovat
postup odstranéni parafinu z tkani.

5. Je-li zabarveni specifickou protilatkou pfilis intenzivni, opakujte
cyklus s krat3i inkubacni dobou vzdy o 4 minuty az do doby dosazeni
pozadované intenzity barveni.

6. Jestlize dochazi ke smyvani fezli tkani ze sklicka, zkontrolujte, zda
jsou podlozni skla pozitivné nabita.

Spravné postupy naleznete v ¢asti Jednotlivé kroky postupu, Navodu
k obsluze k barvicimu automatu nebo kontaktujte zakaznicky servis
spolec¢nosti Cell Marque.
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* Ventana’, ultraView”, iVIEW" a BenchMark’ jsou registrované obchodni znamky spole¢nosti
Ventana Medical Systems, Inc. Protilatky Cell Marque jsou vyvinuty, vyrdbény a distribuovany
spole¢nosti Cell Marque Corporation a jejich prodej prostfednictvim spole¢nosti Ventana
Medical Systems, Inc. (¢len skupiny Roche) nepfedstavuje souhlas, potvrzeni ani zaruku kvality
i ucinnosti protilatek Cell Marque ze strany spolecnosti Ventana Medical Systems, Inc.
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anti-p40 (BC28) Mouse Monoclonal Primary Antibody
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] yRCENE POUZITI
N o Protilatka Anti-p40 (BC28) Mouse
o }3’ :-';l.é. Monaclonal Primary Antibody je uréena
t,," ‘g:s* TENRY pro laboratorni pouZiti pfi kvalitativni
é}.‘&, 'f*‘ (i":':}%}:ﬂ imunohistochemické detekci proteinu
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7..5'2;3? Ly .{,’;,‘-;. i ‘.’)’1"-' 2 p40 pomoci svételné mikroskopie v
,&"};Z(’z" 2 83‘; .| thani fixované ve formalinu a zalité do
5 A ’;} ﬁ:‘ R parafinu, které jsou barveny na pfistroji
g BenchMark IHC/ISH.

Tento produkt musi byt interpretovan
kvalifikovanym patologem v kombinaci
s histologickym vySetfenim,
relevantnimi klinickymi informacemi

Obr. 1. Protilatka anti-p40 (BC28) pro
barveni karcinomu ze skvaméznich
bunék v plicich

a spravnymi kontrolami.
Tato protilatka je urcena pro diagnostické pouZiti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Protilatka anti-p40 (BC28) Mouse Monoclonal Primary Antibody (protilatka anti-p40
(BC28)) je mysi monoklonalni protilatka ziskana pro detekci izoformy p40 proteinu p63.
Protein p63 je ¢lenem rodiny transkripnich faktord p53.1 Produkce péti izoforem proteinu
p63 (a, B, v, d, €) je mozna v dlsledku alternativniho spojovani a produkce dalSich 5
izoforem postradajicich N-koncovou transaktivani doménu (ANp63/p40 a, B, v, 3, €) je
mozna v diisledku pfitomnosti druhého mista promotoru v genu. "2

Protein p40 je exprimovan v bazélnich nebo progenitorovych burikach epitelialnich tkani
a glandulamich struktur véetné prostaty a pradusek.34 V prostaté je p40 exprimovan

v bazalnich burikach témérf vSech normalnich a benignich ZIaz, ale neni pfitomen

v neuroendokrinnich nebo luminalnich sekregnich bufikach.4 P¥itomnost bazalnich
bunék, jak je oznacena pfitomnosti zabarveni p40, je znakem normalnich a benignich
prostatickych procesi.5 Absence bazalnich bungk je charakteristickym znakem malignit
prostaty.6 Pro usnadnéni diferenciace benignich a malignich 1ézi prostaty Ize pouzit
detekci p40 v bazélnich burikéch prostaty na bazi imunohistochemie (IHC) s vyuzitim
protilatky anti-p40 (BC28).

V plicich je p40 exprimovan v kompartmentu bazélnich bunék.3 Predpoklada se, ze
karcinom ze skvamdznich bunék (SCCA) v plicich pochazi z bazéalniho kompartmentu.

7 Maligni skvamdzni diferenciace je charakteristicka pro podtyp SCCA nemalobunééného
karcinomu plic (NSCLC).8 Nadméma exprese p40 v NSCLC tedy maZe byt indikatorem
maligni skvamozni diferenciace.8.9.10 Podtyp adenokarcinomu (ADC) NSCLC typicky
nevykazuje expresi p40 jako SCCA.8 Detekce p40 s vyuzitim protilatky anti-p40 (BC28)
mize byt tedy pouZita jako marker skvamdzni diferenciace na podporu rozliseni mezi
plicnim SCCA a ADC.

Na rozdil od protilatky anti-p63 (klon 4A4), ktera rozpoznava varianty p63 a p40, protilatka
anti-p40 (BC28) rozpoznava pouze izoformu p40.9 Studie ukazuji, Ze protilatka anti-p40
(BC28) je pro SCCA specifictsjsi nez protiltka anti-p63 (4A4).9.10 Proto se k rozlieni
mezi plicnim SCCA a ADC doporuduje pouzivat protilatku anti-p40 (BC28).!1

Tato protilatka miize byt pouzita jako soucast panelu studii IHC.

PRINCIP POSTUPU

Protilatka anti-p40 (BC28) je mySi monoklonalni protilatka produkovana proti syntetickému
peptidu pfedstavujicimu aminokyselinovou sekvenci p40 z aminokyseliny 5 az 17.
Protilatka anti-p40 (BC28) se vaze na protein p40 ve tkafiovych fezech fixovanych
formalinem, zalitych parafinem (FFPE) a vykazuje jaderny vzor barveni. Tuto protilatku Ize
zobrazit pomoci detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 /
06396500001) nebo detekéni soupravy uftraView Universal DAB Detection Kit (kat. &.
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760-500 / 05269806001) v kombinaci s amplifikacni soupravou Amplification Kit (kat. €.
760-080 / 05266114001). Dal$i udaje naleznete v pfisluSném metodickém listu.

Kromé obarveni s protilatkou anti-p40 (BC28) by mélo byt provedeno obarveni druhého
sklicka s odpovidajici reagencii negativni kontroly.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka anti-p40 (BC28) obsahuje dostatecné mnozstvi reagencie pro 50 testd.

Jeden 5mL davkovac protilatky anti-p40 (BC28) obsahuije pfiblizné 2.0 pg mysi
monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna v Tris-HCl s obsahem nosi¢ového proteinu a 0.10 % konzervaéniho
prostfedku ProClin 300.

Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 0.4 ug/mL. Pro tento produkt neni zndma
Zadna nespecificka reaktivita protilatky.

Protilatka anti-p40 (BC28) je mySi monoklonalni protilatka produkované jako ascitova
latka.

V metodickém listu k pfislusné detekéni soupravé VENTANA naleznete podrobné popisy:
principu postupu, materialu a metod, odbéru vzork( a pfipravy pro analyzu, postupli
kontroly kvality, feSeni problémd, interpretace vysledk( a omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materialy, véetné
sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.
V/Sechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve viech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.
Nasledujici reagencie a materidly mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky:
1. Doporuéena kontrolni tkan
Mikroskopicka sklicka, kladné nabita
3. Negative Control (Monoclonal) (kat. €. 760-2014 / 05266670001)
4. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001)
5. uftraView Universal DAB Detection Kit (kat. €. 760-500 / 05269806001)
6. Amplification Kit (kat. ¢. 760-080 / 05266114001)
7. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)
8. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. €. 950-300 / 05353955001)
9. LCS (Predilute) (kat. €. 650-010 / 05264839001)
10. ULTRALCS (Predilute) (kat. €. 650-210 / 05424534001)
11.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. &. 950-124 / 05279801001)
12.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
13. Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)
14.  Bluing Reagent (kat. €. 760-2037 / 05266769001)
15.  Trvalé fixaéni médium
16.  Kryci sklo
17.  Automatizovany podavac krycich sklicek
18.  Obecné laboratorni vybaveni
19.  Pfistroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po prijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte.

Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkovaé po
kazdém pouZziti uzavfit vickem a okamZité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

KaZzdy davkovac protilatky ma stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani zlistane
reagencie stabilni do data uvedeného na Stitku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primami protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané FFPE zpracované b&znym zplisobem.
Doporugenym vhodnym fixativem na tkané je 10% neutrélni pufrovany formalin.2 Je
tfeba pfipravit fezy o tloustce pfiblizné 4 um a fixovat je na kladné nabita podlozni sklicka.
Sklicka je tfeba obarvit neprodlené, nebot antigennost pfipravenych tkarovych fezl se
mize postupem ¢asu snizovat. Pro vice informaci pozadejte mistniho zastupce
spole¢nosti Roche o kopii dokumentu ,Recommended Slide Storage and Handling“.
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VySetfeni neznamych vzorkid doporucujeme provadét soubézné s pozitivnimi
a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému pouziti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
lékafim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)

4. NepouZivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.

5. Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervaéni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s k(zi m0ze zpUsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrZujte pfislusna bezpecnostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s ocima, kiZi a sliznicemi. PouZivejte ochranny odév a rukavice.

6.  Kladné nabita sklicka mohou byt citliva na zatéz prostredi, coz mize vést
k nevhodnému zbarveni. DalSi informace o pouzivani téchto typu sklicek ziskate od
zastupce spole¢nosti Roche.

7. S materialem lidského nebo Zivogisného puvodu je tfeba nakladat jako s biologicky
nebezpe¢nym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi bezpe¢nostnimi
opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi smémicemi
odpovédnych organd. 13,14

8.  Zabrante kontaktu reagencii s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasaZené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

9.  Zabrante mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpUsobit nepfesnost
vysledk.

10.  DalSi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouziti vSech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach dialog.roche.com.

11.  Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

12. Oznaceni produktu bezpeénostnimi $titky se Fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpe€nostni list.

13.  Pro nahlaseni podezelych zavaznych incidentd tykajicich se tohoto prostfedku se
obratte na mistniho zastupce spolecnosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uZivatel provozuje €innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle smémice (ES) €.

1272/2008:

Tab. 1. Informace o rizicich.

Riziko Kéd Véta
Varovani | H317 Muze vyvolat alergickou kozni reakci.
H412 Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Géinky.
P261 Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mihy/par/aerosold.
P273 Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostredi.
P280 PouZivejte ochranné rukavice.
P333 + Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte
P313 |ékaFskou pomoc/oSetfeni.
P362 + Kontaminovany odév sviéknéte a pfed opétovnym
P364 pouzitim vyperte.
Odstrarite obsah/obal pfedanim do schvéleného
P501 VI
zafizeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt obsahuje latku s ¢. CAS 55965-84-9, reakéni smés: 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazol-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).
POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZiti v pfistrojich BenchMark IHC/ISH
spolecné s detekEnimi soupravami a pfislusenstvim VENTANA. Doporucené barvici
protokoly uvadi Tab. 2 a Tab. 3.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uZivatel vak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie validovat.
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Parametry automatickych procesti Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupti
uvedenych v uZivatelské pfiruce pfistroje. DalSi podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v metodickém listu k pfislusné detekéni
soupravé VENTANA.

Dal$i podrobnosti o spravném pouZivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 790-4950).

Tab. 2. Doporuéeny barvici protokol pro protilatku anti-p40 (BC28) s detekéni soupravou
OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
24 2l ULTRAPLUS @
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Uprava bunék cc1, ccC1, ULTRA CC1,
(odmaskovani 32 minut, 32 minut, 32 minut,
antigenu) 100 °C 100 °C 100 °C
Preprimarni inhibitor
peroxidézy Zvoleno Zvoleno Zvoleno
. s 16 minut, 16 minut, 16 minut,
Protilatka (primarni) 37°C 37°C 36 °C

OptiView HQ Linker 8 minut (standardné)
OptiView HRP . .
Multimer 8 minut (standardné)

Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty

Po kontrastnim
barveni

a Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS byla prokazéna
pomoci reprezentativnich test.

Bluing, 4 minuty

Tab. 3. Doporuceny barvici protokol pro protilatku anti-p40 (BC28) s detekéni soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
o XT ULTRA PLUS @
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Uprava bunék
P CC1, CC1, ULTRA CC1,
(odmaskovani Standardni Standardni Standardni
antigenu)
Protilatka (primarni) 163?] Lrgjt 1%;“ Lrgjt 1%&“ lrz)ut
Amplifikace Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Kontrastni barvivo Hematoxylin I, 4 minuty
Po kontrastnim . )
barveni Bluing, 4 minuty

a Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS byla prokazéna
pomoci reprezentativnich test.

Vzhledem k rGiznym zpGsoblm fixace a zpracovani tkéani, jakoZ i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostfedi mize byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou, dobu Upravy bunék nebo dobu pfedbézného zpracovani
protedzou v zavislosti na jednotlivych vzorcich, pouzité metodé detekce a preferenci
hodnotitele. Dalsi informace o riznych fixacich naleznete v pfiru¢ce
L,iImmunchistochemistry Principles and Advances" (Zasady a postupy
imunohistochemie). 13
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NEGATIVNi REAGENCNi KONTROLA

Kromé barveni s protilatkou anti-p40 (BC28) by mélo byt provedeno rovnéz barveni
druhého sklicka s odpovidajici reagencii negativni kontroly.

POZITIVNi KONTROLA TKANE

NejvhodnéjSim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako testovanou tkan. Pfi nanaseni reagencie na sklicko pak Ize snaze zjistit pfipadné
zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim.
Kontrolni tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit pro
pozitivni i negativni kontrolu.

Kontrolni tkani by mél byt Eerstvy vzorek z pitvy, biopsie nebo operace, pfipraveny
a fixovany co nejdfive stejnym zplsobem jako testované fezy.

Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a pfistrojd, nikoli jako pomcku ke stanoveni konkrétni diagnézy testovanych
vzorkd.

Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni nevykazuji, je tfeba povazovat vysledky
testovanych vzorkl za neplatné.

Pfiklady tkani pozitivni kontroly pro tuto protilatku jsou bazalni buriky v normainim
karcinomu ze skvaméznich bunék prostaty a plic.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Vzor barveni bunék pro protilatku anti-p40 (BC28) je jaderny.

SPECIFICKA OMEZENI

Vzorek by mél byt fixovan do 24 hodin od odbéru pomoci 10% neutralniho pufrovaného
formalinu po dobu 12-24 hodin. Nedoporucuije se fixovat tkané 95% alkoholem a fixaénim
Cinidlem Z-5.

Bylo zjiSténo, ze protilatka anti-p40 (BC28) vykazuje velmi slabé fokalni zbarveni v
adenokarcinomu (< 5 % bunék).

Systém detekce OptiView je obecné senzitivnéjsi nez systém detekce ultraView. UzZivatel
v§ak musi vysledky ziskané pomoci této reagencie a detekénich systému validovat.

VSechny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci
kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti Roche.
FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

Nize jsou uvedeny vysledky provedenych testd barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti.

Senzitivita a specificita

Tab. 4. Senzitivita/specificita protilatky anti-p40 (BC28) byla stanovena testovanim
béznych tkani FFPE.

Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadu / pripadu /
celkovy pocet celkovy pocet
Tkan pfipadu Tkan pfipadu
Velky mozek 013 Brzlik b 353
Mozedek 013 Myeloidni tkafi 0/3
(kostni dFe)
Nadledvinka 0/3 Plice 0/13
Vajeénik 013 Srdce 0/3
Slinivka 0/3 Jicen b 1/3
Pristitné télisko 0/3 Zaludek 0/3
Hypofyza 073 Tenké stfevo 03
(podvések mozkovy)
Varle 013 Tlusté stfevo 073
Stitna zlaza 0/3 Jatra 0/3
2021-05-10 3/5
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Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadu / pripadu /
celkovy pocet celkovy pocet
Tkan pripadu Tkan pripadu
Prs @ 313 Slinna Zlaza b 13
Slezina 013 Ledvina 0/3
Mandle b 33 Prostata d 8/9
Endometrium 0/3 Délozni hrdlo b 113
Kosterni sval 0/3 Koze b 313
Nerv 0/3 Mezotel a plice 0/3
Mogovy méchyi ¢ 23 Lymfaticka uzlina 013

a Myoepitelové buriky; ® Skvamézni bufiky; ¢ Urotelidlni buriky; 4 Bazaini buiiky

Tab. 5. Senzitivita/specificita protilatky anti-p40 (BC28) byla stanovena testovanim fady

neoplastickych tkani FFPE.

Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet
Patologie pfipadu
Glioblastom (mozek) 0N
Meningiom (mozek) oM
Ependymom (mozek) 0/
Oligodendrogliom (mozek) on
Serézni karcinom (vajecnik) 7
Karcinom (vajecnik) 1N
Pankreaticky neuroendokrinni nador (slinivka) on
Adenokarcinom (slinivka) 0N
Seminom (varle) 0/2
Medularni karcinom (8titna zlaza) 0N
Papilarni karcinom (Stitna Zlaza) on
Duktalni karcinom in situ (prs) 0N
Invazivni duktalni karcinom (prs) 02
Malobunéény karcinom (plice) 07
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 74192
Adenokarcinom (plice) 12/145
Velkobunéény karcinom (plice) 1/4
Neuroendokrinni karcinom, atypicky karcinoidni nador (plice) 0/5
Adenokarcinom in situ (plice) 0/4
Adenoskvamozni karcinom (plice) @ 212
Neuroendokrinni karcinom (jicen) 0N
Adenokarcinom (jicen) 0n
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AT
Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet
Patologie pripadt
Karcinomy z prstencitych bunék 01
Adenokarcinom (tenké stfevo) 01
Stromalni sarkom 01
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) 012
Adenokarcinom (kolorektaini) 012
Hepatocelulamni karcinom (jatra) 0N
Hepatoblastom (jatra) 0/1
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) 0N
Adenokarcinom (prostata) 0/57
Prostaticka hyperplazie (prostata) 313
Leiomyom (déloha) 0/1
Karcinom (déloha) 0/1
Karcinom z jasnych bunék (déloha) 0N
Karcinom ze skvaméznich bunék (déloha) 212
Embryonalini rhabdomyosarkom (pfi¢né pruhovany sval) 0/1
Melanom (fit) 0/1
Karcinom z bazalnich bunék (klze) 17
Karcinom ze skvaméznich bunék (kize) 17
Neurofibrom (lumbaini) 0/1
Neuroblastom (retroperitoneum) 01
Epitelioidni mezoteliom on
Lymfom z B-bunék, NOS (lymfaticka uzlina) 0/3
HodgkinGv lymfom (lymfaticka uzlina) 0/1
Anaplasticky velkobunécny lymfom (lymfaticka uzlina) 0/1
Uroteliaini karcinom (mocovy méchyr) 17
Leiomyosarkom (moCovy méchyr) 02
Osteosarkom 01
Rhabdomyosarkom z vietenovitych bunék (peritoneum) 01

a Skvamozni slozka

Preciznost

Studie preciznosti pro protilatku anti-p40 (BC28) byly provedeny za Giéelem prokazani:
Preciznosti vysledku protilatky mezi Sarzemi.

Preciznosti béhem jednoho cyklu a mezi dny na pfistroji BenchMark ULTRA.

Preciznosti mezi pfistroji na pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark
ULTRA.

Preciznost mezi platformami mezi pfistroji BenchMark GX, BenchMark XT
a BenchMark ULTRA.

VSechny studie splnily kritéria pfijatelnosti.

2021-05-10
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Preciznost na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS byla prokazana pomoci reprezentativnich
testl. Studie zahrnovaly opakovatelnost v ramci cyklu, mezilehlou preciznost mezi dny
a mezi cykly. VSechny studie spnily kritéria pfijatelnosti.

KLINICKA VYKONNOST
Udaje o klinické vykonnosti relevantni pro zamysleny Géel protilatky anti-p40 (BC28) byly

hodnoceny systematickou literami reSersi. Shromazdéné Udaje podporuji pouziti
prostfedku v souladu s jeho zamySlenym Ucelem.
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a desetinnych mist pouziva vzdy tecka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Souhm bezpecénosti a funkénosti naleznete zde:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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Symboly

Spolegnost Ventana pouZiva nasledujici symboly a znaky nad ramec uvedeny v normé
ISO 15223-1 (pro USA: definici pouZitych symboll naleznete na internetovych strankéach
dialog.roche.com):

GTIN Cislo polozky Global Trade
Jedine¢na identifikace prostfedku
@ Oznacuje subjekt dovazejici zdravotnicky prostfedek do Evropské unie

HISTORIE REVIZI

Rev. | Aktualizace

C Aktualizace oddilt Dodavany material, Pfiprava vzorkd, Upozornéni a
bezpe€nostni opatfeni, Postup barveni, Negativni reagenéni kontrola,
Analytické vykonnost a Symboly.

Doplnén pfistroj BenchMark ULTRA PLUS.

DUSEVNI VLASTNICTVI

VENTANA, BENCHMARK, OPTIVIEW, ufiraView a logo VENTANA jsou ochranné
znamky spolecnosti Roche. VSechny ostatni ochranné znamky jsou majetkem pfislusnych
vlastniku.

© 2022 Ventana Medical Systems, Inc.
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Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606
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