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4] URGENE POUZITIE
N Anti-p40 (BC28) Mouse Monoclonal
Primary Antibody je uréené na
laboratéme pouzitie na kvalitativnu
imunohistochemicku detekciu proteinu
p40 svetelnou mikroskopiou vo
formalinom fixovanom tkanive zaliatom
v parafine farbenom na pristroji
BenchMark IHC/ISH.
Tento produkt by mal interpretovat
kvalifikovany patolég v spojeni
s histologickym vy3etrenim,
relevantnymi klinickymi informaciami

Obrazok 1. Farbenie karcinému
skvaméznych buniek pfic protilatkou
Anti-p40 (BC28).

a spravnymi kontrolami.
Této protilatka je ur€ena na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

SUHRN A VYSVETLENIE

Anti-p40 (BC28) Mouse Monoclonal Primary Antibody (protilatka anti-p40 (BC28)) je mySia
monoklonalna protilatka vytvorena na tcel detekcie p40 izoformy proteinu p63. Protein
p63 je clenom skupiny transkripénych faktorov p53.1 Vzhladom na alternativny splicing
mdze vzniknut pat izoforiem p63 (a, B, v, §, €) a dalSich 5 izoforiem bez transaktivatnej
domény na N-konci (ANp63/p40 a, B, v, 8, €) mdZze vzniknit v désledku pritomnosti
druhého prométoru v géne. -2

Protein p40 je exprimovany v bazalnych alebo progenitorovych bunkach epitelovych
tkaniv a zlazovych Struktir vratane prostaty a priedusiek.3:4 V prostate je protein p40
exprimovany v bazélnych bunkéch takmer v3etkych normainych a benignych Zliaz, ale nie
je pritomny v neuroendokrinnych alebo luminalnych sekregnych bunkach.4.5 Pritomnost
bazalnych buniek oznacena pritomnostou zafarbenia proteinu p40 je znakom normalnych
a benignych procesov v prostate.5 Absencia bazalnych buniek je charakteristickym
znakom malignit prostaty.6 Detekcia proteinu p40 zalozena na imunohistochémii (IHC) v
bazalnych bunkach prostaty pouzitim protilatky anti-p40 (BC28) sa mdze pouzit ako
pomdcka pri diferenciacii benignych a malignych Iézii prostaty.

V pliicach je p40 exprimovany v kompartmente bazalnych buniek.3 Podra urgitych hypotéz
vychéadza karciném skvaméznych buniek (SCCA) pltic z bazalneho kompartmentu.”
Maligna dlazdicovobunkova diferenciacia je charakteristicka pre SCCA podtyp
nemalobunkového karcinému pliic (NSCLC).8 Nadmema expresia p40 u NSCLC moze
teda byt indikatorom malignej skvaméznej diferenciacie.8.%.10 Adenokarcinémovy (ADC)
podtyp NSCLC typicky nevykazuje expresiu p40 ako SCCA.8 Detekcia p40 pomocou
protilatky anti-p40 (BC28) mdze teda slizit ako marker skvaméznej diferenciacie a na
odli$enie medzi plucnym SCCA a ADC.

Na rozdiel od protilatky anti-p63 (klon 4A4), ktora rozpoznava varianty p63 a p40,
protilatka anti-p40 (BC28) rozpoznava len izoformu p40.9 Studie naznadujd, Ze pre SCCA
je protilatka anti-p40 (BC28) $pecifickej$ia nez protilatka anti-p63 (4A4).%10 Preto sa
odporuca pouzivat protilatku anti-p40 (BC28) ako pomdcku pri rozli§ovani medzi plucnym
SCCAa ADC.!1

Tato protilatka sa méze pouzivat ako si¢ast panelu IHC $tudii.

PRINCIP POSTUPU

Protilatka anti-p40 (BC28) je mysia monoklonaina protilatka vytvarana proti syntetickym
peptidom. Predstavuje aminoacidovi sekvenciu p40 od aminokyseliny 5 po 17. Protilatka
Anti-p40 (BC28) sa viaze na protein p40 v tkanivovych rezoch fixovanych formalinom,
zaliatych v parafine (FFPE) a vykazuje vzor nuklearneho farbenia. Tuto protilatku je
mozné vizualizovat pomocou stipravy OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. ¢. 760-700 /
06396500001) alebo uftraView Universal DAB Detection Kit (kat. €. 760-500 /
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05269806001) v kombin&cii so stipravou Amplification Kit (kat. ¢. 760-080 /
05266114001). DalSie informécie najdete v prisluSnhom metodickom liste.

Okrem farbenia pomocou protilatky anti-p40 (BC28) je nutné zafarbit druhd sklicko
prislusnou negativnou kontrolou.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka anti-p40 (BC28) obsahuje dostatok ¢inidla na 50 testov.

Jeden 5 mL davkovag protilatky anti-p40 (BC28) obsahuije priblizne 2.0 pg mysej
monoklonalnej protilatky.

Protilatka sa riedi v pufri Tris-HCI s proteinovym nosi¢om a 0.10 % konzervacnou latkou
ProClin 300.

Koncentracia Specifickej protilatky je priblizne 0.4 pg/mL. V tomto produkte sa
nespozorovala ziadna reaktivita na neSpecifické protilatky.

Protilatka anti-p40 (BC28) je mySia monoklonélna protilatka produkovana ako asciticky
material.

V prislusnom metodickom liste k detekénej siprave VENTANA néjdete podrobny opis
nasledujtcich bodov: Princip postupu, Material a metody, Ziskavanie a priprava vzoriek
na analyzu, Postupy kontroly kvality, RieSenie problémov, Interpretécia vysledkov a
Obmedzenia.

POTREBNE MATERIALY, KTORE NIE SU SUCASTOU DODAVKY
Farbiace reagencie, napr. detekéné stpravy VENTANA, a pomocné komponenty vratane
sklicok na negativnu a pozitivnu kontrolu tkaniva nie st su¢astou dodavky.

Nie vSetky produkty uvedené v metodickom liste musia byt dostupné vo véetkych
regiénoch. Obréatte sa na miestneho zastupcu podpory.

Nasledujlce reagencie a materialy mdzu byt potrebné na farbenie, nie st vSak stcastou
dodavky:

1. Odportcané kontrolné tkanivo

2 Kladne nabité mikroskopické sklicka

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. EZPrep 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.  Permanentné montaZne médium

16.  Krycie sklicko

17. Automat na krycie sklicka

18.  Univerzalne laboratérne vybavenie

19.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANIE A STABILITA

Po prijati a vtedy, ked sa nepouziva, skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Nezmrazuijte.

Po kazdom pouZiti je nutné opétovne nasadit uzaver davkovaca a davkovac hned vlozit
do chladnicky vo zvislej polohe, aby ste zaistili spravnu dodavku reagencie a stabilitu
protilatky.

Kazdy davkovac protilatky ma datum exspiracie. Ak sa reagencia spravne skladuje,
zachovava si svoje vlastnosti az do datumu uvedeného na $titku. Nepouzivajte reagenciu
po datume exspiracie.

PRIPRAVA VZORIEK

Bezne spracované FFPE tkaniva s vhodné na pouzitie s touto primarnou protilatkou, ak
sa pouZiju spolu s detekénymi supravami VENTANA a pristrojmi BenchMark IHC/ISH.
Odporagané &inidlo na fixaciu tkaniva je 10 % neutralny pufrovany formalin.’2 Rezy maju
byt priblizne 4 um hrubé a poloZené na kladne nabité sklicka. Sklicka sa maju farbit
okamZite, pretoZe antigénnost narezanych tkanivovych rezov sa mdze ¢asom zniZit.
Poziadajte zastupcu spolo¢nosti Roche o kdpiu dokumentu ,Recommended Slide Storage
and Handling®, v ktorom najdete dalSie informéacie.

1014009SK Rev D



V=NTANA

Odporucame spracovat pozitivnu a negativnu kontrolu sicasne s neznamymi vzorkami.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

1. Ur€ené na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

2. Urcené len pre odbornikov.

3. Nepouzivajte po vykonani stanoveného poctu testov.

4 Roztok ProClin 300 sa pouziva ako konzervacné latka v tejto reagencii. Tato latka je
zaradena ako drazdiva latka a pri kontakte s koZzou méoZe spdsobit senzibilizaciu. Pri
manipulacii dodrziavajte primerané bezpecnostné opatrenia. Zabrarite kontaktu
reagencii s o€ami, kozou a so sliznicami. Pouzivajte ochranny odev a rukavice.

5. Kladne nabité sklicka mdzu byt citlivé na zataZzenie okolitym prostredim, ktoré vedie
k nespravnemu farbeniu. Poziadajte svojho zastupcu spolocnosti Roche o dalSie
informacie o tom, ako tieto typy skliok pouzivat.

6. S materialmi ludského alebo Zivo¢isneho pdvodu je potrebné zaobchadzat ako
s biologicky nebezpenym materialom a ich likvidacia musi zahfat nalezité
bezpecnostné opatrenia. V pripade expozicie je potrebné dodrziavat zdravotné
pokyny zodpovednych organov. 13,14

7. Zabrante kontaktu Cinidiel s o¢ami a sliznicami. Ak sa inidla dostany do kontaktu
s citlivymi oblastami, zmyte ich velkym mnozstvom vody.

8.  Zabrante mikrobialnej kontamincii Cinidiel, pretoZe to mdze spdsobit nespravne
vysledky.

9. DalSie informacie o pouzivani tejto pomdcky najdete v pouzivatelskej prirucke
k pristroju BenchMark IHC/ISH a v navodoch na pouzitie vSetkych potrebnych
komponentov na stranke navifyportal.roche.com.

10.  Informécie o odporu¢anom spdsobe likvidacie ziskate od miestnych a/alebo
Statnych organov.

11.  Oznadenie bezpecnosti produktov v prvom rade zodpoveda usmemeniu GHS EU.
Na poziadanie mozno profesionalnemu pouzivateflovi poskytnut kartu
bezpecnostnych udajov.

12. Pri hi&seni podozrenia na zavazné incidenty spojené s touto pomdckou kontaktujte
miestneho zastupcu spolo¢nosti Roche a kompetentny organ Elenského Statu alebo
krajiny, v ktorej ma pouzivatel sidlo.

Tento produkt obsahuje komponenty klasifikované v sulade s nariadenim (ES)

farbenia v imunohistochémii néjdete v prislusnom metodickom liste k detekénej suprave
VENTANA.

Dalsie podrobnosti o spravnom pouzivani tejto pomdcky najdete v metodickom liste inline
davkovaca spojenom s P/N 790-4950.

Tabufka 2. Odporicany protokol farbenia pre protilatku anti-p40 (BC28) s detekénou
supravou OptiView DAB IHC Detection Kit v pristrojoch BenchMark IHC/ISH.

Metéda
Typ postupu ULTRA alebo
X XT ULTRAPLUS 2
Odstranenie parafinu Zvolené Zvolené Zvolené
Cell Conditioning CC1, CC1, ULTRA CC1
(Odmaskovanie 32 minut, 32 minut, 32 minut,
antigénu) 100 °C 100 °C 100 °C
Inhibitor prepr imarnej Zvolené Zvolené Zvolené
peroxidazy
Protilatka (primarna) 16 mindt, 37 °C | 16 minat, 37 °C | 16 minut, 36 °C

OptiView HQ Linker 8 minut (vychodiskové)
OptiView HRP L

Multimer 8 minut (vychodiskové)

Kontrastné farbivo Hematoxylin II, 4 minaty

Nasledné kontrastné
farbivo

a Medzi pristrojmi BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS bola pomocou
reprezentativnych analyz preukdzana zhoda.

Bluing, 4 minuty

Tabufka 3. Odpordcany protokol farbenia pre protilatku anti-p40 (BC28) so stipravou
ultraView Universal DAB Detection Kit v pristrojoch BenchMark IHC/ISH.

€. 1272/2008 takto: Metéda
Tabufka 1. Informacie o nebezpecnosti. Typ postupu ULTRA alebo
Nebezpecnost’ Kod Upozornenie e Al ULTRAPLUS @
Varovanie H317 MbZe vyvolat alergickd koznu reakciu. Odstranenie parafinu Zvolené Zvolené Zvolené
H412 Skodlivé pre vodné organizmy s dihodobymi (ginkami. Cell Conditioning 5 . ULTRA CCA
- - - (Odmaskovanie CC1, Standard CC1, Standard & '
P261 Zabrarite vdychovaniu hmly alebo par. antigénu) Standard
P2r3 Nevypdstajte do prostredia. Protilatka (primarna) | 16 mindt, 37 °C | 16 mindt, 37 °C | 16 mindt, 36 °C
P2eo Noste ochranne rukavice. Amplifikacia Zvolené Zvolené Zvolené
P333 + Ak sa prejavi podraZdenie koZe alebo sa vytvoria R - ) -
P313 vyrazky: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost. Kontrastné farbivo Hematoxylin II, 4 mindty
P362 + Kontaminovany odev vyzle¢te a pred dalSim pouZzitim Nasled?aill)(it\),:trastne Bluing, 4 mindty
P364 vyperte.
Zneskodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na a Medzi pr|§tr01m| Benc’hMark U’LTR/:\ a BenchMark ULTRA PLUS bola pomocou
P501 likvidaciu odpadu. reprezentativnych analyz preukazana zhoda.

Tento produkt obsahuje CAS ¢&. 55965-84-9, reakénu zmes: 5-chloro-2-metyl-2H-izotiazol-
3-6nu a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6nu (3:1).

POSTUP FARBENIA

Primame protilatky VENTANA boli vyvinuté na pouzitie v pristrojoch BenchMark IHC/ISH
v kombincii s detekénymi stipravami VENTANA a prislu§enstvom. Odporti¢ané protokoly
farbenia uvadza Tabulka 2 a Tabulka 3 nizSie.

Této protilatka je optimalizovana na uvedené asy inkubécie, ale pouzivatel musi vysledky
ziskané pomocou tejto reagencie overit.

Parametre automatizovanych postupov sa mdZu zobrazit, tlacit a editovat podia postupu
uvedeného v pouzivatelskej prirucke k pristroju. Podrobné informécie o postupoch
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Vzhladom na varigciu vo fixacii a spracovani tkaniva a vSeobecné laboratérne pristroje
a podmienky prostredia méZe byt nutné zvysit alebo zniZit inkubaciu primamych
protilatok, Upravu buniek alebo predupravu protedz na zaklade individualnych vzoriek,
pouZitej detekcie a preferencii itatela. DalSie informécie o premennych fixacie uvadza
JImmunohistochemistry Principles and Advances."!5

NEGATIVNA KONTROLNA REAGENCIA

Okrem farbenia pomocou protilatky anti-p40 (BC28) je nutné farbit druhé sklicko
prisluSnou negativnou kontrolnou reagenciou.

POZITIVNA KONTROLA TKANIVA

Optimélna laboratérna prax ma zahffiat pozitivny kontrolny rez na tom istom skli¢ku, ako
je testované tkanivo. Tato prax pomaha identifikovat pochybenie pri nanaSani reagencii
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na skli¢ko. Na kontrolu kvality je najvhodnejSie tkanivo so slabym pozitivnym farbenim.
Kontrolné tkanivo mdZe obsahovat pozitivne alebo negativne sa farbiace prvky a moze
slizit ako tkanivo na pozitivnu aj negativnu kontrolu.

Kontrolné tkanivo musi byt nova autopsia, biopsia alebo chirurgické vzorka pripravena €i
fixovana €o najskor rovnakym spdsobom ako testované rezy.

a myoepitelilne bunky; b spinocelulérne bunky; ¢ uroteliaine bunky; d bazalne bunky

Tabufka 5. Citlivost/Specifickost protilatky anti-p40 (BC28) bola stanovena testovanim

réznych neoplastickych FFPE tkaniv.

Zname pozitivne kontroly tkaniva sa maju pouZivat len na sledovanie funkcie reagencii quéet
a pristrojov, nie ako pomécka pri stanoveni konkrétnej diagnézy testovacich vzoriek. po§|t|vr3ych
" \ . (s - o . Ivsetkych
Ak pozitivne kontrolné tkanivo nepreukéZze pozitivne zafarbenie, vysledky testovacej - -
. j Patoldgia pripadov
vzorky treba povazovat za neplatné.
Prikladom poxzitivnych kontrolnych tkaniv pre tato protilatku st bazaine bunky v normaingj | Glioblastom (mozog) 0N
prostate a karciném skvaméznych buniek pltc. Meningeém (mozog) 0/1
INTERPRETACIA FARBENIA/OCAKAVANE VYSLEDKY Ependymém (mozog) on
Vzor bunkového farbenia pre protilatku anti-p40 (BC28) je nuklearny. Oligodendrogliom (mozog) o
SPECIFICKE OBMEDZENIA Serozny karcinom (vajecnik) 101
Vzorku je nutné fixovat do 24 hodin od odberu pomocou 10 % neutralneho pufrovaného Karcinom (vajecnik) 1
formalinu 12 az 24 hodin. Neodpori¢ame tkaniva fixovat 95 % alkoholom ani fixativom Z-5. I
Protilatka anti-p40 (BC28) zriedkavo vykazuje velmi slabé fokalne farbenie Pankreaticky neuroendokrinny tumor (pankreas) 0
u adenokarcinému (<5 % buniek). Adenokarciném (pankreas) 0N
Systém detekcie OptiView je vSeobecne citlivej$i nez systém detekcie wuftraView. — -
Pouzivatel musi validovat vysledky ziskané pomocou tejto reagencie a detekénych Seminém (semennik) 02
systémov. Medularny karciném (Stitna Zlaza) 01
V3etky analyzy sa nemusia zaregistrovat na kazdom pristroji. Ak chcete ziskat dalSie Papilamy karcinom (Stitna 2laza) 01
informéacie, obratte sa na miestneho zastupcu spoloénosti Roche. pliarny
CHARAKTERISTIKA VYKONU Duktalny karciném in situ (prsnik) 0/1
P . Invazivny duktalny karciném (prsnik) 0/2
ANALYTICKA UCINNOST —————
Vykonali sa testy farbenia na zistenie citlivosti, Specifickosti a presnosti a vysledky su Malobunkovy karcinom (pliica) o
uvedené nizsie. Karciném skvaméznych buniek (pl'tica) 74192
Citlivost’ a Specifickost Adenokarcinom (plica) 12145
Tabufka 4. Citlivost/Specifickost' protilatky anti-p40 (BC28) bola stanovena testovanim Velkobunkovy karciném (pliica) 14
normalnych FFPE tkaniv. y P
Pocet Pocet Neuroendokrinny karcindm, atypicky karcinoid (pluca) 0/5
pozitivnych/ pozitivnych/ Adenokarcindm in situ (pltca) 0/4
vsetkych vsetkych - . e 2
Tkanivo pripadov Tkanivo pripadov Adenoskvamdzny karcindm (plica)
Mozog 03 Tymus b 33 Neuroendokrinny karciném (pazerak) 0/1
Mozotek o3 Myeloidny (kostna o3 Adenokarcindm (pazerak) ot
drer) Karciném z prstencovych buniek on
Nadoblicka 073 Plica 0/13 Adenokarcindm (tenké &revo) 0/1
Vajeénik 0/3 Srdce 0/3 Stromalny sarkom 0/1
Pankreas 0/3 Pazeréak b 13 Gastrointestinalny stromalny tumor (GIST) 02
Prititne teliesko 0/3 Zalidok 0/3 Adenokarcindm (kolorektalny) 012
Hypofyza 0/3 Tenkeé Crevo 0/3 Hepatocelularny karcindm (pecer) 01
(podmozgova aza) Hepatoblastom (peceri) 0/1
?emenmk 03 Hirubé revo 03 Jasnobunkovy karciném (oblicka) 0/1
Stitna Zlaza 03 Pecen 03 Adenokarciném (prostata) 0/57
) . 1y b
Prsnik @ 313 Slinné Zlaza 13 Hyperplazia prostaty (prostata) 313
Slezina 0/3 Oblicka 0/3 Leiomyom (matemica) /1
Mandla © 33 Prostata ¢ 89 Karciném (maternica) on
Endometrium 013 Kréok matemice ® 113 Jasnobunkovy karcinom (matemica) on
Kostrovy sval 013 Koza b 313 Karciném skvaméznych buniek (maternica) 212
Nerv 0/3 Mezotel a pluca 0/3 Embryonalny rabdomyosarkém (prieéne pruhovany sval) 0/1
Modovy mechur ¢ 213 Lymfaticka uzlina 013 Melanom (anus) 0/1
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Pocet
pozitivnych

IvSetkych
Patologia pripadov
Karciném z bazalnych buniek (koza) il
Karcindm skvaméznych buniek (koza) il
Neurofibrém (lumbarny) 0/1
Neuroblastém (retroperitoneum) 0/1
Epiteloidny mezoteliom 0/1
Lymfém B-buniek, NOS (lymfatickd uzlina) 0/3
Hodgkinov lymfém (lymfatickd uzlina) 011
Anaplasticky velkobunkovy lymfém (lymfatickd uzlina) 011
Urotelovy karcindm (moc&ovy mechdr) 1N
Leiomyosarkém (moCovy mechur) 0/2
Osteosarkém 0N
Rabdomyosarkém vretenovitych buniek (peritoneum) 0/1

a Skvamozna zlozka

Presnost’

Studie presnosti pre protilatku anti-p40 (BC28) boli vykonané s ciefom preukazat:
Presnost protilatky medzi Sarzami.

Presnost pristroja BenchMark ULTRA v ramci cyklu a medzi diiami.

Presnost medzi pristrojmi v pristrojoch BenchMark GX, BenchMark XT
a BenchMark ULTRA.

Presnost medzi platformami v pristrojoch BenchMark GX, BenchMark XT a
BenchMark ULTRA.

V3etky Studie splnili svoje kritéria prijatelnosti.

Presnost v pristroji BenchMark ULTRA PLUS bola preukazana pomocou
reprezentativnych analyz. Stidie zahffiali testovanie opakovatelnosti v ramci cyklu a
strednej presnosti medzi diiami a medzi cyklami. V3etky Studie spinili svoje kritéria
prijatelnosti.

KLINICKA UCINNOST
Udaje pre Klinicky vykon relevantné pre uréeny Géel protilatky anti-p40 (BC28) boli

vyhodnotené systematickym prehladom literatdry. Ziskané udaje podporuji pouZitie
pomocky v stlade s uréenym Gcelom.
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Spoloénost Ventana pouziva okrem symbolov a znaciek uvedenych v norme ISO 15223-1
aj nasledujuce symboly a znacky (dalSie informacie pre USA: pozri
elabdoc.roche.com/symbols).
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