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CONFIRM anti-Estrogen Receptor (ER) (SP1)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
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URCENE POUZITI

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

Protilatka CONFIRM anti-Estrogen
Receptor (ER) (SP1) Rabhit
Monoclonal Primary Antibody je uréena
pro laboratorni pouziti pfi kvalitativni
detekci antigenu estrogenového
receptoru (ER) ve formalinu fixovanych,
v parafinu zalitych tkanich na barvicich
automatech VENTANA s detekénimi
soupravami a pfidavnymi €inidly
VENTANA. CONFIRM anti-ER (SP1) je
uréena proti epitopu, ktery je pfitomen
v lidskych alfa proteinech
estrogenovych receptorti umisténych

v jadrech ER pozitivnich norméalnich a
neoplastickych bunék. Protilatka CONFIRM anti-ER (SP1) je uréena jako pomUicka pfi
|é¢hé, progndze a predikci hormonalni terapie karcinomu prsu.

Hodnoceni musi provadét kvalifikovany patolog, ktery pfitom musi vzit v Gvahu vysledky
histologického vySetfeni, pfislusné klinické informace a patfiéné kontroly.

Pouze na |ékafsky pfedpis.
SOUHRN A VYSVETLENI

CONFIRM anti-ER (SP1) je krali¢i monoklonalni protilatka, ktera rozpoznava lidsky estrogenovy
receptor alfa. Synteticky peptid odpovidajici C-terminalni ¢asti molekuly estrogenového
receptoru (ER) byl pouZit jako imunogen.1 Bylo prokazano, Ze CONFIRM anti-ER (SP1) reaguje
s proteinem 66 kD z bunék MCF-7 pii Western blottingu.! Velikost proteinu je v souladu s
predikovanou velikosti z kionovani genu pro ER.2

Krali¢i monoklonalni protilatky prokazaly zlepSenou senzitivitu a specificitu pfi
imunohistochemii.3 Jejich spolehlivost a kvalita barveni se dobre uplatriuje u pfipadd
karcinomu prsu.45 Velka studie 4 150 pfipadd invazivnich karcinom prsu ukazala, ze
anti-ER klon SP1 byl lepsi prognosticky faktor nez mysi monoklonalni klon 1D5.6 Déle ve
studii vyuzivajici 1 198 vzorkl invazivniho karcinomu prsu byl SP1 vice senzitivni pfi
identifikaci exprese ER u nadord nez mysi monoklonalni klony 1D5 a 6F11.7 Klinické
pouZiti klonu anti-ER SP1 v kohorté 508 pfipadi ukazalo podobnou senzitivitu, kdyz bylo
provedeno srovnani s mysimi monoklonalnimi protilatkami, ale s intenzivnéjim jadrovym
barvenim s SP1.4 V jiné studii byla protilatka CONFIRM anti-ER (SP1) pouZita pro
stanoveni semikvantitativnich hodnot hormonalniho receptoru pomoci modifikovaného
H-skére zalozeného na procentu a intenzité barveni. Nasledujici kvantitativni méfeni ER
receptor(i pomoci RT-PCR u 80 pfipadd karcinomt prsu dokazuje lineami shodu pfi
porovnani s CONFIRM anti-ER (SP1).8

Narodni institut zdravi (National Institutes of Health, NIH) v roce 1979 doporudil urCovat
stav ER pro vSechny primarni karcinomy prsu, aby mohla byt Iépe stanovena vhodna
Iécba. V roce 1985 NIH a Americka onkologicka spole¢nost (American Cancer Society)
nezavisle na sobé publikovaly zpravy, které podporovaly ur€ovani hormonalniho receptoru
pro lécbu rakoviny prsu. V roce 2010 Americka spole¢nost pro klinickou onkologii a
Americka kolej patologl publikovaly Doporuceni pro imunohistochemické testovani
estrogenovych a progesteronovych receptort u karcinomu prsu a doporucily, ze ER a PgR
status musi byt stanoveny u v8ech invazivnich karcinomd prsu a recidiv karcinomu prsu.®
Pouziva se mnoho riiznych metod pro hodnoceni stavu ER. FDA schvalené terapie
zahrnuji test cytosolického receptoru (SBA/DCC) analyzovaného pomoci Scatchardovy
metody (1981), histochemickou analyzu tkani pomoci fluorescenéni mikroskopie,
histochemickou analyzu zmrazené tkané pomoci konjugatu potkani monoklonaini
protilatky proti ER (1988), enzymovou imunoanalyzu (EIA) také vyuZivajici konjugét
potkani monoklonalni protilatky proti ER (1988).10 Imunohistochemické detekce ER byla
popsana v kultivaci bunék lidského prsu,1 nékterych tkanich lidského karcinomu

Figure 1. Barveni na protilatku CONFIRM
anti-Estrogen Receptor (ER) (SP1) u
lobularniho karcinomu prsu.
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prsu,11.12 lidského endometria,!3 nékterych endometrialnich karcinom(,14 nékterych low
grade endometrialnich stromélnich sarkomu,15 nékterych kultur endometriainich bunék,2
nékterych nadorli potnich Z1az,16 nékterych tkanich benignich onemocnéni titné Zlazy,17
karcinom( prostaty2! a nékterych lidskych mocovych méchyil zen.22

Spole¢nost Ventana Medical Systems, Inc. (Ventana) hodnotila vysledky barveni s
CONFIRM anti-ER (SP1) v normalnich tkanich, neoplastickych tkanich a u 198 pfipadl
karcinomu prsu. V 87 testovanych normalnich tkanich byla exprese konzistentni

s publikovanou literaturou, kde byl ER lokalizovan na jadro a exprese byla omezena na
reprodukéni tkané (prs, cervix, endometrium, prostata a déloha).23

Rakovina prsu je nejbézné;jsi karcinom vyskytujici se u zen a predstavuje druhou
nejéastéjsi pricinu smrti spojenou s rakovinou.24 Véasna detekce a vhodna lécba mohou
vyrazné zvysit $ance na preziti.25.26 Malé vzorky tkani mohou byt snadno pouZity pii
bézné imunohistochemii, &imz se tato technika spolecné s protilatkou, jez dokaze
rozpoznat antigeny duleZité pro interpretaci karcinomu, stava efektivnim nastrojem pro
patologii pfi diagndze a prognéze nemoci. DlleZitym znakem pro rakovinu prsu je dnes
estrogenovy receptor, ktery vaze estrogen s vysokou afinitou a specificitou. ER se nachazi
v cilovych tkafovych burikach, véetné prsu, kde pisobi jako stimulator riznych
biologickych procest spojenych s estrogenem. Naopak snizovani hladin krevniho
estrogenu snizuje biologickou aktivitu cilovych bunék. Toto vytvofilo zaklad pro endokrinni
terapii pro Zzeny s karcinomem prsu, které jsou ER pozitivni. Ke sniZeni hladin estrogenu
se mohou také pouZit riizné chirurgické pfistupy, zahrnujici ovariektomii, hypofysektomii a
adrenalektomii.16

Vysoka koncentrace ER v prsnim nadoru koreluje s vétsi odezvou na endokrinni terapii.18
Naopak, pokud by ER nebyl pfitomen, bylo by tfeba interpretovat tuto terapii jako
nevhodnou. Znalost stavu ER hraje proto dleZitou roli ve vybéru lé€by pro pacienta (ale
neni jedinym zakladem pro vybér lécby ).25 V soucasné dobé se pro lécbu ER pozitivnich
karcinom( voli tamoxifen.25.26 Znalost ER stavu v prsnich tumorech také pomaha

v prognéze a |é¢bé pacienta.2? Rada studii ukazala, Ze piitomnost ER predstavuje
pfiznivou dlouhodobou progndzu25.28.29.30 g specificky bylo prokazano, Ze pouZiti kionu
SP1 ma prognosticky vyznam u pacientt, ktefi podstoupili hormonalini terapii.”-31 Pokud
dojde k remisi, je tfeba status ER znovu zhodnotit, protoZe se mize po ¢ase zménit.32

Bylo také doporuceno, Ze zkouska na ER ve spojeni s testy jinych biologickych ukazatelt
mize byt uZite¢na pro stanoveni plivodu metastatické rakoviny prsu, zejména kdyz je
detekovana v plicnim a travicim traktu.33 Jinf vyzkumni pracovnici vsak zjistili, ze
metastazy do lymfatickych uzlin ne vzdy udrzovaly pozitivitu ER.32 Interpretace vysledku
jakéhokoli detekéniho systému pro ER musi brat do uvahy heterogenitu rakoviny prsu.
Tumory zpravidla obsahuiji benigni epitelialni buriky z norméalnich hyperplastickych lobulti
nebo kanalkd, které jsou také ER pozitivni. Tyto testy vyuzivajici tkariové homogenaty,
jako jsou DCC nebo EIA, nemusi byt pouhym odrazem stavu ER v maligni tkani.34
Histologické tkanové preparaty maji vyhodu intaktni tkariové morfologie a tvofi tak
pomUcku v interpretaci ER pozitivity vzorku. V8echny histologické testy musi byt
vyhodnocovany specialisty na morfologii nebo patologii rakoviny prsu a vysledky je tfeba
pouZivat ve spojeni s klinickymi a laboratornimi tdaji.

DODAVANA CINIDLA

Katalogové ¢islo 790-4324  Protilatka CONFIRM anti-ER (SP1) obsahuje reagencie
postacujici pro 50 test.
Jeden 5ml davkova¢ CONFIRM anti-ER (SP1) obsahuje
pfiblizné 5 pg krali¢i monoklonalni protilatky
nasmérované proti lidskému ER antigenu.

Katalogové ¢islo 790-4325  Protilatka CONFIRM anti-ER (SP1) obsahuje reagencie

postacujici pro 250 test.
Jeden 25ml davkova¢ CONFIRM anti-ER (SP1) obsahuje
priblizné 25 pg krali¢i monoklonalni protilatky
nasmérované proti lidskému ER antigenu.

Protilatka je nafedéna v 0,05 M Tris-HCL s obsahem 2% proteinového nosice a 0,10%

ProClin 300 konzervacni latky. Obsahuje stopu (~0,2%) fetalniho teleciho séra
vyrobeného v USA ze zasobniho roztoku.

Celkova proteinova koncentrace Cinidla je asi 20 mg/ml. Koncentrace specifické protilatky
je asi 1 pg/ml. V tomto produktu neni znama Zadna nespecificka protilatkova reaktivita.

CONFIRM anti-ER (SP1) je krali¢i monoklonaini protilatka vyrabéna jako supernatant
bunécné kultury.
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POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTiI DODAVKY

Barvici ¢inidla, napf. VENTANA detekéni soupravy (tj. ultraView Universal DAB Detection
Kit) a pomocné materialy, véetné kontrolnich sklicek pro negativni a pozitivni tkan, nejsou
soucasti dodavky.

UCHOVAVANI

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

Aby byl zajistén spravny U¢inek Cinidla a stabilita protilatky, musi se davkovac po kazdém
pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani

zustane ¢inidlo stabilni do data uvedeného na titku. NepouZivejte €inidlo po uplynuti data
exspirace.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekCnimi soupravami VENTANA a barvicim
automatem VENTANA BenchMark XT nebo VENTANA BenchMark ULTRA jsou vhodné
tkané zpracované béznym zplisobem, fixované ve formalinu a zalité v parafinu. Pro
zpracovani vzorku je doporucen nasledujici postup:3>

1. Vlozte vzorek do 10% neutrainiho pufrovaného formalinu. Pouzité mnozstvi by mélo
odpovidat 15- az 20nasobku tkané. Fixativa neproniknou vice nez 2 az 3 mm do
pevné tkané nebo 5 mm do porézni tkané v ¢ase 24 hodin. Rez tkané o tloustce
3 mm nebo tendi by mél byt fixovan minimainé 4 hodiny a maximainé 8 hodin.
Fixace miZze byt provedena pfi pokojové teploté (15-25 °C).

2. Vzorek je po fixaci pfes noc pfipraven v pfistroji pro zpracovani tkdné. Tento proces
se ve zkratce sklada z dehydratace vzorku pomoci alkoholu, nasledované
odstranénim Cinidel, aby byl odstranén alkohol, a nakonec infiltrace parafinem.

3. Vzorky jsou zality parafinem v tkdflovych kazetach a poté jsou vyfiznuty priblizné
4 um sekce, které jsou vycentrovany a viozeny na podlozni sklicko. Sklicka by méla
byt Superfrost Plus nebo ekvivalentni. TkaA musi byt usuSena na vzduchu
ponechanim sklicka pfi pokojové teploté pfes noc nebo vioZenim do susicky na
60 °C po dobu 30 minut.

V z&jmu zachovani antigennosti nafezanych tkanovych fezl se musi fezy tkani barvit

okamzité.

Doporuduje se zpracovavat soubézné s nezndmymi vzorky téZ pozitivni a negativni

kontrolni vzorky tkané.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

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

2. Zabrarite kontaktu Cinidel s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim vody.

3. Zamezte mikrobiologické kontaminaci Cinidel.

4. ProClin 300 slouzi jako konzervaéni latka v tomto roztoku. Tato latka je
klasifikovana jako drazdiva a pii styku s pokozkou mize zplsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrzuijte pfislusna bezpecnostni opatfeni. Zamezte kontaktu Cinidel s
ocima, pokozkou a sliznicemi. Noste ochranny odév a rukavice.

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

6.  Dalsiinformace naleznete v bezpe€nostnich listech.

PRINCIP METODY

CONFIRM anti-ER (SP1) se vaze na ER v parafinu zalitych fezech tkani. Specificka
protilatka m(ize byt lokalizovana bud formulaci biotinem konjugované sekundami
protilatky, ktera dokaze rozpoznat krali¢i imunoglobuliny, a naslednym pfidanim konjugatu
streptavidinu s kfenovou peroxidazou (HRP) iVIEW DAB Detection Kit), nebo konjugatem
sekundami HRP protilatky (ultraView Universal DAB Detection Kit). Specificky komplex
protilatky a enzymu je vizualizovan reakci se sraZejicim se enzymem. Klinické pfipady by
mély byt hodnoceny v kontextu vysledku vhodnych kontrol. Spolegnost Ventana
doporucuje zaélenit pozitivni kontrolni tkané fixované a zpracované stejnym zplisobem
jako vzorky pacientt (napfiklad slabé pozitivni karcinom prsu nebo délohy). Kromé
barveni protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1) by mélo byt obarveno jesté druhé sklicko
protilatkou CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Aby test mohl byt povazovan za platny,
musi tk&n pro pozitivni kontrolu vykazat zabarveni jader nadorovych bunék délohy nebo
déloznich zlaz a stromatu. Tyto komponenty musi byt negativni, pokud jsou obarveny
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Navic se doporucuje, aby sklicko negativni kontroly
tkané (napf. ER negativni karcinom prsu) bylo zahruto pro kazdou sérii vzork{
zpracovavanych a probihajicich na barvicim automatu VENTANA. Tato negativni kontrolni
tkan by se méla barvit protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1), aby bylo zajisténo, Ze zesileni
antigenu ani jiné postupy pfedbé&zné Upravy nevedly k faleSné pozitivnimu obarveni.
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Postup barveni

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty za G¢elem pouziti v barvicich automatech
BenchMark XT nebo BenchMark ULTRA ve spojeni s detekénimi soupravami VENTANA a
pfislusenstvim. Doporu€ené barvici protokoly jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Parametry automatickych procedur Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupt
uvedenych v ndvodu k obsluze. Dalsi podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v pfibalovém letaku k pfisludné detekéni
soupravé VENTANA.

Navrzené kontrolni testy a vysledky Klinickych studii dokazuji ovéfeni a validaci
doporucenych barvicich postupt pro jednotlivé detekéni soupravy.

Jakakoliv zména doporu¢eného barviciho postupu rusi charakteristiky G¢innosti popsané v
pfibalovém letaku. UzZivatel je povinen ovéfit jakékoliv zmény doporuéeného barviciho
postupu.

Tabulce 1. Doporuceny barvici protokol pro CONFIRM anti-ER (SP1) za pouZiti
ultraView Universal DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

Pristroj/metoda
Typ postupu Pristroj BenchMark XT Pristroj BenchMark ULTRA
Odstr,aﬁovéni Zvolend Zvolend
parafinu

Uprava bunék
(odmaskovani
antigenu)

Cell Conditioning 1,
standardni

Cell Conditioning 1,
standardni

Enzym (protedza) Neni vyZadovan Neni vyZadovan

Protilatka (priméarni) 16 minut, 37 °C 16 minut, 36 °C

A/B blok

(blokovani biotinu) Neuvadi se

Neuvadi se

Kontrastni barvivo

(hematoxylin) Hematoxylin II, 4 minuty

Hematoxylin II, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Bluing, 4 minuty
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Tabulce 2. Doporucené protokoly barveni pro CONFIRM anti-ER (SP1) s pouzitim
detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT a BenchMark
ULTRA.

Pristroj/metoda
Typ postupu Pristroj BenchMark XT Pristroj BenchMark ULTRA
Odstr,aﬁovénl' Zvolena Zvolena
parafinu

Uprava bunék
(odmaskovani
antigenu)

Cell Conditioning 1,
standardni

Cell Conditioning 1,
standardni

Enzym (protedza) Neni vyZadovan Neni vyZadovan

Protilatka (priméarni) 16 minut, 37 °C 16 minut, 36 °C

A/B blok

(blokovant biotinu) Pozadovano

PoZadovano

Kontrastni barvivo

(hematoxyln) Hematoxylin II, 4 minuty

Hematoxylin II, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Bluing, 4 minuty

Postup barveni na barvicich automatech VENTANA je nasledujici. Dalsi podrobné pokyny
a dalsi vlastnosti protokolu naleznete v navodu k obsluze.

BenchMark barvici automaty IHC/ISH

1. Opatrete sklicka Stitkem s ¢arovym kédem odpovidajicim protokolu protilatky, ktera
ma byt zpracovana.

2. Zalozte primarni protilatku a davkovace pfislusné detekéni soupravy a potfebna

pfidavna cinidla do zasobniku pro Cinidla a umistéte zasobnik do barviciho

automatu.

Zkontrolujte n&doby na tekutiny a odpad.

Do barviciho automatu vloZte preparaty.

Spustte barvici cyklus.

Po dokonéeni cyklu vyjméte sklicka z barviciho automatu.

K odstranéni kryciho roztoku promyjte skli¢ka v roztoku mirného saponéatu na

néadobi nebo alkoholu.

8. Dehydrujte, vycistéte a zakryjte permanentnim montovacim médiem.

POSTUPY KONTROLY KVALITY
Tkan pro pozitivni kontrolu

S kazdym provedenym barvicim postupem je tfeba provést pozitivni kontrolu tkané. Kolej
americkych patologti doporucuje, aby byla na sklicku pacienta pozitivni tkariova kontrola.?
Pfikladem tkané pro pouziti jako pozitivni kontroly s protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1)
je slabé pozitivni karcinom prsu. Pozitivné zabarvené buriky nebo &asti tkdné (zabarveni
jader nadorovych bunék) se pouzivaji k potvrzeni, Ze protilatka CONFIRM anti-ER (SP1)
byla aplikovana a Ze pfistroj pracuje spravné. Tkarn mdze obsahovat pozitivné i negativné
zabarvené buriky nebo ¢asti tkané a slouzi jako tkan pro pozitivni i negativni kontrolu.
Kontrolni vzorky musi byt Eerstvé vzorky z pitvy, biopsie nebo operace pfipravené nebo
fixované co nejdfive a zalité stejnym zplisobem jako testované fezy. Takové tkané mohou
monitorovat vSechny kroky postupu, od pfipravy tkané az po barveni. Pouziti tkafiového
fezu fixovaného nebo zpracovaného jinym zpUsobem nez testovany vzorek zajisti kontrolu
pro véechna ¢inidla a kroky metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality a pro rozpoznani
niz8i urovné degradace ¢inidel vhodnéjSi neZ silné pozitivni zbarveni. Tkan karcinomu
prsu, o které je zndmo, Ze je slabé pozitivni, je ideélni pro kontrolu a zjiSténi toho, zda je
systém citlivy na mala mnozstvi degradace €inidel nebo zda je problém v metodologii IHC.
Popfipadé muze byt pro pozitivni kontrolu pouzita normalni lidska proliferujici délozni
sliznice. Soucasti pozitivniho obarveni je zabarveni jader glandulamich epitelt,
stromalnich bunék a bunék hladkého svalu. Endometriaini tkan nemusi byt ovem
zabarvena dost slabé na to, aby rozpoznala nizké mnozstvi degradace Cinidel nebo
problémy s IHC metodologii.

Znamé pozitivni kontroly tkani by mély byt pouzivany pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovych ¢inidel, nikoliv jako pomiicka k formulaci specifické
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diagnézy vzorkd pacient(. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi pozitivni
zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzork( za neplatné.

Tkan pro negativni kontrolu

PouZijte kontrolni tkan, ktera byla fixovana, zpracovana a zalita stejnym zptsobem jako
vzorky pacienta, pro ovéfeni specificity protilatky CONFIRM anti-ER (SP1) pfi prokazani
ER a pro zajisténi indikace zabarveni pozadi (fale$né pozitivni obarveni). Také
rozmanitost rznych druhd bunék ve vétsiné tkarovych fez(i maze byt pouZita jako vnitfni
negativni kontrola pro ovéfeni i€innosti CONFIRM anti-ER (SP1). Napfiklad pro negativni
kontrolu Ize pouzit stejnou tkan (endometrium), ktera se pouZiva pro pozitivni kontrolu.
Césti, které se nebarvi (cytoplasma, bunééna membrana), by mély prokazat nepfitomnost
specifického zabarveni u bunék, u kterych neni zabarveni oCekavano, a zajistit indikaci
zabarveni pozadi. Negativni kontrola tkané by méla byt také vyuzita jako pomoc pfi
interpretaci vysledkd. Rozmanitost riznych typ( bunék, které se nachazeji ve vétsiné fezi
tkani, ¢asto nabizi vnitfni oblasti pro negativni kontrolu, ale to by mél ovéfit uzivatel.
Pokud ¢asti tkdné pro negativni kontrolu poskytnou specifické zbarveni, je nutno
povazovat vysledky vzork( pacienta za neplatné.

Cinidlo pro negativni kontrolu

K usnadnéni interpretace vysledki je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklu s €inidlem pro
negativni kontrolu. Negativni kontrola je pouZita misto primarni protilatky, aby se dalo
vyhodnotit nespecifické zabarveni a mohlo byt [épe interpretovano specifické zabarveni na
misté antigenu. Timto je zajiSténa indikace nespecifického obarveni pozadi pro kazdé
sklicko. Misto primarni protilatky zabarvéte sklicko protilatkou CONFIRM Negative Control
Rabbit Ig, purifikovanou neimunni krali¢i IgG nereagujici s lidskymi vzorky. Je-li pro
negativni kontrolu pouZito jiné Cinidlo, je tfeba je nafedit ve stejném poméru jako
antisérum primarni protilatky fedicim roztokem Antibody Diluent. Asi 0,2% fetalni teleci
sérum je uchovavano v CONFIRM anti-ER (SP1). Po pfidani 0,2% fetalniho teleciho séra
do roztoku Antibody Diluent je toto také vhodné pro pouZiti jako negativni nespecificka
reagencni kontrola. Inkubacni doba inidla pro negativni kontrolu by méla odpovidat
primarni protilatce.

Pokud se panely fady protilatek pouzivaji se sériovymi fezy, mlize ¢inidlo pro negativni
kontrolu na jednom podloznim skle slouzit jako negativni kontrola nebo kontrola
nespecifické vazby pozadi pro jiné protilatky.

Ovéfeni testu

Pred pouzitim této protilatky v diagnostickém procesu, nebo pokud doslo ke zméné Eisla
Sarze, méla by byt ovéfena specificita protilatky obarvenim nékolik negativnich a
pozitivnich tkani se znamou Ucinnosti. Pfectéte si postupy kontroly kvality uvedené dfive v
této ¢asti pribalové informace a doporuceni pro kontrolu kvality akredita¢niho programu
College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology
Checklist, dokument CLSI Approved Guideline nebo oba dokumenty.36 Tyto postupy
kontroly kvality je tfeba zopakovat pro kazdou novou Sarzi protilatek nebo pokud dojde ke
zméné Cisla SarZe jednoho €inidla v nesouhlasné sadé nebo ke zméné parametrt testu.
Kontrolu kvality nelze smyslupIné provést na individualnim izolovaném cinidle, jelikoZ
sparovana cinidla, spole¢né s definovanym testovacim protokolem, musi byt testovana
soucasné pred pouZitim soupravy pro Uéely diagnézy. K ovéfeni testu jsou vhodné tkané
uvedené v ¢asti ,Souhrn ocekavanych vysledkd“.

VSechny pozadavky na kontrolu kvality musi odpovidat mistnim a narodnim pfedpistim ¢&i
akreditaénim pozadavkdm.

INTERPRETACE ZABARVENI

Pfi automatickém procesu imunohistochemického barveni VENTANA vznika zbarveny
reakéni produkt, ktery se vysrazi v mistech s antigenem, nalezenych pomoci CONFIRM
anti-ER (SP1). Dfive nez budou vysledky interpretovany, musi kvalifikovany patolog majici
zkuSenosti s imunohistochemickymi postupy vyhodnotit pozitivni a negativni kontroly a
kvalitu barevnych produktd. Stav estrogenového receptoru je uréen procentem
obarvenych nadorovych bunék. Pfipad je povazovan za ER pozitivni, pokud je zabarveni
jader rovno nebo vySSi neZ 1% nadorovych bunék. Je mozné pozorovat specifické barveni
stromatu a lymfocytli. Je nutné, aby pfi skérovani téchto skli¢ek bylo zvazovano pouze
jaderné barveni v nadorovych burkach.

Tkan pro pozitivni kontrolu

Nejprve je nutné provést test tkné pro pozitivni kontrolu zabarvené CONFIRM anti-ER
(SP1) a ovéfit tak spravnost funkce vech reagencii. Pfitomnost hnédého

(3,3" diaminobenzidintetrahydrochlorid, DAB) reakéniho produktu uvnitf jader cilovych
bunék indikuje pozitivni reaktivitu. Prikladem tkané pro pozitivni kontrolu je slabé pozitivni
karcinom prsu, napf. 31%, v niz by jadérka nadorovych bunék méla byt pozitivni. Je také
mozné pouZit normalni lidské endometrium. V normalnim endometriu je vidét zabarveni
ER v jadrech endometridlnich ZIaz a stromatu. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani
neprojevi pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovanych vzorki za
neplatné.
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Tkan pro negativni kontrolu

Tkan pro negativni kontrolu je nutno testovat po tkani pro pozitivni kontrolu, abychom
ovéili specificitu znageni cilového antigenu primarni protilatkou. Nepfitomnost
specifického zabarveni v tkani pro negativni kontrolu potvrzuje nepfitomnost zkfizené
reaktivity s buikami nebo ¢astmi bunék. Pro negativni kontrolu Ize pouzit tkan karcinomu
prsu, ktera se pouziva pro pozitivni kontrolu. Stromalni prvky by nemély vykazovat
obarveni jader. Pokud se projevi specifické zabarveni ve tkani pro negativni kontrolu, je
nutno povazovat vysledky vzorki pacienta za neplatné.

Pokud se vyskytuje nespecifické zabarveni, je vétSinou difizni. Sporadické slabé
zabarveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fezech z tkani nadmémé fixovanych
formalinem. K interpretaci vysledkl pouzivejte pouze intaktni buriky, jelikoz nekrotické
nebo degenerované buriky mohou ¢asto barvit nespecificky.38

Tkan pacienta

Vzorky pacienta zabarvené pomoci CONFIRM anti-ER (SP1) se vySetfuji jako posledni.
Intenzitu pozitivniho zabarveni je nutno posuzovat v kontextu jakéhokoli nespecifického
zabarveni pozadi €inidla pro negativni kontrolu. ER je mozné detekovat mezi dalSimi
nadory, jako jsou rakovina vajecnik(i a endometria.13 Ke spravné interpretaci jakéhokoliv
imunohistochemického vysledku je tfeba také pomoci fezl barvenych hematoxylinem a
eozinem zkoumat morfologii kazdého tkafnového vzorku. Pacientovy morfologické nalezy a
prislusné klinické udaje musi interpretovat kvalifikovany patolog. Specifické informace
tykajici se imunoreaktivity naleznete v ¢astech ,Souhrn a vysvétleni“ a ,Souhmn
ocekavanych vysledkd".

OMEZENI
V§eobecna omezeni

1. Imunohistochemie (IHC) je diagnosticky proces obsahujici vice kroku, ktery
vyZaduje specializované vyskoleni ve vybéru vhodnych Einidel a tkani, fixaci a
zpracovani, pfipravé imunohistochemického podlozniho skla a interpretaci vysledkd
zabarveni.

2. Zabarveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a na jejim zpracovani pred barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, oplach, suseni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami mize vést ke vzniku artefaktd, zachytu
protilatky nebo k fale$né negativnim vysledkiim. Nasledkem odchylek pfi fixaci a
metodach zalévani ¢i nasledkem stavajicich nerovnomémosti ve tkani miize
dochazet k nekonzistentnim vysledkdm.

3. Prili§ silné nebo nelpiné kontrastni barveni mliZe ohrozit spravnou interpretaci
vysledku.

4. Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi
byt vyhodnocena v kontextu klinického projevu, morfologie a jinych
histopatologickych kritérii. Klinickou interpretaci pozorovaného, nebo naopak
nezjiSténého zbarveni je vzdy tfeba doplnit morfologickym vySetfenim a radnymi
kontrolami a také dalSimi diagnostickymi testy. Tato protilatka je uréena pro uziti v
panelu protilatek. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se seznamil s
protilatkami, ¢inidly a metodami pouzivanymi k barveni preparatd. Barveni se musi
provadét v certifikované laboratofi s pfisluSnym opravnénim a pod dohledem
patologa zodpovédného za hodnoceni barvenych podloZnich skel a zaruceni
adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

5. Spolecnost Ventana dodava protilatky a ¢inidla pro pouZziti optimainé nafedéné,
pokud jsou dodrzeny piilozené pokyny. Jakakoli odchylka od doporuéenych postupli
testu mZze vést k tomu, Ze oéekavané vysledky budou neplatné. Je nutno pouzivat
a dokumentovat pfisludné kontroly. UZivatel, ktery se od doporuéenych postup(i
odchyli, musi pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledku pacientd.

6.  Tento vyrobek neni uréen pro pritokovou cytometrii, protoze nebyly stanoveny
charakteristiky Ucinnosti.

7. Utkani, které nebyly pfedem testovany, mohou reagencie vykazovat neoéekavané
reakce. V dusledku biologické variability exprese antigenu v neoplazmé nebo jinych
patologickych tkanich nelze zcela vylougit moznost neoekavanych reakci i v
testovanych skupinach tkani.38 S dokumentovanymi neocekavanymi reakcemi se
obratte na mistni zastoupeni spole¢nosti Ventana.

8. Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji povrchovy antigen
(HBsAg) hepatitidy B, mohou s kfenovou peroxidazou vykazovat nespecifické
zabarveni.3

9. Normalni séra ze stejného Zivo¢isného zdroje jako sekundami antiséra pouzita v
blokovacich krocich mohou v dusledku pfitomnosti autoprotilatek nebo pfirozenych
protilatek zpisobovat fale$né negativni nebo fale$né pozitivni vysledky.

10.  Fale$né negativni vysledky se mohou vyskytovat v disledku neimunologické vazby
proteini nebo produkti reakce se substratem. Mohou byt také zpiisobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty) a aktivitou endogenni peroxidazy (cytochrom C)
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nebo endogennim biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prs, ledvina) v zavislosti na typu
pouZzitého imunohistochemického barviva.40

Jako u kazdého imunohistochemického testu znamend negativni vysledek, Ze
antigen nebyl detekovan, nikoli Ze antigen neni v testovanych burikach nebo tkani
pfitomen.

Specificka omezeni

1.

3

Protilatka ve spojeni se detekénimi soupravami a prisluSenstvim VENTANA
detekuje antigen, ktery pfeziva v béznym zplsobem zpracované a nafezané tkani,
fixované ve formalinu. UZivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy, ponesou
odpovédnost za interpretaci vysledki pacienta.

Negativni vysledek protilatky CONFIRM anti-ER (SP1) nevyluuje pfitomnost ER.
Negativni reakce v karcinomu prsu mize byt zpisobena ztratou nebo vyraznym
snizenim exprese antigenu. Proto se doporucuje protilatku pouzivat v panelu
protilatek, véetné progesteronového receptoru.

Tato protilatka neni uréena k poutziti pfi ruénim barveni.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

1.

Imunoreaktivita protilatky CONFIRM anti-ER (SP1) byla stanovena studii, jez
ukazala pfislusné barveni antigenu ER. 87 zkoumanych normalnich tkani
zahrnovalo: mozek, nadledvinu, vajecnik, slinivku, pfistitna téliska, hypofyzu,
varlata, prs, slezinu, tonsily, tymus, kostni dfen, plice, srdce, jicen, zaludek, stfevo
tenké, stfevo tlusté, jatra, slinné zlazy, ledviny, prostatu, cervix délozni, kuzi, nerv,
mezothel, endometrium, kosterni sval. Obarveni bylo jaderné, s pouze jednim
pfipadem necekaného negativniho zabarveni vaje¢niku. Pozitivni nukleami
zbarveni zahrnovalo lobulami a duktalni buriky prstu, glandularmni epitel a
fibromuskularni buriky délozniho hrdla nebo délohy, glandularni epitel, tkan
stromatu a hladké svalové buiky endometria a buriky stromatu prostaty.

Ventana dale testovala celkem 51 neoplastickych tkani fixovanych ve formalinu a
zalitych v parafinu pomoci CONFIRM anti-ER (SP1), s vyuzitim stejnych protokold a
predbéznych postupl jako pro testovani normaini bunék. Zkoumané tkané
zahrnovaly neoplastické tkané z nasledujicich tkani: mozek, vajecniky, slinivku
bfisni, varlata, $titna Zlaza, prs, slezina, plice, jicen, zaludek, tenké stfevo, tracnik,
rektum, jatra, ledvina, prostata, déloha, délozni hrdlo, pficné pruhovany sval, kuze,
mediastinum, retroperitoneum, dutina bfidni, mo¢ovy méchyf, karcinom cervixu,
lymfom. 1 ze 2 pfipadd prostaty, 1 ze 3 pfipad(i délohy a 1 ze 2 pfipad(i délozniho
hrdla byly na ER pozitivni.

Senzitivita zavisi na zachovani antigenu. Nespravné zachazeni s tkani béhem
fixace, fezani, zalévani nebo skladovani, které zméni antigenicitu, oslabi detekci ER
protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1) a mUze tak zpusobit falesné negativni
vysledky.

Sest jednotlivych pFipadi tkani bylo obarveno jako soucast testu
reprodukovatelnosti. Z t&chto Sesti tkdni mély dvé vysokou expresi ER, dvé nizkou
expresi ER a dvé byly ER negativni na zakladé vyfezu <1% nédorovych bunék pro
negativni, 1-10% pro nizkou a >10% pro vysokou expresi.

Pfi testu reprodukovatelnosti v ramci jednoho dne (uvnitf cyklu) bylo 9 sklicek z
kazdého pfipadu obarveno protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1) a jedno skli¢ko z
kazdého pripadu bylo obarveno protilatkou Negative Rabbit Control Ig na pfistroji
BenchMark XT. Stejny testovaci postup byl proveden také na pfistroji

BenchMark ULTRA. Opakovatelnost v ramci dne u protilatky CONFIRM anti-ER
(SP1) na pfistroji BenchMark XT a BenchMark ULTRA byla 100% shodna na vSech
pozitivnich tkanich mezi Sesti pfipady. Sklicka barven protilatkou Negative Rabbit
Control Ig byla pfijatelna pro signal a pozadi.

V testu reprodukovatelnosti ze dne na den (mezi cykly) byla ¢tyfi sklicka z kazdého
pfipadu obarvena protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1) a jedno skli¢ko z kazdého
pfipadu bylo obarveno protilatkou CONFIRM Negative Control Rabbit Ig v péti
oddélenych nenavazujicich cyklech v pribéhu 20 dnt na stejném pfistroji
BenchMark XT. Stejny testovaci postup byl proveden také na pfistroji

BenchMark ULTRA. Opakovatelnost ze dne na den protilatky CONFIRM anti-ER
(SP1) na pristroji BenchMark XT a BenchMark ULTRA byla 100% shodna na vSech
pozitivnich tkanich mezi Sesti pfipady. Sklicka barvena protilatkou Negative Rabbit
Control Ig byla pfijatelna pro signal a pozadi.

V testu uvnitf platformy na pfistroji BenchMark XT byla 4 sklicka z Sesti pfipadd
obarvena protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1) mezi tfemi rGznymi pfistroji
BenchMark XT. Jedno sklicko z kazdého pfipadu bylo obarveno protilatkou
Negative Rabibit Control Ig. Reprodukovatelnost mezi pfistroji protilatky CONFIRM
anti-ER (SP1) na tfech pfistrojich BenchMark XT byla 100% shodna u vSech Sesti
pripadd. Sklicka barvena protilatkou Negative Rabbit Control Ig byla pfijatelna pro
signal a pozadi.
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V testu uvnitf platformy na pfistroji BenchMark ULTRA byla 4 sklicka z Sesti pfipadu
obarvena protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1) mezi tfemi rGznymi pfistroji
BenchMark ULTRA. Jedno sklicko z kazdého pfipadu bylo obarveno protilatkou
Negative Rabbit Control Ig. Reprodukovatelnost mezi pfistroji protilatky

CONFIRM anti-ER (SP1) na tfech pfistrojich BenchMark ULTRA byla 100% shodna
u v8ech Sesti pipadt. Sklicka barvena protilatkou Negative Rabbit Control Ig byla
pfijatelna pro signal a pozadi.

Srovnani pfistroje BenchMark XT s pfistrojem BenchMark ULTRA.
Randomizovana, multicentrické studie s vice hodnotiteli byla provedena za Ui¢elem
srovnani barveni CONFIRM anti-ER (SP1) na pfistroji BenchMark ULTRA ve
srovnani s pfistrojem BenchMark XT. Pfiblizné 120 ER negativnich a 132 ER
pozitivnich pfipadl rakoviny prsu, predstavujicich klinicky rozsah testu, bylo
nahodné pfifazeno na tfi studijni pracovité tak, aby kazdé pracovisté obdrzelo
stejny pocet pripad( a kazdé pracovisté obdrzelo piipady predstavujici kazdou
klinickou testovanou kategorii. Kazdé pracovisté barvilo své pfidélené pfipady
protilatkou CONFIRM anti-ER (SP1) na pfistroji BenchMark ULTRA a protilatkou
CONFIRM anti-ER (SP1) na pfistroji BenchMark XT. Obarvena sklicka byla
vyhodnocena patology, ktefi urcili procento obarvenych nadorovych bunék. Pfipad
je povazovan za ER pozitivni, pokud jsou jadra zabarvena u alespon 31%
invazivnich nadorovych bunék.®

Tabulce 3. CONFIRM anti-ER (SP1) na pfistroji BenchMark ULTRA a CONFIRM
anti-ER (SP1) na pfistroji BenchMark XT.

Pristroj BenchMark ULTRA
Pristroj BenchMark XT Pozitivni Negativni | Celkem
Pozitivni 99 8 107
Negativni 11 91 102
Celkem 110 99 209
n/N % (95% IS)
Pozitivni procentualni shoda 99/110 90,0 (83,0-94,3)
Negativni procentudini shoda 91/99 91,9 (84,9-95,8)
Celkova procentudlni shoda 190/209 90,9 (86,2-94,1)

Hodnoty morfologické pfijatelnosti pro vSechna sklicka této studie byly 100%
(95% IS, 98,5% — 100%) na pristroji BenchMark ULTRA a 94,0% (95% IS,

90,4% — 96,4%) na pfistroji BenchMark XT. Hodnoty prijatelnosti pozadi byly
94,8% (95% IS, 91,4% - 97,0%) na pfistroji BenchMark ULTRA a 90,9% (95% IS,
86,7% — 93,8%) na pfistroji BenchMark XT.

Porovnani iVIEW DAB Detection Kit a ultraView Universal DAB Detection Kit
pomoci CONFIRM anti-ER (SP1).

Protilatka CONFIRM anti-Estrogen Receptor (ER) (SP1) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody byla pouZita pro porovnani detekce mezi dvéma pfistroji (BenchMark XT a
BenchMark ULTRA) za pouziti iVIEW DAB Detection Kit a ultraView Universal DAB
Detection Kit. Pfi testovani bylo pouzito sto devadesat devét (199) pfipadd tkani.

Z hodnotitelnych piipadl stanovenych na pfistroji BenchMark ULTRA bylo 111
pozitivnich a 83 negativnich jako funkce procenta barvenych nadorovych bunék.
Obarvena sklicka byla vyhodnocena patology, ktefi urcili procento obarvenych
nadorovych bunék. Pfipad je povaZovan za ER pozitivni, pokud doslo k obarveni
jadra u alespon 1% nadorovych bunék.
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Jak u detekénich souprav, tak u pfistroji byly hodnoty pro morfologii i pozadi 100%
pijatelné. Nasledujici tabulky uvadéji pfimé porovnani pozitivniho a negativniho
klinického hodnoceni mezi detek&nimi soupravami pro kazdy pfistroj v Tabulce 4
pro pfistroj BenchMark ULTRA a Tabulce 5 pro pfistroj BenchMark XT.

Tabulce 4. Hodnoceni pro ultraView Universal DAB Detection Kit proti iVIEW DAB
Detection Kit na pristroji BenchMark ULTRA.

ultraView Universal DAB IVIEW DAB Detection Kit
Detection Kit Pozitivni | Negativni Celkem
Pozitivni 108 3 111
Negativni 3 80 83
Celkem 111 83 194
niN % (95% IS)
Pozitivni procentudlni shoda 108/111 97,3 (92,4-99,1)
Negativni procentualni shoda 80/83 96,4 (89,9-98,8)
Celkova procentudlni shoda 188/194 96,6 (93,4-98,6)

Tabulce 5. Hodnoceni pro ultraView Universal DAB Detection Kit proti iVIEW DAB
Detection Kit na pristroji BenchMark XT.

ultraView Universal DAB IVIEW DAB Detection Kit
Detection Kit Pozitivni | Negativni Celkem
Pozitivni 106 5 111
Negativni 2 79 81
Celkem 108 84 192
n/N % (95% IS)
Pozitivni procentuélni shoda 106/108 98,1 (93,5-99,5)
Negativni procentudlni shoda 79/84 94,0 (86,8-97,4)
Celkova procentudlni shoda 185/192 96,4 (92,7-98,2)

Celkova shoda hodnoceni mezi detek&nimi soupravami pro obé platformy byla
96,9% (n = 194) a 96,4% (n = 192) pro BenchMark ULTRA resp. pfistroj BenchMark
XT. Detekéni souprava ultraView Universal DAB Detection Kit méla v porovnani se
soupravou iVIEW DAB Detection Kit hodnoty shody barveni 93,3% (n =194) a
93,8% (n=192).

Srovnani s vysledkem pacienta

Randomizovana studie provedena v jednom centru vice hodnotiteli byla provedena
s pouzitim klinické kohorty 820 pfipadu invazivniho karcinomu prsu. Vysledky preziti
bez progrese byly srovnany pro pacienty s riznym stavem protilatky CONFIRM anti-
ER (SP1), stanovené pomoci pfistroje Benchmark ULTRA. Pfipady byly zahmuty do
analyz, pokud mél pacient potvrzenou diagnézu invazivniho karcinomu prsu a
obdrzel Ié¢bu s primami chirurgickou intervenci s nebo bez pooperaéni lokaini
radioterapie nasledované adjuvantni endokrinologickou lé¢bou tamoxifenem (20 mg
per os denné) po dobu 5 let. Pipady byly vylouceny z analyz, pokud nebyly k
dispozici diagnostické bioptické vzorky nebo primamé chirurgické vzorky tkané,
pokud byla jiz dfive stanovena diagndza karcinomu (s vyjimkou nemelanomové
rakoviny kize) nebo pokud pacient obdrzel pfedchozi nebo adjuvantni
chemoterapii. Celkem 1 907 tk&novych mikrotestovych vyrezli z 594 piipadt
rakoviny prsu s primarnim nadorem bylo obarveno na pfistroji BenchMark ULTRA.
Obarvena sklicka byla vyhodnocena tfemi nezavislymi patology, ktefi ur€ili procento
obarvenych nadorovych bunék. Pfipad je povaZovén za ER pozitivni, pokud jsou
jadra zabarvena u alespor 31% invazivnich nadorovych bunék.®
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Ve studii bylo 441 pacient( s Ventana ER pozitivnim (ER+) stavem a 18 pacient(i s
Ventana ER negativnim (ER-) stavem. Kaplan-Meierova metoda dle stavu
CONFIRM anti-ER (SP1) mezi analyzovanou populaci s primamim preZitim ukéazala
silnou separaci mezi Ventana ER+ a ER- pfipady. ER+ pacienti méli delSi doby
pfeZiti nez pacienti ER—, pokud byla podana 1é¢ba tamoxifenem. Median preziti pro
ER+ a ER- pacienty byl 101,6 resp. 47,2 mésice. Log-rank test prokazal, Ze rozdil
v peziti byl statisticky vyznamny (P < 0,001).

Obréazek 2. Kaplan-Meieriiv zaznam pieziti podle Ventana ER stavu
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RESENi PROBLEMU
1.

Jestlize pozitivni kontrola vykazuje slab3i barveni, nez se ocekava, mély by byt
soucasné zkontrolovany i dal3i cykly s pozitivni kontrolou, aby bylo mozné stanovit,
zda je uvedené zplsobeno primami protilatkou nebo nékterym z béznych
sekundamich antigend.

Pokud je pozitivni kontrola negativni, je nutno ji zkontrolovat, aby bylo zajisténo, ze
ma sklicko spravny Stitek s ¢arovym kodem. Jestlize ma sklicko spravny Stitek, mély
by byt sou€asné zkontrolovany i dalSi cykly s pozitivni kontrolou, aby bylo mozné
stanovit, zda je uvedené zpiisobeno primarni protilatkou nebo nékterym z béznych
sekundamich antigend. Odbér, fixace nebo odstrafiovani parafind z tkani mohlo byt
provedeno nespravnym zpisobem. Sbér tkané, jeji fixace a skladovani musi
probihat ve spravném postupu.

Vyskytne-li se pilisné barveni pozadi, pravdépodobné je pfitomna vysoka
koncentrace endogenniho biotinu. Je tfeba zahmout krok blokovani biotinu.
Jestlize se nepodafilo odstranit vSechen parafin, je potfeba postup pro odstranéni
parafinu zopakovat.

Je-li barveni specifickou protilatkou pfili§ intenzivni, opakuijte cyklus s primami
protilatkou s inkubacni dobou krat3i vzdy o 4 minuty az do doby dosazeni
pozadované intenzity barveni.

Jestlize dochazi ke smyvani fez(i tkani ze sklicka, zkontrolujte, zda jsou podlozni
sklicka nabita kladnym nabojem.

Néapravné ¢innosti jsou uvedeny v kapitole ,Jednotlivé kroky postupu® v navodu

k obsluze barviciho automatu. MlZete se rovnéz obratit na mistniho zastupce
podpory zakaznikd.
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