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URCENE POUZITI

Detekéni souprava uftraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (detekéni
souprava ultraView AP Red detection kit) je nepfimy systém prosty biotinu k detekovani
mysiho IgG, mySiho IgM a krali¢ich primarnich protilatek s pouZitim svételné mikroskopie.
Souprava je uréena k laboratornimu pouziti pro identifikaci cili metodou
imunohistochemie (IHC) v fezech tkané fixované formalinem, zalité parafinem, které jsou
barvené na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem v kombinaci

s histologickym vy3etfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tento produkt je uréen pro diagnostické poutZiti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Imunohistochemie je technika pouzivana v laboratofich k diagnostickym celdm. Technika
IHC vyuziva specifické primarni protilatky k lokalizaci a vazbé na antigeny ve fixovanych
nebo zmrazenych tkanovych fezech. Vazba protilatky na antigen je vizualizovana
metodou nepfimé detekce. NejobvyklejSi techniky pro nepfimé metody pouZivaji
sekundami protilatku namifenou proti druhdim primarni protilatky a enzym s odpovidajicim
systémem substrat-chromogen. Vysledkem této kombinace je barevny precipitat v misté
specifické vazby protilatky. Detekéni souprava uliraView AP Red detection kit pouZiva
nepfimou metodu k vizualizaci specifickych protilatek vazanych na antigeny deponovanim
Cervené zbarveného precipitatu.

PRINCIP POSTUPU

Detekéni souprava uftraView AP Red detection kit detekuje specifické mysi a kralici
protilatky vazané na antigen v fezech tkané fixované formalinem, zalité parafinem (FFPE).
Specificka protilatka je lokalizovana koktejlem enzymem znacenych sekundamich
protilatek, lokalizujicich vazbu primarni protilatky. Komplex pak Ize zobrazit pomoci
Naphthol substratu a chromogenu Fast Red, ktery vytvari erveny precipitat, jenz Ize
snadno pozorovat s pouzitim svételné mikroskopie.

Barvici protokol se sklada z ¢etnych krokd, v nichZ jsou reagencie inkubovany po pfedem
urcené doby pfi specifickych teplotach. Na konci kaZzdého kroku inkubace pfistroj
BenchMark IHC/ISH promyje fezy pro odstranéni nenavazaného materialu a aplikuje
kapalinu s funkci kryciho sklicka, minimalizujici vypafovani vodnych reagencii ze sklicka.1
Vysledky mohou byt interpretovany s pouZzitim svételného mikroskopu a mohou pomoci pfi
diferencialni diagndze patofyziologickych procest, které mohou, ale nemusi byt spojeny

s urCitym antigenem.

Na obrazku 1 je zndzornéna metoda nepfimé detekce.
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Obr. 1. Reakce uftraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection.

MATERIAL A METODY
Dodavany materidl

Detekéni souprava uftraView AP Red detection kit obsahuje dostatek reagencii pro
250 test.

Jeden 25mL davkovaé reagencie ultraView Universal AP Red Enhancer
obsahuije piiblizné 3 % (obj./obj.) MgCI2 v pufru Tris
s 0.05 % roztoku konzervaéniho prostfedku ProClin
300.

reagencie ultraView Universal AP Red Multimer
obsahuje koktejl protilatek znagenych alkalickou
fosfatazou (AP) (pfiblizné 50 pg/mL) v pufru s 0.05 %
roztoku konzervaéniho prostredku ProClin 300.

Jeden 25mL davkovac

Jeden 25mL davkovac reagencie ultraView Universal AP Red Naphthol
obsahuije pfiblizné 1.0 % (hm./obj.) naftolu Naphthol
v pufru Tris s 0.10 % roztoku konzerva¢niho prostredku

ProClin 300.

reagencie ultraView Universal AP Red Fast Red A
obsahuije pfiblizné 1.0 % (hm./obj.) chromogenu Fast
Red v octanovém pufru s 0.05 % roztoku konzervaéniho
prostfedku ProClin 300.

ultraView Universal AP Red Fast Red B obsahuje
pfiblizné 1.0 % (hm./obj.) chromogenu Fast Red

v octanovém pufru s 0.05 % roztoku konzervacniho
prostfedku ProClin 300.

Rekonstituce, miseni, fedéni, titrace

Jeden 25mL davkovac

Jeden 25mL davkovac

Detekéni souprava uftraView AP Red detection kit je optimalizovana pro pouziti na
pfistrojich BenchMark IHC/ISH. Nevyzaduje se rekonstituce, miseni, fedéni ani titrace
reagencii ze soupravy.

Potiebné materialy, které nejsou souéasti dodavky

Barvici reagencie, napfiklad pro detekce VENTANA a pomocné materialy, véetné sklicek
pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

VSechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve viech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nasledujici reagencie a materialy mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky detekéni soupravy:

1. Primami protilatka

2. Reagencie negativni kontrola
3. Pozitivni a negativni kontrola tkané (prostudujte si metodické listy protilatky pro
doporucené typy)
4. Amplification Kit (kat. ¢. 760-080 / 05266114001)
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5. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001)

6.  OptiView Amplification Kit (kat. ¢. 760-099 / 06396518001 (50 test() nebo
860-099 / 06718663001 (250 testd))

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

8.  Protease 1 (kat. €. 760-2018 / 05266688001)

9. Protease 2 (kat. €. 760-2019 / 05266696001)

10. Protease 3 (kat. €. 760-2020 / 05266718001)

11. Hematoxylin (kat. &. 760-2021 / 05266726001)

12. Hematoxylin Il (kat. . 790-2208 / 05277965001)

13.  Bluing Reagent (kat. €. 760-2037 / 05266769001)

14.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)

15.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. €. 950-124 / 05279801001)

16.  Cell Conditioning Solution (CC2) (kat. &. 950-123 / 05279798001)

17. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)

18.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (kat. &. 950-223 / 05424542001)

19.  Antibody Diluent (kat. ¢. 251-018 / 05261899001)

20. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)

21.  LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)

22. ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

23.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

24, Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

25.  Kryci sklicko a metoda kryciho sklicka dostatecna k pokryti tkané

26. Obecné laboratorni vybaveni

Skladovani a stabilita

Po pfijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte. Uzivatel musi
validovat veskeré skladovaci podminky, které se liSi od podminek uvedenych
v metodickém listu. Tuto detekéni soupravu Ize pouzit okamzZité po vyjmuti z chladnicky.

Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita kazdé reagencie, musi se
davkovac po kazdém pouziti uzaviit vickem a okamZité umistit ve svislé poloze do
chladnicky.

Kazda detekéni souprava mé stanovenou dobu exspirace. Pfi spravném skladovani
zustane produkt stabilni do data uvedeného na stitku. Po uplynuti data exspirace pro
pfedepsanou metodu skladovani produkt nepouzivejte. Neexistuji zadné jednoznacné
znamky nestability tohoto produktu, proto je vySetfeni neznamych vzorku tfeba provadét
soubézné s pozitivnimi a negativnimi kontrolnimi vzorky. V pfipadé jakychkoli zndmek
nestability reagencie kontaktujte okamzité vade mistni servisni zastoupeni.

Odbér vzorku a pfiprava pro analyzu

Pro pouziti s detekéni soupravou u/traView AP Red detection a pfistrojem BenchMark
IHC/ISH jsou vhodné tkané FFPE (viz odstavec Potfebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky). Doporugenym fixativem na tkéné je 10% neutralni pufrovany formalin (NBF).2
V disledku tloustky tkanového Fezu, typu fixace, nekompletni prodlouzené fixace,
pfipadné specialnich procesd, napfiklad odvapriovani preparatt kostni dfené, se mohou
vyskytnout rozdilné vysledky.

Kazdy Fez musi byt odfiznut na patfi¢nou tloustku pro pouzitou primarni protilatku

a umistén na kladné nabité mikroskopické podlozni sklicko. Sklicka obsahujici tkarovy fez
by méla byt vysuSena ve svislé poloze po dobu nejméné 15 minut pfi pokojové teploté,
aby se pfed susenim odvedla prebyte¢na voda zpod fezu. Sklicka mohou byt
suSena/zahfivana po dobu nejméné 1 hodiny v susarné pfi teploté 60 °C + 5 °C, pfipadné
suSena na vzduchu pfi teploté 37 °C po dobu az 24 hodin. SuSeni a zahFivani skli¢ek se
pouziva k osudeni tkané po fixaci sklicka a ke zvy$eni adheze tkané ke sklicku. Omezeni
ohledné zahfivani naleznete v metodickém listu k primarni protilatce. DelSi zahfivani
tkané mize mit za nasledek snizenou dostupnost antigenu.

Spravné fixované a zalité tkané exprimujici antigen zdstanou stabilni, pokud jsou
uchovavany na chladném misté (15-25 °C). Norma Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) z roku 1988, 42CFR493.1259 (b) vyzaduje, ze ,Laboratoi musi uchovavat sklicka
nejméné deset let od data vySetfeni a uchovavat bloky vzorkid nejméné dva roky od data
vy3etfeni.” Kazda laboratof by méla validovat stabilitu sklicka s fezem pro své viastni
postupy a podminky prostfedi pro skladovani.
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VAROVANI A BEZPECNOSTNIi OPATRENI

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

Pouze k odbornému pouziti.

Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.

Roztok ProClin 300 je v tomto roztoku pouzit jako konzervacni prostiedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kizi mize zpusobit senzibilizaci. PFi
manipulaci dodrZujte pfisluSna bezpe€nostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s o¢ima, kizi a sliznicemi. PouZivejte ochranny odév a rukavice.

S materidlem lidského nebo Zivocisného plvodu je tfeba nakladat jako

s potencialné nebezpecnym biologickym materialem a likvidovat jej v souladu

s platnymi bezpe¢nostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potieba se fidit
zdravotnickymi smérnicemi odpovédnych organt.34

Pfi manipulaci s reagenciemi dodrzuijte pfislusna bezpeénostni opatfeni. Zamezte
kontaktu reagencii s o¢ima, kiiZi a sliznicemi. Pfi manipulaci s moznymi karcinogeny
nebo toxickymi materialy pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny odév.
Jestlize se reagencie dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené
oblasti vydatnym mnozstvim vody. Zabrarite vdechovani reagencii.

Pfed spusténim cyklu pfistroje zkontrolujte, zda je odpadni nadoba prazdna. Pokud
neni zavedeno toto bezpeénostni opatfeni, odpadni nadoba muze pretéct a uzivatel
riskuje uklouznuti a pad.

Zabrarite mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpisobit nepfesnost
vysledkd.

Dal3i informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a metodické listy vSech nezbytnych soucasti.
Doporuéené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

Oznaceni produktu bezpe€nostnimi titky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionaini uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni list.

Pro nahlaseni podezielych zavaznych incidentu tykajicich se tohoto prostiedku se
obratte na mistniho zéstupce spole¢nosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje ¢innost.

Tato detekéni souprava obsahuje sou¢asti klasifikované nasledovné podle smémice (ES)
¢. 1272/2008:

2.
3.
4

Tab.1. Informace o rizicich.
Riziko Kod Véta
Varovani H317 MiZe vyvolat alergickou kozni reakci.
P261 Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mlhy/par/aerosol.
Kontaminovany pracovni odév neodnasejte
p272 o
Z pracovisté.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice.
P333 + Pii podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte
P313 |ékafskou pomoc/oSetreni.
P362 + Kontaminovany odév sviéknéte a pfed opétovnym
P364 pouZitim vyperte.
Odstrarite obsah/obal pfedanim do schvaleného
P501 P
zafizeni k likvidaci odpadu.

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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POSTUP

Detekéni souprava uftraView AP Red detection kit byla vyvinuta pro pouZiti na pfistrojich

BenchMark IHC/ISH v kombinaci s primamimi protilatkami a pomocnymi komponentami

VENTANA. Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle

postupt uvedenych v uzivatelské pfirucce pfistroje. Ostatni provozni parametry pfistroje

jsou pfednastaveny z vyroby.

Postupy barveni na pfistrojich BenchMark IHC/ISH jsou nasledujici. Podrobnéjsi pokyny

a dalsi moznosti protokolu jsou uvedeny v uzivatelské pfirucce. To, zda vzorek vyzaduje

Upravu bunék Cell Conditioning, zavisi na protilatce. Pokyny jsou uvedeny v metodickém

listu k protilatce.

Pristroje BenchMark IHC/ISH

1. Opatfete sklicko Stitkem s ¢arovym kodem, ktery odpovida protokolu, ktery ma byt
proveden.

2. Naplfite primarni protilatku, vhodné davkovace detekéni soupravy a pozadované

pomocné reagencie do zasobniku reagencie a umistéte je na pfistroj.

Zkontrolujte velkoobjemové tekutiny a vyprazdnéte odpad.

Umistéte sklicka na pfistroj.

Spustte barvici cyklus.

Po dokonceni cyklu odstrante sklicka z pfistroje.

. PokraCujte na ¢ast Doporu¢ené postupy zpracovani po obarveni v pfistroji.

Funkce dvojitého barveni (Dual)

Konfigurace dvojitého barveni sestava ze sekvenéniho barveni, kde je prvni primami
protilatka barvena s detekci DAB s pouzitim bud detekéni soupravy uftraView Universal
DAB Detection Kit (detekéni soupravy ultraView DAB), nebo detekéni soupravy OptiView
DAB IHC Detection Kit (detekéni soupravy OptiView DAB) a s naslednou detekci druhé
primami protilatky s pouzitim detekéni soupravy uftraView AP Red detection kit.

V konfiguraci dvojitého barveni byly detekéni soupravy uftraView DAB a OptiView DAB
optimalizovany pro specifické doby inkubace s pouzitim primarni protilatky CONFIRM anti-
CD20 (L26) Primary Antibody (protilatky CONFIRM anti-CD20 (L26)). Detekéni souprava
ultraView AP Red detection kit byla optimalizovana pro specifické doby inkubace

s pouzitim primarni protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody (protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6)). Uzivatel vSak musi vysledky ziskané
pomoci této reagencie validovat. Doporucené protokoly pro dvojité barveni uvadéji tabulky
nize.

Tab.2.  Doporuceny barvici protokol pro detekéni soupravu uftraView DAB

(s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD20 (L26)) a pro detekéni soupravu ultraView AP
Red detection kit (s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6)) na pfistroji
BenchMark IHC/ISH.

No ok w

Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
2 XT ULTRA PLUS*
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Cell Conditioning ULTRA CC1
(Odmaskovani CC1, mimé CC1, mirné 36 minut,
antigenu) 95°C
jx 6 minut, 16 minut, 16 minut,
Protilatka (DAB) 37°C 37°C 36°C
- 20 minut, 20 minut, 20 minut,
Protilatka DS (Red) 37°C 37°C 36°C
Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty
Po kontrastnim . )
barveni Bluing, 4 minuty

* Shoda mezi pristroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS byla prokazana
pomoci reprezentativnich testd.
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Tab.3.  Doporuceny barvici protokol pro detekéni soupravu OptiView DAB

(s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD20 (L26)) a pro detekéni soupravu uftraView AP
Red detection kit (s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6)) na pfistroji
BenchMark IHC/ISH.

Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
94 2l ULTRA PLUS*
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno standardni
Cell Conditioning ULTRA CC1,
(Odmaskovani 320 n(i:r{ut 32C rcr:1i1r{ut 32 minut,
antigenu) 100 °C
Preprimarni inhibitor
peroxidézy Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Protilétka (DAB) oot St ot
.- . 8 minut 8 minut 8 minut
OptiView HQ Linker (standardné) (standardné) (standardné)
OptiView HRP 8 minut 8 minut 8 minut
Multimer (standardné) (standardné) (standardné)
Protilitka DS (Red) | 37" 20mt 20t
Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty
Po kontrastnim . .
barveni Bluing, 4 minuty

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

Vzhledem k riiznym zpGsobtm fixace a zpracovani tkani, jakoz i obecnému stavu pfistroje

a podminkam laboratorniho prostfedi miize byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu

inkubace s primarni protilatkou nebo dobu Upravy bunék v zavislosti na jednotlivych

vzorcich, pouZité metodé detekce a vlastni preferenci. Dal$i informace o riiznych
proménnych fixaci naleznete v pfiru¢ce ,Immunohistochemistry Principles and Advances*

(Zasady a postupy imunohistochemie).5

Doporucené postupy zpracovani po obarveni v pristroji

Poznamka: Chromogen Fast Red je rozpustny v alkoholu a v acetonu. K dehydrataci a

Cisténi sklicek nepouzivejte alkoholové i acetonové 1dzné ani prodlouZené xylenové

promyvani.

1. Pro odstranéni roztoku Liquid Coverslip promyjte sklicka ve 2 sekvenénich roztocich
jemného saponatu na myti nadobi (nepouzijte saponét uréeny pro automatické
mycky nadobi).

2. Oplachuijte skli¢ka dkladné deionizovanou vodou asi 1 minutu. Pfebyteénou vodu
vytrepejte.

3. Suste sklicka v sudarné (doporuceni: minimalné 15-30 minut v suSamé pii teploté
45-60 °C) nebo na vzduchu pfi okolni teploté. Doba a teplota suseni se budou lisit
v zavislosti na okolnich podminkach. Pfed aplikaci kryciho sklicka museji byt sklicka
zcela sucha.

4. Premistéte sklicka do xylenové 1azné k rychlému umyti, asi na 30 sekund.

5. Umistéte kryci sklicko na podlozni skli¢ko. Pro dosaZeni optimalnich vysledkd
pouzijte fixani média kompatibilni se substraty alkalické fosfatazy.

Postupy kontroly kvality
Pozitivni kontrolni tkan

S kazdym provedenym postupem barveni musi byt provedena pozitivni kontrola tkané.
Nejvhodnéj$im laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako tkan pacienta. Tento postup pomdize identifikovat stav, kdy nebyla aplikovana
primamni protilatka nebo jina zasadni reagencie na testované sklicko s pacientskym
vzorkem. Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimaini kontrolu kvality vhodnéjsi.
Slozky tkané s pozitivnim zabarvenim se pouZivaji k potvrzeni, Ze byla pouZita protilatka a
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Ze pfistroj spravné fungoval. Tato tkér mlze obsahovat pozitivné i negativné zabarvené
buriky nebo slozky tkané a slouZit jako tk&n pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolnimi
tkanémi by mély byt Cerstvé vzorky z pitvy, biopsie nebo operace, zpracované nebo
fixované co nejdfive stejnym zplsobem jako testované fezy. Takové tkdné mohou
sledovat vSechny kroky postupu, od pfipravy tkané az po barveni. Pouziti tkafiového fezu
fixovaného nebo zpracovaného odlidné od testovaného vzorku poskytne kontrolu vSech
reagencii a krok( metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoli jako pomUcku ke stanoveni konkrétni
diagnézy pacientskych vzorku. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni
nevykazuiji, je tfeba povazovat vysledky u testovanych vzorkd za neplatné.

Negativni kontrolni tkan

Stejna tkan pouZita pro pozitivni kontrolni tkan maze byt pouzita jako negativni kontrolni
tkan. Rozmanitost typli bunék pfitomnych ve vétsiné tkanovych fezti nabizi mista pro
interni negativni kontrolu, toto by vSak mél uzivatel ovéfit. Slozky, které se nezbarvi, by
mély vykazovat nepfitomnost specifického zbarveni, a poskytnout indikaci specifického
zbarveni pozadi (tzn. skvmité nebo zEervenalé). Dojde-li ke specifickému zbarveni v
mistech negativni kontroly tkdné, mély by byt vysledky u pacientskych vzorkli povazovéany
za neplatné.

Nevysvétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolach je tfeba neprodlené nahlasit na vase mistni servisni
zastoupeni. Pokud vysledky kontroly kvality nesplfiuji specifikace, vysledky pacienta jsou
neplatné. Viz &ast Reseni probléml tohoto metodického listu. Identifikujte a napravte
problém a pak opakujte pacientské vzorky.

Negativni reagenéni kontrola

K usnadnéni interpretace vysledka je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativni
reagencni kontrolou. Negativni reagencni kontrola se pouziva namisto primami protilatky
k vyhodnoceni nespecifického zabarveni (tzn. skvmitosti nebo zEervenani). Sklicko by
mélo byt obarveno vhodnou reagencii negativni kontroly. Jako alternativu k dfive
popsanym negativnim reagenénim kontrolam Ize pouzivat samotné fedidlo. Doba
inkubace pro negativni reagenéni kontrolu by méla byt stejna jako doba inkubace

u primarni protilatky.

Pokud jsou na sériovych fezech pouzity panely nékolika protilatek, muze negativni
reagencni kontrola na jednom sklicku slouZit jako negativni nebo nespecificka kontrola
vazebného pozadi pro dalsi protilatky.

Ovéreni testu

Pred prvnim pouzitim primami protilatky nebo barviciho systému pfi diagnostickém
postupu je tfeba ovéfit specificitu primarni protilatky, a to jejim testovanim na fadé tkani se
znamymi imunohistochemickymi funk&nimi charakteristikami reprezentujicimi znamé
pozitivni a negativni tkané (viz ¢ast Pozitivni kontrolni tkér v metodickém listu k primarni
protilatce a Doporuceni ke kontrole kvality College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,8 nebo CLSI Approved Guideline”
nebo oba dokumenty). Postupy kontroly kvality je tfeba opakovat pro kazdou novou $arzi
protilatky nebo vzdy, kdyz dojde ke zméné parametr(i testu. Pro ovéfeni testu jsou vhodné
tkéné uvedené v Easti Funkéni charakteristiky primarni protilatky.

Interpretace vysledku

Detekéni souprava uftraView AP Red detection kit zplisobi, Ze se ervené zbarveny
reakéni produkt vysrazi v mistech antigenu lokalizovanych primarni protilatkou.
Kvalifikovany patolog se zku$enosti s imunohistochemickymi postupy musi pfed
interpretaci vysledki nejprve vyhodnotit kontroly a posoudit obarveny produkt. Barveni
negativnich kontrol musi byt zaznamenano jako prvni a tyto vysledky museji byt
porovnany s obarvenym materialem k ovéreni, Ze generovany signal neni vysledkem
nespecifickych interakci.

Pozitivni kontrolni tkan

Nejprve by méla byt vySetfena obarvena pozitivni kontrola tk&né, aby se zjistilo, zda
v8echny reagencie funguiji spravné. Pfitomnost patfi¢né zabarveného reakéniho produktu
v cilovych burikach indikuje pozitivni reaktivitu. Podle délky inkubace a sily pouZitého
hematoxylinu bude vysledkem kontrastniho barveni svétlemodré az tmavomodré zbarveni
bunéénych jader. Nadmémé nebo nelpiné kontrastni barveni mize narusit spravnou
interpretaci vysledka.

Pokud pozitivni kontrolni tkan pozitivni zbarveni nevykazuije, je tfeba povazovat veskeré
vysledky u testovanych vzorkd za neplatné.
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Negativni kontrolni tkan

Po pozitivni kontrole tkané by méla byt vySetfena negativni kontrola tkané, aby se ovéfilo
specifické znaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Absence specifického zbarveni
v negativni kontrole tk&né potvrzuje nedostatek kiizové reaktivity protilatky s burikami
nebo buné&nymi slozkami. Dojde-li ke specifickému zbarveni u negativni kontrolni tkané,
mély by byt vysledky u pacientského vzorku povazovany za neplatné.

Nespecifické zabarveni, pokud je pfitomno, bude mit rozptyleny vzhled. V tkanich, které
jsou nadmémé fixovany formalinem, Ize rovnéz pozorovat sporadické lehké zbarveni
pojivové tkané. K interpretaci vysledku barveni je tfeba pouzivat pouze intaktni buriky.
Nekrotické nebo degenerované buriky se ¢asto barvi nespecificky.

Tkan pacienta

Pacientské vzorky by mély byt vySetfeny jako posledni. Intenzita pozitivniho zbarveni by
méla byt hodnocena v kontextu jakéhokoli nespecifického barveni pozadi (tzn. skvmitost a
zC€ervenani) u negativni reagencni kontroly. Stejné jako u jinych imunohistochemickych
testu, negativni vysledek znamena, Ze nebyl detekovan dotyény antigen, nikoli ze antigen
nebyl v testovanych burikach nebo tkanich pfitomen. V pfipadé potieby pouZijte panel
protilatek pro pomoc s identifikaci faleSné negativnich reakci. Pfi interpretaci jakéhokoliv
imunohistochemického vysledku by méla byt také vySetfena morfologie jednotlivych
tkanovych vzorkl za pouziti fezu obarveného hematoxylinem a eosinem. Morfologické
nalezy u pacienta a pfislu$na klinicka data museji byt interpretovany kvalifikovanym
patologem.

OMEZENI
Obecna omezeni

1. IHC je vicestupfiovy diagnosticky proces, ktery vyzaduje specializované Skoleni ve
vybéru vhodnych reagencii vybéru tkani, fixaci, zpracovani, v pfipravé
imunohistochemického sklicka a v interpretaci vysledku barveni.

Barveni tk&né zavisi na zachazeni s tkani a na jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, suSeni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou zpUsobit artefakty, zachyceni
protilatek nebo fale$né negativni vysledky. Nekonzistentni vysledky mohou byt
dusledkem odchylek metod fixace a zalévani nebo z inherentnich nepravidelnosti v
tkani.

Nadmérné nebo nelpiné kontrastni barveni mize narusit spravnou interpretaci
vysledkd.

Klinicka interpretace pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
vyhodnocena v kontextu klinické anamnézy, morfologie a dalSich histopatologickych
kritérii. Klinicky vyklad jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
doplnén morfologickymi studiemi a vhodnymi kontrolami, jakoz i dal$imi
diagnostickymi testy. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa seznamit se s
protilatkami, reagenciemi a metodami pouZivanymi k interpretaci obarveného
pFipravku. Barveni musi byt provadéno v certifikované a licencované laboratofi pod
dohledem patologa, ktery je odpovédny za kontrolu obarvenych sklicek a zajisténi
adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

Spoleénost VENTANA poskytuje protilatky a reagencie v optimalnim fedéni pro
pouZiti, pokud jsou dodrzeny uvedené pokyny. Jakakoli odchylka od doporu€enych
postupU testu mize oCekavané vysledky zneplatnit. Museji byt pouzity

a zdokumentovany pfislu$né kontroly. UzZivatelé, ktefi se odchyluji od doporu¢enych
postupt testu, museji pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledki u pacientd.
Reagencie mohou v dfive netestovanych tkanich vykazovat neocekavané reakce.
Moznost neocekavanych reakci nelze zcela vyloucit ani u testovanych skupin tkani,
a to z divodu biologické variability exprese antigenu v neoplasmech nebo jinych
patologickych tkénich.8 Se zdokumentovanymi neodekavanymi reakcemi se obratte
na mistni servisni zastoupeni.

PFi pouziti v bloka€nich krocich mohou normalini séra ze stejného Zivocisného
zdroje jako sekundamni antiséra zplsobit v diisledku autoprotilatek nebo pfirodnich
protilatek fale$né negativni nebo fale$né pozitivni vysledky.

Fale$né pozitivni vysledky Ize pozorovat v dlsledku neimunologické vazby protein
nebo produktl reakce substratu. Mohou byt také zplisobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty) nebo endogenni peroxidazy,? pFipadné endogenni
alkalické fosfatazy.

Negativni vysledek, stejné jako u jinych imunohistochemickych testd, znameng, ze
antigen nebyl detekovan, nikoli ze antigen nebyl v testovanych burikach nebo
tkanich pfitomen.
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Specificka omezeni

1. Kazdy krok postupu pro detekéni soupravu byl optimalizovan na pfistrojich
BenchMark IHC/ISH a pfednastaven. Vizhledem k rGznym zplsoblm fixace
a zpracovani tkani méize byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu inkubace primarni
protilatky pro individualni vzorky. Dal$i informace o riznych fixacich naleznete
v pfirucce ,Immunohistochemistry Principles and Advances” (Z&sady a postupy
imunohistochemie)® nebo ,Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical
Pathologist* (Imunomikroskopie: diagnosticky nastroj pro chirurgického patologa).’0

2. Tato detekéni souprava v kombinaci s primarnimi protilatkami a pfislusenstvim
VENTANA detekuje antigen, ktery preZije rutinni fixaci formalinem, zpracovani tkani
a fezani.

3. Tato detekéni souprava je optimalizovana pro pouZiti s promyvacim roztokem
Reaction Buffer, primarnimi protilatkami, pfisluSenstvim a pfistroji BenchMark
IHC/ISH. Pouziti promyvaciho roztoku Reaction Buffer je pro spravné fungovani této
detekéni soupravy dulezité. UzZivatelé, ktefi se odchyluji od doporucenych postupt
testu, jsou odpovédni za interpretaci vysledkd u pacientl za téchto okolnosti.

4. Tato detekéni souprava je optimalizovana pro pouziti s roztoky LCS (Predilute) nebo
ULTRA LCS (Predilute). Bariéra LCS snizuje vypafovani a poskytuje stabilni vodné
prostfedi pro IHC reakce provadéné na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

5. Mohou byt pozorovany mirné posuny odstinu jednotlivych chromogent z ddvodu
kizové reaktivity mezi reakcemi chromogenu pfi pouZiti dvojitého barveni.

6.  VSechny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci
kontaktujte mistni servisni zastoupeni.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Vykonnost detekéni soupravy uftraView AP Red detection kit byla vyhodnocovéana

z hlediska preciznosti a dalSimi relevantnimi studiemi. VeSkeré barveni bylo provadéno
pomoci protokolu uvedeného v metodickém listu k detekéni soupravé uftraView AP Red
detection kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH, neni-li uvedeno jinak.

Studie preciznosti —jedno barveni

Testovani preciznosti bylo provadéno barvenim fady fez(i mandle neutrainé pufrovanych,
FFPE, s primami protilatkou anti-Ki67 na pfistrojich BenchMark IHC/ISH, pokud neni
uvedeno jinak.

Doba inkubace primami protilatky byla 16 minut a vSechna sklicka byla kontrastné

nabarvena s pouZitim Hematoxylin Il a nasledné Bluing Reagent. V3echna sklicka

barvend primarni protilatkou byla vzajemné porovnavana na vhodnost a intenzitu barveni
byla hodnocena kvalifikovanou osobou pro odecitani sklicek.

1. Preciznost v rdmci cyklu (stejna primarni protilatka barvena na platformé)
porovnavala v ramci barviciho cyklu sklicka barvena ve stejny den na jedné
platformé. Pro toto kritérium byla sklicka barvena na pfistroji BenchMark XT
a vysledky byly porovnavany. Preciznost v rdmci cyklu byla pro pfistroj BenchMark
XT 100 %.

2. Preciznost mezi cykly byla vypogitana na zékladé fady sklicek barvenych ve
3 cyklech na jeden typ pfistroje. Barvici cykly byly provadény jeden za den ve 3
oddélenych dnech s pouzitim jednoho pfistroje BenchMark XT. Preciznost mezi
cykly pro pfistroj BenchMark XT byla 100 % (30 ze 30 sklicek, 10 sklicek obarveno
pro jednu primarni protilatku napfi¢ 3 oddélenymi cykly).

3. Preciznost mezi pfistroji byla vypoCitana na zakladé fady sklicek barvenych
v 9 cyklech na v8ech typech pfistrojd. Barvici cykly byly provadény 1 za den ve 3
oddélenych dnech s pouzitim 3 riiznych pfistroju: BenchMark GX, BenchMark XT
a BenchMark ULTRA pro IHC. Detekéni souprava ultraView AP Red detection kit
méla preciznost mezi pfistroji 100 % (90 z 90 obarvenych sklicek).

S detekéni soupravou ultraView AP Red detection kit bylo vyvinuto nékolik primarnich

protilatek VENTANA. V rémci zkouSek téchto testd byly pro detekéni soupravu uliraView

AP Red detection kit prokazany nasledujici funkéni charakteristiky:

1. Preciznost v rdmci jednoho cyklu, mezi dny, mezi pfistroji a mezi platformami na
pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

2. Senzitivita a specificita barveni v fadé béznych a neoplastickych tkani a cilovych
tkani specifickych pro test.

VSechny studie splnily kritéria pfijatelnosti.

Preciznost na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS byla prokézana pomoci reprezentativnich

testd. Studie zahrnovaly opakovatelnost v rdmci cyklu, mezilehlou preciznost mezi dny

a mezi cykly. VSechny studie spinily kritéria pfijatelnosti.
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Studie preciznosti — barveni Dual

Byly provedeny studie preciznosti pro detekéni soupravu u/traView AP Red detection kit
(s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6)) s detekéni soupravou ultraView DAB
(s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD20 (L26)) k prokazani nasledujiciho:
e Preciznost v ramci cyklu a mezi cykly na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
e Preciznost v ramci platformy na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
. Preciznost mezi platformami mezi pfistroji BenchMark GX, BenchMark XT
a BenchMark ULTRA.
V3echny studie spinily kritéria pfijatelnosti.
Byly provedeny studie preciznosti pro detekéni soupravu u/traView AP Red detection kit
(s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6)) s detekéni soupravou OptiView DAB
IHC (s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD20 (L26)) k prok&zani nésledujiciho:
. Preciznost v rAmci cyklu a mezi cykly na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
. Preciznost v ramci platformy na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
. Preciznost mezi platformami mezi pfistroji BenchMark GX, BenchMark XT
a BenchMark ULTRA.
V/Sechny studie spinily kritéria pfijatelnosti.
Studie shody — barveni Dual

Studie byla provedena na pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark ULTRA
k prokazani shody mezi dvojité obarvenym sklickem s pouzitim detekéni soupravy
ultraView DAB (s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD20 (L26)) s detekéni soupravou
ultraView AP Red detection kit (s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6)) a jedné
protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6) a protilatkou CONFIRM anti-CD20 (L26)
obarvenymi sklicky. Cyklus jedenkrat obarvenych sklicek byl proveden s pouzitim
detekéni soupravy ultraView DAB za podminek uvedenych v metodickém listu.

Studie byla provedena na pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark ULTRA
k prokédzani shody mezi dvojité obarvenym sklickem s pouZitim detek&ni soupravy
OptiView DAB (s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD20 (L26)) s detekéni soupravou
ultraView AP Red detection kit (s pouzitim protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6)) a jedné
protilatky CONFIRM anti-CD3 (2GV6) a protilatkou CONFIRM anti-CD20 (L26)
obarvenymi sklicky. Cyklus jedenkrat obarvenych sklicek byl proveden s pouzitim
detekéni soupravy ultraView DAB za podminek uvedenych v metodickém listu.

V3echny studie splnily kritéria pfijatelnosti.

RESENi PROBLEMU

1. Pokud pozitivni kontrola vykazuje slabsi zabarveni, nez se o¢ekavalo, je tfeba
zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste zjistili,
zda je to zplisobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych sekundamich
reagencii.

2. Pokud je pozitivni kontrola negativni, je tfeba ji zkontrolovat, aby bylo zaji$téno, ze
ma sklicko spravny Stitek s Carovym kddem. Pokud je sklicko spravné oznaceno, je
tfeba zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste
zjistili, zda je to zplisobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych
sekundamich reagencii. Tkdné mohly byt nespravné odebrany, fixovany nebo
odparafinovany. Pii odbéru, skladovani a fixaci je tfeba dodrzovat spravny postup.

3. Nelplné odstranéni parafinu mize mit za nasledek artefakty barveni anebo absenci
barveni.

. Pokud nebyl ze skli¢ka odstranén veskery parafin, barvici cyklus je tfeba
opakovat s pouzitim roz$ifené moznosti odparafinovani, pokud je k dispozici.

e Alternativné Ize provést ru¢ni odparafinovani pfistroje. Pokud je pouZita
moznost rucniho odparafinovani, zruste volbu online odparafinovani z
barviciho protokolu pred viozenim skli¢ek do pfistroje. ZviaStni péci je tfeba
vénovat tomu, aby sklicka nevyschla pred provedenim barviciho cyklu.

4. Pokud je barveni specifické protilatky prili§ intenzivni, cyklus je tfeba opakovat

s dobou inkubace zkracovanou po 4minutovych intervalech do dosazeni

pozadované intenzity barveni.

5. Pokud se tkanové fezy ze sklicka vymyvaji, je tfeba sklicka zkontrolovat a zajistit,
aby byla kladné nabita.

6. Napravna opatfeni najdete v uzivatelské pfirucce pfistroje v ¢asti Postup, pfipadné
se obratte na mistni servisni zastoupeni.

7.  Pokud davkovag reagencie nedavkuje tekutinu, zkontrolujte, jestli v napoustéci
komdrce nebo na menisku nejsou cizorodé materidly &i pevné ¢astecky, jako napf.
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vlakna nebo precipitaty. Pokud je davkova¢ zablokovan, davkova¢ nepouzivejte a KONTAKTNI UDAJE
kontaktujte své mistni servisni zastoupeni. Jinak znovu napliite davkovac a miite
jim nad odpadni nadobu, odstrarite vicko trysky a zatlatte na horni stranu N
davkovace smérem dold. Informace o spravném pouziti najdete v souvisejicim Ventana Medical Systems, Inc.
metodickém listu ke vkladacimu davkovaci. 1910 E. Innovation Park Drive
8. Obcas je mozné zaznamenat krystalizaci pochazejici z davkovace Naphthol fosfatu.  Tucson, AZ 85755
Setfeni a testovani neprokézalo, Ze by tyto krystaly jakkoli narusovaly interpretaci USA
vysledkd. Pokud jsou na skli¢kach pozorovany krystaly, ofistéte Spicku trysky +1 520 887 2155
a napliite davkovac, abyste odstranili veskeré krystalické necistoty. Pokud krystaly  +1 800 227 2155 (USA)
pretrvavaji, pfestarite davkova¢ pouzivat a pozadejte mistniho servisni zastoupeni
0 vyménu davkovace.
9. Chromogen Fast Red je rozpustny v alkoholu a v acetonu. Pokud jsou obarvena
sklicka vystavena pusobeni alkoholu a/nebo acetonu, miize to mit za nasledek @
ztratu specifického signélu.
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POZNAMKA: V tomto dokumentu se jako symbol pro oddélovani celého ¢isla

a desetinnych mist pouziva vzdy te¢ka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Symboly

Spolegnost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad rdmec uvedeny v normé

ISO 15223-1 (pro USA: definici pouZitych symboll naleznete na internetovych strankach

dialog.roche.com):

GTIN Globalni &islo obchodni polozky

Pro USA: Upozornéni: Federalni zakony omezuiji prodej tohoto

(Rx Only) prostredku pouze Iékafim nebo na jejich objednavku.

HISTORIE REVIZ]

Rev. Aktualizace

L Aktualizovan oddil Upozornéni a bezpe¢nostni opatfeni. Aktualizace
soucasné Sablony.

DUSEVNI VLASTNICTVIi

VENTANA, BENCHMARK, CONFIRM, OPTIVIEW a ULTRAVIEW jsou ochranné znamky
spole¢nosti Roche. VSechny ostatni nazvy produktli a ochranné znamky jsou majetkem
pfislusnych vlastniku.
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