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POUZITI

Ventana Medical Systems'
(Ventana) CONFIRM anti-MSH6
(44) Mouse Monoclonal Antibody
se pouziva ke kvalitativnimu
stanoveni proteinu MSH6 pro
korekci spravného parovani
(MMR), exprimovaného v jadrech
normalnich proliferujicich bunék.
Chybéjici MSH6 nebo jeho nizka
hladina je spojena s kolorekalnim
karcinomem a jinymi druhy
karcinomu. Tato protilatka je
uréena ke kvalitativnimu barveni
tkanovych fezd fixovanych ve
formalinu a zalitych v parafinu.
Tento vyrobek musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem ve spojeni s
histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a vhodnymi kontrolami.

Tato protilatka je uréena k diagnostice in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

CONFIRM anti-MSH6 (44) Mouse Monoclonal Antibody rozpoznava MSH6, coz je jeden z
nékolika Klinicky vyznamnych proteinG pro korekci spravného parovani (MMR), u kterych
dochazi k mutacim v rodinach s hereditarnim nepolypdznim kolorektalndm karcinomem
(HNPCC).".2.3 Nosi¢i téchto mutaci maji béhem celého Zivota vysoké riziko vyvoje
kolorektalniho karcinomu a nékolika jinych druh( karcinomu nésledkem akumulace chyb
pfi replikaci DNA v proliferujicich burikach, coz je fenomén znamy jako mikrosatelitni
nestabilita (MSI). V normalnich burikach tvofi protein MSH6 komplexy (heterodimery) s
proteinem MSH2.4.5 Tyto heterodimery zpiisobuiji konformagni zmény v DNA, které vedou
k navazani dal$iho heterodimerového komplexu proteind MSH1 PMS a k excizni opravé
postizené DNA. Mutace téchto proteinl nebo jejich chybéni ma za nasledek ¢astou MS| a
somatické mutace vzniklé chybou pfi replikaci.

HNPCC predstavuje 1-3 % v3ech kolorektalnich karcinom, pfi¢emz ztrata MSH6 se
vyskytuje v 9 % z nich (témé¥ 90 % piipadi HNPCC vykazuje ztratu MSH1 nebo MSH2).8
U lidi s HNPCC bylo identifikovano vice nez 300 riiznych mutaci v rodiné MMR proteind.
Nadorovy fenotyp spojeny s HNPCC je obecné charakterizovan ztratou
imunohistochemické exprese MMR proteind, zejména MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2.7:8
Nedostatek téchto proteindl Gzce souvisi se stupném MSI v nadoru. Nedostatek MMR
proteind se proto pouziva v klasifikaci nador(i jako MSI-H (vysoky stuperi MSI), MSI-L
(nizky stupefi MSI) nebo MSS (MS stabilni).9 Kazda klasifikace ma vyznam pro lé¢bu a
prognézu nadoru. Pacienti klasifikovani jako MSI-H maji sice mnohem vyssi
pravdépodobnost vyvoje karcinomu, ale také maji vyznamné vys$i vyhodu v pfeziti,
nezavisle na stadiu &i stupni, ve srovnani s pacienty s MSS, ktefi jsou obvykle
charakterizovani chromozomalni instabilitou. Charakteristickym rysem HPNCC spojenych
s MSH6 je pozorovani, ze mnozi nosici vykazuji nadorovy fenotyp MSI-L nebo MSS.
Funkéni nadbyte€nost v systému korekce spravného parovani DNA by mohla vysvétlit
méné vyznamnou MSI pozorovanou u nadorti s mutaci v zarodeéné linii MSH6.4 Osoby se
zjisténym nedostatkem MSH2 maji ¢asto také nedostatek MSHE, snad nasledkem
nestability proteinu, kdyz nemlze dojit k heterodimerizaci.

DODAVANA CINIDLA

Protilatka CONFIRM anti-MSH6 (44) Mouse Monoclonal Primary Antibody obsahuje
dostatek Cinidla pro 50 testd.

Jeden 5 mL davkova¢ protilatky CONFIRM anti-MSH6 (44) obsahuije pfiblizné 0,505 pg
mysi monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna fyziologickym roztokem s fosfatovym pufrem, obsahujicim
proteinovy nosic a konzervacni prostfedek.

Obrazek 1. Barveni karcinomu tlustého streva
protilatkou CONFIRM anti-MSH6 (44) Mouse
Monoclonal Primary Antibody

2009-10-20 113

Celkova proteinova koncentrace €inidla je asi 3 mg/mL. Koncentrace specifické protilatky je
priblizné 0,101 pg/mL. V tomto produktu neni znama zadna nespecificka reaktivita protilatky.
CONFIRM anti-MSH6 (44) je mySi monoklonalni protilatka ziskana ze supernatantu
tk&novych bunék.

Tato protilatka je optimalizovana pro pouZiti v barvicich automatech Ventana automated
slide stainer spolu s detekénimi soupravami Ventana. Neni vyZadovana rekonstituce,
smiseni, fedéni nebo titrace.

V pfibalovém letaku k pfislusné detekéni soupravé Ventana naleznete nasledujici
podrobné popisy: (1) Principy a metody, (2) Potfebné materialy a Cinidla, které vSak
nejsou soucasti dodavky, (3) Sbér vzorki a pfiprava pro analyzu, (4) Kontrola kvality,
(5) Reseni problémda, (6) Interpretace vysledkd a (7) Obecna omezeni.

POTREBNY MATERIAL, KTERY SE NEDODAVA

Barvici ¢inidla, napfiklad detekéni soupravy Ventana (fj. detekéni souprava uftraView
Universal DAB Detection Kit) a pfidavné materialy, véetné skliek s tkani pro negativni a
pozitivni kontrolu, nejsou soucasti dodavky.

SKLADOVANI

Uchovaveite pfi teploté 2 az 8°C. Chrarite pfed mrazem.

Aby byl zajistén spravny vykon Cinidla a stabilita protilatky, musi se davkova¢ po kazdém
pouZiti uzavfit vickem a okamZité umistit ve vertikalni poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu exspirace. Je-li fadné skladovano, je
Cinidlo stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZivejte ¢inidla po vyprSeni data exspirace.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami Ventana na barvicich
automatech Ventana automated slide stainer jsou vhodné tkané, zpracované béznym
zpUsobem, fixované ve formalinu a zalité v parafinu. Doporu¢ené vhodné fixativum je 10%
neutralni pufrovany formalin.0 VV zajmu zachovani antigennosti nafezanych tkariovych
fez(i se musi fezy tkani barvit okamzité.

Doporucuje se provadét soubézné s nezndmymi vzorky téZ pozitivni a negativni kontroly.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNIi PREDPISY

1. Kdiagnostice in vitro.

2. Tento produkt obsahuje 1 % nebo méné bovinniho séra, které se pouziva k vyrobé
této protilatky.

3. Zabraiite kontaktu ¢inidel s oCima a sliznici. Jestlize se Cinidla dostanou do kontaktu
s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnoZstvim vody.

4. Zamezte mikrobiologické kontaminaci Cinidel.

5. Doporucené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich pfedpisech.

POSTUP BARVENI

Primami protilatky Ventana byly vyvinuty za G¢elem pouZiti v barvicich automatech Ventana
automated slide stainer ve spojeni s detekénimi soupravami a pfisluSenstvim vyrobce
Ventana. Doporu¢ené barvici protokoly pro pfistroje BenchMark XT a BenchMark ULTRA s
detekeni soupravou uftraView Universal DAB Detection Kit jsou uvedeny v tabulce 1.
Parametry automatickych procedur Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v Navodu k obsluze. Dali podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v pfibalovém letaku k pfislusné detekéni
soupravé vyrobce Ventana.
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Tabulka 1. Doporucené barvici protokoly pro CONFIRM anti-MSH6 (44) s detekéni
soupravou u/traView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark
XT/BenchMark ULTRA.

Typ postupu

Zpusob

Odstranovani parafinu Zvoleno

Uprava bunék
(odmaskovani antigenu)

Standardni uprava bunék
Cell Conditioning 1

Enzym (proteaza) Neni vyzadovano

BenchMark XT instrumen
Asi 16 minut, 37°C
Pfistroj BenchMark ULTRA instrument
Asi 20 minut, 36°C

Hematoxylin II, 4 minuty

Protilatka (primarni)

Kontrastni barvivo

Po kontrastnim barveni Bluing Reagent, 4 minuty

Vzhledem k réiznym zpusob(m fixace a zpracovani tkani mize byt potfeba zvysit nebo
snizit inkubaéni doby primarni protilatky, upravy bunék nebo predbézného zpracovani
proteazou na jednotlivych vzorcich a v zavislosti na pouzité metodé detekce. DalSi
informace o rznych fixacich naleznete v pfiru¢ce ,Immunohistochemistry Principles and

Advances*. 1"

TKAN PRO POZITIVNi KONTROLU

Priklady pozitivné se barvicich bunék pro CONFIRM anti-MSH6 (44) jsou exprimovany v
karcinomu tlustého stfeva a karcinomu prsu.

INTERPRETACE ZABARVENI
Bunécny barvici vzor pro CONFIRM anti-MSH6 (44) je nukleamni.

SPECIFICKA OMEZENI

Protilatka CONFIRM anti-MSH6 (44) je optimalizovana pro pouZiti na pfistrojich Ventana
BenchMark XT a BenchMark ULTRA ve spojeni s detekéni soupravou uftraView Universal
DAB Detection Kit (REF 760-500) pfi inkubaci primami protilatky v délce 16 nebo 20 minut.
UZivatel vSak musi jednotlivé laboratorni vysledky ziskané pouzitim tohoto Cinidla validovat.
Pfi pouziti CONFIRM anti-MSH6 (44) bylo pozorovano poxzitivni barveni proliferujicich bunék
jak v normalnich, tak v nadorovych tkanich.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

1. Specificita protilatky CONFIRM anti-MSH6 (44) Mouse Monoclonal Primary
Antibody byla stanovena testovanim normélnich a nadorovych tkani fixovanych ve
formalinu a zalitych v parafinu.

U normalnich tkani byly vysledky nasledujici: (0/3) velky mozek, (0/3) maly
mozek, (3/3) nadledvinka, (0/3) vajecnik, (2/3) slinivka bfisni, (2/2) pfistitna Zlaza,
(0/3) hypofyza, (3/3) varlata, (1/3) §titna Zlaza, (3/3) prs, (1/3) slezina, (2/3) mandle,
(2/3) brzlik, (0/3) myeloidni tkar, (0/3) plice, (0/3) myokard, (1/3) jicen, (1/3)
gastricky fundus, (2/3) tenké stfevo, (3/3) traénik, (0/3) jatra, (1/3) slinna Zlaza, (1/2)
ledvina, (2/3) prostata, (1/3) endometrium, (2/3) délozni hrdlo, (0/3) kosterni sval,
(3/13) kuize, (0/3) nerv, (1/3) mezotel a plice.

Nadorové tkané véetné barvenych: (1/1) Atypicky meningeom, (1/1) maligni
ependymom, (0/1) maligni oligodendrogliom, (1/1) papilarni serézni adenokarcinom
ovaria, (1/1) papilarni mucinézni adenokarcinom ovaria, (1/1) karcinom
ostrvkovych bunék, (1/1) adenokarcinom pankreatu, (1/1) seminom, (1/1)
embryonalni karcinom, (1/1) medulami karcinom, (1/1) papilarni karcinom &titné
Zlazy, (1/1) intraduktalni karcinom, (2/2) karcinom prsu, (1/1) difuzni lymfom B fady,
(1/1) malobunéény nediferencovany karcinom plic, (1/1) karcinom plic

z dlazdicovych bunék, (0/1) adenokarcinom plic, (1/1) karcinom jicnu z dlazdicovych
bunék, (1/1) adenokarcinom jicnu, (1/1) adenokarcinom tlustého stfeva, (1/1)
adenokarcinom Zaludku, (1/1) adenokarcinom tenkého streva, (0/1) karcinom
tenkého stfeva z intersticialnich bunék, (0/1) karcinom tlustého stieva

z intersticialnich bunék, (1/1) adenokarcinom rekta, (1/1) karcinom rekta

z intersticialnich bunék, (0/1) hepatocelulamni karcinom, (0/1) hepatoblastom, (1/1)
karcinom z jasnych bunék, (0/1) adenokarcinom prostaty, (1/1) karcinom prostaty

z prechodnich bunék, (0/1) leiomyom, (0/1) endometrialni adenokarcinom, (0/1)
endometrialni karcinom z jasnych bunék, (1/3) karcinom z dlazdicovych bunék, (1/1)
embryonalni rhabdomyosarkom, (0/1) maligni melanom, (0/1) basocelulami
karcinom, (0/1) neurofibrom, (1/1) neuroblastom, (1/1) epitheliaini maligni

2009-10-20 2/3

mesotheliom, (2/2) difuzni maligni lymfom, (1/1) Hodgkindv lymfom, (1/1) difuzni
maligni lymfom, (1/1) karcinom méchyfe z pfechodnich bunék s metaplasii
dlazdicovych bunék, (1/2) leiomyosarkom, (1/1) osteosarkom femuru, (0/1)
rhabdomyosarkom z vietenovych bunék, (0/1) maligni melanom, (47/79)
adenokarcinom, (12/19) mucindzni adenokarcinom, (2/2) tubulovilézni
adenokarcinom, (1/4) tubularni adenokarcinom, (2/2) adenoskvamézni karcinom,
(2/2) neuroendokrinni karcinom, (2/2) leiomyosarkom, (10/10) normalni tlusté
stfevo, (2/4) hladky sval tlustého stfeva, (8/9) metastaticky adenokarcinom
lymfatické uzliny pfilehlé ke karcinomu, (22/30) tkan tlustého stfeva pfilehla ke
karcinomu, (3/4) tkar rekta pfilehla ke karcinomu a (2/9) tkan lymfatické uzliny.

Reprodukovatelnost mezi $arzemi byla stanovena testovanim 3 $arzi na 1 bloku
tkani (3 tkané v jednom bloku) na barvicim automatu BenchMark XT instrument.

3 ze 3 vzorkt v8ech 3 Sarzi mély ekvivalentni skore.

Reprodukovatelnost mezi cykly byla stanovena barvenim 2 blokd tkani (3 tkéné v
jednom bloku, celkem 6 tkani) na 5 sklech na pfistroji BenchMark XT instrument po
dobu péti dn(, které nenasleduji po sobé. 149 z 150 testovanych vzork mélo
ekvivalentni skore.

Reprodukovatelnost uvnitf cyklu byla stanovena barvenim 2 blokd tkani (3 tkané v
jednom bloku, celkem 6 tkani) na 14 sklech na pfistroji BenchMark XT instrument.
83 z 84 testovanych vzork(l mélo ekvivalentni skore.

Reprodukovatelnost barveni uvnit platformy byla stanovena na zakladé barveni 2
blokd tkani (3 tkané v jednom bloku) na 5 sklech na 3 pfistrojich BenchMark XT.
90 z 90 testovanych vzork(l mélo ekvivalentni skore.

Reprodukovatelnost barveni mezi platformami byla stanovena na zakladé barveni 1
bloku tkani (3 tkané v jednom bloku) na 5 sklech na 3 pfistrojich BenchMark XT a 3
pfistrojich BenchMark ULTRA. 90 z 90 testovanych vzork( mélo ekvivalentni skére.
Kompatibilni s detekénimi soupravami VIEW DAB a uftraView Universal DAB
Detection Kits.
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DUSEVNI VLASTNICTVi

CONFIRM, uftraVIEW, BENCHMARK, VENTANA a logo Ventana jsou ochranné znamky
spole¢nosti Roche.

Vechny ostatni ochranné znamky jsou majetkem pfislusnych vlastnikd.

Koneénému uzivateli je poskytovana spole€nosti Ventana jednorazova licence v souladu s

patenty USA, Cisla 6045759, 6192945, 6416713, 6945128 a 7378058 a vSemi
zahrani¢nimi stejnopisy.

KONTAKTNI INFORMACE

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

[:EI www.ventanamed.com

[EC|REP]

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany
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