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CONFIRM anti-Progesterone Receptor (PR) (1E2)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody

7902223 N/ 5
05277990001
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URCENE POUZITI
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!"\ . ”'.f na barvicich automatech VENTANA s
- LY 1 4 detekénimi soupravami a pfidavnymi
- ¢inidly VENTANA. CONFIRM anti-PR

(1E2) je nasmérovana proti epitopu,
ktery je pfitomen v lidskych proteinech
progesteronovych receptort
umisténych v jadrech pozitivnich
normalnich a neoplastickych bunék. CONFIRM anti-PR (1E2) je uréena jako pomoc pro
urceni, prognoézu a piedpovéd vysledkl terapie karcinomu prsu.

Obrazek 1. CONFIRM anti Progesterone
Receptor (PR) (1E2) barveni duktalniho
karcinomu prsu.

Tento vyrobek musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem ve spojeni s
histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a vhodnymi kontrolami.

Pouze na |ékafsky pfedpis.

SOUHRN A VYSVETLENI

CONFIRM anti-PR (1E2) je krali€i monoklonalni protilatka, ktera dokaze rozpoznat A a B
formu lidského progesteronového receptoru. Tento imunogen byl vyvinut ze syntetického
peptidu, ktery byl rozpoznan jako oblast s potenciélné vysokou antigennosti spole¢nou pro
progesteronovy receptor formy A a B. Peptid je syntetizovany a kovalentné vazany na
antigen KLH (keyhole limpet hemocyanin), aby byla zvySena antigennost. Pomoci
westermnblotu bylo prokazano, ze. CONFIRM anti-PR (1E2) reaguje s proteiny 60 kD,

87 kD a 110 kD z bunék T47D. Velikost proteint je v souladu s predpokladanou
molekularni vahou progesteronovych receptord formy A, B a C.1:2

Krali¢i monoklonalni protilatka prokazatelné zlepsila senzitivitu a specificitu v
imunohistochemii.3 Jejich spolehlivost a obarvovaci schopnost se dobie osvédgily v
pfipadech karcinomu prsu.43 V jedné studii bylo pouZito protilatky CONFIRM anti-PR
(1E2) k uréeni hodnot semikvantitativniho hormonainiho receptoru pomoci
modifikovaného H skére zalozeného na procentech a intenzité zabarveni. Nasledujici
kvantitativni méfeni PR receptorli pomoci RT-PCR v 80 pfipadech dokazuje linearni
shodu pfi porovnani s CONFIRM anti-PR (1E2).6

Vysledky zabarveni s CONFIRM anti-PR (1E2) v normélnich tkanich, neoplastickych
tkanich a 173 pfipadech karcinomu prsu byly posouzeny spolecnosti Ventana. V 90
normalnich testovanych tkanich byla exprese konzistentni s publikovanou literaturou a PR
se tedy nachazel v jadru. Exprese byla zarovert omezena na reproduktivni tkané (prso,
hrdlo a déloha), pankreatické ostrlivky, pfedni lalok a &titnou Zl4zu.7-12

Rakovina prsu je nejbéznéjsi karcinom vyskytujici se u zen a pfedstavuje druhou
nejéastgjsi pricinu smrti spojenou s rakovinou.1! Véasna detekce a vhodna lééba mohou
vyrazné zvysit ance na preziti.!3.14 Malé vzorky tkani mohou byt snadno pouZity pfi
bézné imunohistochemii, €imz je tato technika spole¢né s protilatkou, jez dokaze
rozpoznat antigeny dileZité pro interpretaci karcinomu, stava efektivnim néstrojem pro
patologii pfi diagnéze a prognéze nemoci. DuleZitym markerem pro rakovinu prsu je dnes
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progesteronovy receptor (PR), vzhledem k jeho roli pfi urovani funkénosti estrogenovych
receptorl umisténych v rakovinnych bufikach v prsu.

Pritomnost estrogenového receptoru (ER) nicméné jesté nezarucuje odezvu na endokrinni
Iécbu. U poloviny pacientd s primarnim nadorem s pozitivnim ER nebyla zaznamenana
7adna reakce. 15,16 Geneticka exprese v nadorovych burikach je gasto nepfesna, coz
vede k rlizné expresi proteinu. Existuje ndvrh, ze mutantni ER, které jiz nevazi estrogen a
které jiz nevykonavaji signaini transdukci, mohou byt pficinou nulové odezvy na
endokrinni lé¢bu. Jednim zplisobem, jak zjistit funkénost ER nachazejicich se v karcinomu
prsu, je urcit, zda jsou proteiny regulované ER exprimovany. Takovymto proteinem je
progesteronovy receptor, ktery je jiz mnoho let vyuZivan k monitorovani funkénosti ER.7

Nérodni institut zdravi (National Institutes of Health, NIH) v roce 1979 doporu€il uréovat
stav ER pro vSechny primarni karcinomy prsu, aby mohla byt [épe stanovena vhodna
Iécba. V roce 1985 NIH a Americkd onkologickou spolecnosti (American Cancer Society)
nezavisle na sobé publikovaly zpravy, které podporovaly uréovani hormonalniho receptoru
pro 1éEbu rakoviny prsu. V roce 1996 Americka spolecnost klinické onkologie (American
Society of Clinical Oncology) na zakladé vysledkd panelu nadorovych markert (Tumor
Marker Panel) doporucila urovani stavu ER a PR pro vechny primarmi ézy a metastazy,
pokud by vysledky mohly ovlivnit planovani lécby. Dale také doporucila pouziti ER a PR
vysledk pro identifikaci pacientd, u kterych je nejvy$si pravdépodobnost pozitivnich
vysledkd endokrinni adjuvantni 1écby a lécby recidivujici &i metastatické nemoci. Panel pro
nadorové markery dale poukazal na to, Ze ER a PR status muze hrét roli pfi prognéze,
nicméné zarover upozornil, Ze tyto statusy je zapotfebi vyhodnocovat pouze ve spojeni s
dalSimi klinickymi kritérii, jelikoZ pouze ER nebo PR status je relativné slaby ukazatel
dlouhodobé recidivity a imrtnosti rakoviny prsu.’8 V roce 2010, Americka spolenost
klinické onkologie spolecné s Americkou spolecnosti patologtl (Collage of American
Pathologists, CAP) vydaly Guideline for Inmunohistochemical Testing of Estrogen and
Progesterone Receptors in Breast Cancer a doporucily uréovat stav ER a PR for vSechny
invazivni rakoviny prsu a recidivni rakoviny prsu.19

Pro vyhodnoceni stavu PR je pouzivano nékolik metod. LéEby schvalené Spravou
potravin a Ié¢iv (FDA) zahmuji test cytosolického receptoru (SBA/DCC) analyzovaného
pomoci Scatchardovy metody, histochemickou analyzu tkani pomoci fluorescencni
mikroskopie a imunologicky test enzymu (EIA) pomoci konjugatu Anti-PR monoklonalni
protilatky.20

Interpretace vysledkd jakéhokoliv systému PR detekce musi vzit v ivahu heterogenitu
prsnich nadort. Nadory ¢asto obsahuiji benigni epiteliéini buriky z normaini
hyperplastickych laltick ¢i kanalkd, které jsou také PR pozitivni. Testy vyuZivajici
homogenizované tkané, napf. DCC nebo EIA, tak nemusi pfesné vypovidat o stavu PR v
malignich tkénich. '8 Histologické preparaty tkané maji tu vyhodu, Ze morfologie tkéné
z(stava nedotéena, coz napomaha interpretaci pozitivniho PR ve vzorku. Histologické
testy by mély byt interpretovany odbomikem v morfologii a patologii rakoviny prsu a
vysledky by mély byt pouZity ve spojeni s dalSimi klinickymi a laboratornimi daty.

DODAVANE CINIDLO

Katalogové ¢islo 790-2223 ~ CONFIRM anti-PR (1E2) obsahuje mnozstvi €inidla

postacujici na 50 testd.

Jeden 5 mL davkova¢ CONFIRM anti-PR (1E2) obsahuje
pfiblizné 5 pg krali¢i monoklonalni protilatky
nasmérované proti lidskému PR antigenu.

CONFIRM anti-PR (1E2) obsahuije €inidla postacujici na
250 testd.

Jeden 25 mL davkova¢ CONFIRM anti-PR (1E2)
obsahuje pfiblizné 25 pg krali¢i monoklonaini protilatky
nasmérované proti lidskému PR antigenu.

Katalogové ¢islo 790-4296

Protilatka je nafedéna v 0,05 M Tris-HCL s obsahem 2 % proteinového nosice a 0,1 %
ProClin 300, konzervacni latky. Obsahuje stopu (~0,2 %) fetalniho teleciho séra
vyrobeného v U.S. ze zasobniho roztoku.

Celkova proteinova koncentrace ¢inidla je asi 10 mg/mL. Koncentrace specifické protilatky
je asi 1 pg/mL. Pro tento produkt neni zndma Zadna nespecifické protilatkova reaktivita.

CONFIRM anti-PR (1E2) je krali¢i monoklonalni protilatka vyrabéna jako supernatant
bunééné kultury.
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POTREBNY MATERIAL, KTERY SE NEDODAVA

Barvici Cinidla, napf. VENTANA detekéni soupravy (4. u/traView Universal DAB Detection
Kit) a pomocné materialy, véetné kontrolnich sklicek pro negativni a pozitivni tkan, nejsou
soucasti dodavky.

SKLADOVANI

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

Aby byla zajisténa spravna funkce Cinidla a stabilita protilatky, je nezbytné davkovac po
kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve vzpfimené poloze do chladnicky.

KaZzdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani je
¢inidlo stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZivejte Cinidla po vyprSeni data
exspirace.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a barvicim
automatem VENTANA BenchMark XT nebo VENTANA BenchMark ULTRA jsou vhodné
tkané, zpracované béznym zpisobem, fixované ve formalinu a zalité v parafinu. Pro
zpracovani vzork( je doporugen nésledujici postup:2'

1. Vlozte vzorek do 10 % neutralniho pufrovaného formalinu. Pouzité mnozstvi by
mélo odpovidat 15-20 nasobku tkané. Fixativa neproniknou vice nez 2 az 3 mm do
pevné tkané nebo 5 mm do pérovité tkané v ¢ase 24 hodin. 3mm nebo mensi fez
tkané by mél byt fixovan minimainé 4 hodiny a maximainé 8 hodin. Fixace m0ze byt
provedena pfi pokojové teploté (15-25 °C).

2. Vzorek je po fixaci pfes noc pfipraven v nastroji pro zpracovani tkané. Tento proces
se ve zkratce sklada z dehydratace vzorku pomoci alkoholu, odstranéni €inidel, aby
byl odstranén alkohol, a nakonec infiltrace parafinem.

3. Vzorky jsou zality parafinem v tkdnovych kazetach a poté jsou vyfiznuty pfiblizné
4 um sekee, které jsou vycentrovany a vioZzeny na podlozni sklicko. Mikroskopicka
sklicka musi byt Superfrost Plus nebo ekvivalentni. Tkan musi byt usuena na
vzduchu ponechanim sklicka v pokojové teploté pfes noc nebo vioZzenim do susicky
na 60 °C po dobu 30 minut.

4.V zajmu zachovani antigennosti nafezanych tkanovych fezli se musi fezy tkani
barvit okamzité.

Doporucuje se zpracovavat soubézné s neznamymi vzorky téZ pozitivni a negativni
kontrolni vzorky tkané.

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNi PREDPISY

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

2. Zabrarte kontaktu ¢inidel s ogima a sliznicemi. Jestlize se inidla dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnoZzstvim vody.

3. Zamezte mikrobiologické kontaminaci ¢inidel.

4. ProClin 300 se v tomto roztoku pouziva jako konzervacni latka. Je klasifikovan jako
drazdivy a po styku s pokozkou mlze zplisobovat alergickou reakci. Pii manipulaci
dodrZujte pfislusna bezpec€nostni opatfeni. Zabrarite kontaktu Cinidel s o¢ima,
pokozkou a sliznicemi. Pouzivejte vhodny ochranny odév a rukavice.

5. Doporucené metody likvidace jsou uvedeny ve vnitrostatnich a mistnich pfedpisech.

6.  Dalsi informace naleznete v bezpecnostnich listech.

PRINCIPY A POSTUPY

CONFIRM anti-PR (1E2) se vaze na PR v parafinu zalitych fezech tkani. Specificka
protilatka m(iZe byt lokalizovana bud formulaci biotinem konjugované sekundarni
protilatky, ktera dokaze rozpoznat krali¢i imunoglobuliny, a naslednym pfidanim konjugéatu
streptavidinu s kfenovou peroxidazou (HRP) (iVIEW DAB Detection Kit) nebo konjugatem
sekundami HRP protilatky (u/raView Universal DAB Detection Kit). Specificky komplex
protilatky a enzymu je vizualizovan reakci se srazejicim se enzymem.

Klinické pfipady by mély byt hodnoceny v kontextu provedenych pfislusnych kontrol.
Ventana Medical Systems, Inc. (Ventana) doporucuje zahrout kontrolu pozitivni tkané
fixované a zpracované stejnym zplisobem jako vzorek pacienta (napf. slabé pozitivni
karcinom prsu nebo délohy). Kromé zabarveni protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2), druhé
sklicko by mélo byt zabarveno VENTANA CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Aby
mohl byt test povazovan za platny, pozitivni kontrolni tkan musi vykazat zabarveni jadra
nadorovych bunék, déloznich Zlaz a stromatu. Tyto komponenty musi byt negativni, pokud
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jsou obarveny CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Dale je doporuceno zahrnout sklicko
s negativni kontrolni tkani (napf. PR negativni karcinom prsu) do kazdé davky vzork
zpracovanych na barvicim automatu VENTANA. Tato negativni kontrolni tkan musi byt
obarvena CONFIRM anti-PR (1E2), aby bylo zaru€eno, Ze zesileni antigenu a dal3i
predb&zné postupy nezpusobily falené pozitivni obarveni.

Postup barveni

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty za G¢elem pouziti v barvicich automatech
VENTANA ve spojeni s detekénimi soupravami VENTANA a pfisluSenstvim. Doporucené
barvici protokoly pro barvici automaty jsou uvedeny v Tabulka 1 a v Tabulka 2. Parametry
automatickych procedur Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl uvedenych v
Néavodu k obsluze. Dalsi podrobné informace o postupech imunohistochemického barveni
naleznete v pfibalovém letaku k prislusné detekéni soupravé VENTANA.

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

Jakéakoliv zména doporuceného barviciho postupu rusi charakteristiky Gcinnosti popsané v
pfibalovém letaku. UZivatel je povinen ovéfit jakékoliv zmény doporuceného barviciho
postupu.

Tabulka 1. Doporuceny barvici protokol pro CONFIRM anti-PR (1E2) za pouziti
ultraView Universal DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

Pristroj/Metoda
BenchMark XT BenchMark ULTRA
Typ postupu Pristroj Pristroj
Odstrarovani parafinu Zvoleno Zvoleno

Uprava bunék
(odmaskovani antigenu)

Cell Conditioning 1,
Standardni

Cell Conditioning 1,
Standardni

Enzym (protedza) Neni vyzadovano Neni vyzadovano

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

A/B Blok (blokovani

biotinu) N/A

N/A

Kontrastni barvivo

(Hematoxylin) Hematoxylin II, 4 minuty

Hematoxylin I, 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty Bluing, 4 minuty

Tabulka 2. Doporuceny barvici protokol pro CONFIRM anti-PR (1E2) za pouziti VIEW
DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

Pristroj/Metoda
Pristroj Pristroj
Typ postupu BenchMark XT BenchMark ULTRA
Odstrafovani parafinu Zvoleno Zvoleno

Uprava bunék
(odmaskovani antigenu)

Cell Conditioning 1,
Standardni

Cell Conditioning 1,
Standardni

Enzym (protedza) Neni vyZzadovéno Neni vyZadovano

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

A/B Blok (blokovani

biotinu) PoZadovéno

Pozadovano

Kontrastni barvivo

(Hematoxylin) Hematoxylin II, 4 minuty

Hematoxylin I, 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty Bluing, 4 minuty

Postup barveni na barvicich automatech VENTANA je nasledujici. Dal$i podrobné pokyny
a dalSi vlastnosti protokolu naleznete v Navodu k obsluze.
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BenchMark Automated IHC/ISH Drzaky sklicek

1. Opatfete sklicka Stitkem s ¢arovym kddem odpovidajicim protokolu protilatky, ktera
ma byt zpracovana.

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

pfidavna €inidla do zasobniku pro €inidla a umistéte zasobnik do barviciho
automatu.

Zkontrolujte nadoby na tekutiny a odpad.

VloZte sklicka do barviciho automatu.

Spustte barvici cyklus.

Po dokonéeni cyklu vyjméte sklicka z barviciho automatu.

K odstranéni kryciho roztoku promyjte sklicka v roztoku mirného saponatu na
nadobi nebo alkoholu.

8. Dehydrujte, vycistéte a zakryjte permanentnim montovacim médiem.
POSTUPY KONTROLY KVALITY

Tkan pro pozitivni kontrolu

N o gk~ w

S kazdym provedenym barvicim postupem je tfeba provést pozitivni kontrolu tkané. Dle
CAP doporugeni by pozitivni kontrolni tkafi méla byt polozena na skligko pacienta. !9 Jako
pfiklad pro pouziti tkané pro pozitivni kontrolu pomoci CONFIRM anti-PR (1E2) mlze
slouzit slabé pozitivni karcinom prsu. Soucasti barvicich bunék nebo tkani pro pozitivni
kontrolu (obarveni jadra nadorovych bunék) se pouzivaji k potvrzeni, Ze protilatka
CONFIRM anti-PR (1E2) byla pfidana a pfistroj pracuje spravné. Tkan mize obsahovat
pozitivné i negativné zabarvené buriky nebo ¢asti tkané a slouzi jako tkan pro pozitivni i
negativni kontrolu. Kontrolni vzorky musi byt Cerstvé vzorky z pitvy, biopsie nebo operace
pipravené nebo fixované co nejdfive a zalité stejnym zpUisobem jako testované fezy.
Takové tkané mohou monitorovat vechny kroky postupu, od pfipravy tkané az po
barveni. Pouziti tkafiového fezu fixovaného nebo zpracovaného jinym zplsobem nez
testovany vzorek zajisti kontrolu pro vSechna ¢inidla a kroky metody kromé fixace a
zpracovani tkané.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality a pro rozpoznani
by méla byt vybrana tk&n karcinomu prsu, o které je zndmo, Ze mé slabé pozitivni
zbarveni, aby byla zajiSténa senzitivita systému na malé mnozstvi degradace Cinidel nebo
problémy s IHC metodologii.

Popfipadé muze byt pro pozitivni kontrolu pouzita normaini lidska bujici délozni sliznice.
Soucasti pozitivniho obarveni je zabarveni jader glandulamich epitelli, stromalnich bunék
a bunék hladkého svalu. Endometriaini k& nemusi byt ovdem zabarvena dost slabé na
to, aby rozpoznala nizké mnozstvi degradace ¢inidel 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 pomUcka k formulaci specifické
diagndzy vzorkd pacientl. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi pozitivni
zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzorkli za neplatné.

Tkan pro negativni kontrolu

Pouzijte kontrolni tkan, ktera byla v jednotlivych barvicich cyklech fixovana, zpracovana a
zalita stejnym zplsobem jako vzorky pacienta pro ovéreni specificity protilatky CONFIRM
anti-PR (1E2) pfi prokazani PR a pro zajisténi indikace zabarveni pozadi (fale$né
negativni obarveni). Také rozmanitost riiznych druh(i bunék ve vétsiné tkanovych fezl
mize byt pouZita laborantem jako vnitfni negativni kontrola pro ovéfeni Gi¢innosti
CONFIRM anti-PR (1E2). Napfiklad pro negativni kontrolu Ize pouZit stejnou tkar
(endometrium), ktera se pouzivé pro pozitivni kontrolu. Casti, které se nebarvi
(cytoplasma, bunééna membrana), by mély prokazat nepfitomnost specifického zabarveni
u bunék, u kterych neni zabarveni oCekéavano, a zajistit indikaci zabarveni pozadi.
Negativni kontrolni tkar by méla byt také vyuZita jako pomoc pfi interpretaci vysledkd.
Rozmanitost riiznych typt bunék, které se nachazeji ve vétsiné fezi tkéni, casto nabizi
vnitfni oblasti pro negativni kontrolu, ale to by mél ovéfit uzivatel. Pokud se projevi
specifické zabarveni v ¢astech tkané pro negativni kontrolu, je nutno povazovat vysledky
vzorkl pacienta za neplatné.

Cinidlo pro negativni kontrolu

K usnadnéni interpretace vysledkl je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s Einidlem pro
negativni kontrolu. Negativni kontrola Cinidla je pouzita misto primami protilatky, aby se
dalo vyhodnotit nespecifické zabarveni a aby mohlo byt Iépe interpretovano specifické
zabarveni na misté antigenu. Timto je zaji$téna indikace nespecifického obarveni pozadi
pro kazdé sklicko. Misto primarni protilatky zabarvéte sklicko protilatkou CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig, purifikovanou neimunni kraliéi IgG nereagujici s lidskymi
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vzorky. Je-li pro negativni kontrolu pouzito jiné Cinidlo, nafedte ho ve stejném poméru jako
antisérum primami protilatky roztokem VENTANA Antibody Diluent. Pfiblizné 0,2 % fetalni
teleciho séra je zachovano v protilatce CONFIRM anti-PR (1E2). Pfidani dalSich 0,2 %
fetalniho teleciho séra do roztoku VENTANA Antibody Diluent je vhodné pro nespecifickou
negativni kontrolu €inidla. Inkubacni doba ¢inidla pro negativni kontrolu by méla odpovidat
primami protilatce.

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

Ovéreni testu

Pfed pouzitim této protilatky v diagnostickém procesu nebo pokud doslo ke zméné Cisla
Sarze, by méla byt ovéfena specificita protilatky obarvenim nékolik negativnich a
pozitivnich tkani se znamou U¢innosti. Vice viz postupy kontroly kvality uvedené vyse v
tomto oddilu pfibalové informace a doporuceni pro kontroly kvality v akreditaénim
programu College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic
Pathology Checklist a schvalené pokyny CLSI pro oba dokumenty.22.23 Tyto postupy
kontroly kvality by se mély opakovat u kazdé nové Sarze protilatky a vzdy, kdyz dojde ke
zméné Cisla Sarze jednoho z €inidel ve sparované soupravé nebo kdyz se zméni
parametry 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 Ucely diagnézy. K ovéfeni testu jsou
vhodné tkané uvedené v ¢asti Souhrn ocekavanych vysledkd.

V§echny pozadavky na kontrolu kvality musi odpovidat mistnim, statnim nebo federalnim
predpistim ¢i akreditaénim poZadavk(m.

INTERPRETACE ZABARVENI

Pfi automatickém procesu imunohistochemického barveni VENTANA vznika zbarveny
reakéni produkt, ktery se vysrazi v mistech s antigenem, nalezenych pomoci CONFIRM
anti-PR (1E2). Dfive nez budou vysledky intepretovany, musi kvalifikovany patolog se
zkuSenostmi s imunohistochemickymi postupy vyhodnotit pozitivni a negativni kontroly

a kvalitu barevnych produktt. Stav progesteronového receptoru je uréen procentem
obarvenych nadorovych bunék. Pfipad je povaZovan za PR pozitivni, pokud je zabarveni
jader rovno nebo vyssi nez 1 % nadorovych bunék.

Tkan pro pozitivni kontrolu

Nejprve je nutné provést test tkané pro pozitivni kontrolu zabarvené CONFIRM anti-PR
(1E2) a ovéfit tak spravnost funkce vech reagencii. Pfitomnost hnédého (3,3
diaminobenzidintetrahydrochlorid, DAB) reakéniho produktu uvnitf jader cilovych bunék
indikuje pozitivni reaktivitu. Pikladem tkané pro pozitivni kontrolu je slabé pozitivni
karcinom prsu, napf. > 1 %. Jadra nadorovych bunék by méla byt pozitivni, zatimco
stroma zUstava PR negativni. Je nezbytné nutné povazovat za pozitivni pouze obarveni
jader, aby se pfedeslo fale$né pozitivni interpretaci. Normalni lidské endometrium maze
byt také pouZito. PR obarveni pro normélni endometrium je viditelné v jadrech
endometrickych ZIaz a stromatu. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi
pozitivni zabarventi, je nutno povazovat vysledky testovanych vzorkl za neplatné.

Tkan pro negativni kontrolu

Tkan pro negativni kontrolu je nutno testovat po tkani pro pozitivni kontrolu, abychom
ovéfili specificitu znaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Nepfitomnost
specifického zabarveni v tkani pro negativni kontrolu potvrzuje nepfitomnost zkfizené
reaktivity s burikami nebo ¢astmi bunék. Pro negativni kontrolu |ze pouZit tkar 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 vzorkd pacienta za neplatné.

Pokud se vyskytuje nespecifické zabarveni, je vétsinou difizni. Sporadické slabé
zabarveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fezech z tkéni nadmérné fixovanych
formalinem. K interpretaci vysledkd pouzivejte pouze intaktni buriky, jelikoZ nekrotické
nebo degenerované bufiky mohou asto barvit nespecificky.24

Tkan pacienta

Vzorky pacienta zabarvené pomoci CONFIRM anti-PR (1E2) se vySetfuji jako posledni.
Intenzitu pozitivniho zabarveni je nutno posuzovat v kontextu jakéhokoli nespecifického
zabarveni pozadi ¢inidla pro negativni kontrolu. PR mlze byt také detekovan mezi jinymi
novotvary, jako jsou rakovina vajecniku a endometrium.10 Ke spravné interpretaci
kazdého imunohistochemického vysledku by méla byt testovana rovnéz morfologie
kazdého vzorku tkané s vyuzitim fez( barvenych hematoxylinem a eozinem. Morfologicky
nalez a pfisludné klinické udaje pacienta musi interpretovat kvalifikovany patolog.
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Specifické informace tykajici se imunoreaktivity naleznete v Eastech Souhrn a vysvétleni a
Souhm ocekavanych vysledku.

OMEZENI

Vseobecna omezeni

1.

Imunohistochemie (IHC) je diagnosticky proces obsahuiici vice kroku, ktery
vyzaduje specializované vyskoleni ve vybéru vhodnych €inidel a tkani, fixaci a
zpracovani, pfipravé imunohistochemického podlozniho skla a interpretaci vysledk
zabarveni.

Zbarveni tkané zavisi na manipulaci s tkéni a na jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmraZeni, rozmrazeni, umyvani, suSeni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami maze vést ke vzniku artefaktd,
zachyceni protilatky nebo faleSné negativnim vysledkiim. Nasledkem odchylek pfi
fixaci a metodach zalévani &i nasledkem stavajicich nerovnomérnosti ve tkani miize
dochazet k inkonzistentnim vysledkam.

PFilisné nebo nelpiné kontrastni zbarveni miize ohrozit spravnou interpretaci
vysledkd.

Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi
byt vyhodnocena v kontextu klinického projevu, morfologie a jinych
histopatologickych kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli zabarveni nebo jeho
nepfitomnosti musi byt doplnéna morfologickymi studiemi a fadnymi 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 zaru€eni
adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

Ventana dodava protilatky a €inidla pro pouziti optimainé nafedéné, pokud jsou
dodrZeny pokyny, které jsou sou¢asti produktu. Jakakoli odchylka od doporucenych
testovacich postupdl mize zpisobit neocekavané vysledky. Je nutno provést a
zdokumentovat pfislusné kontroly. Uzivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy,
museji za téchto okolnosti pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkl pacienta.
Tento vyrobek neni uréen pro pritokovou cytometrii, charakteristiky G¢innosti zatim
nejsou znamy.

Cinidla mohou vykazovat neodekavané reakce v dfive netestovanych tkanich. V
dusledku biologické variability exprese antigenu v neoplazmé nebo jinych
patologickych tkanich nelze zcela vyloucit moZnost neogekavanych reakci i v
testovanych skupinach tkani.25 Se zdokumentovanymi neogekavanymi reakcemi se
obratte na mistni zastoupeni spole¢nosti Ventana.

Tkéné osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji povrchovy antigen
(HBsAg) hepatitidy B, mohou s kfenovou peroxidazou vykazovat nespecifické
zabarveni.28

Normalni séra ze stejného ZivociSného zdroje jako sekundarni antiséra pouZita v
blokovacich krocich mohou v disledku pritomnosti autoprotilatek nebo pfirozenych
protilatek zpsobovat fale$né negativni nebo fale$né pozitivni vysledky.

Fale$né negativni vysledky se mohou vyskytovat v diisledku neimunologické vazby
protein( nebo produkttl reakce se substratem. Mohou byt také zpusobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty) a aktivitou endogenni peroxidazy (cytochrom C)
nebo endogennim biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prso, ledvina) v zavislosti na typu
pouzitého imunohistochemického barviva.24

Jako u kazdého imunohistochemického testu, negativni vysledek znamena, 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 pfisluSenstvim VENTANA
detekuje antigen, ktery pfeziva v béznym zplsobem zpracované a nafezané tkang,
fixované ve formalinu. UZivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za
téchto okolnosti pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkd pacienta.
Negativni vysledek protilatky CONFIRM anti-PR (1E2) nevylu€uje pfitomnost PR.
Negativni reakce v karcinomu prsu mize byt zplsobena ztratou nebo vyraznym
snizenim exprese antigenu. Proto je vhodné tuto protilatku pouZivat v panelu
protilatek, véetné estrogenového receptoru.

Tato protilatka neni urCena k pouZiti pfi ruénim barveni.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

1.

Imunoreaktivita protilatky CONFIRM anti-PR (1E2) byla stanovena studii, jez
ukazala pfislu$né barveni antigenu PR. 90 zkoumanych normalnich tkani
zahrnovalo: nadledvinka, kostni dfef, prs, maly mozek, velky mozek, délozni hrdlo,
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tlusté stfevo, endometrium, jicen, srdce, ledvina, jatra, plice, mezotel, vajecniky,
slinivka bfi$ni, pristitna Zlaza, periferni nerv, lalok, prostata, slinna Zlaza, kosterni
Obarveni bylo jaderné, pouze jeden pfipad necekaného negativniho zabarveni
vajeniku. Pozitivni obarveni jader zahrnovalo lobularni a duktalni prsni burky,
glandulami epitel a fibromuskulami buriky délozniho hrdla, glandularni epitel,
stromalni tkan, endometriaini buriky hladkého svalu a sekrecni buriky
adenohypofyzy vSech tfi pfipad lalokovych bunék. Bylo pozorovéno pozitivni
zabarveni bunék §titné zlazy, které bylo zaznamenano jiz drive. 12

Ventana dale testovala celkem 54 neoplastickych tkani fixovanych ve formalinu a
zalitych v parafinu pomoci CONFIRM anti-PR (1E2), s vyuzitim stejnych protokold a
predbéznych postupl jako pro testovani normalni bunék. Zkoumané tkané
zahrnovaly neoplastické tkané z nasledujicich tkani: plice, prostata, tlusté stfevo,
rektum, slezina, jicen, jatra a ledviny. Pro délozni hrdlo vykézal pozitivni zabarveni
pouze jeden adenokarcinom. Pro vajecnik vykazal pozitivni zabarveni jadra pouze
jeden papilami adenokarcinom. Pro Stitnou zlazu vykézal pozitivni zabarveni jadra
pouze jeden medularni a jeden papilami adenokarcinom. Jeden karcinom
ostrGvkovych bunék u slinivky byl pozitivni. Jeden maligni mesenchymom u rekta
byl pozitivni. Jeden adenokarcinom u prostaty byl pozitivni. Leiomyom i
adenokarcinom u délohy byly pozitivni na PR.

Senzitivita zavisi na zachovani antigenu. Nespravné zachazeni s tkani béhem
fixace, fezani, zalévani nebo skladovani, které zméni antigennost, oslabi detekci
PR protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) a mUze tak zplsobit fale$né negativni
vysledky.

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

Pfi testu reprodukovatelnosti v rdmci jednoho dne (uvnitf cyklu) bylo 9 skli¢ek z
kazdého pripadu obarveno protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) a jedno sklicko z
kazdého pripadu bylo obarveno protilatkou CONFIRM Negative Control Rabbit Ig na
pfistroji BenchMark XT. Stejny testovaci postup byl proveden také na pfistroji
BenchMark ULTRA.

V testu reprodukovatelnosti ze dne na den (mezi cykly) byla étyfi sklicka z kazdého
pfipadu obarvena protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) a jedno skli¢ko z kazdého
pfipadu bylo obarveno protilatkou CONFIRM Negative Control Rabbit Ig v péti
oddélenych nenavazujicich cyklech v prabéhu 20 dnli na stejném pfistroji
BenchMark XT. Stejny testovaci postup byl proveden také na pfistroji a BenchMark
ULTRA.

V testu opakovatelnosti uvnit platformy na pfistroji BenchMark XT byla 4 sklicka z
Sesti pfipadu obarvena protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) napfi¢ tremi riznymi
pfistroji BenchMark XT. Jedno skli¢ko z kazdého pfipadu bylo obarveno protilatkou
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig.

V testu opakovatelnosti uvnit platformy na pfistroji BenchMark ULTRA byla 4
sklicka z Sesti pfipadu obarvena protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) napfi¢ tfemi
riznymi pfistroji BenchMark ULTRA. Jedno sklicko z kazdého pfipadu bylo
obarveno protilatkou CONFIRM Negative Control Rabbit Ig.

V3echny testy reprodukovatelnosti spinily kritéria akceptovatelnosti.
Porovnani CONFIRM anti-PR (1E2) a FLEX anti-PR (PgR 636).

Porovnani barvici vykonnosti antilatky CONFIRM anti-PR (1E2) na pfistroji
BenchMark ULTRA a na pfistroji BenchMark XT a antilatky Dako FLEX Monoclonal
Mouse Anti-Human Progesterone Receptor Clone PgR 636 Ready-To-Use (FLEX
anti-PR (PgR 636)) na Dako Autostainer Plus bylo provedeno v randomizované
studii provedené na vice mistech s vice patology. Na pfistroji BenchMark byl
endogenni biotin blokovan pomoci VENTANA Endogenous Biotin Blocking Kit.
Protilatka byla detekovana pomoci VIEW DAB Detection Kit. Na platformé Dako
byla protilatka detekovana pomoci EnVision Flex, detekce vysokého pH. Priblizné
120 negativnich a 216 pozitivnich pfipadd rakoviny prsu, pfedstavujici klinicky
rozsah testu, bylo néhodné pfifazeno na ffi studijni pracovisté tak, aby kazdé
pracovité obdrzelo stejny pocet pfipadt a kazdé pracovisté obdrzelo pfipady
predstavujici kazdou klinickou testovanou kategorii. Kazdému pracovisti byly
pridéleny pfipady s protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) na pfistroji BenchMark
ULTRA, protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) na pfistroji BenchMark XT, a s FLEX
anti-PR (PgR 636) na Dako Autostainer Plus. Obarvena sklicka byla vyhodnocena
patology, ktefi urcili procento obarvenych nadorovych bunék. Pfipad je povazovan
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za PR pozitivni, pokud je jsou jadra zabarvena u alespori >1 % invazivnich
nadorovych bunék.19

Tabulka 3. CONFIRM anti-PR (1E2) na pfistroji BenchMark ULTRA v porovnani s
FLEX anti-PR (PgR 636) na the Dako Autostainer Plus.

FLEX anti-PR (PgR 636)
CONFIRM anti-PR (1E2) Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni: 200 7 207
Negativni: 9 104 113
Celkem: 209 111 320

niN % (95 % CI)
Pozitivni procentualni shoda | 200/209 95,7 (92,0-97,7)
Negativni procentudini shoda | 104/111 93,7 (87,6-96,9)
Celkova procentuélni shoda 304/320 95,0 (92,0-96,9)

Tabulka 4. CONFIRM anti-PR (1E2) na pfistroji BenchMark XT v porovnani s FLEX
anti-PR (PgR 636) na Dako Autostainer Plus.

FLEX anti-PR (PgR 636)
CONFIRM anti-PR (1E2) Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni: 186 9 195
Negativni: 18 100 118
Celkem: 204 109 313

niN % (95 % Cl)
Pozitivni procentualni shoda | 186/204 91,2 (86,5-94,3)
Negativni procentudini shoda | 100/109 91,7 (85,0-95,6)
Celkova procentudlni shoda | 286/313 91,4 (87,7-94,0)

Porovnani iVIEW DAB Detection Kit a uftraView Universal DAB Detection Kit
pomoci CONFIRM anti-PR (1E2).

Protilatka CONFIRM anti-Progesterone Receptor (PR) (1E2) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody byla pouzita pro porovnani detekce mezi dvéma nastroji (nastroje
BenchMark XT a BenchMark ULTRA) za pouziti detekénich souprav VIEW DAB
Detection Kit a uftraView Universal DAB Detection Kit. Pfi testovani bylo pouZito sto
devadesat devét pfipadu tkani. Z téchto pfipadd zhruba polovina byla pozitivni a
polovina negativni podle procenta obarvenych nadorovych bunék. Obarvena sklicka
byla vyhodnocena patology, ktefi urcili procento obarvenych nadorovych bunék.
Pfipad je povaZovan za PR pozitivni, pokud je jsou jadra zabarvena u alesponi 1 %
nadorovych bunék.

Hodnoty piijatelnosti morfologie a pozadi byly 100 % pro obé detekéni soupravy
kromé soupravy u/traView Universal DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark
ULTRA, pro kterou byla hodnota pfijatelnosti pozadi 99,5. Pfimé srovnani
pozitivnich a negativnich klinickych testd mezi detek&nimi soupravami pro jednotlivé
platformy je uvedeno v tabulce 6 pro pfistroj BenchMark ULTRA a v tabulce 7 pro
pfistroj BenchMark XT.

Tabulka 6. Klinické posouzeni pro detekéni soupravu uftraView Universal DAB
Detection Kit vs. IVIEW DAB Detection Kit s pfistrojem BenchMark ULTRA.

aliraView Universal DAB iVIEW DAB Detection Kit
Detection Kit Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 94 1 105
Negativni 2 86 88
Celkem 96 97 193

niN % (95 % Cl)
Pozitivni procentualni shoda 94/96 97,9 (92,7-99,4)
Negativni procentudini shoda 86/97 88,7 (80,8-93,5)
Celkova procentudini shoda 180/193 93,3 (88,8-96,0)

Tabulka 7. Klinické posouzeni pro detekéni soupravu uftraView Universal DAB
Detection Kit vs. IVIEW DAB Detection Kit s pfistrojem BenchMark XT.

Tabulka 5. CONFIRM anti-PR (1E2) na pistroji BenchMark ULTRA v porovnani s aliraView Universal DAB IVIEW DAB Detection Kit
CONFIRM anti-PR (1E2) na pfistroji BenchMark XT Detection Kit Pozitivni Negativni Celkem
BenchMark ULTRA RS HR O A 5 Pozitivni o1 14 105
Pristroj Pozitivni Negativni Celkem Negativni ) % 88
Pozitivni: 184 12 196

Celkem 93 100 193
Negativni: 6 105 111

niN % (95 % CI)

Celkem: 190 117 307

Pozitivni procentuaini shoda 91/93 97,8 (92,5-99,4)

niN % (95 % Cl) — —

Negativni procentualni shoda 86/100 86,0 (77,9-91,5)
Pozitivni procentuaini shoda | 184/190 96,8 (93,3-98,5) - —

Celkova procentudini shoda 1771193 91,7 (87,0-94,8)
Negativni procentudini shoda| 105/117 89,7 (82,9-94,0)
Celkova procentuaini shoda | 289/307 94,4 (90,9-96.,3) Shoda klinického posouzeni mezi detekénimi soupravami obou pfistrojl byla vice nez

90 % pfi 93,3 % (n=193) a 91,7 % (n=193) pfi pristroje BenchMark ULTRA a BenchMark
XT v tomto poradi. Detekéni souprava u/traView Universal DAB Detection Kit méla v
porovnani se soupravou VIEW DAB Detection Kit hodnoty shody barveni 90,2 % (n=193)
a 85,5 % (n=193).

Pro obarveni protilatkou CONFIRM anti-PR (1E2) na pfistroji BenchMark ULTRA a
pfistroji BenchMark XT v porovnani s protilatkou FLEX anti-PR (PgR 636) na Dako
Autostainer Plus byla pozitivni, negativni a celkova shoda (spocteno pro vSechna
pracovisté) vyssi nez 90 %. Pro obarveni protilatkou CONFIRM anti-PR na pfistroji
BenchMark ULTRA v porovnani s pfistrojem BenchMark XT byla negativni, pozitivni
a celkova shoda vy3si nez 89 %.

Hodnoty morfologické pfijatelnosti pro vSechna sklicka této studie byly 99,7 % (95 %
C.1. 98,3 %-99,9 %) na pfistroji BenchMark ULTRA a 96,1 % (95 % C.I. 93,5 %-
97,7 %) na pristroji BenchMark XT. Hodnoty pfijatelnosti pozadi byly 99,4 % (95 %
C.1. 97,9 %-99,8 %) na pfistroji BenchMark ULTRA a 95,2 % (95 % C.I. 92,4 %-
97,0 %) na pfistroji BenchMark XT.
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RESENi PROBLEMU

1.

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

Pokud je pozitivni kontrola negativni, je nutno ji zkontrolovat, aby bylo zajisténo, ze
ma sklicko spravny Stitek s ¢arovym kédem. Jestlize méa sklicko spravny Stitek, mély
by byt sou€asné zkontrolovany i dalSi cykly s pozitivni kontrolou, aby bylo mozné
stanovit, zda je uvedené zpisobeno primarni protilatkou nebo nékterym z béznych
sekundamich antigend. Odbér, fixace nebo odstrafiovani parafint z tkani mohlo byt
provedeno nespravnym zplisobem. Odbér tkané, jeji fixace a skladovani musi
probihat spravnym zplsobem.

Vyskytne-li se pfilisné zabarveni pozadi, pravdépodobné jsou pfitomny vysoké
trovné endogenniho biotinu. Je tfeba zahmout krok blokovani biotinu.

Jestlize se nepodafilo odstranit vSechen parafin, je potfeba postup pro odstranéni
parafinu zopakovat.

Je-li zabarveni specifickou protilatkou pfili§ intenzivni, opakujte cyklus s primarni
protilatkou s kratsi inkubaéni dobou vzdy o 4 minuty az do doby dosazeni
pozadované intenzity barveni.

Jestlize dochazi ke smyvani fezl tkéni ze sklicka, zkontrolujte, zda jsou podlozni
sklicka nabita kladnym nabojem.

Népravné &innosti jsou uvedeny v kapitole Jednotlivé kroky postupu v Navodu

k obsluze barviciho automatu. Muzete se rovnéz obratit na mistniho zastupce
podpory zékazniku.
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