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Obr. 1. Barveni s protilatkou CONFI
anti-Ki67 (30-9) u karcinomu prsu.

RM

formalinem, zalité parafinem, které jsou
barveny na pfistroji BenchMark
IHC/ISH. Tento produkt musi byt
interpretovan kvalifikovanym patologem

Jeden 5mL davkovac protilatky CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) obsahuije pfiblizné 10 ug
kralici monoklonalni protilatky namifené proti proteinu Ki-67 pfitomnému v tkani.
Protilatka je nafedéna v Tris-HCI s nosi¢ového proteinu a 0.10% konzervacniho
prostfedku ProClin 300.

Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 2 ug/mL. Pro tento produkt neni znama
z4dna nespecificka reaktivita protilatky.

Protilatka CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) je krali¢i monoklonalni protilatka vyrabéna jako
supernatant bunécné kultury.

Podrobné popisy nasledujicich polozek naleznete v pfislusném metodickém listu

v detekéni soupravé VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Odbér vzorkd

a pfiprava pro analyzu, Postupy kontroly kvality, Re$eni problémd, Interpretace vysledk{
a Obecna omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materialy, véetné
skli€ek pro negativni a pozitivni kontrolu tkdné, nejsou soucasti dodavky.

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

Nasledujici reagencie a materidly mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou v3ak soucasti
dodavky:

1. Doporuéena kontrolni tkan

v kombinaci s histologickym
vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je uréena pro diagnostické pouZiti in vitro (IVD).
SOUHRN A VYSVETLENI

Protilatka CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (protilatka
CONFIRM anti-Ki-67 (30-9)) rozpoznava marker proliferace Ki-67 (MKI67), zndmého
spiSe jako Ki-67.

Ki-67 je jaderny protein exprimovany v proliferujicich burikach. Ki-67 kdduje dvé
proteinové izoformy o molekulovych hmotnostech 345 a 395 kDa.! Ki-67 je piitomen ve
vSech aktivnich fazich bunééného cyklu (G1, S, G2 a M), ale chybi v burikach v klidovém
stavu (G0).! Exprese Ki-67 kolisa béhem aktivnich fazi bunééného cyklu, poéinaje fazi G1
a zvy3uje se béhem S faze s nejvy3simi hladinami vyskytujicimi se v metafazi.2 Béhem
anafaze a telofaze za¢ina exprese Ki-67 klesat.2 Funkce Ki-67 nebyla piné objasnéna a je
znamo jen malo kromé toho, Ze jde o protein fosforylovany prostfednictvim serinu a
threoninu s rozhodujici roli pfi déleni bunék.3

Absence Ki-67 v buikach v klidovém stavu a jeho exprese ve v3ech proliferujicich
burikach, at uz norméalnich nebo neoplastickych, €ini protilatku Ki-67 uzite€nou pro
stanoveni rastové frakce jakékoli dané populace lidskych bunék.

Detekce proteinu Ki-67 pomoci imunohistochemie (IHC) s protilatkou CONFIRM anti-Ki-67
(30-9) muize byt pouzita jako pomticka pfi identifikaci proliferace bunék v bézné a
neoplastické tkani. Mize byt pouZita jako soucést panelu studii IHC. Vzor barveni je
jaderny.

PRINCIP POSTUPU

Protilatku CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) Ize pouZit jako primarni protilatku pro
imunohistochemické barveni tkanovych fezl v parafinu. Imunohistochemické barveni
obecné umozriuje vizualizaci antigent sekvencni aplikaci specifické protilatky (primarni
protilatky), ktera se vaze na antigen, sekundarni protilatky (spojujici protilatky), ktera se
vaze na primarni protilatku, enzymového komplexu a chromogenniho substratu

s vlozenymi kroky promyvani. Enzymaticka aktivace chromogenu méa za nasledek viditelny
reakéni produkt v misté antigenu. Vzorek pak Ize kontrastné nabarvit a zakryt krycim
sklickem. Vysledky mohou byt interpretovany s pouzitim svételného mikroskopu a mohou
pomoci pfi diferencidlni diagnéze patofyziologickych procest, které mohou anebo
nemuseji byt spojeny s urcitym antigenem.

Protilatka CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) je optimalné nafedéna pro pouZiti s detekénimi
soupravami u/ftraView Universal DAB a OptiView DAB IHC Detection Kit a pfistroji
BenchMark IHC/ISH. Podrobnéjsi informace o obsluze pfistroje naleznete v pfislusné
uzivatelské pfirucce k pfistroji.

DODAVANY MATERIAL
Protilatka CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) obsahuje dostatek reagencie pro 50 testu.
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2. Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabita

3. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. &. 790-4795 / 06683380001)
4. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001)

5. ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-500 / 05269806001)
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.  Fixacni médium

15.  Kiryci sklo

16.  Obecné laboratorni vybaveni

17.  Pistroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A MANIPULACE

Po pfijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazujte.

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

Kazdy davkovac protilatky mé stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani z(istane

reagencie stabilni do data uvedeného na &titku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primani protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané zpracované béznym zplsobem, fixované
formalinem, zalité parafinem (FFPE). Doporucenym fixativem na tkané je 10% neutralni
pufrovany formalin.4 Sklicka je tfeba obarvit neprodien, nebot antigennost tkariovych
fez(i se mlze postupem Easu sniZovat.

VySetfeni nezndmych vzork( doporuCujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

1. Uréeno k diagnostickému pouziti in vitro (VD).

2. Pouze k odbornému poutZiti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prode] tohoto prostfedku pouze
|ékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)

4. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.

5. Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervaéni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kiizi mize zpUsobit senzibilizaci. Pfi
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manipulaci dodrZujte pfislusna bezpecnostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencie
s o¢ima, kizi a sliznicemi. Pouzivejte ochranny odév a rukavice.

6.  Pozitivné nabitéd sklicka mohou byt citliva na z&téz prostiedi, coz ma za nasledek
nevhodné zbarveni. Pozadejte zastupce spolecnosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouzivat tyto typy sklicek.

7. S materidlem lidského nebo Zivocisného plivodu je tfeba nakladat jako
s nebezpecnym biologickym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi
bezpecnostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi
smérnicemi odpovédnych organ(.56

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 pouZzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska prirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a n&vody k pouziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach dialog.roche.com.

11.  Doporu¢ené 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 bezpeénostni list.

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

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

1272/2008:

Tab.2.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku CONFIRM anti-Ki-67 (30-9)
s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

. . Metoda

ostupu
yP Postip GX XT ULTRA
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Uprava bunék ULTRA CC1

CC1, standardni | CC1, standardni

(odmaskovani

. 64 minut, 100 °C
antigenu)

Preprimarni inhibitor

peroxidazy Zvoleno

Zvoleno Zvoleno

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

OptiView HQ Linker 8 minut (standardné)
0pt|V|e_w HRP 8 minut (standardné)
Multimer

Kontrastni barvivo Hematoxylin I, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Tab.3.  Doporucené barvici protokoly pro protilatku CONFIRM anti-Ki-67 (30-9)
s detekcni soupravou ufzraView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich

Tab.1. Informace o rizicich. BenchMark IHC/ISH.
Riziko Kod Véta Metoda
- Typ postupu
Varovani H317 Maze vyvolat alergickou kozni reakci. GX XT ULTRA
H412 Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi Gginky. Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
- Uprava bunék
Zamezte vdechovani o ; ] ULTRA CC1
Past prachu/dymu/plynu/mihy/par/aerosold. (odmta_skov)am CC1, standardni | CC1, standardni 64 minut. 100 °C
antigenu '
Par3 Zabrafte uvolnéni do Zivotnino prostredi Protilatka (primarni) | 16 minut, 37 °C | 16 minut, 37°C | 16 minut, 36 °C
P280 Pouzivejte ochranne rukavice. Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty
P333 + Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Viyhledejte Po kontrastnim . )
P313 lékafskou pomoc/oSetieni. barveni Bluing, 4 minuty
P362 + Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym
P364 pouZitim ho vyperte. Vzhledem k riznym zpGisoblim fixace a zpracovani tkani, jakoZ i obecnému stavu pfistroje
— T . a podminkam laboratorniho prostiedi mize byt potfeba prodlouZit nebo zkratit dobu
P501 Zlikvidujte obsahfobal pfedanim do schvaleneho inkubace s primarni protilatkou, dobu tipravy bunék nebo dobu predb&zného zpracovani
zarizeni k likvidaci odpadu. proteazou v zvislosti na jednotlivych vzorcich, pouzité metodé detekce a viastni

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 BARVEN|

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 inkubaéni doby, uZivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie ovéfit.

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

Dal$i podrobnosti o spravném pouZivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 790-4286).
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preferenci. Dal$i informace o rliznych fixacich naleznete v pfiruéce
Jmmunohistochemistry Principles and Advances* (Z4sady a postupy imunohistochemie).”
NEGATIVNi REAGENCNI KONTROLA

Kromé obarveni protilatkou CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) by mélo byt provedeno obarveni
druhého sklicka s odpovidajici reagencii negativni kontroly.

POZITIVNi KONTROLA TKANE

S kazdym provedenym postupem barveni musi byt provedena pozitivni kontrola tk&né.
Nejvhodné;jsim laboratornim postupem je uloZit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko

jako testovanou tkan. Pri nanaseni reagencie na sklicko pak Ize snaze zjistit pfipadné

zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim.
Kontrolni tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit pro
pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkani by mél byt Cerstvy vzorek z pitvy, biopsie
nebo operace, pfipraveny a fixovany co nejdfive stejnym zplsobem jako testované fezy.
Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a pfistrojd, nikoli jako pomucku ke stanoveni konkrétni diagndzy testovanych
vzorkd. Pokud pozitivni kontroly tkéni pozitivni zbarveni nevykazuiji, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzork( za neplatné.

Priklady tkané pro pozitivni kontrolu této protilatky jsou mandle ¢i lymfaticka uzlina.
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INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY
Bunécny vzor barveni u protilatky CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) je jaderny.

SPECIFICKA OMEZENI

Systém detekce OptiView detection je obecné citlivéjSi nez detekéni souprava uliraView
Universal DAB Detection Kit. Uzivatel vSak musi vysledky ziskané pomoci této reagencie
a detekenich systému validovat.

VSechny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci
kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti Roche.
FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

Nize jsou uvedeny vysledky provedenych testt barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti.

Citlivost a specificita

Tab.4. Senzitivita/specificita protilatky CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) byla stanovena
testovanim béznych tkani FFPE.

Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadd / pripadi /
celkovy celkovy
pocet pocet
Tkan pripadi Tkan pripadu
Velky mozek 313 Brzlik 33
Mozecek 313 Kostni drefi 3/3
Nadledvinka 113 Plice 2/3
Vaje¢nik 2/3 Srdce 213
Slinivka 3/3 Jicen 3/3
Lymfatické uzlina 303 Zaludek 3/3
PFigtitné t&lisko 3/3 Tenké stfevo 3/3
Hypofyza 313 Tlusté stfevo 313
Varle 33 Jatra 2/3
Stitn4 Zl4za 313 Slinné zlaza 213
Prs@ 12113 Ledvina 213
Slezina 3/3 Prostata 113
Mandle 313 Délozni hrdio 4/4
Endometrium 213 Kize 3/3
Kosterni sval 0/3 Mezotel 0/3
Nerv 013 Mocovy méchyf 313

aByly vyhodnocovany normaini tkdné, tkané s hyperplazii i tkdné s chronickym zanétem.

Tab.5.  Senzitivita/specificita protilatky CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) byla stanovena
testovanim fady neoplastickych tkani FFPE.

Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet
Patologie pfipadu
Glioblastom (mozek) 212
Meningiom (mozek) 7
2021-06-07 3/4
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Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet
Patologie pripadi
Oligodendrogliom (mozek) 17
Endometrioidni karcinom (vaje¢nik) 7
Mucindzni adenokarcinom (vajecnik) 17
Pankreaticky neuroendokrinni novotvar (slinivka) n
Adenokarcinom (slinivka) 17
Seminom (varle) 17
Embryonalni karcinom (varle) 7
Medularni karcinom (8titna Zlaza) 01
Papilarni karcinom (8titna zlaza) 11
Duktalni karcinom in situ (prs) il
Invazivni duktalni karcinom (prs) 120/124
Invazivni lobularni karcinom (prs) 5/5
Mucindzni karcinom (prs) il
Neuroendokrinni karcinom (prs) 7
Medularni karcinom (prs) 7
Adendza (prs) 7
Karcinom prsu (metastaticky) 38/39
Lymfom z B-bunék, NOS (slezina) il
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 7
Malobunéény karcinom (plice) 17
Adenokarcinom (plice) 0N
Karcinom ze skvaméznich bunék (jicen) 7
Adenokarcinom (jicen) 7
Adenokarcinom (Zaludek) 7
Adenokarcinom (tenké stfevo) 17
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) (tenké stfevo) n
Adenokarcinom (tlusté stfevo) 17
GIST (tlusté strevo) 7
Adenokarcinom (kone¢nik) 7
GIST (konecnik) 7
Melanom (konecnik) 7
Hepatocelularni karcinom (jatra) 01
Hepatoblastom (jatra) i
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) 7
Adenokarcinom (prostata) 22
20687CS Rev E
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Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet

Patologie pripadu
Leiomyosarkom (déloha) 17
Adenokarcinom (déloha) 7
Karcinom z jasnych bunék (déloha) 17
Karcinom ze skvaméznich bunék (Cipek) 212
Embryonalni rhabdomyosarkom (pficné pruhovany sval) n
Karcinom z bazalnich bunék (kize) 7
Karcinom ze skvaméznich bunék (kize) 7
Neurofibrom (nerv) 17
Neuroblastom (retroperitoneum) 7
Pleomorfni rhabdomyosarkom (retroperitoneum) 7
Mezoteliom (peritoneum) 7
Lymfom z B-bunék, NOS (lymfaticka uzlina) 212
HodgkinGv lymfom (lymfaticka uzlina) 17
Anaplasticky velkobunéény lymfom (lymfaticka uzlina) n
Urotelialni karcinom (mocovy méchyr) 1”7
Leiomyosarkom (moCovy méchyr) 7
Osteosarkom (chrupavka) 0/1
Leiomyosarkom (hladky sval) 17

Preciznost

Studie preciznosti pro protilatku CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) byly provedeny za ucelem

prokazani:

. preciznosti vysledki protilatky mezi $arzemi,

e preciznosti béhem jednoho cyklu a mezi dny na pfistroji BenchMark ULTRA,

. preciznosti mezi pfistroji na pfistroji BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark
ULTRA,

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

VSechny studie splnily kritéria pfijatelnosti.
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POZNAMKA: V tomto dokumentu se jako symbol pro oddélovani celého &isla
a desetinnych mist pouziva vzdy tecka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Souhm bezpecnosti a funkénosti naleznete zde:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Symboly

Spolecnost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad rdmec uvedeny v normé

ISO 15223-1 (pro USA: definici pouzitych symboli naleznete na internetovych strankach
dialog.roche.com):

GTIN Cislo polozky Global Trade

DUSEVNI VLASTNICTVI

VENTANA, BENCHMARK, CONFIRM, OPTIVIEW, uftraView a logo VENTANA jsou
ochranné znamky spole¢nosti Roche. Vechny ostatni ochranné znamky jsou majetkem
pfislusnych vlastniku.

Pfidani, odstranéni nebo zmény jsou oznaceny pruhem zmén na okraji.
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