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BEOOGD GEBRUIK

Het VENTANA PTEN (SP218) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody is
bedoeld voor laboratoriumgebruik voor
de kwalitatieve detectie van het PTEN-
proteine (phosphatase and tensin
homolog) in formaline-gefixeerd en in
paraffine ingebed weefsel.

De klinische beoordeling van een

Afbeelding 1. Prostaatweefsel gekleurd Keuring of het uitblijven d_aarvan moet
worden aangevuld met histologisch

met VENTANA PTEN (SP218). onderzoek en beoordeling van de juiste

controles. De beoordeling moet worden uitgevoerd door een daartoe bevoegd patholoog in
samenhang met de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere diagnostische tests.

Dit antilichaam is bedoeld voor in vitro diagnostisch (IVD) gebruik.

SAMENVATTING EN UITLEG

Het VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary Antibody is gericht tegen het
proteine-tyrosine fosfatase dat door het PTEN-tumorsupressiegen (phosphatase and tensin
homolog) gecodeerd is op chromosoom 10g23.3, wat ook bekend staat als MMAC1, een gen
dat gemuteerd wordt in verschillende gevorderde kankers'2. Het PTEN-proteine is identiek
aan transformerende groeifactor B-gereguleerd en epitheelcel-verrijkt fosfatase (TEP1) en
speelt een belangrijke rol bij de controle van de overleving van de cellen en de progressie
van de celcyclus als een negatieve regulator van de fosfoinositide 3-kinase/AKT-lijn3-5.
Immunohistochemische analyses hebben een verminderde of afwezige expressie van het

PTEN-proteine aangetoond bij verschillende kankers, waaronder prostaat-, borst-, schildklier-,

baarmoederhals-, maag-, niet-leincellige long- en alvieesklierkanker6-12. Het PTEN-proteine
bevindt zich in het cytoplasma en de nucleus en komt constitutief tot expressie in niet-
neoplastische weefsels.

PRINCIPE VAN DE PROCEDURE

Het VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary Antibody bindt zich aan het
PTEN-proteine in secties van formaline-gefixeerde en in paraffine ingebedde monsters.
Het specifieke antilichaam kan worden gelokaliseerd door een gehapteneerd secundair
antilichaam te gebruiken, gevolgd door een antihapteen HRP-multimeerconjugaat
(OptiView DAB IHC Detection Kit, Cat. No. 760-700/06396500001). Het specifieke
antilichaam-enzymcomplex wordt vervolgens zichtbaar gemaakt door een precipiterend
enzymreactieproduct. Raadpleeg de bijsluiter van de OptiView DAB IHC Detection Kit
voor nadere informatie.

Naast kleuring met VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary Antibody moet
een tweede objectglaasje worden gekleurd met Rabbit Monoclonal Negative Control Ig
(Cat. No. 790-4795/06683380001).

GELEVERD REAGENS

VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary Antibody bevat voldoende reagens
voor 50 glaasjes.

Eén 5 ml dispenser met VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
bevat ongeveer 18,5 g monoklonaal konijnenantilichaam.

Het antilichaam is verdund in 0,05 M Tris-gebufferde zoutoplossing, 0,01 M EDTA, 0,05%
Brij-35 met 0,3% dragereiwit en 0,05% natriumazide, een conserveermiddel.

De totale eiwitconcentratie van het reagens bedraagt ca. 3 mg/ml. De concentratie van het
antilichaam afzonderlijk is ca. 3,7 pg/ml. Er is tot dusver geen niet-specifieke
antilichaamreactiviteit bij dit product waargenomen.
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VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary Antibody is een proteine A-
gezuiverd, recombinant monoklonaal konijnenantilichaam.

Raadpleeg de bijsluiter van de VENTANA OptiView DAB IHC Detection Kit voor
uitgebreide beschrijvingen van: (1) Principes van de procedure, (2) Benodigde, maar niet
meegeleverde materialen en reagentia, (3) Monsterafname en -preparatie voor analyse,
(4) Kwaliteitscontroleprocedures, (5) Problemen oplossen, (6) Beoordeling van resultaten
en (7) Algemene beperkingen.

BENODIGD MAAR NIET MEEGELEVERD MATERIAAL

Kleuringsreagentia, zoals de VENTANA OptiView DAB IHC Detection Kit en bijbehorende
componenten, waaronder glaasjes met weefsel voor negatieve en positieve controle,
worden niet meegeleverd.

Mogelijk zijn niet alle in de bijsluiter vermelde producten leverbaar in alle landen.
Raadpleeg uw plaatselijke vertegenwoordiger.

BEWARING

Bewaar het product na ontvangst en wanneer het niet in gebruik is bij 2-8 °C. Niet invriezen.
Doe telkens nadat de dispenser is gebruikt de dop er weer op en zet de dispenser
vervolgens onmiddellijk rechtop in de koelkast om een juiste afgifte van het reagens en de
stabiliteit van het antilichaam te waarborgen.

Op elke dispenser met antilichaam staat de uiterste gebruiksdatum. Bij juiste bewaring is
het reagens stabiel tot de op het etiket aangegeven datum. Gebruik het reagens niet na
de uiterste gebruiksdatum.

PREPARATIE VAN HET MONSTER

Normaal verwerkte, in formaline gefixeerde en in paraffine ingebedde weefsels zijn
geschikt voor gebruik bij dit primaire antilichaam mits dat wordt gebruikt met de VENTANA
OptiView DAB IHC Detection Kit en VENTANA BenchMark ULTRA-, BenchMark XT- of
BenchMark GX-kleuringsautomaat. Het aanbevolen weefselfixatiemiddel is 10% neutraal
gebufferde formaline.!3 Glaasjes dienen onmiddellijk te worden gekleurd, aangezien de
antigeniciteit van vrije weefselcoupes na verloop van tijd kan verminderen.

Het verdient aanbeveling om in de kleuringsronde van onbekende monsters ook positieve
en negatieve controles mee te nemen.

WAARSCHUWINGEN EN VOORZORGSMAATREGELEN

1. Bestemd voor in vitro diagnostiek (IVD).

2. Uitsluitend voor professioneel gebruik.

3. Ditproduct is niet geclassificeerd als gevaarlijke substantie, mits gebruikt volgens
de aanwijzingen. Het conserveermiddel in het reagens is natriumazide. Symptomen
van te lange blootstelling aan natriumazide omvatten huid- en oogirritatie en
slijmvliesirritatie en de bovenste luchtwegen. De concentratie natriumazide in dit
product bedraagt 0,05%. Deze concentratie voldoet niet aan de OSHA-criteria voor
gevaarlijke stoffen. Accumulaties van natriumazide kunnen reageren met loden en
koperen afvoerbuizen en vormen dan zeer explosieve metaalaziden. Spoel bij
afvoer na met grote hoeveelheden water om ophoping van azide in afvoerbuizen te
voorkomen. 14 Bij daarvoor gevoelige personen kunnen systemische
overgevoeligheidsreacties optreden.

4. Menselijk of dierlijk materiaal moet als biologisch gevaarlijk materiaal worden
behandeld en met gepaste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd.

5. Zorg ervoor dat reagentia niet met de ogen en slijmvliezen in aanraking komen.
Indien de reagentia met gevoelige lichaamsdelen in aanraking komen, dient u deze
met veel water te spoelen.

6.  Voorkom microbiéle verontreiniging van reagentia; onjuiste onderzoeksuitslagen
kunnen hiervan het gevolg zijn.

7. Raadpleeg de plaatselijke en/of nationale autoriteiten voor de aanbevolen
afvoermethode.

8. Raadpleeg voor aanvullende veiligheidsinformatie het
productveiligheidsinformatieblad en de gids met symbolen en R-zinnen op
www.ventana.com.

KLEURINGSPROCEDURE

Primaire antilichamen van VENTANA zijn ontwikkeld voor gebruik op een VENTANA
BenchMark ULTRA-, Benchmark XT- en BenchMark GX-kleuringsautomaat in combinatie
met de VENTANA OptiView DAB IHC Detection Kit en bijbehorende testonderdelen.
Raadpleeg Tabel 1 voor de aanbevolen kleuringsprotocollen.
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Dit antilichaam is geoptimaliseerd voor incubatie waarvan de duur vastligt, maar de
gebruiker moet de met dit reagens verkregen resultaten valideren.

De parameters voor de geautomatiseerde procedures kunnen worden getoond, afgedrukt
en bewerkt overeenkomstig de procedure in de gebruikershandleiding van het instrument.

Raadpleeg de bijsluiter van de VENTANA OptiView DAB IHC Detection Kit voor meer
informatie over immunohistochemische kleuringsprocedures.
Tabel 1. Aanbevolen kleuringsprotocol voor het VENTANA PTEN (SP218) Rabbit

Monoclonal Primary Antibody met de OptiView DAB IHC Detection Kit op BenchMark
ULTRA-, BenchMark XT- en BenchMark GX-instrumenten.

PRESTATIEKENMERKEN

Er zijn kleuringstests voor specificiteit, gevoeligheid en reproduceerbaarheid uitgevoerd;
de resultaten hiervan staan vermeld in Tabel 2 en 0 en in de paragraaf
Reproduceerbaarheid.

Specificiteit
Tabel 2. De specificiteit van VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary

Antibody is aangetoond door testen van formaline-gefixeerde, in paraffine ingebedde
normale weefsels.

Vanwege variatie in weefselfixatie en -bewerking, evenals de algemene apparatuur- en

omgevingsomstandigheden in het lab, kan het nodig zijn de incubatietijd met het primaire
antilichaam of de voorbehandeling voor celconditionering te verlengen of te verkorten, op
basis van de eigenschappen van het individuele monster, de toegepaste detectiemethode
en de voorkeur van de beoordelaar. Zie “Immunohistochemistry Principles and Advances”
voor meer informatie over fixatievariabelen. 13

WEEFSEL VOOR POSITIEVE CONTROLE

Een voorbeeld van weefsel voor positieve controle voor dit antilichaam is een normale
alvleesklier, die kleuring van het cytoplasma en/of de nucleus van de cellen van de
eilandjes van Langerhans aantoont. De daaraan gerelateerde niet-neoplastische stromale
cellen, endotheelcellen en perifere zenuwcellen binnen het tumorgebied zijn voorbeelden
van positieve interne controle.

BEOORDELING VAN DE KLEURING/TE VERWACHTEN
RESULTATEN

Het cellulaire kleuringspatroon voor VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody is cytoplasmatisch en/of nucleair. In afbeelding 2 en afbeelding 3 worden
voorbeelden getoond van verwachte kleuringsresultaten.

SPECIFIEKE BEPERKINGEN
Histologische monsters moeten binnen 24 uur na afname gedurende 12-24 uur worden
gefixeerd met 10% neutrale gebufferde formaline.

Dit antilichaam is geoptimaliseerd voor een incubatietijd van 16 minuten op instrumenten
van de BenchMark-serie samen met de OptiView DAB IHC Detection Kit, maar de
gebruiker moet de resultaten die met dit reagens worden verkregen, valideren.

Er moeten coupes van ongeveer 3-6 um dik worden gesneden en op positief geladen
microscoopglaasjes worden geplaatst.
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Protocolselectie BenchMark BenchMark XT BenchMark GX s:gitt?t!-:ve ftotaal sg:ittaitleve ftotaal
LELlics Weefsel aantal gevallen Weefsel aantal gevallen
Deparaffinering Geselecteerd Geselecteerd Geselecteerd .
Borstklier 22 Zenuw 2/2
Cell Conditioning | Cell Conditioning 1, | Cell Conditioning 1, | Cell Conditioning 1, -
(vrijmaken antigen) 56 minuten, 56 minuten, 56 minuten, Cerebellum " Ovarium 313
100 °C 100 °C 100 °C
(standaard) (standaard) Hersenen 212 Prostaat 11
Pre antilichaam Geselecteerd Geselecteerd Geselecteerd Cervix 1" Skeletspier 013
idase-
pefoxidase-remmer Dikke darm 303 Huid 1
Antilichaam 16 minuten, 16 minuten, 16 minuten,
(primair) 37°C 37°C 37°C Oog Al Dunne darm 3/3
OptiView HQ 8 minuten 12 minuten 12 minuten Nier gl Milt 17
Linker tand
(standaard) Strottenhoofd 313 Maag 20
OptiView HRP 8 minuten 12 minuten 12 minuten
Multimer (standaard) Lever 22 Tong 22
Tegenkleuring Hematoxyline Il, | Hematoxyline ll, | Hematoxyline II, Long 22 Baarmoeder 22
4 minuten 4 minuten 4 minuten Interne controles waren positief en acceptabel voor alle gevallen.
Tegenkleuring Bluing, 4 minuten | Bluing, 4 minuten | Bluing, 4 minuten
achteraf
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Afbeelding 2. Aanwezigheid van VENTANA PTEN (
Primary Antibody-kleuring bij prostaatkanker.

1015162NL Rev A



VN

QA

*® /

Primary Antibody-kleuring bij prostaatkanker.

Sensitiviteit

Afbeelding 3. Afwezigheid van VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal

Tabel 3. De sensitiviteit van VENTANA PTEN (SP218) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody werd bepaald door testen van een verscheidenheid aan in formaline gefixeerde,

in paraffine ingebedde neoplastische weefsels.

Aantal positieve/

Pathologische bevinding totaal aantal gevallen
Glioblastoom 11*
Atypisch meningioom 011
Maligne ependymoom il
Oligodendroglioom 01
Sereus adenocarcinoom van de eierstokken 17
Adenocarcinoom van het ovarium 01
Eilandceltumor il
Pancreatisch adenocarcinoom 11*
Seminoom 0/2
Medullair schildkliercarcinoom 17
Papillair schildkliercarcinoom 11
Intraductaal mammacarcinoom il
Infiltrerend ductaal mammacarcinoom 49/64*
Diffuus type B-cel-lymfoom van de milt 01
Papillair adenocarcinoom 112
Pulmonair adenocarcinoom 22130
Pulmonair carcinoom (verspreid) 17
Grootcellig pulmonair carcinoom 3/5
Mucineus pulmonair adenocarcinoom 1/4
Solide pulmonair slijmcelcarcinoom 3/3
Kleincellig, ongedifferentieerd pulmonair carcinoom 01
Pulmonair plaveiselcelcarcinoom 20/40%***
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Aantal positieve/

Pathologische bevinding totaal aantal gevallen
Neuro-endocrien carcinoom van de slokdarm 01
Adenocarcinoom van de slokdarm 01
Zegelringcelcarcinoom 11*
Stromaal sarcoom 17
Colorectaal adenocarcinoom 2/2*
Stromale tumor 7
Heldercellig niercelcarcinoom (Grawitz-tumor) 01
Adenocarcinoom van de prostaat 46/66*****
Plaveiselcelcarcinoom van de cervix 17
Embryonaal rhabdomyosarcoom 0/1
Plaveiselcelcarcinoom van de huid 11*
Neuroblastoom 01
Maligne mesothelioom 11*
Diffuus B-cellymfoom 212
Hodgkin’s lymfoom van het gemengde type 0/1
Overgangscelcarcinoom van de blaas 1N
Osteosarcoom 0/1
Maligne leiomyosarcoom 01

Interne controles waren positief en acceptabel voor alle gevallen.

*focale kleuring in alle positieve casussen
**focale kleuring in 3/49 positieve casussen
***focale kleuring in 2/22 positieve casussen
***ffocale kleuring in 2/20 positieve casussen
“***focale kleuring in 10/46 positieve casussen

Reproduceerbaarheid

Er zijn reproduceerbaarheidstudies voor VENTANA PTEN (SP218) uitgevoerd om het

volgende aan te tonen:

. Reproduceerbaarheid tussen productiepartijen van het antilichaam.
. Reproduceerbaarheid binnen runs en tussen runs op een BenchMark ULTRA-

instrument.

. Reproduceerbaarheid binnen instrumentsystemen bij gebruik op de BenchMark
ULTRA-, BenchMark XT- en BenchMark GX-kleuringsautomaten.

. Reproduceerbaarheid tussen het BenchMark GX-instrument en het

BenchMark ULTRA-instrument.

. Reproduceerbaarheid tussen de instrumentsystemen BenchMark XT en

BenchMark ULTRA.

Bij alle onderzoeken werd aan de aanvaardbaarheidscriteria voldaan.
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