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TILSIGTET ANVENDELSE

Anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4) Mouse
Monoclonal Primary Antibody er
beregnet til anvendelse i laboratoriet til
kvalitativimmunhistokemisk detektion af
cytokeratin 5 ved lysmikroskopi i
formalinfikserede, paraffinindlejrede
vaevsshit, der er farvet pa et BenchMark
IHC/ISH-instrument.

Dette produkt skal fortolkes af en
kvalificeret patolog og sammenholdes

Fig. 1 Anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-
antistoffarvning af pladecellekarcinom

i lunge. med histologisk undersggelse, relevante
kliniske oplysninger og egnede
kontroller.

Dette antistof er beregnet til in vitro
diagnostisk (IVD) brug.

RESUME OG FORKLARING

Anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4) Mouse Monoclonal Primary Antibody (anti-Cytokeratin 5/6
(D5/16B4)-antistof) er et monoklonalt museantistof, der er produceret til detektion af
cytokeratin (CK) 5. CK5 er en type II-CK (hgjmolekyleert, 62 kDa), der udtrykkes i basal-
og myoepitelceller fra forskellige epitteler og kirtelstrukturer, herunder bronkier, prostata
og bryst.12

CK5 udtrykkes i lungens basalepitel, og dets overekspression er en indikation pa malignt
pladeepitel i lungelaesioner. "3 Differentiering af maligne pladeceller er karakteristisk for
pladecellecarcinom (SCCA)-undertypen af ikke-smacellet lungekraeft (NSCLC).4.5 Den
immunhistokemi (IHC)-baserede detektion af CK5 med anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-
antistof kan bruges som hjeelp til at skelne mellem pulmonalt SCCA og pulmonalt
adenokarcinom (ADC).

Derudover udtrykkes CK5 i mesotelceller i lungehinden og overudtrykkes i epithelioidt
malignt mesotheliom (MM).6 CK5 er konsekvent fraveerende i pulmonal ADC, der ger det
vanskeligt med sikkerhed at diagnosticere epithelioidt MM.8.7 Derfor kan detektion af CK5
med anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof bruges som hjeelp ved differentialdiagnosen af
epithelioidt MM fra lunge-ADC.

CK5 udtrykkes i prostatabasalceller, og tabet af CK5-ekspression er tegn pa neoplasmer,
der har gennembrudt basalmembranen. '8 Detektion af CK5 i basalceller er
kendetegnende for normale og godartede prostataprocesser, og fraveeret af CK5 er tegn
pa prostata-adenokarcinom.9.10 Saledes kan detektion af CK5 i prostatabasalceller med
anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof kan bruges som hjeelp til differentieringen af
benigne og maligne prostataleesioner.

Derudover udtrykkes CK5 i myoepitelceller (MEC'er) i normalt brystveev og benigne
processer.!112 Fravaeret af MEC'er er et diagnostisk kendetegn ved invasive
processer.13-13 | tilfeelde, hvor MEC-laget er vanskeligt at evaluere via histologi alene, kan
supplerende IHC-analyser for MEC-markarer anvendes.'3-15 Der findes adskillige MEC-
markerer, og anbefalingeme omfatter brug af IHC-undersggelser for mindst to markerer
for at pavise tilstedevaerelse eller fraveer af myoepitelceller.!3-15 Pavisningen af CK5 i
bryst-MEC'er med anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof kan bruges som hjeelp til at
skelne non-invasive fra invasive brystneoplasmer.

Antistofklon D5/16B4, der fremstilles til detektion af CK5, er ogsa reaktivt over for CK6, en
anden type I-CK (60 kDa), der har 86 % samme sekvenshomologi som CK5. CK6
udtrykkes i hyperproliferative keratinocytter og bruges ikke som basalcellemarker.!
Antistoffet D5/16B4 benzevnes ofte som CK5/6-antitof i patologilitteraturen.

Dette antistof kan anvendes som en del af et panel af IHC-undersegelser.
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PROCEDURENS PRINCIP

Anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof binder sig til cytokeratin 5 og cytokeratin 6 i
formalinfikserede, paraffinindlejrede (FFPE)-vaevssnit og udviser et cytoplasmisk
farvningsmenster. Dette antistof kan visualiseres med et OptiView DAB IHC Detection Kit
(kat.nr. 760-700 / 06396500001) eller uftraView Universal DAB Detection Kit

(kat.nr. 760-500 / 05269806001). For yderligere oplysninger henvises der til det respektive
metodeark.

LEVERET MATERIALE

Anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof indeholder tilstraekkeligt med reagens il 50 test.
En 5 mL-dispenser med anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof indeholder ca. 28 pg af et
monoklonalt museantistof.

Antistoffet er fortyndet i fosfatbufferet saltvandsoplgsning, der indeholder baererprotein og
0.10 % ProClin 300 som konserveringsmiddel.

Specifik antistofkoncentration er cirka 5.6 pug/mL. Der er ikke observeret nogen kendt,
uspecifik antistofreaktivitet i dette produkt.

Anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof er et rekombinant monoklonalt museantistof, der
fremstilles som en oprenset supernatant af en cellekultur.

Se det relevante metodeark til VENTANA-detektionskit for at fa yderligere oplysninger om
immunhistokemiske farvningsprocedurer: Procedurens princip, Materiale og metoder,
Provetagning og forberedelse til analyse, Metoder til kvalitetskontrol, Fejlfinding,
Fortolkning af resultater og Begreensninger.

N@DVENDIGE MATERIALER, SOM IKKE MEDFZLGER
Farvereagenser sasom VENTANA-detektionskits og hjeelpekomponenter, herunder
objektglas med negative og positive kontrolvaev, medfalger ikke.

Det er ikke alle produkter, der er naevnt i metodearket, som kan fas i alle geografiske
omrader. Indhent oplysninger hos den lokale supportrepreesentant.

Nedenstaende reagenser og materialer kan veere pakreevet ved farvning, men medfalger
ikke:

1. Anbefalet kontrolveev

2. Objekiglas, positivt ladede

3. Negative Control (Monoclonal) (kat.nr. 760-2014 / 05266670001)

4. ultraView Universal DAB Detection Kit (kat.nr. 760-500 / 05269806001)
5. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat.nr. 760-700 / 06396500001)

6.  EZ Prep Concentrate (10X) (kat.nr. 950-102 / 05279771001)

7. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat.nr. 950-300 / 05353955001)

8. LCS (Predilute) (kat.nr. 650-010 / 05264839001)

9. ULTRALCS (Predilute) (kat.nr. 650-210 / 05424534001)

10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat.nr. 950-124 / 05279801001)

11. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat.nr. 950-224 / 05424569001)
12. Hematoxylin Il (kat.nr. 790-2208 / 05277965001)

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

14.  Permanent monteringsmateriale

15.  Deekglas

16.  Automatiseret deekglas instrument

17.  Generelt laboratorieudstyr

18.  BenchMark IHC/ISH-instrument

OPBEVARING OG STABILITET

Opveares ved 2-8 °C efter modtagelsen, og nar de ikke anvendes. Ma ikke nedfryses.
For at sikre korrekt reagenstilfersel og antistoffets stabilitet skal kapslen seettes pa
dispenseren igen efter hver brug, og dispenseren skal omgaende anbringes i kaleskab i
opret position.

Hver antistofdispenser er maerket med udigbsdato. Ved korrekt opbevaring er reagenset
stabilt indtil den dato, der er angivet pa etiketten. Brug ikke reagenset efter udlgbsdatoen.

PRAPARATFORBEREDELSE

Rutinemaessigt behandlede, formalinfikserede og paraffinindstebte (FFPE) vaev er egnede
il brug med dette primeere antistof, nar det anvendes med VENTANA-detektionskits og
BenchMark IHC/ISH-instrumenter. Det anbefalede vaevsfiksativ er 10 % neutral buffer-
formalin. 16 Der skal skeeres snit pa cirka 4 um tykkelse, som monteres pé positivt ladede
objektglas. Objektglassene skal farves omgaende, da skame vaevssnits antigenicitet
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muligvis mindskes over tid. Bed din lokale Roche-repraesentant om en kopi af
"Recommended Slide Storage and Handling", hvis du @nsker yderligere oplysninger.
Det anbefales, at der kares positive og negative kontroller samtidig med ukendte
preeparater.

ADVARSLER OG FORSIGTIGHEDSREGLER

1. Tilin vitro diagnostisk (IVD) brug.

2. Kuntil faglig anvendelse.

3. Brug ikke efter det angivne antal tests.

4 ProClin 300 er brugt som konserveringsmiddel i dette reagens. Det er klassificeret
som lokalirriterende og kan forarsage overfelsomhed ved hudkontakt. Der skal
tages rimelige forholdsregler ved handtering. Undga, at reagenset kommer i
bergring med gjne, hud og slimhinder. Beer beskyttelsestoj og handsker.

5. Positivt ladede objektglas kan veere modtagelige over for stressfaktorer i det
omgivende miljg, hvilket kan medfgre uhensigtsmeessig farvning. Bed din Roche-
repreesentant om yderligere oplysninger om, hvordan denne type objektglas skal
anvendes.

6.  Materialer af human eller animalsk oprindelse skal handteres som biologisk farligt
materiale og bortskaffes i henhold til geeldende forholdsregler. | tilfeelde af
eksponering skal de ansvarlige myndigheders sundhedsdirektiver falges.!7,18

7. Undga, at reagenser kommer i kontakt med gjne og slimhinder. Vask med rigelige
maengder vand, hvis reagenserne kommer i kontakt med fglsomme omrader.

8. Undga mikrobiel kontamination af reagenserne, da det kan forarsage fejlbeheeftede
resultater.

9. For yderligere information om brugen af denne enhed henvises til BenchMark
IHC/ISH-instrumentets brugervejledning og brugsanvisningemne til alle nedvendige
komponenter, som findes pa navifyportal.roche.com.

10.  Indhent oplysninger hos lokale og/eller statslige myndigheder vedrgrende den
anbefalede metode til bortskaffelse.

11. Meerkning af produkisikkerhed falger primeert EU’s GHS-vejledning.
Sikkerhedsdatablade er tilgaengelige efter anmodning for faglige brugere.

12.  For at rapportere mistanke om alvorlige haendelser i forbindelse med denne enhed,
skal du kontakte den lokale Roche-repraesentant og den kompetente myndighed i
den medlemsstat eller det land, hvor brugeren har etableret sig.

Dette produkt indeholder komponenter klassificeret som falger i henhold til Forordning

(EU) nr. 1272/2008:

Tab. 1. Fareoplysninger.

Fare Kode Satning
Advarsel H317 Kan forarsage allergisk hudreaktion.
P261 Undga at indande tage eller dampe.
Tilsmudset arbejdstgj ber ikke fiernes fra
p272 ;
arbejdspladsen.
P280 Beer beskyttelseshandsker.
P333 + Ved hudirritation eller udslet: Sag laege.
P313
P362 + Alt tilsmudset tgj tages af og vaskes inden
P364 genanvendelse.
Indholdet/beholderen bortskaffes i et godkendt
P501 .
affaldsbehandlingsanlaeg.

Dette produkt indeholder CAS-nr. 55965-84-9, en reaktionsmasse af: 5-chlor-2-methyl-
2H-isothiazol-3-on og 2-methyl-2H-isothiazol-3-on (3:1).
FARVNINGSPROCEDURE

VENTANA primeere antistoffer er blevet udviklet til brug pa BenchMark IHC/ISH-
instrumenter i kombination med VENTANA-detektionskits og -tilbehar. Se nedenstaende
tabeller vedrgrende anbefalede farvningsprotokoller.

Dette antistof er optimeret til specifikke inkubationstider, men brugeren skal validere
resultater, der opnas med dette reagens.

Parametrene for de automatiserede procedurer kan vises, udskrives og redigeres i
henhold til den procedure, der er beskrevet i instrumentets brugervejledning. Se det
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relevante metodeark til VENTANA-detektionskits for at fa yderligere oplysninger om
immunhistokemiske farvningsprocedurer.

Yderligere oplysninger om korrekt brug af denne enhed kan ses i inline-dispenserens
metodeark, som herer til P/N 790-4554

Tab. 2. Anbefalet farvningsprotokol for anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof med
ultraView Universal DAB Detection Kit pa BenchMark IHC/ISH-instrumenter.

Metode
Proceduretype X ULTRA eller ULTRA
PLUS @
Afparaffinering Valgt Valgt
Cell Conditioning Cell Conditioning 1, ULTRA Cel
) . Standard Conditioning 1
(Antigenafmaskning) 64 minutter, 95 °C
Antistof (primeert) 24 minutter, 37 °C 20 minutter, 36 °C
Kontrastfarve Hematoxylin II, 4 minutter
Efterfelgende . .
Kontrastfarve Bluing Reagent, 4 minutter

aDer blev demonstreret overensstemmelse mellem BenchMark ULTRA- og BenchMark
ULTRA PLUS-instrumenter ved hjeelp af repraesentative analyser.

Tab. 3. Anbefalet farvningsprotokol for anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof med
OptiView DAB IHC Detection Kit pa BenchMark IHC/ISH-instrumenter.

Metode
Proceduretype o~ ULTRA eller ULTRA
PLUS @
Afparaffinering Valgt Valgt
Cell Conditioning ULTRA CC1,

CC1, 64 minutter

(Antigenafmaskning) 64 minutter, 100 °C

Prae-primaer

peroxidaseinhibitor Valgt

Valgt

Antistof (primeert) 16 minutter, 37 °C 16 minutter, 36 °C
OptiView HQ Linker 8 minutter
0pt|V|e_w HRP 8 minutter
Multimer
Kontrastfarve Hematoxylin II, 4 minutter
Efterfolgende . .
Kontrastfarve Bluing Reagent, 4 minutter

a Der blev demonstreret overensstemmelse mellem BenchMark ULTRA- og BenchMark
ULTRA PLUS-instrumenter ved hjeelp af repraesentative analyser.

Pa grund af variationer i veevsfiksering og -behandling samt generelle forhold vedrarende
laboratorieinstrumenter og -miljg kan det veere nadvendigt at @ge eller mindske
inkubationstiden for det primeere antistof, celleforbehandlingen eller
proteaseforbehandlingen baseret pa individuelle preeparater, den anvendte detektion og
leeserpraeferencer. For yderligere information om fikseringsvariabler henvises til
»Immunohistochemistry Principles and Advances.«9

NEGATIV REAGENSKONTROL

Foruden farvning med anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4) skal et andet objektglas farves med
det relevante negative kontrolreagens.

POSITIV VAEVSKONTROL

Bedst mulig laboratoriepraksis skal omfatte et positivt kontrolsnit pa samme objektglas
som testveevet. Dette hjeelper med at identificere fejl i forbindelse med paferingen af
reagens pa objektglasset. Vaev med svag positiv farvning er bedst egnet il
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kvalitetskontrol. Kontrolvaev kan indeholde bade positive og negative farvningselementer
og kan benyttes bade som positiv og negativ kontrol. Kontrolveev skal veere nye
obduktions-, biopsi- eller kirurgisk preeparat, der er klargjort eller fikseret s& hurtigt som
muligt pa en méde, der er identisk med testsnittene.

Kendte positive veevskontroller ma udelukkende benyttes til overvagning af reagensemes
og instrumenternes funktion, og ikke som hjeelp til at formulere en specifik diagnose for
testprgver. Hvis de positive vaevskontroller ikke udviser positiv farvning, skal resultaterne
for testpraeparaterne anses for ugyldige.

Eksempler pa positivt kontrolvaev for dette antistof er normal prostata og normal tonsil.
FORTOLKNING AF FARVNINGEN / FORVENTEDE RESULTATER
Cellefarvningsmansteret for anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof er cytoplasmisk.

SPECIFIKKE BEGRANSNINGER

Alle analyser er ikke ngdvendigvis registreret pa alle instrumenter. Kontakt den lokale
Roche-repraesentant for yderligere oplysninger.
YDEEVNEKARAKTERISTIKA

ANALYTISK YDEEVNE

Farvningspraver for sensitivitet, specificitet og praecision blev udfart, og resultaterne er
anfert nedenfor.

Sensitivitet og specificitet

Tab. 4. Sensitivitet/specificitet for anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof blev bestemt
ved testning af normale FFPE-vaev.

Antal Antal

positive positive

tilfelde / tilfelde /
Vav tilfelde ialt | Vav tilfaelde i alt
Cerebrum or7 @sofagus 4/4
Cerebellum 0/4 Maveseek 0/4
Binyre @ 0/4 Tyndtarm 0/4
Ovarie 0/4 Colon 0/4
Pancreas 0/4 Lever 0/4
Glandula parathyroidea 0/3 Spytkirtel 313
Glandula pituitaria 0/3 Rektum on
Testis 0/4 Nyre 0/4
Thyroidea 0/4 Prostata 16/16
Bryst ¢.d 21125 Endometrium 0/3
Milt 0/3 Cervix 5/5
Tonsil 313 Bleere 3/4
Thymus 33 Placenta 013
Knoglemarv 0/3 Skeletmuskulatur 0/3
Lymfeknude b 0/4 Hud 33
Lunge 217 Nerve 0/3
Strube 33 Mesothelium 3/3
Hjerte 0/3

a|nkluderer normalt vaev og hyperplasi

b Inkluderer normalt vaev og reaktivt vaev

¢ Luminale epitelceller og myoepitelceller

d Der kan observeres ufuldstaendig eller delvis farvning af MEC'er i brystveev
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Tab. 5. Sensitivitet/specificitet for anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof blev fastlagt
ved undersggelse af forskellige neoplastiske FFPE-vaev.

Antal
positive
tilfelde /
tilfeelde i

Patologi alt
Astrocytom (cerebrum) 0/1
Meningiom (cerebrum) 0/1
Meningiom (cerebellum) 0/2
Adenom (binyre) 0/1
Adrenokortikalt karcinom (binyre) 0/1
Granulosacelletumor (ovarie) 0/1
Adenokarcinom (ovarie) 0/1
Endometrioidt adenokarcinom (ovarie) 0/1
Metastatisk signetringcellekarcinom i colon (ovarie) 0/1
Seminom (testis) 0/2
Adenom (thyroidea) 0/3
Follikuleert karcinom (thyroidea) 01
Follikuleert papillzert adenokarcinom (thyroidea) 01
Fibroadenom (bryst) @ 212
Invasivt duktalt karcinom (bryst) b 4/32
Duktalt karcinom in-situ (bryst) ¢ 2117
Lobuleert karcinom in-situ (bryst) 01
Invasivt lobuleert karcinom (bryst) @ 013
Metastatisk invasivt duktalt brystkarcinom (lymfeknude) on
Pladecellekarcinom (lunge) 42/51
Adenokarcinom (lunge) 118
Smacellet karcinom (lunge) 0/4
Granulomatgs sygdom, mycobacterium tuberculosis (lunge) 0/2
Papilleert adenokarcinom (lunge) 0/1
Clear cell-karcinom (lunge) 0/1
Karcinoid (lunge) on
Adenokarcinom in-situ (lunge) 011
Pladecelleadenokarcinom (lunge) 6/9
Karcinom, ikke specificeret yderligere (lunge) 3/5
Metastaserende mave-tarmkarcinom (lunge) on
Pladecellekarcinom (gsofagus) 3/3
Metastatisk pladecellekarcinom i spiseraret (lymfeknude) 11
Adenokarcinom (hoved og hals) 1M
Pladecellekarcinom (hoved og hals) 1M
Nasopharyngealt karcinom, NPC (hoved og hals) 1M
Melanom (hoved og hals) 0/1
Adenokarcinom (mavesaek) 0/3
Adenom (tyndtarm) 0/1
Adenokarcinom (tyndtarm) 0/1
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Antal
positive
tilfaelde /
tilfaelde i

Patologi alt
Adenom (colon) 011
Adenokarcinom (colon) 0/3
Metastatisk colonadenokarcinom (lever) 0/1
Hepatocelluleert karcinom (lever) 0/4
Adenom (spytkirtel) il
Adenoidt cystisk karcinom (spytkirtel) 17
Adenokarcinom (rektum) 0/3
Pladecellekarcinom (hud) 17
Clear cell-karcinom (nyre) 02
Adenokarcinom (prostata) 0/38
Adenokarcinom (endometrium) 12
Pladecellekarcinom (cervix) 22
Urotelkarcinom (bleere) 22
Osteosarkom (knogle) on
Chondrosarkom (knogle) 0/1
Hodgkin lymfom 0/1
Lymfom, ikke specificeret yderligere 0/1
Anaplastisk storcellet lymfom 0/1
Mesotheliom 17118

al uminale epitelceller og myoepitelceller farves positive

b Myoepitelceller farves positive (2/29)

¢ Myoepitelceller farves positive (15/17)

Preecision

Der blev udfart praecisionsstudier for anti-Cytokeratin 5/6 (D5/16B4)-antistof for at vise:
Antistoffets preecision mellem lot.

Praecision inden for samme kersel og mellem forskellige dage pa et BenchMark
ULTRA-instrument.

Preecision mellem instrumenter for BenchMark GX- og BenchMark ULTRA-
instrumentet.

Preecision mellem platforme for BenchMark GX- og BenchMark ULTRA-
instrumentet.

Alle undersggelser opfyldte deres godkendelseskriterier.

Preecisionen pa BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet blev demonstreret ved hjeelp af
repreesentative analyser. Undersggelserne omfattede reproducerbarhed indenfor samme
karsel, dag til dag-preecision og mellempreecision mellem karsler. Alle undersggelser
opfyldte deres godkendelseskriterier.

KLINISK PRASTATION

De Kliniske preestationsdata, der var relevante for det tilsigtede formal for anti-Cytokeratin
5/6 (D5/16B4)-antistof, blev vurderet ved systematisk gennemgang af litteraturen. De
indsamlede data understatter brug af instrumentet i overensstemmelse med dets tilsigtede
formal.
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BEMAERK: Der anvendes altid et punktum i dette dokument som decimaltegn til
markering af greensen mellem det hele tal og de efterfalgende decimaler. Der anvendes
ikke tusindtalsseparatorer.

Sammenfatningen af sikkerhed og ydeevne kan findes her:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
Symboler

Ventana bruger falgende symboler og tegn ud over dem, der er anfgrt i ISO 15223-1-
standarden (for USA: Se elabdoc.roche.com/symbols for yderligere oplysninger).
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