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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni krali¢i antihumanni estrogenovy receptor a, klon EP1, pfipraveny k pouziti (Dako Omnis), je
uréen pro pouziti vimunohistochemii, se systémem vizualizace Dako Omnis EnVision FLEX spole¢né
s pfistrojem Dako Omnis, pro semikvantitativni detekci lidského estrogenového receptoru ve tkanovych fezech
karcinomu lidského prsu fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Tato protilatka vaze burnky pozitivni na
estrogenovy receptor a je vhodna k posuzovani stavu estrogenového receptoru u lidského karcinomu prsu.

Klinickou interpretaci zabarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim
patfiénych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dal$im diagnostickym testim
provedenym kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je uréena k pouziti po primarni diagnéze nadoru
provedené konvenéni histopatologii za pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

ER a.

Steroidni receptory vykazuji vysokou afinitu a specificitu pro své ligandy. Lidsky estrogenovy receptor (ER) je
dimericky protein o molekulové hmotnosti 65 kDa nachazejici se primarné na membrané bunéénych jader. Patfi
do tfidy transaktivnich proteinG, které stimuluji transkripci vazanim na specifické prvky DNA, které jsou znamy
také jako prvky odpovédi na hormony. Prostfednictvim vazani estrogenu dochazi k indukci ER pro stimulaci
transkripce genu; proto je také oznacovan jako navozujici posilovaci faktor (1, 2).

Historické studie prokazaly, ze stav ER pozitivné koreluje s neoSetfenym vysledkem (tedy s prognostikou pro
dobrfe diferencovanou invazivni rakovinu prsu) a s odpovédi na anti-hormonalni terapii, napfiklad tamoxifen (2).
Bylo zjisténo, Ze estrogeny se pfednostné koncentruji v estrogenovych cilovych organech zvifat a v lidskych
rakovinach prsu. Je také dobfe zdokumentovano, Ze ER zplisobuje mitogenetické Ucinky estrogenu. Zkoumanim
biologickych mechanismu rdstu rakoviny prsu se zjistilo, Ze ve vétsSiné rakovin prsu rychlost rdstu nezavisi na
pfitomnosti estrogenu nebo progesteronu nebo obou téchto latek (2). Proto se stav estrogenového receptoru
v karcinomech prsu povazuje za platny prognosticky a prediktivni faktor pfi 1é¢bé pacientt pro antihormonalni
terapii (2—4). Jako pomoc pfi |éEbé rakoviny prsu doporucuje pokyn Americké spolecnosti klinické onkologie
americkych patologli (American Society of Clinical Oncology College of American Pathologists (ASCO/CAP)),
aby se u vSech invazivnich karcinomll prsu a opakovanych vyskytl testoval stav receptoru ER pomoci
imunohistochemického testu ER (3), jako je napfiklad souprava ER/PR pharmDx. Stanoveni stavu
estrogenového receptoru v karcinomech prsu pomoci latky anti-ERa, klon EP1, prokazalo shodu s komponentem
ER validované soupravy ER/PR pharmDx (5).

V pfiruéce General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické
barveni) spole¢nosti Dako nebo v navodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se
téchto témat.

Monoklonalni krali€i protilatka pfipravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru obsahujicim stabilizujici
protein a 0,015 mol/L azidu sodného.
Klon: EP1. lzotyp: Rabbit IgG.

Rekombinantni protein ER a aminokyselin 1-300.

V testech Western blot s bunéénymi lyzaty MCF7 oznacuje protilatka velky pruh o molekulové hmotnosti zhruba
67 kDa, odpovidajici pfedpokladané molekulové hmotnosti proteinu ER a. Nebyla pozorovana kfizova reaktivita
s ERB.

1. Ur€eno pro diagnostiku in vitro
2. Ur&eno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného
v produktu neni sice klasifikovana jako nebezpecna, nicméné slouenina mlze reagovat s olovem a médi
v odpadnim potrubi a vytvafet vysoce explozivni azidy téchto kovl. Pfi likvidaci splachujte dostate€nym
mnozstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kovu v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plivodu je nutno dodrZzovat fadna bezpeénostni opatfeni.
. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedo$lo k zasazeni o¢i nebo pokozky.
6. Nespotifebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.

[$)]
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http://www.dako.com/dk/IHC-instructions

Uchovavani

Sablona protokolu
barveni*

Priprava vzorku

Postup barveni

Kontrola kvality

Uchovavejte pfi 2—-8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na
lahvi€ce. Aplikacni stabilita je 280 hodin. Aplikacni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud se Cinidla skladuji
za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uZivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita vyrobku by
se neprojevila zadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzorkl pacienta pozitivni a
negativni kontroly. Pokud zpozorujete neo¢ekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich postupd,
a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti Dako.

Krok Cinidlo Protokol

Deparafinizace Clearify(kéd GC810) Vychozi

Predbézné EnVision FLEX, High pH (k6d GV804) 30minutové tepelné indukované
zpracovani vyhledavani epitopu

Primarni protildtka | Ready-to-Use (kéd GA084) 10minutova inkubace

Cinidlo pro FLEX Negative Control, Rabbit (kod GA600) 10minutova inkubace

negativni

kontrolu**

Vizualizace EnVision FLEX (k6d GV800) Blok: 3 min; Polymer: 20 min;

Chromogen: 5 min

Kontrastni barvivo Hematoxylin (kdd GC808) 3minutova inkubace

Montéaz Je vyZadovana bezvoda permanentni montaz | Po vyjmuti nutno dehydratovat, vycistit
a namontovat

Kontrola kvality Tkan Barvici vzor

Kontrolni tkan Karcinom prsu nebo benigni délozni hrdlo Nuklearni zabarveni

*Uzivatel se musi vzdy seznamit s pouZivanymi ¢inidly, ktera jsou uvedena v pfibalové informaci, a vyhledat si podrobnosti
v uZivatelskych pfiruckach Dako Omnis.
** Kroky barveni a inkubacni doby cinidla pro negativni kontrolu musi byt shodné s lidskym estrogenovym receptorem a, klon

EP1 (GA084). Chcete-li vytvorit viastni protokol z protokolu ER EP1, vyhledejte si informace v UZivatelské pfiruéce Dako Omnis
pro pokrocilé.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat ke znaceni fezl tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.
Vzorky tkani je nutno rozfezat na fezy o tloustce 4 pm. Z dGvodu vysSi pfilnavosti fezl tkani k podloznim sklim
se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kod K8020.

Odstranéni parafinu, vyhledani cile, imunohistochemické barveni a kontrastni barveni se provadéji v pfistroji
Dako Omnis. V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubaéni doby.
Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven protokol, Ize jej stAhnout ze stranky Dako Omnis Protocol Update
(Aktualizace protokolu Dako Omnis) na webu www.dako.com. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a
plnéni inidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

Pristroj Dako Omnis zajisti, aby tkanové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného
imunohistochemického barveni nevyschly.

Predbézné zpracovani: Odstranéni parafinu z tkanovych fez(i FFPE se provadi pomoci roztoku Clearify, kod
GC810. Doporu€uje se vyhledavani cile stepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci
nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kod GV804.

Vizualizace: Doporuéeny vizualiza¢ni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kéd GV800.
Kontrastni barveni: Doporuc¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808.

Montaz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat pomoci
metody permanentni montaze.

Pozitivni kontrolni tkan: Pozitivni a negativni kontroly je nutno provadét vzdy sou¢asné pouzitim stejného protokolu
jako vzorky pacienta. Jako pozitivni kontrolni tkan se doporu€uje tkan rakoviny prsu s neoplastickymi burikami
vykazujicimi slabou az stfedné silnou reakci zabarveni. Jako alternativu je mozné pouzit benigni délozni hrdlo.
Studie fez( tkani délozniho hrdla fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu prokazaly cyklické variace
v exprimaci estrogenového receptoru (6). Burky/struktury musi ve v8ech pozitivnich vzorcich zobrazovat vzor
reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v Casti ,Charakteristiky ucinnosti“, tabulka 1. Doporu€ené €inidlo pro negativni
kontrolu je FLEX Universal Negative Control, Rabbit (Dako Omnis), koéd GA600. Pozitivni kontrolni tkané museji byt
fixovany, zpracovany a zality stejnym zpusobem jako vzorky pacienta. Pozitivni kontrolni tkdné mohou indikovat
spravné postupy pfipravy tkané a barvicich protokol. Kazdy barvici cyklus by mél obsahovat jednu pozitivni kontrolni
tkan. Pokud pozitivni kontrolni tkané nevykazou pfislusné pozitivni zabarveni, mély by byt vysledky vzorkd pacienta
povazovany za neplatné a test by se mél opakovat. Navod ASCO/CAP navrhuje umisténi externi pozitivni kontrolni
tkané na stejné podlozni sklo (externi kontrola na skle), na némz je tkan pacienta (3).

Negativni kontrolni tkan: Jako negativni kontrolni tkarn se doporucuje epitelium tracniku. Je mozné pouzit i
endotelium pFitomné v tkarovych fezech délozniho hrdla nebo karcinomu prsu. Z toho dudvodu Ize endotelium
pfitomné ve tkani karcinomu prsu a délozniho hrdla pouzivané jako pozitivni kontrolni tkan pouzit jako negativni
kontrolni tkan. Rdzné typy bunék pfitomné ve vétsiné tkani nabizeji interni negativni kontrolni mista. Uzivatel
musi interni negativni kontrolni mista ovéfit. Buriky/struktury musi ve vSech pozitivnich vzorcich zobrazovat vzor
reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky U€innosti“, tabulka 1. Negativni kontrolni tkané
museji byt fixovany, zpracovany a zality stejnym zpusobem jako vzorky pacienta. Pfidejte jednu negativni
kontrolni tkan do kazdého barviciho cyklu, abyste ovéfili specificitu primarni protilatky a indikovali nezadouci
kfizovou reaktivitu na buriky nebo bunééné komponenty. Pokud dojde ke specifickému zabarveni u negativni
kontrolni tkané, mély by byt vysledky vzorkd pacienta povazovany za neplatné a test by se mél opakovat.
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Interpretace zbarveni

Omezeni specificka
pro tento produkt

Charakteristiky
ucinnosti

Cinidlo pro negativni_kontrolu: Doporugené &inidlo pro negativni kontrolu je FLEX Universal Negative Control,
Rabbit (Dako Omnis), kéd GA600. Pomoci €inidla pro negativni kontrolu, nahrazujiciho primarni protilatku, na
tkanovém fezu z kazdého vzorku pacienta, vyhodnotte nespecifické zbarveni a umoznéte tak lepS$i interpretaci
specifického zbarveni na misté antigenu. Kontroly pomoci €inidla pro pozitivni a negativni kontrolu je nutno
provadét vzdy soucasné pouzitim stejného protokolu jako vzorky pacienta.

Bunécny barvici vzor je nuklearni. Je-li pozorovano znaceni v cytoplazmé, je tfeba je povazovat za nespecifické.

Pozitivni vysledek je definovan jako nuklearni zabarveni ve =1 % nadorovych bunék (7). To je v souladu
s doporucenou prahovou hodnotou ASCO/CAP = 1 % pozitivnich nadorovych bunék pro pozitivni hodnoceni (3).

1. Fale$né negativni vysledky mohou byt zpisobeny degradaci antigenu v tkanich, ke které mize po urcité
dobé dochazet. Vzorky by mély byt barveny do 2 mésict od fixace tkani na podlozni skla, pokud jsou
skladovany pfi pokojové teploté (20-25 °C) (8).

2. Bunky podpurné vazivové tkané mohou vykazovat pozitivni zabarveni pfi pouziti protilatky FLEX Rabbit
Anti-Human Estrogen Receptor a Clone EP1 a nemély by byt interpretovany ani pogitany jako zabarveni ER
nadorovych bunék.

3. Pro dosazeni optimalnich a opakovatelnych vysledkl potfebuje protein PR roztok vyhledavani cile, pokud
jsou tkané béznym zplsobem fixovany (neutraini pufrovany formalin) a zality v parafinu.

4. Pouziti protilatky FLEX Monoclonal Rabbit Anti-Human ER a, Clone EP1 na tkanich s jinymi fixativy nez
s formalinem nebylo ovéfeno.

Normaini tkané: Tabulka 1 obsahuje shrnuti imunoreaktivity protilatky Monoclonal Rabbit Anti-Human ER a,
Clone EP1 na doporu¢eném panelu normalnich tkani. V8echny tkané byly fixovany formalinem, zality v parafinu
a barveny v pfistroji Dako Omnis podle pokynu uvedenych v pfibalovém letdku. U zadné ztkani nebylo
pozorovano cytoplazmatické zabarveni. U slinné Zlazy (1/3), periferniho nervu (1/3) a tenkého stfeva (1/3) bylo
pfilezitostné pozorovano nevyrazné, nespecifické zabarveni na pozadi.

Tabulka 1: Souhrn reaktivity s normalnimi tkanémi (8

Typ tkané Pozitivni nuklearni zabarveni | Typ tkané Pozitivni nuklearni zabarveni
(pocet Prvky tkané (pocet Prvky tkané

testovanych) testovanych)

Déloha (3) 3/3 Buriky epitelu (25-100%) Nerv periferni (3) 0/3

3/3 Buriky podpurné vazivové
tkané (25—>90 %)
3/3 Svalové buriky (15->90 %)

Délozni hrdio (3)

3/3 Buriky epitelu (15—>80 %)
3/3 Buriky podpurné vazivové
tkané (50-80 %)

Pankreas (3)

1/3 Buriky podpurné vazivové
tkané (>5 %)

Endometrium (3) 3/3 Buriky epitelu (>80—>90 %) | Placenta (3) 0/3
2/3 Buriky podplrné vazivové
tkané (>90%)
2/3 Svalové buriky (>90 %)
Hypofyza (3) 3/3 Buriky hypofyzy (<5-<10 %) | Plice (3) 0/3
Jatra (3) 0/3 Prostata (3) 3/3 Buriky epitelu (<5-10 %)
Jicen (3) 0/3 Prs (3) 3/3 Buriky epitelu (<5-80 %)
Kostni dfen (3) 0/3 Slezina (3) 0/3
Kize (3) 1/3 Buriky epitelu (5 %) Slinna Zlaza (3) 0/3
Ledvina (3) 0/3 Srdce (3) 0/3
Lymfaticka uzlina (3)| 0/3 Sval kosterni (3) 0/3
Maly mozek (3) 0/3 Stitna Zlaza (3) 0/3
Mandle (3) 1/3 Buriky epitelu (1 %) Tenké strevo (3) 0/3
Micha (3) 0/3 Tracnik (3) 0/3
Mocovod (3) 0/3 Vajecnik (3) 3/3 Buriky podpurné vazivové

tkané (10-25 %)
1/3 Buriky epitelu (50 %)

Mocovy méchyf (3)

1/3 Buniky epitelu (5 %)
1/3 Buriky podptlrné vazivové
tkané (5 %)

Varlata (3)

0/3

Mozek (3) 0/3 Vejcovod (3) 3/3 Buriky epitelu (80-90%)
3/3 Buriky podpurné vazivové
tkané (60-90 %)

Nadledvina (3) 0/3 Zaludek (3) 0/3

Abnormalni tkané: Srovnavaci studie protilatek Anti-ER a, Clone EP1 a Anti-ER a, Clone SP1 a ER komponentu
soupravy ER/PR pharmDx (koktejl mySich monoklonalnich protilatek, klony 1D5 a ER-2-123) prokazala vysokou
miru shody (~95 %) mezi klonem EP1, klonem SP1 a komponentem ER soupravy ER/PR pharmDx (5). U klonu
EP1 a klonu SP1 byla k hodnoceni stavu pozitivni/negativni pouzita prahova hodnota vice nez 1 % pozitivnich
bunék. U komponentu ER soupravy ER/PR pharmDx byla prahova hodnota v souladu s hodnocenim Allreda (5).
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Porovnani metod (9): Testovani protilatky Monoclonal Rabbit Anti-Human Estrogen Receptor a, Clone EP1,
Ready-to-Use (Dako Omnis), kdd GA084 bylo provadéno pomoci systému EnVision FLEX na platformé Dako
Omnis a bylo hodnoceno podle navodu ASCO/CAP (prahova hodnota 21 %) (3). Testovani protilatky Monoclonal
Rabbit Anti-Human Estrogen Receptor a, Clone EP1, Ready-to-Use (Link), kéd IR084 bylo provadéno pomoci
systému EnVision FLEX na platformé Autostainer Link 48 a bylo hodnoceno podle navodu ASCO/CAP (3). Udaje
z porovnani metod jsou uvedeny v tabulce 2. Pfi pouziti navodu k hodnoceni ASCO/CAP vykazala protilatka
Monoclonal Rabbit Anti-Human Estrogen Receptor a, Clone EP1, Ready-to-Use (Dako Omnis), kéd GA084,
vysokou miru shody s protilatkou Monoclonal Rabbit Anti-Human Estrogen Receptor a, Clone EP1, Ready-to-
Use (Link), kéd IR084, pficemz vykazala hodnoty pro pozitivni, negativni a celkovou shodu vyjadfenou
hodnotami 100 %, 91,9 % a 95,8 % v uvedeném poradi.

Tabulka 2: Shoda mezi protilatkami Anti-ER o, Clone EP1 (Dako Omnis), kéd GA084 a Anti-ER «a, Clone
EP1 (Link), kéd IR084

Anti-ER a, Clone EP1 (Link),
kod IR084
pozitivni negativni Celkem
Anti-ER a, Clone pozitivni 114 10 124
EP1 (Dako negativni 0 114 114
Omnis), kéd Celkem 114 124 238
GA084

Procentualni shoda pozitivity = 114/114 = 100 % (95% LL CI': 96,7)
Procentualni shoda negativity = 114/124 = 91,9 % (95% LL CI': 85,8)
Celkova procentudini shoda = 228/238 = 95,8 % (95% LL CI': 92,4)
'95% dolni limit intervalu spolehlivosti

Reprodukovatelnost mezi cykly ,inter-run“, mezi laboratofemi a pozorovateli (10): Testovani reprodukovatelnosti
protilatky Monoclonal Rabbit Anti-Human Estrogen Receptor o, Clone EP1 bylo provadéno ve tfech testovacich
laboratofich po dobu péti rdznych dnt na 20 jedineénych vzorcich karcinomu prsu a hodnoceno podle navodu
ASCO/CAP (>prahova hodnota 1 %) (3) s celkovym poctem 300 hodnoceni. Celkova shoda reprodukovatelnosti
mezi cykly (,nter-run“) testu byla 97,5% (95 % LL CI': 94,7). Vtabulce 3 jsou uvedeny podrobnosti
k reprodukovatelnosti testu mezi laboratofemi. Procentualni shody pozitivity a negativity a celkové procentualni
shody 91,7 %, 98,2 % a 94,3 % v uvedeném pofadi podporuji vysokou reprodukovatelnost vysledkd testu ER,
Clone EP1 pfi pouziti ke stanoveni stavu ER v klinickém prostredi.

Tabulka 3: Reprodukovatelnost mezi laboratoremi

Celkova procentualni Pozitivni procentualni Negativni procentualni
shoda shoda shoda
Reprodukovatelnost 94,3% 91,7% 98,2%

mezi laboratofemi mezi
tremi pracovisti
Procentuélni shoda pozitivity = 91,7 % (95% LL CI': 86,5)
Procentualni shoda negativity = 98,2 % (95% LL CI': 93,7)
Celkova procentualni shoda = 94,3 % (95% LL CI': 90,9)
'95% dolni limit intervalu spolehlivosti

Vzorky rakoviny prsu barvené pomoci protilatky Monoclonal Rabbit Anti-Human ER «, Clone EP1 ve tfech
testovacich laboratofich byly vyhodnoceny tfemi patology podle navodu ASCO/CAP (>prahova hodnota 1 %) (3).
Celkem bylo provedeno 900 hodnoceni (300 na kazdého patologa). V tabulce 3 jsou uvedeny podrobnosti
k reprodukovatelnosti mezi pozorovateli, a to mezi tfemi patology. Procentualni shoda pozitivity, negativity a
celkova procentualni shoda o hodnoté 98,1 %, 98,8 % a 98,3 % v uvedeném pofadi podporuje vysokou shodu
mezi pozorovateli.

Tabulka 4. Reprodukovatelnost mezi pozorovateli

Celkova procentualni Pozitivni procentualni Negativni procentualni
shoda shoda shoda
Reprodukovatelnost 98,3% 98,1% 98,8%

mezi pozorovateli mezi
tremi pozorovateli

Procentuélni shoda pozitivity = 98,1 % (95% LL CI': 96,0)
Procentualni shoda negativity = 98,8 % (95% LL CI': 96,4)
Celkova procentualni shoda = 98,3 % (95% LL CI': 97,0)
'95% dolni limit intervalu spolehlivosti
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