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Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) Primary Antibody

760-2595 (50 testi)
760-2135 (250 testd)

INDIKACE A POUZITI

Katalogové Eislo

Ucel pouziti
Tato protilatka je ur€ena pro diagnostické pouziti in vitro.

Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) Primary Antibody spolec¢nosti Ventana Medical
Systems (Ventana®) mize byt pouzita jako pomdicka pfi identifikaci norméinich a
abnormalnich epitelialnich bunék a ke stanoveni rodokmenu $patné diferenciovanych
malignich tumord. Keratiny jsou skupinou intermediamich vlaknovych proteind, které se
objevuiji v normalnich a neoplastickych burikach epiteliainiho pivodu. Je zndmo
devatenact humannich cytokeratind, které se déli do kyselych a bazickych podskupin.

V epitelovych tkanich se vyskytuji v parech, slozeni parti se méni podle typu epitelidlnich
bunék, stadia diferenciace, prostredi bunécného ristu a stavu onemocnéni. Tento pan-
keratinovy koktejl rozpoznava vétsinu kyselych a vSechny bazické cytokeratiny, coz

z ného vytvari uZite¢né barvivo pro témér vSechny epitelové tkané a jejich tumory. Anti-
Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26 se specificky vaze na antigeny nachazejici se v cytoplazmé
jednoduchych a slozitych epitelovych bunék. Tato protilatka je uréena k laboratornimu
pouziti pro kvalitativni barveni cytokeratin(i v fezech fixovanych ve formaldehydu a
zalitych do parafinu na automatu pro barveni skliCek Ventana. Anti-Pan Keratin
(AE1/AE3/PCK26) obsahuije koktejl mySich monoklonalnich protilatek smérovanych proti
epitopu, ktery se nachazi na humannich epidermalnich keratinech, jak to uvadi
Woodcock-Mitchell, et al.1 Tento koktejl protilatek reaguje s cytokeratiny 56,5 kD, 50 kD,
50°kD, 48 kD a 40 kD kyselé podskupiny a cytokeratiny 65-67 kD, 64 kD, 59 kD, 58 kD, 56
kD a 52 kD bazické podskupiny.’.2:34.5 Mize nastat neodekavana exprese antigenu nebo
ztrata exprese, zvIasté v neoplazmatech. Prilezitostné budou stromaini prvky, obklopujici
silné zbarvenou tkan a/nebo buriky, vykazovat imunoreaktivitu.

Klinickou interpretaci jakéhokoliv zbarveni nebo jeho nepfitomnosti musi doplfiovat
morfologické studie a hodnoceni vhodnych kontrol. Hodnoceni musi provadét
kvalifikovany patolog v kontextu anamnézy pacienta a jinych diagnostickych testu.
Upozornéni: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto zafizeni Iékafi nebo na zakladé
jeho objednavky.

Souhrn a vysvétleni

Cytokeratiny jsou polypeptidové fetézce, které vytvafi strukturalni proteiny nazyvané
intermediarni viakna, které obsahuiji epiteliaini bunécny cytoskeleton. Jak v normalnich,
tak malignich epitelovych bunéénych liniich 6,7.8 bylo charakterizovano devatenact
riznych forem cytokeratinu podle molekulové hmotnosti a izoelektrického pH.
Cytokeratiny o nizké molekulové hmotnosti (40-54 kD) jsou €asto exprimovany

v nestratifikovaném cylindrickém epitelu zatimco vysokomolekulami cytokeratiny (48-67
kD) jsou €asto exprimovan ve stratifikovaném epitelu.® Monoklonalni protilatky proti
riznym cytokeratind mohou byt uzite¢né pii stanovovani plivodu $patné diferenciovanych
tumor(i.10 ProtoZe jsou cytokeratinové peptidy asociovany s epitelovymi burikami, tyto
peptidy jsou klinicky ddlezitymi markery, které pomahaji odlisit karcinomy od malignich
tumord neepitelového plvodu, jako jsou lymfomy, melanomy a sarkomy.11,12 Identifikace
cytokeratinu ziskava v imunopatologii stale vétsi daleZitost. V Imunomikroskopii je
prezentovan diagnosticky algoritmus pro pouziti cytokeratinu pii klasifikaci tumord:
Diagnosticky nastroj pro chirurgického patologa, kapitola 14.6 Jestlize reaktivita keratinu
chybi a existuje vysoky index podezieni na karcinom, mély by se provést dalsi
imunohistochemické studie.10 Zda se, Ze anti-keratinové primarni protilatky rozeznavaji
pouze epitelova neoplazmata s principialni vyjimkou epitelosarkomu, synovialniho
sarkomu a mezotheliomu.

Protilatka je lokalizovana biotin konjugovanym sekundarnim pfipravkem protilatky, ktery
rozeznava krali¢i a mysi imunoglobuliny. Po tomto kroku nasleduje vazani avidinového
nebo streptavidinového enzymového konjugatu, ktery se vaze na biotin pfitomny

v sekundarni protilatce. Avidinovy nebo streptavidinovy enzymaticky komplex sekundarni
protilatky a specifické protilatky je poté vizualizovan produktem srazeci enzymové reakce,
ktery se snadno detekuje svételnou mikroskopii.

Zasady a postupy

Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) mUZze byt pouzit jako primarni protilatka pro
imunohistochemické barveni parafinovych tkanovych fezd. Obecné imunohistochemické
barveni umozfuje vizualizaci antigent naslednou aplikaci specifické protilatky (primarni
protilatka) na antigen, sekundarni protilatky (spojené protilatka) na primarni protilatku,
enzymového komplexu a chromogenniho substratu s viozenymi promyvacimi kroky.
Enzymaticka aktivace chromogenu ma za nasledek viditelny reakéni produkt v misté
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antigenu. Vzorky pak je mozné kontrastné obarvit a zalit. Vysledky se interpretuji
svételnym mikroskopem a za pomoci diferenciélni diagnézy patofyziologickych procesu,
které mohou, ale nemusi byt spojeny s konkrétnim antigenem.

Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) se optimalné nafedi pro pouziti s detekénimi sadami a
automaty na barveni sklicek Ventana. Kazdy krok v protokolu barveni zahrnuje inkubaci
po pfesné stanovenou dobu pfi specifické teploté. Na konci kazdého inkubaéniho kroku se
Casti oplachnou automatizovanym zafizenim na barveni sklicek Ventana, aby se reakce
zastavila a odstranil nevazany material, ktery by naruSoval v naslednych krocich
poZadovanou reakci. Aby se minimalizovalo odpafovani vodnych reagencii ze sklicka
obsahujiciho vzorky, zafizeni pro barveni skliek na néj nanasi zalévaci roztok. Barveni je
dokonc¢eno po inkubaci substratovym chromogenem a dopliikovym kontrastnim barvenim.
Podrobnéjsi informace o provozu pfistroje naleznete v navodu k obsluze pfislusného
automatického zafizeni na barveni skli¢ek Ventana.

MATERIALY A METODY
Dodavané reagencie

Katalogové €. 760-2595: Jeden davkova¢ Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) obsahuje 5
mL pfedem nafedéné reagencie. Davkovac obsahuije pfiblizné 5 pg (1 pg/mL) mysi
monoklonalni protilatky smérované proti epitopu pfitomnému na humannich epidermalnich
cytokeratinech."3

Katalogové ¢. 760-2135: Jeden davkova¢ Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) obsahuje
25 mL pfedem nafedéné reagencie. Davkovac obsahuje pfiblizné 25 pg (1 pg/mL) mysi
monoklonalni protilatky smérované proti epitopu pfitomnému na huméannich epiderméalnich
cytokeratinech. -3

Protilatky AE1 a AE3 se produkuji z ascitové tekutiny frakcionované siranem sodnym
ziskané z hybridizace mySich bunék myelomu P3 se splenocyty z BALB/c mysi
imunizovanych humannimi epidermalnimi keratiny. Protilatka PCK26 se pfipravuje

z CiSténé ascitové tekutiny ziskané z hybridizace mySich bunék myelomu NS-1 splenocyty
z BALB/c mysi imunizovanych humannimi epidermalnimi keratiny. Koktejl protilatek se
rozfedi ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem, ktery obsahuije protein nosice a
konzervaéni latku. Celkova proteinova koncentrace reagencie je pfiblizné 3 mg/mL. Klon
AE1 je imunoglobulinova tfida IgG1, kapa; klon AE3 je imunoglobulinova tfida IgG1 a klon
PCK26 je imunoglobulinova tfida IgG1, kappa.

Rekonstituce, michani, redéni, titrace

Tato protilatka byla optimalizovana pro pouziti na automatu pro barveni skli¢ek Ventana v
kombinaci s detekénimi sadami Ventana. Neni nutna zadna rekonstituce, michani, fedéni
ani titrace.

Dalsi fedéni mdze zpUsobit ztratu antigenu pfi barveni. UZivatel musi jakékoliv takové
zmény validovat. Rozdily ve zpracovani tkani a technickych postupech v laboratofi mohou
vést k vyznamné variabilité vysledkd a vyzaduiji pravidelné pouzivani kontrol. (Viz ¢ast
Postupy kontroly kvality.)

Potfebné materialy a reagencie, které nejsou soucasti dodavky

Nésledujici reagencie a materialy mohou byt vyzadovany pro barveni, nejsou soucasti
dodavky:

Kontroly pozitivnich a negativnich tkanovych vzork(

2. Ventana Negative Control Reagent

3. Ventana Rabbit Negative Control

4. Sklicka mikroskopu, pozitivné nabita

5. Susici picka schopna udrzovat teplotu 70°C £ 5°C

6.  Stitky s darovym kédem (vhodné stitky s Garovym kodem pro negativni kontrolu a
testovanou primarni protilatku)

7. 10% neutralni pufrovany formaldehyd

8.  Barvici skleni¢ky nebo lazné

9. Casovy spina¢

10.  Xylen

11.  Ethanol nebo reagencni alkohol

12.  Deionizovana nebo destilovana voda

13.  Automaty na barveni skli¢ek ES®, NexES IHC®, BenchMark® a BenchMark XT

14.  iIVIEW™ DAB (upfednostiiovana), AEC, V Red (ALK PHOS) nebo Enhanced V Red
detection kits

15, Ventana Endogenous Biotin Blocking Kit

16.  Software specificky pro detekéni sadu (pouze automat na barveni skli¢ek ES)

17. APK Wash Solution (automaty na barveni skli¢ek ES a NexES IHC)
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18.  Liquid Coverslip™ solution (automaty na barveni sklicek ES a NexES IHC) 3. SevSemi vzorky pacienta a vSemi materialy, které s nimi pfijdou do styku, je

19.  EZ Prep™ solution (automaty na barveni sklicek BenchMark a BenchMark XT) zapotfebi nakladat jako s biologickymi nebezpecnymi materiély a likvidovat je za
20. Reakéni pufr (automaty na barveni skli¢ek BenchMark a BenchMark XT) pouziti vhodnjch bezpecnostnich opatfenich. Nikdy nepipefujte tsty.

21.  LCS (automaty na barveni sklicek BenchMark a BenchMark XT)

22. Protease |

23.  Hematoxylin Counterstain
24.  Bluing Reagent

25.  Montazni médium

26.  Kryci sklo

27.  Svételny mikroskop (20-80x)

Uchovavani a nakladani s vyrobkem

Uchovavejte pfi 2-8°C. Chrarite pfed mrazem. Uzivatel musi validovat jakékoliv jiné
podminky uchovavani, nez jsou podminky uvedené v pfibalové informaci.

Pro zajiSténi vhodné dodavky a stability protilatky po kaZzdém provedeni testu se uzavér
musi vratit na své misto a davkovac se musi neprodlené ulozit do lednicky ve svislé
poloze.

Kazdy davkovag protilatky ma uvedené datum pouZitelnosti. Pfi spravném uchovavani je
reagencie stabilni do dne vyznaCeného na Stitku. Reagencii nepouzivejte po uplynuti dne
pouzitelnosti pro pfedepsanou metodu uchovavani.

Neexistuji Zzadné definitivni pfiznaky naznacujici nestabilitu tohoto pfipravku, proto je
soubézné s neznamymi vzorky zapotrebi provadét pozitivni a negativni kontroly. Jestlize
se objevi znamka nestability reagencie, obratte se neprodlené na svoji mistni kancelaF
Ventana.

Odbér vzorki a priprava k analyze

Pro pouziti s touto primarni protilatkou jsou vhodné rutinné zpracované tkané fixované
formaldehydem a viozené do parafinu, pokud se pouZivaji detekéni sady Ventana a
automaty na barveni sklicek Ventana (viz ¢ast Potfebné materialy a reagencie, které
nejsou soucasti dodavky). Doporucenou latkou pro fixaci tkané je 10% neutralni pufrovany
formaldehyd. 14 MéZe dojit k proménlivym vysledkiim v déisledku dlouhodobé fixace nebo
specialnich proces(, jako je dekalcifikace preparatd kostni dfené.

Kazda ¢ast by méla byt nafezana na vhodnou tloustku a umisténa na pozitivné nabitou
sklenénou desti¢ku Superfrost Plus. Sklicka obsahujici tkafiovou sekci Ize péci nejméné 2
hodiny (ale ne déle nez 24 hodin) v peci pfi teploté 70°C + 5°C.

Proces ruc¢ni deparafinizace

Je nutny v pfipadé pouziti automat( na barveni sklicek ES nebo NexES IHC nebo pokud
nebyl vybran automat na barveni skli¢ek BenchMark nebo BenchMark XT:

1. Pokyny o tom, kdy oznacovat sklicka Stitkem s Carovym kodem naleznete v Easti
Navod k pouziti konkrétniho automatu na barveni skli¢ek.

2. Postupné sklicka ponofte do 3 xylenovych lazni, do kazdé na 5 + 1 minuty.

3. Sklicka prevedte do 100% ethanolu a postupné ponofte do 2 xylenovych lazni, do
kazdé na 3 + 1 minuty.

4. Sklicka prevedte do 95% ethanolu a postupné ponoite do l4zné s timto roztokem na
3+ 1 minuty.

5. Sklicka prevedte do 80% ethanolu a ponofte do tohoto roztoku na 3 + 1 minuty.

6.  Prevedte sklicka do lazné deionizované a destilované vody a ponofte je minimalné
10krat.

7.  Prevedte sklicka do roztoku APK Wash (1x) nebo roztoku pufru podle toho, jak to
bude vhodné. Pokud jde o roztok APK Wash, sklicka by v ném méla zlstat, dokud
nebudete pfipraveni k provedeni barveni. Pokud jde o roztok pufru, sklicka by v ném
méla z0stat, dokud nebudete pfipraveni na postup odmaskovani antigenu. Sklicka
nenechte uschnout.

Sklicka barvena automaty na barveni sklicek BenchMark nebo BenchMark XT Ize na
pfistroji zbavit parafinu. Pokud se zvoli tato moznost, opatete sklicka ¢arovym kddem a
vloZte je do pfistroje. Pokud tato volba vybrana nebude, postupujte podle shora uvedené
Postupu ruéni deparafinizace.

VAROVANIi A BEZPECNOSTNi OPATRENI

1. Pfinakladani s reagenciemi uplatnéte pfiméfena bezpeénostni opatfeni. Pouzivejte
jednorazové rukavice pfi manipulaci s materidly podezfelymi z karcinogennich nebo
toxickych Ucinku (pfiklad: xylen nebo formaldehyd).

2. Chrarite o¢i a sliznice pfed kontaktem s reagenciemi. Jestlize reagencie pfijde do
styku s citlivymi plochami, omyjte je velkym mnoZstvim vody.
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4. Reagencie chrarite pfed mikrobialni kontaminaci, protoze by to mohlo zplisobovat
nespravné vysledky.

5. Jiné doby a teploty inkubace neZ ty, které jsou specifikovany, mohou vést
k chybnym vysledkim. UZivatel musi jakoukoliv takovou zménu validovat.

6.  Reagencie byly optimalné nafedény a dal$i fedéni mize zpUsobit ztratu zabarveni
antigenu. UZivatel musi jakoukoliv takovou zménu validovat.

7. Pripouziti podle pokyntd nebude tento pfipravek klasifikovan jako nebezpecna latka.
Konzervacni latka v reagencii je ProClin 300. Pfiznaky nadmérné expozice
ptisobeni ProClin 300 zahrnuji podrazdéni kiize a oéi, podrazdéni sliznic a hornich
cest dychacich. Koncentrace ProClin 300 v tomto pfipravku je 0,05 % a nespliiuje
kritéria OSHA pro nebezpec€nou latku. Systémové alergické reakce jsou mozné u
citlivych jednotlivcd.

NAVOD K POUZITI

Postupny proces

Priméarni protilatky Ventana byly vyvinuty pro pouZiti na automatu pro barveni skli¢ek
Ventana v kombinaci s detekénimi sadami Ventana a prislusenstvim. Doporuéené
protokoly o barveni pro automaty na barveni skli¢ek jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1.
Parametry pro automatizované postupy Ize zobrazit, vytisknout a editovat podle postupu
uvedeného v navodu k obsluze. Ostatni provozni parametry pro automaty barveni sklicek
byly pfedem nastaveny ve vyrobnim zévodu.

Tabulka 1. Doporucené protokoly o barveni pro Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26)

Typ postupu Platforma/metoda

ES nebo NexES IHC BenchMark nebo

BenchMark XT
Deparafinizace Off-line Vybrano
Uprava bunék NepoZaduje se NepoZaduije se

(odmaskovani antigenu)

Enzym (proteaza)

Proteaza 1 az 4
minuty

Protedza 1 az 4
minuty

Protilatka (primarni)

Pankeratin, pfiblizné

Pankeratin, priblizné

16 minut 16 minut
A/B blok (blokovani biotinu) Volitelné Volitelné
Zesilit (zesileni) Volitelné Volitelné

Kontrastni barveni
(Hematoxylin)

Hematoxylin, 2 az 4
minuty

Hematoxylin, 2 az 4
minuty

Po kontrastnim barveni

Bluing, 2 az 4 minuty

Bluing, 2 az 4 minuty

Postupy pro barveni na automatech na barveni sklicek Ventana jsou nasledujici.
Podrobnéjsi pokyny a dodateéné moznosti protokolu naleznete v navodu k obsluze.

Automaty na barveni sklicek ES a NexES IHC
Pozadované odmaskovani antigenu:

1.

Sklicka se deparafinizuji v fadé roztok( pocinaje xylenem a koncentrovanymi

alkoholy aZ po vodu a pfislusny pufr. Provedte postup odmaskovani antigenu a
prevedte sklicka do 1x APK Wash.

2. Na misku reagencii polozte primarni protilatku a vhodné davkovace detekéni sady a
pozadované reagencie pfisluSenstvi a umistéte je do automatu na barveni sklicek.
Zkontrolujte objemné tekutiny a odpad.

3. Osuste natfeny konec sklicka a poté nalepte $titek s ¢arovym kédem sklicka, ktery
odpovida protokolu protilatky, ktera se ma pouzit.

4. Vyjméte deparafinizovana sklicka s odmaskovanym antigenem oznacena Stitkem
z 1X APK Wash. Zabrante suseni tkané.

Odmaskovani antigenu neni pozadovano:

1. Dejte na sklicko Stitky s ¢arovym kodem. Sklicka se poté deparafinizuji v fadé
roztok(l pocinaje xylenem a koncentrovanymi alkoholy az po vodu a poté je vlozte
do APK Wash (1X).

2. Na misku reagencii polozte primarni protilatku a vhodné davkovace detekéni sady a
poZadované reagencie pfisluSenstvi a umistéte je do automatu na barveni sklicek.
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3. Vyjméte deparafinizovana sklicka APK Wash (1X). Zabrarite suseni tkané.
Automaty na barveni sklicek fady BenchMark nebo BenchMark XT

1. Nalepte Stitek s ¢arovym kodem sklicka, ktery odpovida protokolu protilatky, ktera

se ma pouzit.

2. Na misku reagencii polozte primarni protilatku a vhodné davkovace detekéni sady a
pozadované reagencie prfisluSenstvi a umistéte je do automatu na barveni sklicek.
Zkontrolujte objemné tekutiny a odpad.

3. Vlozte sklicka do automatu na barveni sklicek.

Pro vSechny pristroje
1. Spustte proces barveni.

2. Podokonceni procesu sklicka z automatu na barveni vyjméte.

3. UsadiVIEW DAB a roztoki Ventana Red kit promyjte detergentem na nadobi nebo
alkoholem, aby se odstranil roztok kryciho sklicka; dehydratujte, vycistéte a opatiete
krycim sklickem s permanentnim montaznim médiem obvyklym zpdsobem.

4. U pfipravku AEC chromogen nedehydratujte a necistéte. Provedte montaz AEC

vodnym montaznim médiem. Obarvena sklicka by se méla odecCist béhem dvou az
tfi dnd barveni a jsou stabilni nejméné dva roky, pokud jsou spravné uloZena pii
pokojové teploté (15 az 25°C).

Postupy kontroly kvality
Pozitivni tkanova kontrola

S kazdym provedenym procesem barveni se musi provést kontrola pozitivniho tkariového
vzorku. Pfikladem pozitivni kontroly s pfipravkem Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) je
normalni stfevo. Pozitivni obarvené tkarové komponenty (buriky cylindrického epitelu) se
pouziva jako potvrzeni, ze byla nasazena protilatka a Ze nastroj spravné fungoval. Tato
tkarn maze obsahovat jak pozitivni, tak negativni obarvené buriky nebo tkanové
komponenty a slouzi jednak jako pozitivni, ale i negativni kontrolni tkan. Kontrolni tkané
by mély byt Eerstvé vzorky z pitvy, biopsie nebo ziskané chirurgicky a pfipravené &i
fixované co nejdfive, a to zplisobem shodnym jako testované fezy. Takové tkané by mély
monitorovat vSechny kroky vykonu, od pfipravy vzorkd az do konce barveni. Pouziti
tkarovych fezd fixovanych &i zpracovanych odli$né od testovacich vzorkd zajisti kontrolu
pro vSechny reagencie a kroky metody s vyjimkou fixace a zpracovani tkani.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je vhodnéjsi pro optimaini kontrolu kvality a pro
detekci malych Urovni degradace reagencie.

Znamé pozitivni tkariové kontroly by se mély pouzivat pouze pro sledovani spravného
schovani zpracovanych tkani a testovacich reagencii, ne jako pomdcka pro stanoveni
specifické diagnozy vzorkl pacienta. Jestlize pozitivni tkariové kontroly neprokazi pozitivni
zbarveni, vysledky se zkuSebnimi vzorky je nutno povazovat za neplatné.

Negativni tkanova kontrola

Stejna tkan pouzita pro pozitivni tkafiovou kontrolu miize byt i pouZita jako negativni
tkariova kontrola. Riiznorodost typt bunék pritomnych ve vétsiné tkarovych sekci nabizi
mista vnitini negativni kontroly, ale to by si mél uZivatel ovérit. Komponenty, které nebarvi,
by mély prokéazat absenci specifického barveni a poskytnout indikaci nespecifického
zbarveni pozadi. Jestlize dojde ke specifickému zbarveni v mistech negativni tkariové
kontroly, vysledky se vzorky pacienta je nutno povazovat za neplatné.

Nevysvétlené nesrovnalosti

Nevysvétlené nesrovnalosti v kontrolach ihned oznamte svému mistnimu zastoupeni
Ventana. Jestlize vysledky kontroly kvality nesplfiuji technické parametry, vysledky
pacienta jsou neplatné. Viz bod Odstrariovani zavad v této pfibalové informaci. Problém
identifikujte a odstrafite, poté postup opakuijte se vzorky pacienta.

Negativni kontrola reagencii

Negativni kontrola reagencii se musi provadét u kazdého vzorku, aby napoméhala
interpretaci vysledkd. Negativni kontrola reagencii se pouziva namisto primarni protilatky
k vyhodnoceni nespecifického barveni. Sklicko by se mélo obarvit negativni kontrolou
(mysi) nebo krali€i negativni kontrolou podle toho, co se hodi. Jestlize se pouzije
alternativni negativni kontrola reagencie, nafedte na stejnou koncentraci jako primarni
antisérum protilatky pomoci fedidla protilatky Ventana. Redidlo samotné Ize pouzit jako
alternativu k dfive popsanym negativnim kontrolam reagencie. Inkubaéni doba pro
negativni kontrolu reagencie by méla byt rovna inkubacni dobé primarni protilatky.

Kdyz se pouziji panely nékolika protilatek na sériovych sekcich, negativni kontrola
reagencie na jednom sklitku mdze fungovat jako negativni nebo nespecificka kontrola
pozadi vazby pro jiné protilatky.

Oveéreni kvantitativni analyzy

Pfed prvnim pouZitim protilatky nebo systému barveni v diagnostickém postupu je
zapotfebi ovéfit specificitu protilatky tim, Ze ji otestujete na fadé vzorkd tkani se znamymi
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charakteristikami imunohistochemického chovani, které reprezentuje zndmé pozitivni a
negativni tkané (viz Postupy kontroly kvality uvedené shora v této asti pfibalové
informace, Doporuceni kontroly kvality College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist [Akreditacni program laboratore
Koleje americkych patologti, Dotaznik anatomické patologie]'® a Smérnice schvalené
NCCLS'6). Tyto postupy kontroly kvality je zapotfebi opakovat pro kazdou novou $arzi
protilatek nebo pokazdé, kdy dojde ke zméné v parametrech kvantitativni analyzy. Tkané
uvedené na seznamu v ¢asti Shrnuti oekavanych vysledku jsou vhodné pro ovéfeni
kvantitativni analyzy.

Interpretace vysledku

Automatizovany postup imunobarveni Ventana zpusobuje, Ze se v mistech antigenu
lokalizovanych primarnim antigenem vysrazi barevny reakéni produkt. DalSi podrobnosti o
ocekavanych barevnych reakcich naleznete v pfislu$né pfibalové informaci detekéni sady.
Pozitivni a negativni kontroly musi pfed interpretaci vysledkd vyhodnotit kvalifikovany
patolog, ktery ma zku$enosti s imunohistochemickymi postupy.

Pozitivni tkanova kontrola

Obarvena pozitivni tkariova kontrola by méla byt prozkoumana jako prvni, aby se ovéfilo,
zda-li vSechny reagencie fadné funguji. Pfitomnost vhodného produktu barevné reakce
v cilovych burikach je indikatorem pozitivni reaktivity. Dal$i podrobnosti o ocekavanych
barevnych reakcich naleznete v pfibalové informaci detekéni sady. V zavislosti na délce
inkubace a sile pouzitého hematoxylinu zpUsobi kontrastni zbarveni bledé az tmavé
modré zbarveni bunécnych jader. Nadmérné nebo nelipiné kontrastni zbarveni miize
narusit spravnou interpretaci vysledkd.

Jestlize pozitivni tkanové kontroly neprokazi pozitivni zbarveni, véechny vysledky se
zkuSebnimi vzorky je nutno povazovat za neplatné.

Negativni tkanova kontrola

Negativni tkafova kontrola by se méla provéfit po pozitivni tkariové kontrole, aby se
ovéfilo specifické oznaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Nepfitomnost
specifického zbarveni u negativni tkariové kontroly potvrzuje nedostatek zkfizené
reaktivity protilatky s burfikami nebo bunéénymi komponentami. Jestlize dojde ke
specifickému zbarveni v negativni tkariové kontrole, vysledky se vzorky pacienta je nutno
povazovat za neplatné.

Bude-li pfitomno nespecifické zbarveni, bude mit difizni vzhled. Mize se pozorovat v
fezech i sporadické lehké zbarveni pojivové tkané od tkani nadmérné fixovanych
formaldehydem. K interpretaci vysledku barveni je zapotfebi pouZivat nedotéené buriky.
Nekrotické ¢i degenerované buriky se ¢asto barvi nespecificky.

Tkan pacienta

Vzorky pacienta by se mély vySetfovat posledni. Intenzita pozitivni zbarveni by se méla
vyhodnocovat v kontextu jakéhokoliv zbarveni pozadi negativni kontroly reagencie.
Negativni test, stejné jako jakykoliv imunohistochemicky test, znamen4, Ze dotéeny
antigen nebyl detekovan, a nikoliv Ze antigen v hodnocenych burikach ¢&i tkanich neni
piitomen. Bude-li to nezbytné, pouzijte panel protilatek jako pomtcku pro identifikaci
faleSné negativnich reakci (viz ¢ast Souhrn oéekavanych vysledku). Pfi interpretaci
jakéhokoliv imunohistochemického vysledku by se také méla provéfit morfologie kazdého
tkanového vzorku pomoci hematoxylinu a fezu obarveného eozinem. Morfologické nélezy
pacienta a pfisludné klinické udaje musi interpretovat kvalifikovany patolog.

OMEZENI

VSEOBECNA OMEZENi

1. Imunohistochemie je diagnosticky proces o vice krocich, ktery vyzaduje
specializované Skoleni ve vybéru vhodnych reagencii, pfipravé vzorkd, volbé tkani,
fixaci, zpracovani, pfipravé sklicka na imunohistochemii a interpretaci vysledkd
barveni.

Barveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, roztati, omyvani, sueni, ohfivani, déleni na asti nebo
kontaminace s ostatnimi tkdnémi nebo tekutinami mize vytvaret artefakty,
zachyceni protilatek nebo faleSné negativni vysledky. Nekonzistentni vysledky
mohou byt vysledkem odchylek v metodach fixace a zabudovavani nebo
inherentnich nepravidelnosti v ramci tkéné.

Nadmérné nebo nelpiné kontrastni zbarveni mize narusit spravnou interpretaci
vysledkd.

Klinicka interpretace jakéhokoliv pozitivniho zbarveni nebo jeho nepfitomnost se
musi vyhodnotit v kontextu klinické historie, morfologie a dalSich histopatologickych
kritérii. Klinickou interpretaci jakéhokoliv zbarveni nebo jeho nepfitomnosti musi
dopliovat morfologické studie a hodnoceni vhodnych kontrol spoleéné dalSimi
diagnostickymi testy. Tato protilatka je uréena k pouZiti v panelu protilatek.
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Kvalifikovany patolog odpovida za to, Ze se seznami s protilatkami a metodami
pouzitymi k vytvoreni obarveného pfipravku. Barveni musi provadét certifikovana
laboratof s licenci pod dohledem patologa, ktery odpovida za kontrolu obarvenych
sklicek a zajiSténi adekvéatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

5. Ventana dodava protilatky a reagencie pro optimalni fedéni pro pouziti za
predpokladu, Ze jsou dodrzeny pfilozené pokyny. Jakakoliv odchylka od
doporucenych zkuSebnich postupti mize zneplatnit o¢ekavané vysledky. Musi se
pouZzivat a dokumentovat vhodné kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyli od
doporucenych zku$ebnich postupti, musi pfijmout odpovédnost za interpretaci
vysledkd pacientd.

6.  Tento pfipravek neni uréen k pouZziti v pritokové cytometrii, jeho charakteristiky
chovani nebyly stanoveny.

7. Reagencie mohou vykazat neoekavané reakce v dfive nezkouenych tkanich.
Moznost neocekéavanych reakci i v testovanych tkanovych skupinach nelze zcela
vylougit kvli biologické proménnosti exprese antigenu v neoplazmatech nebo jinych
patologickych tkanich. 17 S dokumentovanymi neotekavanymi reakcemi se
obracejte na své mistni zastoupeni Ventana.

8. Tkané od osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy antigen
hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické zbarveni kfenovou
peroxidazou.18

9. Pfipouziti blokacnich krokd mohou normalni séra ze stejného zvifeciho zdroje jako
sekundarni antiséra zpisobovat fale$né negativni nebo fale$né pozitivni vysledky
kvl autoprotilatkdm nebo pfirodnim protilatkam.

10.  Falesné pozitivni vysledky |ze pozorovat kvili neimunologické vazbé proteini nebo
produktl substratové reakce. Mohou byt rovnéZ zplsobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty), endogenni aktivitou peroxidazy (cytochrom C) nebo
endogennim biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prsa, ledviny) zavisejici na typu
pouzitého imunobarviva.1?

11, Negativni test, stejné jako jakykoliv imunohistochemicky test, znamena, Ze antigen
nebyl detekovén, a nikoliv Ze antigen v hodnocenych burikéach ¢&i tkanich nebyl
pfitomen.

Specificka omezeni

1. Protilatka byla optimalizovana pro 16minutovou inkubacni dobu v kombinaci s
detekéni sadou Ventana a automaty na barveni sklicek Ventana. Kvdli odchylce
v tkéroveé fixaci a zpracovani muze byt nezbytné zvysit nebo snizit primarni
inkubacni dobu protilatky u individualnich vzork(. Dal$i informace o proménnych
parametrech fixace viz ,Zasady a vyhody imunohistochemie*. 20

2. Protilatka v kombinaci s detek&nimi sadami a pfisludenstvim Ventana detekuje
antigen, ktery prezije rutinni fixaci formaldehydem, zpracovani tkané a jejim
rozdéleni na fezy. UZivatelé, ktefi se odchyli od doporuéenych zkusebnich postupd,
musi piijmout odpovédnost za interpretaci a validaci vysledkd pacientt.

SOUHRN OCEKAVANYCH VYSLEDKU

1. Specificita Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) byla stanovena na zakladé studie,
ktera prokéazala vhodné obarveni riiznorodé skupiny tkani fixovanych
formaldehydem a zalitych parafinem pomoci Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) a
Ventana's DAB detection kits. Vysledky barveni normalni humanni tkané jsou
nasledujici: pro prsa (glandularni a duktalni epitel), tenké stfevo (epitel), micha
glandularni epitel), ledviny (kanalky), pankreas (kanaly), kize (stratifikovany
skvamozni a glandularni epitel), hlasivky (skvamozni epitel) a jatra (Zluové
kanalky), 3 ze 3 pfipadi mélo pozitivni obarveni a u svalt bylo 0 ze 3 pfipadu
obarveno pozitivné.

2. Citlivost je zavisla na uchovani antigenu. Jakakoliv nespravna manipulace s tkani
béhem fixace, pfipravy fezu, zabudovani nebo ukladani, které méni antigenicitu,
oslabuje detekci pomoci Anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) a mlize vytvaret
faleSné negativni vysledky.

3. Reprodukovatelnost barveni v rdmci procesu byla stanovena barvenim péti sklicek
obsahuijicich tutéz tkan. Pét z péti sklicek bylo pozitivné zbarveno. VSechna sklicka
byla obarvena stejnou intenzitou barveni. Uzivatelé by méli ovérit
reprodukovatelnost vysledk( obarvenim nékolika sad sériovych fezd s nizkou,
stfedni a vysokou hustotou antigenu v jediném béhu.

4. Reprodukovatelnost barveni v ramci béhu byla stanovena barvenim sklicek
obsahujicich tutéz tkan na péti riznych bézich pfistroje. P&t z péti sklicek bylo
pozitivné zbarveno. VSechna sklicka byla obarvena podobnou intenzitou barveni.
UZivatelé by méli ovéfit reprodukovatelnost vysledkd mezi béhy obarvenim nékolika
sad sériovych fezl s nizkou, stfedni a vysokou hustotou antigenu v rznych dnech.
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ODSTRANOVANI ZAVAD

1.

Jestlize pozitivni kontrola vykazuije slab3i neZ ocekévané zabarveni, je zapotfebi
zkontrolovat dalSi probéhlé pozitivni kontroly obarvené v témze béhu pfistroje, aby
se urcilo, zdali je selhani zplsobeno primarni protilatkou nebo jednou ze spoleénych
sekundarnich reagencii.

Jestlize je pozitivni kontrola negativni, je ji nutno zkontrolovat a zajistit, aby sklicko
mélo Stitek se spravnym ¢arovym kodem. Jestlize je sklicko fadné oznaceno, je
zapotfebi zkontrolovat dalSi prob&hlé pozitivni kontroly obarvené v témze béhu
piistroje, aby se uréilo, zdali je selhani zplsobeno primarni protilatkou nebo jednou
ze spole¢nych sekundarnich reagencii. Tkané mohou byt nespravné odebrany,
fixovany nebo deparafinizovany. Pii odbéru, uchovavani a fixaci je nutné dodrzovat
spravny postup.

Jestlize dochazi k nadmérnému barveni pozadi, mohou byt pfitomny vysoké Urovné
endogenniho biotinu. Je nutné do procesu zaclenit krok blokujici biotin.

Pokud nebyl odstranén vSechen parafin, musi se deparafinizacni postup opakovat.
Jestlize je obarveni specifickou protilatkou pfili§ intenzivni, béh by se mél zopakovat
s inkubacni dobou zkracenou ve 4minutovych intervalech, dokud neni dosazeno
pozadované intenzity intenzity skvrn.

Jestlize se fezy tkané smyji ze sklicka, sklicka by se méla zkontrolovat, aby se
zajistilo, Ze maji pozitivni naboj.

Pfi népravnych krocich postupujte podle bodu Postupny proces v nvodu k obsluze
automatu na barveni skli¢ek nebo se obratte na svoji mistni kancelar Ventana.
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DUSEVNIi VLASTNICTVi

EZ Prep™, iVIEW™ a Liquid Coverslip™ jsou ochrannymi znamkami spole¢nosti Ventana
Medical Systems, Inc.; BenchMark®, ES®, Gen lI®: NexES IHC® a Ventana® jsou

ochrannymi znamkami spolec¢nosti Ventana Medical Systems, Inc.

Pokryto nasledujicimi patenty: Patenty USA ¢&. 6045 759, 6192 945 B1, 6416 713 B1 a

jejich zahraniénimi protéjsky.
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