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Anti-Chromogranin A (LK2H10) Primary Antibody
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URCENE POUZITI

Protilatka anti-Chromogranin A
(LK2H10) Primary Antibody je uréena
pro laboratorni pouZiti pfi kvalitativni
imunohistochemické detekci
chromograninu A pomoci svételné
mikroskopie v fezech tkané fixované
formalinem, zalité parafinem, které jsou
barveny na pfistroji BenchMark
[HC/ISH.

Tento produkt musi byt interpretovan
kvalifikovanym patologem v kombinaci
s histologickym vySetienim,
relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je urcena pro diagnostické poutziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Chromogranin A, ¢len graninové rodiny proteind, je kysely glykoprotein o délce 439
aminokyselin s molekulovou hmotnosti 48-52 kDa."2 Chromogranin A tvofi hlavni st
neurosekrecnich granuli a je exprimovan normalnimi a nadorovymi burikami endokrinnich
a neuroendokrinnich tkani a také nékterymi rakovinnymi burikami, které podIéhaji
neuroendokrinni diferenciaci.3:4 Chromogranin A je produkovan jako preprotein, ktery
prochazi nékolika posttranslaénimi modifikacemi, véetné glykosylace, sulfatace,
fosforylace a proteolytického $tépeni.”.2 Je uvoliovan do krve bud jako protein piné délky,
nebo ve vice fragmentech, které se podileji na regulaci kardiovaskulamiho systému,
metabolismu, vrozené imunity, angiogeneze a opravy tkani.!.2

Neékolik studii prokazuje expresi nadori chromograninu A v nadorech neuroendokrinni
linie a jeji nepfitomnost v neuroendokrinnich nadorech.34:5.6,7.8,9,10 Chromogranin A je v
soucasné klinické praxi povazovan za nejspecifi¢téjSi marker neuroendokrinni
diferenciace.112 Detekci chromograninu A pomoci imunohistochemie (IHC) s protilatkou
anti-Chromogranin A (LK2H10) Primary Antibody (protilatkou anti-Chromogranin A
(LK2H10)) Ize tedy vyuZit jako pomUcku pfi diagnostice neuroendokrinnich nadord.
Protilatka anti-Chromogranin A (LK2H10) je mySi monoklonalni protilatka produkovana
proti chromograninu A. Vizor barveni je u této protilatky je cytoplazmaticky. Mize byt
pouzita jako soucast panelu studii IHC.

PRINCIP POSTUPU

Protilatka anti-Chromogranin A (LK2H10) se vaze na chromogranin A v fezech tkané
fixované formalinem, zalité parafinem (FFPE). Tuto protilatku je mozné zobrazit pomoci

Obr. 1. Barveni medularniho karcinomu
stitné zlazy s protilatkou anti-
Chromogranin A (LK2H10).

detekéni soupravy uftraView Universal DAB Detection Kit (kat. €. 760-500 / 05269806001)
nebo OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. ¢. 760-700 / 06396500001). Dalsi pokyny
najdete v metodickém listu k pfisluSné detekéni soupravé.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka anti-Chromogranin A (LK2H10) obsahuje dostate¢né mnoZstvi reagencie pro

50 test.

Jeden 5mL davkovaé protilatky anti-Chromogranin A (LK2H10) obsahuije pfiblizné 5 ug
mysi monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna v fyziologickém roztoku s fosfore¢nanovym pufrem s obsahem
nosic¢ového proteinu a 0.05 % konzervaéniho prostfedku ProClin 300.

Koncentrace specifické protilatky je piblizné 1 ug/mL. Pro tento produkt neni znama
Zadna nespecificka reaktivita protilatky.

Protilatka anti-Chromogranin A (LK2H10) je mySi monoklonalni protilatka vyrabéna jako
purifikovany supernatant bunééné kultury.
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Podrobné popisy nasledujicich polozek naleznete v metodickém listu k pfislusné detekéni
soupravé VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Odbér vzorku a pfiprava pro
analyzu, Postupy kontroly kvality, ReSeni problém(, Interpretace vysledki a Omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA, a pomocné materialy, véetné
sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

Vechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve viech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nasledujici reagencie a materialy mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodéavky:

1. Doporu¢ené kontrolni tkané

2. Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabita

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

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

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

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

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

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

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

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

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

14.  Trvalé fixani médium

15, Kryci sklo

16.  Automatizovany podavac krycich sklicek

17. Obecné laboratorni vybaveni

18.  Pfistroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po prijeti a mezi pouZitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte.

Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkovac po
kaZdém pouZiti uzavfit vickem a okamZité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac¢ protilatky ma stanovenou dobu expirace. Pfi fadném skladovani zlstane
reagencie stabilni do data uvedeného na &titku. Po uplynuti data expirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primami protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkéné FFPE zpracované béznym zplisobem.
Doporugenym fixativem na tkané je 10 % neutralni pufrovany formalin. 13 Sklicka je tfeba
obarvit neprodlené, nebot’ antigennost tkanovych fezi se mlize s postupem ¢asu snizovat.
VySetfeni neznamych vzork( doporuéujeme provadét soub&zné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTN| OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (VD).

2. Pouze k odbornému pouZiti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuii prodej tohoto prostredku pouze
Iékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)

Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.

Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervaéni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kizi mize zplsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrZujte pfisluSna bezpe€nostni opatieni. Zamezte kontaktu reagencie
s o¢ima, kiZi a sliznicemi. Pouzivejte vhodny ochranny odév a rukavice.

Pozitivné nabité sklicka mohou byt citliva na zatéz prostredi, coz méa za nasledek
nevhodné zbarveni. Pozadejte zastupce spolecnosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouzivat tyto typy sklicek.

S materidlem lidského nebo Zivocisného plivodu je tfeba nakladat jako

s nebezpecnym biologickym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi
bezpe€nostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi
smérnicemi odpovédnych organ(.4.15
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8.  Zabrante kontaktu reagencii s oéima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

9. Zabrarite mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpisobit nepfesnost
vysledku.

10.  DalSi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach dialog.roche.com.

11.  Doporuéené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

12. Oznaceni produktu bezpeénostnimi Stitky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uZivatele je na vyzadani k dispozici bezpecnostni list.

13.  Pro nahlaSeni podezfelych zavaznych incidentd tykajicich se tohoto prostiedku se
obratte na mistniho zastupce spoleénosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje cinnost.

Tento produkt obsahuje sou¢asti klasifikované nasledovné podle smémice (ES) €.

1272/2008:

Tab.1. Informace o rizicich.
Riziko Kod Véta
Varovani | H317 MazZe vyvolat alergickou kozni reakci.

P261 Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mihy/par/aerosold.
Kontaminovany pracovni odév neodnasejte

p272 iy
Z pracovisté.

P280 PouZivejte ochranné rukavice.

P333 + Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Viyhledejte

P313 |ékaFskou pomoc/o$etreni.

P362 + Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym

P364 pouZitim ho vyperte.

P501 Zlikvidujte obsah/obal pfedanim do schvaleného
zafizeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt obsahuje latku s . CAS 55965-84-9, smés: 5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-
3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).

POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZiti v pFistrojich BenchMark IHC/ISH
spole¢né s detekEnimi soupravami a pfisluSenstvim VENTANA. Doporucené barvici
protokoly uvadeéji tabulky nize.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uzivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie ovéfit.

Parametry automatickych procesti Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v uZivatelské pfirucce pfistroje. DalSi podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v metodickém listu k prislu$né detekéni
soupravé VENTANA.

Dal3i podrobnosti o spravném pouzivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 760-2519).
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Tab.2.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku anti-Chromogranin A (LK2H10) s
detekéni soupravou uftraView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark
[HC/ISH.

Metoda
Typ postupu
GX XT ULTRA
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Oprava bunék oct, cct, g
(odmaskovani antigenu) mirné mimé ggn f,néj '
- s 12 minut, 12 minut, 12 minut,
Protilatka (primarni) 37°C 37 °C 36 °C
Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty
Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty

Tab.3.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku anti-Chromogranin A (LK2H10)
s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ ISH.
Metoda
Typ postupu
GX XT ULTRA
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Uprava bunék | cC et ULTRA CC1,
(odmaskovani o4 mi ' 24 mi ' 24 minut,
antigenu) minut minut 100 °C
Preprimarni inhibitor
peroxidézy Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Protilatka (primamni) | 4minuty, 37°C | 4 minuty, 37 °C 4 ;“S'mgy
OptiView HQ Linker 8 minut (standardné)
0pt|V|e_w HRP 8 minut (standardné)
Multimer

Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Vzhledem k rliznym zpGsobtm fixace a zpracovani tkani, jakoz i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostfedi miiZe byt potfeba prodlouZit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou, dobu Upravy bunék nebo dobu pfedbézného zpracovani
proteazou v zavislosti na jednotlivych vzorcich, pouzité metodé detekce a preferenci
hodnotitele. Dalsi informace o riznych fixacich naleznete v pfirucce
JImmunohistochemistry Principles and Advances*.16

NEGATIVNi REAGENCNi KONTROLA

Kromé barveni s protilatkou anti-Chromogranin A (LK2H10) by mélo byt provedeno rovnéz
barveni druhého sklicka s odpovidajici reagencii negativni kontroly.

POZITIVNi KONTROLA TKANE

Nejvhodnéjsim laboratornim postupem je uloZit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako testovanou tkan. Pfi nanaseni reagencie na sklicko pak Ize snéze zjistit pfipadné
zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim.
Kontrolni tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit jako tkan
pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkani by mél byt Cerstvy vzorek z pitvy, biopsie
nebo operace, zpracovany nebo fixovany co nejdfive stejnym zplisobem jako testované
fezy.
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Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a pfistrojd, nikoli jako pomUicku ke stanoveni konkrétni diagndzy testovanych
vzorkd. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni nevykazuiji, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzorkl za neplatné.

Pfikladem tkané pro pozitivni kontrolu je normaini apendix, ktery je pozitivni na protilatku
anti-Chromogranin A (LK2H10). Pozitivni kontrola tkané by méla vykazovat silné
cytoplazmatické zabarveni v neuroendokrinnich burikach a slabou aZ stfedni intenzitu

a neurony; b Neurony bunék zmité vrstvy (vzécné bufiky17); ¢ chromafinni buriky;
d Langerhansovy ostriivky; € epitelové buriky predni hypofyzy, f spermatogenni buriky;

9 C-buriky, fokalni barveni; M neuroendokrinni bufiky; ' hlavni buiiky

Tab. 5.
u fady neoplastickych tkani FFPE.

Senzitivita/specificita barveni s protilatkou anti-Chromogranin A (LK2H10)

barveni normalnich gangliovych bunék a axonl nervové pletené apendixu. Poéet
INTERPRETACE BARVENI / OEEKAVANE VYSLEDKY p;:::)"a’gl'ﬁh
Vzor barveni bunék pro protilatku anti-Chromogranin A (LK2H10) je cytoplazmaticky. celkovy
. . pocet
SPECIFICKA OMEZENI Patologie pfipadi
Tato protilatka vykazuje slab3i barveni ve feochromocytomech, kdyz je zvoleno ziskavani
antigenu. Glioblastom (mozek) 0
Pro optiméalni barveni medularnich karcinomd &titné Zlazy je nutné ziskani antigenu. Meningiom (mozek) 0N
Systém detekce OptiView detection je obecné citlivéjSi nez systém uliraView detection.
Uzivatel véak musi vysledky ziskané pomoci této reagencie a detekénich systémi Ependymom (mozek) 0o
validovat. Oliaodendrodii 0 a 1N
Vechny testy nemusi byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci kontaktujte Igodendrogliom (mozek)
mistniho zastupce spolecnosti Roche. Adenom (hypofyza) 112
ANALYTICKA VYKONNOST Adenom (nadledvinka) 112
Nize jsou uvedeny vysledky provedenych test barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti. Fenochromcytom (nadledvinka) 32/33
Senzitivita a specificita Adrenokortikalni adenom (nadledvinka) 2/42
Tab.4. Senzitivita/specificita barveni s protilatkou anti-Chromogranin A (LK2H10) u
béznych tkéni FFPE. Serdzni karcinom (vajecnik) @ 112
Pocet Pocet Pankreaticky neuroendokrinni novotvar (slinivka) 0/3
pozitivnich pozitivnich
pripadi/ pripadu/ Adenokarcinom (slinivka) 0N
celkovy celkovy .
pocet & poéetvy Seminom (varle) 0N
Tkai Pipadi Tkan Pripadu Embryonalni karcinom (varle) on
Velky mozek 2 2B Jicen 073 Folikul4mi adenom (8titnd l4za) 0/4
Mozecek b 3 Zaludek 1 33 Medularni karcinom (3titna Zlaza) 28/41
Nadledvinka ¢ 23 Tenké stfevo h 33 Papilarni karcinom (§titna Zl4za) 013
Vajeénik 073 Tlusté stfevo h " Folikulami karcinom (3titna Zlaza) 072
Slinivka @ 414 Jatra 013 Karcinom z jasnjch bunék (§titn4 laza) 02
Hypofyza € 4/4 Slinna Zlaza 0/3 Nediferencovany karcinom (8titna zlaza) 0/2
Varle f 213 Ledvina 0/3 Invazivni duktaini karcinom (prs) @ 13
Stitna 3laza 9 117 Prostata 3/3 Malobuné&ény karcinom (plice) 1/3
Prs 013 PFistitne talisko | 33 Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 0N
Slezina 073 Endometrium 013 Adenokarcinom (plice) ot
Mandle 013 D&lo3ni hrdlo h 13 Karcinom ze skvamoznich bunék (jicen) 0N
i ji 01
Brzlik 013 Kosterni sval 013 Adenokarcinom (jicen)
Kostni diefi 03 Kize 03 Adenokarcinom (Zaludek) 2 n
Plice N 13 Nerv 0/3 Adenokarcinom (kolorektalni) 5/41
Srdce 0/3 Mezotel 0/3 Gastrointestinalni stromalini tumor @ 13
Dobfe diferencovany neuroendokrinni nador (karcinoidni nador, 112
kone¢nik)
2021-05-09 3/5 14198CS Rev D
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AT
Pocet
pozitivnich
pripadt/
celkovy
pocet

Patologie pripadt
Hepatocelulamni karcinom (jatra) 0N
Hepatoblastom (jatra) 0/1
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) 0/1
Adenokarcinom (prostata) @ 212
Urotelidlni karcinom (prostaticka mocova trubice) 0/1
Leiomyom (déloha) 0/1
Karcinom (endometrium) 0N
Karcinom z jasnych bunék (endometrium) 01
Karcinom ze skvaméznich bunék (Cipek) 012
Embryonalini rhabdomyosarkom (pfi¢né pruhovany sval) 0/1
Melanom (fit) 0/1
Karcinom z bazalnich bunék (kize) 17
Karcinom ze skvamdznich bunék (kize) 01
Neurofibrom (lumbaini) 0/1
Neuroblastom (retroperitoneum) 17
Mezoteliom (peritoneum) 0/1
Pleomorfni rhabdomyosarkom (peritoneum) 0N
Lymfom z B-bunék, NOS 073
HodgkinGv lymfom (lymfatické uzlina) 01
Uroteliaini karcinom (mocovy méchyr) 0N
Leiomyosarkom 02

a fokalni barveni,  fokalni barveni v oblastech neuroendokrinni diferenciace

Preciznost

Studie preciznosti pro protilatku anti-Chromogranin A (LK2H10) byly provedeny za ¢elem
prokazani:

. Preciznosti vysledku protilatky mezi $arzemi

e Preciznosti béhem jednoho cyklu a mezi dny na pfistroji BenchMark ULTRA

. Preciznosti mezi pfistroji na pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark
ULTRA

. Preciznosti mezi platformami mezi pfistroji BenchMark GX, BenchMark XT a
BenchMark ULTRA

VSechny studie splnily kritéria pfijatelnosti.

KLINICKA VYKONNOST

Udaje o klinické vykonnosti relevantni pro zamygleny Géel protilatky anti-Chromogranin A
(LK2H10) byly hodnoceny systematickou literarni reSersi. Shromazdéné tdaje podporuji
pouZiti prostfedku v souladu s jeho zamyslenym Gcelem.
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POZNAMKA: V tomto dokumentu se jako symbol pro oddé&lovani celého &isla a

desetinnych mist pouziva vzdy tecka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Souhrn bezpeénosti a funkénosti naleznete zde:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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Spole¢nost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad ramec uvedeny v normé

ISO 15223-1 (pro USA: definici pouZitych symbolli naleznete na internetovych strankach
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