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Obr. 1. Protilatka anti-p504s (SP116) vykazujici cytoplazmaticky vzor
barveni v tkani prostaty (vlevo). Dvojité barveni s protilatkou anti-p504s
a bunéénym koktejlem VENTANA Basal Cell Cocktail (34BE12+p63)
(vpravo).

URCENE POUZITI

Protilatka anti-p504s (SP116) Rabbit Monoclonal Primary Antibody je uréena pro
laboratorni pouZiti pfi kvalitativni imunohistochemické detekci racemazy a-methylacyl-CoA
(AMACR, téz znamé jako p504s) pomoci svételné mikroskopie v fezech tkané fixované
formalinem, zalité parafinem, které jsou barveny na pfistroji BenchMark IHC/ISH.

Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem v kombinaci

s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je uréena pro diagnostické pouziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Protilatka anti-p504s (SP116) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (protilatka anti-p504s
(SP116)) je monoklonalni protilatka produkovana proti proteinu p504s. p504s je 42kDa
protein lokalizovany v mitochondriich a peroxisomech. Hraje roli pfi -oxidaci mastnych
kyselin s rozvétvenym fetézcem. Zatimco normalni a benigni prostatické tkané exprimuji
nizké hladiny p504s, ve vétSiné karcinom( prostaty (PCa), véetné v nékterych atypickych
formach PCa, je tento protein exprimovan vyrazné nadmérmé.2

Nadmérna exprese v PCa byla poprvé zaznamenana v roce 20003; mnoho naslednych
studii prokazalo vysoké hodnoty senzitivity a specificity pro p504s v PCa a u prostatické
intraepiteliaini neoplazie vy3$iho stupné (HGPIN).4=7 Nékolik praci navic uvédi, ze kdyz
se pouzije p504s s protilatkami pro markery bazélnich bunék, jako je cytokeratin

s vysokou molekulovou hmotnosti (HMWCK) nebo p63, diferencialni vzory barveni zvysi
mezi benignimi Zlazami, benignimi mimikry PCa jako HGPIN a karcinomem prostaty
presnost diagnostiky.2 4. 5. 7-10 Diferenciélni vzor barveni je obzvlasté uZiteny pfi
zpracovani klinicky atypickych pfipadl prostaty, jak dokladaji cetné publikované
zpréavy.10-15

V8imnéte si, ze p504s muZe byt pritomen v normalni, atypické a maligni tkani prostaty

v rizné mife a prahova hodnota pro interpretaci barveni p504s jako pozitivniho je
subjektivni. Doporu¢enym postupem je interpretovat vysledky barveni p504s ve spojeni s
markery bazalnich bunék a morfologickymi rysy. Imunohistochemicka detekce p504s

s protilatkou anti-p504s (SP116) m(ize byt pouZita jako doplitkové barveni IHC

s bunéénym koktejlem VENTANA Basal Cell Cocktail (34BE12 + p63), ktery pomaha
rozliSovat morfologicky obtiznou tkan prostaty od benigni, atypické nebo kancerézni.
(Poznamka: Klon 34BE12 protilatky detekuje HMWCK, marker bazalnich bunék.)
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Vzor barveni této protilatky je cytoplazmaticky. Mize byt pouZita jako soucast panelu
studii IHC.

PRINCIP POSTUPU

Anti-p504s (SP116) je kralici monoklonalni protilatka produkované proti rekombinantnimu
lidskému proteinu p504s. Protilatka anti-p504s (SP116) se vaze na protein p504s

v tkafovych fezech fixovanych formalinem, zalitych parafinem (FFPE) a vykazuje
granularni cytoplazmaticky vzor barveni. Tuto protilatku Ize zobrazit pomoci detekéni
soupravy uftraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (kat. ¢. 760-501 /
05269814001) nebo jako dvojité barveni ve spojeni s bunéénym koktejlem VENTANA
Basal Cell Cocktail (34BE12+p63) (kat. ¢. 790-4536 / 06364497001) pomoci detekéni
soupravy uftraView Universal DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-500 / 05269806001). DalSi
(daje naleznete v pfisluSném metodickém listu.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka Anti-p504s (SP116) obsahuje dostate¢né mnoZzstvi reagencie pro 50 testd.
Jeden 5mL davkovad protilatky anti-p504s (SP116) obsahuje pfiblizné 1.5 g kralici
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 0.3 ug/mL. Pro tento produkt neni zndma
zadna nespecificka reaktivita protilatky.

Anti-p504s (SP116) je kralici monoklonalni protilatka produkovana jako purifikovany
supernatant bunééné kultury.

Podrobné popisy nésledujicich poloZek naleznete v pfislusném metodickém listu

v detekéni soupravé VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Odbér vzorkd

a piiprava pro analyzu, Postupy kontroly kvality, Re$eni problémd, Interpretace vysledkl
a Omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materidly, véetné
sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

V8echny 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. Doporucena kontrolni tkan

2. Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

3. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. €. 790-4795 / 06683380001)

4. ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. €. 760-500 / 05269806001)

5. uftraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (kat. €. 760-501 /
05269814001)

6.  VENTANA Basal Cell Cocktail (34BE12+p63) (kat. €. 790-4536 / 06364497001)

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 fixani médium

16.  Kryci sklo

17. Automatizovany podava¢ krycich sklicek

18.  Obecné laboratorni vybaveni

19.  Pristroj 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 davkovac po
kazdém pouZziti uzavfit vickem a okamZité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

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

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané FFPE zpracované béznym zplisobem.
Doporugenym vhodnym fixativem na tkéné je 10% neutralni pufrovany formalin. 16 Je
tfeba pofidit fezy o tloustce priblizné 4 um a fixovat je na kladné nabitd podlozni sklicka.
Sklicka je tfeba obarvit neprodlené, nebot antigennost pfipravenych tkanovych fezli se
mize postupem Easu snizovat. Pro vice informaci pozadejte mistniho zastupce
spole¢nosti Roche o kopii dokumentu ,Recommended Slide Storage and

Handling“ (Doporucené postupy pro skladovani skli¢ek a manipulace s nimi).
VySetfeni neznamych vzork( doporucujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

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

2. Pouze k odbornému pouZiti.

3. Nepouzivejte nad rémec specifikovaného poctu testd.

4 Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervacni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kizi mlze zpUsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrzuijte pfisludné bezpeénostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s ocima, kiZi a sliznicemi. PouZivejte ochranny odév a rukavice.

5. Kladné nabita sklicka mohou byt citliva na zatéZ prostedi, coz mize vést
k nevhodnému zbarveni. DalSi informace o pouzivani téchto typu sklicek ziskate od
zastupce spoleénosti Roche.

6. S materidlem lidského nebo Zivocisného puvodu je tfeba nakladat jako s biologicky
nebezpe¢nym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi bezpeénostnimi
opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi smémicemi
odpovédnych organd. 17,18

7. Zabrarite kontaktu reagencii s ofima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasaZené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

8.  Zabrarte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpUsobit nepfesnost
vysledk.

9. Dalsi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uZivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach navifyportal.roche.com.

10.  Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
pfedpisech.

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

12. Pro nahlaseni podezfelych zavaznych incidentu tykajicich se tohoto prostfedku se
obratte na mistniho z&stupce spoleénosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uZivatel provozuje ¢innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle smémice (ES)

¢. 1272/2008:

POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZiti v pfistrojich BenchMark IHC/ISH
spole¢né s detekénimi soupravami a pislusenstvim VENTANA. Doporucené barvici
protokoly naleznete v Tab. 2 a Tab. 3.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uzivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie validovat.

Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v uZivatelské pfiruce pfistroje. DalSi podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v metodickém listu k prislusné detekéni
soupravé VENTANA.

Dal$i podrobnosti o spravném pouZivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 790-6011).

Poznamka: Chromogen Fast Red je rozpustny v alkoholu a v acetonu. K dehydrataci a
Cisténi sklicek nepouzivejte alkoholové &i acetonové 1azné ani prodlouzené xylenové
promyvani. Dal$i podrobnosti o protokolu dvojitého barveni a postupech zpracovani po
pfistrojovém barveni naleznete v metodickém listu k detekéni soupravé uftraView
Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit.

Tab. 2. Doporuceny barvici protokol pro protilatku anti-p504s (SP116) s detekéni
soupravou uftraView Universal Alkaline Phosphatase Red Kit na pfistrojich BenchMark
[HC/ISH.

Metoda

Typ postupu ULTRA nebo

X XT ULTRAPLUS 2
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Cell Conditioning

(Odmaskovani CC1, standardni | CCH1, standardni ULTRA CCl

. 64 minut, 95 °C
antigenu)

Protilatka (primarni) 16 minut, 37 °C | 16 minut, 37 °C | 16 minut, 36 °C

Kontrastni barvivo Hematoxylin I, 4 minuty

Po kontrastnim
barveni

a Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS byla prokazana
pomoci reprezentativnich test.

Bluing (modfeni), 4 minuty

Tab. 3. Doporugeny protokol dvojitého barveni pro protilatku anti-p504s (SP116)

s detekcni soupravou u/traView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit a pro
bunéény koktejl VENTANA Basal Cell Cocktail (34BE12+p63) s detekéni soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

Tab. 1. Informace o rizicich. Metoda
Riziko Kéd Véta Typ postupu GX X ULTRA nebo
. - . - . ULTRAPLUS 2
Varovani H317 Muze vyvolat alergickou koZni reakci.
H412 Skodlivy pro vodni organismy, s diouhodobymi Gginky. Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
. Cell Conditioning
P261 Zamezte vdechovani mihy a par. (Odmaskovani CC1, standardni | CCH1, standardni 63#{5’? gglo
p273 Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostfedi. antigenu) ’
P280 Pouzivejte ochranné rukavice. Protilatka: VENTANA
P333 + Pfi podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte gi%aé%i" g: cktail 16 minut, 37 °C 16 minut, 37 °C 16 minut, 36 °C
e . p63) DAB
P313 |ékaFskou pomoc/oSetfeni.
Protilatka DS: anti- . . o ) o
P362 + Kontaminovany odév sviéknéte a pied opétovnym rofilatka DS: anti 24 minut, 37 °C | 16 minut, 37 °C | 32 minut, 36 °C
oy p504s (SP116) RED
P364 pouzitim vyperte. . .
P501 Odstrarite obsah/obal pfedanim do schvéleného Kontrastni barvivo Hematoxylin l, 4 minuty
zafizeni k likvidaci odpadu. Po kontrastnim Bluing (modfeni), 4 minuty

Tento produkt obsahuje latku s ¢. CAS 55965-84-9, reakéni smés: 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazolin-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).
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barveni

a Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS byla prokézana
pomoci reprezentativnich test.
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b Pfistroj BenchMark XT vyZaduje pro optimaini vysledky proceduru ,XT DS BCC uDAB-
p504s uRed".

Vzhledem k riiznym zplisobim fixace a zpracovani tkani, jakoZ i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostfedi miZe byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou, dobu tpravy bunék nebo dobu pfedbézného zpracovani
proteazou v zavislosti na jednotlivych vzorcich, pouzité metodé detekce a vlastni
preferenci hodnotitele. Dal$i informace o réiznych fixacich naleznete v pfiruéce
LJmmunohistochemistry Principles and Advances* (Zasady a postupy
imunohistochemie). 9

NEGATIVNi REAGENCNi KONTROLA

Kromé obarveni protilatkou anti-p504s (SP116) by mélo byt provedeno obarveni druhého
sklicka s odpovidajici reagencii negativni kontroly.

POZITIVNi KONTROLNi TKAN

NejvhodnéjSim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako testovanou tkar. Pfi nanaSeni reagencie na sklicko pak Ize snéze 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 cerstvy vzorek z pitvy, biopsie
nebo operace, pfipraveny a fixovany co nejdfive stejnym zpiisobem jako testované fezy.
Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a piistrojd, nikoli jako pomticku ke stanoveni konkrétni diagndzy testovanych
vzorku. Pokud pozitivni kontroly tkéni pozitivni zbarveni nevykazuiji, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzorki za neplatné.

Doporuena tkan pro pozitivni kontrolu je normaini ledvina. Proximalni tubuly by mély
vykazovat stfedni az vysokou Uroveri zabarveni, zatimco distalni tubuly by mély vykazovat
nizké zabarveni. Glomeruly by mély byt pro expresi p504s negativni.

INTERPRETACE BARVENi / OCEKAVANE VYSLEDKY
Vzor barveni bunék pro protilatku anti-p504s (SP116) je cytoplazmaticky.

SPECIFICKA OMEZENI

Vechny 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 jednoduchého barveni protilatky anti-p504s (SP116)

a dvojitého barveni protilatky anti-p504s (SP116) a bunééného koktejlu VENTANA Basal
Cell Cocktail (34BE12+p63) byly stanoveny testovanim béznych tkani FFPE.

Pocet pozitivnich Pocet pozitivnich
pripad / celkovy pripadi / celkovy
pocet pfipadu pro pocet pfipadu pro
Tkan JEDNODUCHE barveni DVOJITE barveni
Prs 013 0/3
Slezina 0/3 0/3
Mandle 0/3 0/3
Brzlik 0/3 0/3
Myeloidni tkar (kostni dfefi) 0/3 0/3
Plice d 113 113
Srdce 0/3 0/3
Jicen 0/3 0/3
Zaludek 313 33
Stfevo 313 33
Tlusté stfevo 2/3 2/3
Jatra 313 33
Jazyk 3/3 33
Ledvina 313 33
Prostata 43/64 43/64
Endometrium 2/3 2/3
Délozni hrdlo 113 113
Kosterni sval 0/3 0/3
Kiize € 1/3 1/3
Periferni nerv 0/3 0/3
Mezotel 0/3 0/3
Mocovy méchy 213 23
Pristitné télisko 213 213

a Purkyriovy bufiky, b Langerhansovy ostrivky, ¢ Vzécné Sertoliho buriky, 4 Sloupcovy
epitel velkych pradusek, € Mazové zlazy

Pocet pozitivnich Pocet pozitivnich e I ) L .
et . . : Tab. 5. Senzitivita/specificita jednoduchého barveni protilatky anti-p504s (SP116)
:;?eatd:ﬁlp:ilgopvr% ")’;2’;";‘?40 ‘;‘::E‘:’r‘(’, a dvojitého barveni protilatky anti-p504s (SP116) a bunééného koktejlu VENTANA Basal
Tkafi JEDNODUCHE barveni DVOJITE barveni Cell Cocktail (34BE12+p63) byly stanoveny testovanim neoplastickych tkani FFPE.

i Pocet Pocet
Velky mozek @ 0/3 033 pozitivnich pozitivnich
Mozedek 213 23 prlpgdu I' prlpgdu I'

celkovy pocet celkovy pocet

Nadledvinka 113 113 pfipadu pro pfipadu pro

. 73 JEDNODUCHE DVOJITE
Vajecnik 113 Patologie barveni barveni
Slinivka b 2/3 23 Glioblastom (mozek) o on
Lymfaticka uzlina 0/3 0/3 Meningiom (mozek) 0/1 0/1
Hypofyza 13 13 Anaplasticky ependymom (mozek) on on
Varle ¢ 23 20 Oligodendrogliom (mozek) 0/1 0/1
. Serdzni karcinom (vajecnik) 22 22
Stitna Zlaza 0/3 0/3 - —

Neuroendokrinni novotvar (slinivka) 7 7
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Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pfipadi / pfipadi /
celkovy pocet celkovy pocet
pfipadu pro pfipadi pro
JEDNODUCHE DVOJITE
Patologie barveni barveni
Adenokarcinom (slinivka) 011 011
Seminom (varle) on on
Embryonalini karcinom (varle) 0/1 0/1
Medularni karcinom (8titna Zlaza) il il
Papilarni karcinom (Stitna Zlaza) 17 17
Duktalni karcinom in situ (prs) il il
Invazivni duktalni karcinom (prs) 22 212
Lymfom z B-bunék; NOS 0/3 0/3
Malobunécny karcinom (plice) 0/1 0/1
Karcinom ze skvamoznich bunék (plice) 17 17
Adenokarcinom (plice) 0/1 0/1
Karcinom ze skvamoznich bunék (jicen) 17 17
Adenokarcinom (jicen) 1N 1N
Mucinézni adenokarcinom (zaludek) 17 17
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) 0/2 0/2
Adenokarcinom (gastrointestinalni) 2/3 2/3
Hepatocelularni karcinom (jatra) gl gl
Hepatoblastom (jatra) 0/1 0/1
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) il il
Adenokarcinom (prostata) 110/111 110/111
Adenokarcinom prostaty (metastaticky) 1N 1N
Leiomyom (déloha) 01 01
Adenokarcinom (déloha) 0/1 0/1
Karcinom z jasnych bunék (déloha) 0/1 0/1
Karcinom ze skvamoznich bunék (Cipek) 112 112
Embryonalini rhabdomyosarkom 0/1 0/1
Melanom (kone¢nik) 0/1 0/1
Karcinom z bazalnich bunék (klize) 0/1 0/1
Karcinom ze skvaméznich bunék (k(ize) il il
Neurofibrom (lumbaini) 0/1 0/1
Neuroblastom 01 01
Mezoteliom il il
HodgkinGv lymfom (lymfaticka uzlina) 0/1 0/1
Urotelialni karcinom (moc&ovy méchyr) Al il
Leiomyosarkom 0/1 0/1
Rhabdomyosarkom z vietenovitych bunék on on

Preciznost

Studie preciznosti pro protilatku anti-p504s (SP116) byly provedeny za Gcelem prokazani:

Preciznosti béhem jednoho cyklu a mezi dny na pfistroji BenchMark ULTRA.
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e Preciznosti mezi pfistroji na pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark
ULTRA.

. Preciznosti mezi platformami mezi pfistroji BenchMark GX, BenchMark XT
a BenchMark ULTRA.
V8echny studie spinily kritéria pfijatelnosti.
Preciznost na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS byla prokézana pomoci reprezentativnich
testl. Studie zahrnovaly opakovatelnost v ramci cyklu, mezilehlou preciznost mezi dny
a mezi cykly. V3echny studie splnily kritéria pfijatelnosti.

KLINICKA VYKONNOST
Udaje o klinické vykonnosti relevantni pro zamysleny Géel protilatky anti-p504s (SP116)

byly hodnoceny systematickou literami reSersi. Shromazdéné Udaje podporuji pouziti
prostiedku v souladu s jeho zamySlenym Ucelem.
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