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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per I'uso

Si prega di leggere, prima di usare il prodotto.
Gebrauchsanweisung

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de uso

Por favor, leer antes de utilizar este producto.
Instrugoes de Utilizagao

Leia estas instru¢des antes de utilizar este produto.
Bruksanvisning

Var god las innan ni anvander produkten.
O&nyieg Xpnong

MapakahoUue diaBdaaTe TG 0dnyieg TTPIV
XPNOIPOTIOINCETE TO TTPOIOV AUTO.
Brugsanvisning

Lees venligst for produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen voor gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fer du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

Lutfen bu Grind kullanmadan 6nce okuyunuz.
UHcTpyKkummu 3a ynotpeba

Monsi, npoyeteTte npeawu ynotpeba Ha TO31 NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznélatba vétele el6tt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni inainte de a utiliza produsul.

MHCprKLWIﬂ no npumeHeHur
[MpoyTuTe nepen NpUMEHeHWem 3Toro NPoaykKTa.

LeicaBiosystems.com
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Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczytac
instrukcje.

Navodila za uporabo
Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pied pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, preditajte si ho pred pouzitim produktov.

Check the integrity of the packaging before use.
Veérifier que le conditionnement est en bon état
avant I'emploi.

Prima dell'uso, controllare l'integrita della confezione.
Vor dem Gebrauch die Verpackung auf
Unversehrtheit Gberpriifen.

Comprobar la integridad del envase, antes de usarlo.
Verifique a integridade da embalagem antes de
utilizar o produto.

Kontrollera att paketet &r obrutet innan anvandning.
EAéyETe TNV akepaidTNTa TNG CUCKEUATIAG TIPIV ATTO
™ Xenon.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget far brug.
Controleer de verpakking véor gebruik.

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan 6nce ambalajin bozulmamis olmasini
kontrol edin.

MpoBepeTe LienocTTa Ha onakoBkaTa npeau
ynotpeba.

Hasznalat el6tt ellendrizze a csomagolas épségét.
Verificati integritatea ambalajului inainte de a utiliza
produsul.

Mepen npumeHeHnem ybeautech B LIENOCTHOCTH
yNakoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie
jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

PFed pouzitim zkontrolujte neporu$enost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, ¢i balenie nie je porusené.
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BOND Ready-to-Use Primary Antibody
pl16 (6H12)
Catalog No: PA0016

Intended Use

This reagent is for in vitro diagnostic use.

p16 (6H12) monoclonal antibody is intended to be used for the qualitative identification by light microscopy of human p16 protein in
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue by immunohistochemical staining using the automated BOND system (includes BOND-MAX
system, BOND-III system and BOND-PRIME system).

The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies and proper controls and
should be evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Summary and Explanation

Immunohistochemical techniques can be used to demonstrate the presence of antigens in tissue and cells (see “Using BOND Reagents”
in your BOND user documentation). p16 (6H12) primary antibody is a ready to use product that has been optimized for use with the
BOND Polymer Refine Detection system (DS9800) and BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284). The demonstration
of human p16 protein is achieved by first allowing the binding of p16 (6H12) to the section, and then visualizing this binding using the
reagents provided in the detection system. The use of these products, in combination with the automated BOND system (includes
BOND-MAX system, BOND-III system and BOND-PRIME system), reduces the possibility of human error and inherent variability
resulting from individual reagent dilution, manual pipetting and reagent application.

Reagents Provided

p16 (6H12) is a mouse anti-human monoclonal antibody produced as a tissue culture supernatant, and supplied in Tris buffered saline
with carrier protein, containing 0.35 % ProClin™ 950 as a preservative.

Total volume =7 mL.

Clone
6H12

Immunogen

Prokaryotic recombinant fusion protein corresponding to the entire human p16 molecule.
Specificity

Human p16 protein.

Ig Class

19G2b

Total Protein Concentration

Approx 10 mg/mL.

Antibody Concentration

Greater than or equal to 5 mg/L as determined by ELISA.

Dilution and Mixing

p16 (6H12) primary antibody is optimally diluted for use on the BOND system (includes BOND-MAX system, BOND-IIl system and
BOND-PRIME system). Reconstitution, mixing, dilution or titration of this reagent is not required.

Materials Required But Not Provided

Refer to “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation or Sections 1 and 3 in your BOND-PRIME user documentation for a
complete list of materials required for specimen treatment and immunohistochemical staining using the BOND system (includes BOND-
MAX system, BOND-III system and BOND-PRIME system).

Storage and Stability

Store at 2-8 °C. Do not use after the expiration date indicated on the container label.

The signs indicating contamination and/or instability of p16 (6H12) are: turbidity of the solution, odor development, and presence of
precipitate.

Return to 2-8 °C immediately after use.
Storage conditions other than those specified above must be verified by the user.

Precautions

< This product is intended for in vitro diagnostic use.

* The concentration of ProClin™ 950 is 0.35 %. It contains the active ingredient 2-methyl-4-isothiazolin-3-one, and may cause irritation
to the skin, eyes, mucous membranes and upper respiratory tract. Wear disposable gloves when handling reagents.

« To obtain a copy of the Material Safety Data Sheet contact your local distributor or regional office of Leica Biosystems, or alternatively,
visit the Leica Biosystems’ Web site, LeicaBiosystems.com

* Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them, should be handled as if capable of transmitting infection and
disposed of with proper precautions?. Never pipette reagents by mouth and avoid contacting the skin and mucous membranes with
reagents or specimens. If reagents or specimens come in contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water. Seek
medical advice.

« Consult Federal, State or local regulations for disposal of any potentially toxic components.

« Minimize microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur.

* Retrieval, incubation times or temperatures other than those specified may give erroneous results. Any such change must be

validated by the user.
PA0016
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Instructions for Use

p16 (6H12) primary antibody was developed for use on the automated BOND system (includes BOND-MAX system, BOND-III system
and BOND-PRIME system) in combination with BOND Polymer Refine Detection system and BOND-PRIME Polymer DAB Detection
System. The recommended staining protocol and epitope retrieval for p16 (6H12) primary antibody are detailed in Table 1.

Table 1: Protocol Parameters for each BOND System.

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME

Epitope Retrieval

Heat induced epitope retrieval
using BOND Epitope Retrieval
Solution 2 for 20 minutes

Heat induced epitope retrieval
using BOND Epitope Retrieval
Solution 2 for 20 minutes

Heat induced epitope retrieval
using BOND-PRIME Epitope
Retrieval Solution 2 for 20

minutes

Staining Protocol *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Results Expected (generated with *IHC Protocol F on BOND-IIl platform using BOND Polymer Refine Detection system)

Normal Tissues

Clone 6H12 detects the p16 protein that is expressed in a highly restricted pattern in certain cells within specific tissues. The staining
pattern is nuclear, but cytoplasmic staining is observed in most cell types that express p16. Immunoreactivity was observed in reticulated
crypt epithelium and follicular dendritic cells in tonsil, islet cells in the pancreas, Leydig cells of the testis, scattered urothelial cells and
in occasional glandular epithelial cells in endometrium. Occasional weak staining was seen in antral glands of the stomach, glandular
and myo-epithelium in the breast, and in the adrenal gland. Staining of macrophages and some fibroblasts was also seen. No additional
staining was observed in a variety of other normal tissues evaluated (Total number of normal cases = 149).

Tumor Tissues

Clone 6H12 stained 30/42 cervical cancers (including 25/31 squamous cell carcinomas of the cervix, 2/4 adenocarcinomas of the
cervix, 2/2 endometrioid adenocarcinomas, 1/2 endocervical adenocarcinomas, 0/2 intestinal type adenocarcinomas and 0/1 serous
papillary carcinomas), 21/39 oropharyngeal squamous cell carcinomas, 3/6 breast tumors (including 2/4 invasive ductal carcinomas
and 1/2 fibroadenomas), 2/10 tumors of the bowel (including 2/4 adenocarcinomas of the colon, 0/3 adenocarcinomas of the rectum,
0/2 adenomas of the bowel and 0/1 adenocarcinomas of the small intestine), 2/5 hepatocellular carcinomas, 2/5 head and neck tumors
(including 1/1 adenocarcinoma of the oral cavity, 1/1 pleomorphic adenoma of the salivary gland, 0/1 adenoid cystic carcinoma, 0/1
squamous cell carcinoma of the tongue and 0/1 nasopharyngeal carcinoma), 2/4 brain tumors (including 1/3 meningiomas and 1/1
astrocytoma), 2/4 adenocarcinomas of the stomach, 2/4 lung tumors (including 1/1 adenocarcinoma, 1/1 small cell carcinoma and

0/2 squamous cell carcinoma), 2/3 adenocarcinomas of the prostate, 2/2 adenocarcinomas of the endometrium, 1/5 thyroid tumors
(including 1/1 follicular carcinoma, 0/1 follicular papillary adenocarcinoma and 0/3 adenomas), 1/5 metastatic tumors, 1/4 squamous
cell carcinomas of the esophagus, 1/4 ovarian tumors (including 1/2 endometrioid adenocarcinomas, 0/1 granulosa cell tumor and 0/1
adenocarcinoma), 1/2 bone tumors (including 1/1 chondrosarcoma and 0/1 osteosarcoma), and 1/1 adenocarcinoma of the pancreas.
No staining was detected in lymphomas (0/3), bladder tumors (0/3), renal tumors (0/3), skin tumors (0/3), adrenal tumors (0/2),
seminomas (0/2) and a prostatic hyperplasia (0/1). (Total number of abnormal cases evaluated = 162).

p16 (6H12) is recommended for the detection of p16 protein in normal and neoplastic tissues. as an adjunct to conventional

hi: hol ing non-immunologic hi hemical stains.

Product Specific Limitations

p16 (6H12) has been optimized at Leica Biosystems for use with BOND Polymer Refine Detection, BOND ancillary reagents, BOND-
PRIME Polymer DAB Detection System, and BOND-PRIME ancillary reagents. Users who deviate from recommended test procedures
must accept responsibility for interpretation of patient results under these circumstances. The protocol times may vary, due to variation in
tissue fixation and the effectiveness of antigen enhancement, and must be determined empirically. Negative reagent controls should be
used when optimizing retrieval conditions and protocol times.

Troubleshooting
Refer to reference 3 for remedial action.
Contact your local distributor or the regional office of Leica Biosystems to report unusual staining.

Further Information

Further information on immunostaining with BOND reagents, under the headings Principle of the Procedure, Materials Required,
Specimen Preparation, Quality Control, Assay Verification, Interpretation of Staining, Key to Symbols on Labels, and General Limitations
can be found in “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation.

Bibliography
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2. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
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4. Schache AG, Powell NG, Cuschieri KS et al. HPV-Related Oropharynx cancer in the United Kingdom: An Evolution in the
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Anticorps primaires préts a I’emploi BOND
pl6 (6H12)
Numéro de référence : PA0016

Utilisation prévue

Ce réactif est destiné a un usage de diagnostic in vitro.

L’anticorps monoclonal p16 (6H12) est destiné a l'identification qualitative par microscopie optique de la protéine p16 humaine dans des
tissus fixés a la formaline et enrobés de paraffine par coloration immunohistochimique a I'aide du systeme automatisé BOND (dont les
systémes BOND-MAX, BOND-IIl et BOND-PRIME).

L'interprétation clinique d’une coloration ou d’une absence de coloration doit étre complétée par des études morphologiques et des
contréles adéquats et doit étre évaluée dans le contexte des antécédents cliniques du patient et d’autres tests diagnostiques réalisés par
un pathologiste qualifié.

Résumé et explication

Les techniques immunohistochimiques peuvent étre utilisées pour la mise en évidence d'antigénes sur tissus ou cellules (voir «
Utilisation des réactifs BOND » dans votre manuel d'utilisation BOND). L'anticorps primaire p16 (6H12) est prét a 'emploi et a été
spécialement optimisé pour systtme BOND Polymer Refine Detection (DS9800) et BOND-PRIME Polymer DAB Detection System
(DS9284). La démonstration de la protéine p16 humaine s’effectue d’abord par la liaison de p16 (6H12) a la coupe, puis par la
visualisation de cette liaison au moyen des réactifs fournis dans le systeme de détection. L'utilisation de ces produits avec le systéme
automatisé BOND (dont les systemes BOND-MAX, BOND-III et BOND-PRIME) réduit la possibilité d’erreur humaine et la variabilité
inhérente qui résulte de la dilution de réactifs individuels, du pipetage manuel et de I'application des réactifs.

Réactifs fournis

p16 (6H12) est un anticorps monoclonal anti-humain de souris, produit par surnageant de culture de tissu et conditionné dans du
tampon salin Tris avec une protéine de transport contenant 0,35 % de ProClin™ 950 comme conservateur.

Volume total = 7 ml.

Clone

6H12

Immunogéne

Protéine de fusion procaryote recombinante correspondant a I'entiéreté de la molécule p16 humaine.

Spécificité

Protéine humaine p16.

Classe Ig

19G2b

Concentration totale en protéines

Env. 10 mg/ml

Concentration en anticorps

Supérieure ou égale a 5 mg/l tel que déterminé par ELISA.

Dilution et mélange

L’anticorps primaire p16 (6H12) est dilué de maniére optimale pour une utilisation sur le systeme BOND (dont les systemes BOND-MAX,

BOND-IIl et BOND-PRIME). Il n’est pas nécessaire de reconstituer, mélanger, diluer ou titrer ce réactif auxiliaire.

Matériels nécessaires mais non fournis

Consultez la section relative a « I'utilisation des réactifs BOND » de votre documentation utilisateur BOND, ou les sections 1 et 3 de

votre documentation utilisateur BOND-PRIME pour une liste compléte du matériel requis pour le traitement des échantillons et la

coloration immunohistochimique a I'aide du systtme BOND (dont les systemes BOND-MAX, BOND-III et BOND-PRIME).

Conservation et stabilité

Entreposer entre 2 et 8 °C. Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption indiquée sur I'étiquette du flacon.

Les signes indiquant une contamination ou une instabilité de p16 (6H12) sont les suivants : turbidité de la solution, développement d'une

odeur et présence de précipité.

Remettre immédiatement entre 2 °C et 8 °C aprés utilisation.

Les conditions de conservation autres que celles spécifiées ci-dessus doivent faire I'objet d'une vérification par I'utilisateur’.

Précautions

« Ce produit est destiné a un usage de diagnostic in vitro.

+ La concentration de ProClin™ 950 est de 0,35 %. Il contient 'ingrédient actif 2-méthyl-4-isothiazolin-3-one et peut provoquer une
irritation de la peau, des yeux, des membranes muqueuses et des voies respiratoires supérieures. Porter des gants jetables pour la
manipulation des réactifs.

« Pour obtenir un exemplaire de la Fiche de données de sécurité, contactez votre distributeur local ou le bureau régional de Leica
Biosystems. Vous pouvez également consulter le site Internet de Leica Biosystems, LeicaBiosystems.com

« Les échantillons, avant et aprés la fixation, ainsi que tous les matériaux exposés a ces échantillons, doivent étre traités comme s'ils
étaient susceptibles de transmettre une infection et éliminés avec les précautions qui s'imposent? Ne jamais pipeter les réactifs a la
bouche et éviter le contact de la peau et des membranes muqueuses avec les réactifs ou les échantillons. Rincer avec de grandes
quantités d’eau en cas de contact des réactifs ou des spécimens avec des zones sensibles. Demander conseil & un médecin.

« Consulter les réglementations nationales, régionales ou locales relatives a I'élimination des composants potentiellement toxiques.

« Minimiser la contamination microbienne des réactifs, faute de quoi un accroissement du marquage non spécifique est susceptible de
se produire.
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« La récupération ou des durées ou températures d’incubation autres que celles précisées peuvent donner des résultats erronés. Toute
modification de ces paramétres doit étre validée par I'utilisateur.

Mode d’emploi
L’anticorps primaire p16 (6H12) a été développé pour étre utilisé avec le systéeme automatisé BOND (dont les systémes BOND-MAX,
BOND-IIl et BOND-PRIME) en combinaison avec le systtme BOND Polymer Refine Detection et BOND-PRIME Polymer DAB Detection
System. Le protocole de coloration recommandé et la procédure de récupération des épitopes pour I'anticorps primaire p16 (6H12) sont
détaillés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Paramétres du protocole pour chaque systéme BOND.

BOND-PRIME

BOND-MAX BOND-III

Récupération des
épitopes

Récupération d'épitopes induite
par la chaleur a I'aide de BOND
Epitope Retrieval Solution 2

Récupération d'épitopes induite
par la chaleur a I'aide de BOND
Epitope Retrieval Solution 2

Récupération d'épitopes induite
par la chaleur & I'aide de BOND-
PRIME Epitope Retrieval Solution

2 pendant 20 minutes
*IHC Protocol F

pendant 20 minutes
*IHC Protocol F

pendant 20 minutes
*IHC Protocol F

Protocole de coloration

Résultats attendus (générés avec *IHC Protocol F sur la plateforme BOND-III & I'aide du systéme BOND Polymer Refine
Detection).

Tissus normaux

Le clone 6H12 détecte la protéine p16 dont I'expression est caractéristique de certaines cellules au sein de tissus spécifiques. La coloration
est nucléaire, mais on observe une coloration cytoplasmique dans la plupart des types cellulaires qui expriment la p16. Une immunoréactivité
a été observée dans les cellules réticulées de I'épithélium de la crypte et les cellules dendritiques folliculaires des amygdales, les cellules des
flots de Langerhans du pancréas, les cellules de Leydig des testicules et dans certaines cellules épithéliales glandulaires de 'endométre.
Une faible coloration a été occasionnellement observée dans les glandes antrales de I'estomac, dans I'épithélium glandulaire et le myo-
épithélium du sein, et dans les glandes surrénales. On a également observé une coloration des macrophages et de certains fibroblastes.
Aucune autre coloration n'a été observée dans divers autres tissus normaux évalués (Nombre total de cas normaux = 149).

Tissus tumoraux

Le clone 6H12 a coloré 30/42 cancers du col de I'utérus (dont 25/31 carcinomes épidermoides du col de l'utérus, 2/4 adénocarcinomes

du col de l'utérus, 2/2 adénocarcinomes endométroides, 1/2 adénocarcinomes endocervicaux, 0/2 adénocarcinomes de type intestinal

et 0/1 carcinome papillaire grave), 21/39 carcinomes épidermoides de I'oropharynx, 3/6 tumeurs du sein (dont 2/4 carcinomes canalaires
invasifs et 1/2 fibroadénomes), 2/10 tumeurs intestinales (dont 2/4 adénocarcinomes du colon, 0/3 adénocarcinomes du rectum, 0/2
adénomes de l'intestin et 0/1 adénocarcinome de l'intestin gréle), 2/5 carcinomes hépatocellulaires, 2/5 tumeurs de la téte et du cou (dont

1/1 adénocarcinome de la cavité buccale, 1/1 adénome pléomorphe des glandes salivaires, 0/1 carcinome adénoide kystique, 0/1 carcinome
épidermoide de la langue et 0/1 carcinome du nasopharynx), 2/4 tumeurs du cerveau (dont 1/3 méningiomes et 1/1 astrocytome), 2/4
adénocarcinomes gastriques, 2/4 tumeurs pulmonaires (dont 1/1 adénocarcinome, 1/1 carcinome a petites cellules et 0/2 carcinomes
épidermoides), 2/3 adénocarcinomes de la prostate, 2/2 adénocarcinomes de I'endomeétre, 1/5 tumeurs de la thyroide (dont 1/1 carcinome
folliculaire, 0/1 adénocarcinome papillaire folliculaire et 0/3 adénomes), 1/5 tumeurs métastatiques, 1/4 carcinomes épidermoides de
'oesophage, 1/4 tumeurs ovariennes (dont 1/2 adénocarcinomes endométroides, 0/1 tumeur & cellules granuleuses et 0/1 adénocarcinome),
1/2 tumeurs osseuses (dont 1/1 chondrosarcome et 0/1 ostéosarcome), et 1/1 adénocarcinome du pancréas. Aucune coloration n'a été
détectée dans des lymphomes (0/3), des tumeurs de la vessie (0/3), des tumeurs rénales (0/3), des tumeurs de la peau (0/3), des tumeurs
des surrénales (0/2), des séminomes (0/2= et une hyperplasie de la prostate (0/1). (Nombre total de cas anormaux évalués = 162).

Le p16-6H12 est recommandé pour la détection de la protéine p16 dans les tissus normaux et néoplasiques, en complément a
I'histopathologie traditionnelle utilisant des marqueurs histochimigues non immunologiques.

Limites spécifiques au produit

p16 (6H12) a été optimisé par Leica Biosystems pour une utilisation avec BOND Polymer Refine Detection, les réactifs auxiliaires
BOND, le BOND-PRIME Polymer DAB Detection System et les réactifs auxiliaires BOND-PRIME. Les utilisateurs qui s’écartent des
procédures de test recommandées doivent accepter la responsabilité de I'interprétation des résultats du patient dans ces circonstances.
La durée du protocole peut varier en raison de différences dans la fixation de tissu et de I'efficacité de I'amplification de I'antigéne, et
doivent étre déterminées de maniére empirique. Des réactifs de controle auxiliaires négatifs doivent étre utilisés lors de I'optimisation
des conditions de récupération et de la durée du protocole.

Dépannage
Consultez la référence 3 pour les mesures correctives.
Contacter le distributeur local ou le bureau régional de Leica Biosystems pour signaler une coloration inhabituelle.

Autres informations

De plus amples informations concernant Iimmunomarquage avec les réactifs BOND, sous les rubriques Principes des modalités opératoires,
Matériel nécessaire, Préparation de I'échantillon, Contrdle de qualité, Vérification de I'analyse, Interprétation de la coloration, Légendes des
symboles sur les étiquettes et Limites générales, se trouvent dans « Utilisation des réactifs BOND » dans la documentation utilisateur BOND.
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Anticorpo primario BOND pronto per 1'uso
pl6 (6H12)
N. di catalogo: PA0016

Uso previsto

Questo reagente € per uso diagnostico in vitro.

L’anticorpo monoclonale p16 (6H12) deve essere utilizzato per l'identificazione qualitativa tramite microscopio ottico della proteina p16
umana in tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina tramite colorazione immunoistochimica usando il sistema automatizzato
BOND (che include i sistemi BOND-MAX, BOND-IIl e BOND-PRIME).

L'interpretazione clinica di qualsiasi colorazione o della sua assenza deve essere completata da studi morfologici usando controlli
appropriati e va valutata nel contesto della storia clinica del paziente e di qualsiasi altro test diagnostico da parte di un patologo qualificato.
Sommario e spiegazione

Grazie alle tecniche di immunoistochimica & possibile dimostrare la presenza di antigeni nel tessuto e nelle cellule (vedere “Uso dei
reagenti BOND” nella documentazione per I'utente BOND). L'anticorpo primario p16 (6H12) & un prodotto pronto per 'uso che €& stato
ottimizzato per I'impiego con il sistema BOND Polymer Refine Detection (DS9800) e con il BOND-PRIME Polymer DAB Detection System
(DS9284). La dimostrazione della proteina p16 umana si ottiene in primo luogo consentendo il legame di p16 (6H12) alla sezione, quindi
visualizzando tale legame per mezzo dei reagenti forniti nel sistema di rilevazione. L'uso di questi prodotti, in combinazione con il sistema
automatizzato BOND (che include i sistemi BOND-MAX, BOND-IIl e BOND-PRIME), riduce la possibilita di errore umano e la variabilita
intrinseca derivante dalla diluizione singola del reagente, dal pipettaggio manuale e dall’applicazione del reagente.

Reagenti forniti

p16 (6H12) € un anticorpo monoclonale murino anti-umano prodotto come surnatante di coltura tissutale e fornito in soluzione salina
tamponata Tris con proteina carrier, contenente lo 0,35% di ProClin™ 950 come conservante.

Volume totale = 7 ml.

Clone

6H12

Immunogeno

Proteina ricombinante procariotica di fusione corrispondente all'intera molecola p16 umana.
Specificita

Proteina umana p16.

Classe Ig

1gG2b

Concentrazione proteica totale

Circa 10 mg/ml.

Concentrazione anticorpale
Superiore o uguale a 5 mg/l, come determinato mediante test ELISA.

Diluizione e miscelazione

L’anticorpo primario p16 (6H12) € diluito in modo ottimale per essere usato con il sistema BOND (che include i sistemi BOND-MAX,
BOND-IIl e BOND-PRIME). Questo reagente non necessita di ricostituzione, miscelazione, diluizione né titolazione.

Materiali necessari ma non forniti

Fare riferimento a “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per 'utente BOND o ai paragrafi 1 e 3 della documentazione per
I'utente BOND-PRIME per I'elenco completo dei materiali necessari per il trattamento e la colorazione immunoistochimica dei campioni
con il sistema BOND (che include i sistemi BOND-MAX, BOND-IIl e BOND-PRIME).

Conservazione e stabilita

Conservare a 2-8 °C. Non utilizzare dopo la data di scadenza indicata sull'etichetta del flacone.

| segni di contaminazione e/o instabilita di p16 (6H12) sono: torbidita della soluzione, sviluppo di odori e presenza di precipitato.
Riportare a 2-8 °C immediatamente dopo I'uso.

Condizioni di conservazione diverse da quelle specificate sopra devono essere verificate dall'utilizzatore.

Precauzioni

« Il presente prodotto & destinato all'uso diagnostico in vitro.

* La concentrazione di ProClin™ 950 & pari allo 0,35%. Contiene il principio attivo 2-metil-4-isotiazolin-3-one, e pud causare irritazione
alla pelle, agli occhi, alle mucose e al tratto respiratorio superiore. Indossare guanti coibentati quando si maneggiano i reagenti.

« Per ottenere una copia della Scheda di sicurezza sui materiali, rivolgersi al distributore di zona o all'ufficio regionale di Leica
Biosystems. In alternativa, visitare il sito Web di Leica Biosystems, LeicaBiosystems.com

* | campioni, pre e post fissazione, e tutti i materiali ad essi esposti, vanno maneggiati come oggetti potenzialmente in grado di
trasmettere infezioni e smaltiti con precauzione®. Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare che i reagenti o i campioni
vengano a contatto con la pelle o le mucose. Se i reagenti o i campioni biologici vengono a contatto con aree sensibili del corpo,
lavare le parti interessate con abbondanti quantita d'acqua. Consultare un medico.

« Per lo smaltimento di eventuali componenti potenzialmente tossici consultare i regolamenti nazionali, regionali o locali.

« Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti, allo scopo di evitare un aumento di colorazione aspecifica.
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« Tempi di recupero o incubazione o temperature diversi da quelli specificati possono generare risultati erronei. Qualsiasi cambiamento
del genere deve essere convalidato dall'utilizzatore.

Istruzioni per l'uso

L’anticorpo primario p16 (6H12) & stato sviluppato per I'uso sul sistema automatizzato BOND (che include i sistemi BOND-MAX, BOND-
11l e BOND-PRIME) in combinazione con sistemi BOND Polymer Refine Detection e BOND-PRIME Polymer DAB Detection System. Il
protocollo di colorazione e lo smascheramento dell’epitopo consigliati per I'anticorpo primario p16 (6H12) sono illustrati nella Tabella 1.

Tab. 1: Parametri di protocollo per ciascun sistema BOND.

Epitope Retrieval Solution 2 per

Epitope Retrieval Solution 2 per

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME
Smascheramento Smascheramento dell'epitopo Smascheramento dell'epitopo Smascheramento dell'epitopo
dell’'epitopo indotto da calore con BOND indotto da calore con BOND indotto da calore con BOND-

PRIME Epitope Retrieval Solution

20 minuti 20 minuti 2 per 20 minuti

Protocollo di colorazione | *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Risultati attesi (ottenuti con *IHC Protocol F sulla piattaforma BOND-III con I'impiego di sistema BOND Polymer Refine Detection).
Tessuti normali

Il clone 6H12 rileva la proteina p16 espressa in un modello altamente limitato in determinate cellule all'interno di tessuti specifici. Il modello
di colorazione € nucleare, sebbene la colorazione citoplasmatica sia osservata nella maggior parte dei tipi di cellule che esprimono

p16. E stata osservata immunoreattivita nell'epitelio reticolato delle cripte e nelle cellule dendritiche follicolari delle tonsille, nelle isole

di Langerhans del pancreas, nelle cellule di Leydig dei testicoli, nelle cellule sparse uroteliali e occasionalmente nelle cellule epiteliali
ghiandolari dell'endometrio. E stata occasionalmente osservata colorazione debole nelle ghiandole antrali dello stomaco, nell'epitelio
ghiandolare e nel mioepitelio del seno e nel surrene. E stata inoltre osservata colorazione dei macrofagi e di alcuni fibroblasti. Nessuna
ulteriore colorazione é stata riscontrata in una serie di altri tessuti normali esaminati (Numero totale di casi normali = 149).

Tessuti neoplastici

Il clone 6H12 ha colorato 30 di 42 cancri cervicali (compresi 25 di 31 carcinomi a cellule squamose della cervice, 2 di 4 adenocarcinomi
della cervice, 2 di 2 adenocarcinomi endometrioidi, 1 di 2 adenocarcinomi endocervicali, 0 di 2 adenocarcinomi di tipo intestinale e 0 di 1
carcinoma sieroso papillare), 21 di 39 carcinomi orofaringei a cellule squamose, 3 di 6 tumori del seno (compresi 2 di 4 carcinomi duttali
invasivi e 1 di 2 fibroadenomi), 2 di 10 tumori dell'intestino (compresi 2 di 4 adenocarcinomi del colon, 0 di 3 adenocarcinomi del retto,

0 di 2 adenomi dell'intestino e 0 di 1 adenocarcinoma dell'intestino tenue), 2 di 5 carcinomi epatocellulari, 2 di 5 tumori della testa e del
collo (compresi 1 di 1 adenocarcinoma della cavita orale, 1 di 1 adenoma pleomorfo delle ghiandole salivari, 0 di 1 carcinoma adenoido-
cistico, 0 di 1 carcinoma a cellule squamose della lingua e 0 di 1 carcinoma nasofaringeo), 2 di 4 tumori del cervello (compresi 1 di 3
meningiomi e 1 di 1 astrocitoma), 2 di 4 adenocarcinomi dello stomaco, 2 di 4 tumori del polmone (compresi 1 di 1 adenocarcinoma,

1 di 1 carcinoma a piccole cellule e 0 di 2 carcinomi a cellule squamose), 2 di 3 adenocarcinomi della prostata, 2 di 2 adenocarcinomi
dell’endometrio, 1 di 5 tumori della tiroide (compresi 1 di 1 carcinoma follicolare, 0 di 1 adenocarcinoma papillare follicolare e 0 di

3 adenomi), 1 di 5 tumori metastatici, 1 di 4 carcinomi a cellule squamose dell’esofago, 1 di 4 tumori dell'ovaio (compresi 1 di 2
adenocarcinomi endometrioidi, 0 di 1 tumore a cellule della granulosa e 0 di 1 adenocarcinoma), 1 di 2 tumori alle ossa (compresi 1 di 1
condrosarcoma e 0 di 1 osteosarcoma) e 1 di 1 adenocarcinoma del pancreas. Nessuna colorazione € stata rilevata nei linfomi (0 di 3),
nei tumori della vescica (0 di 3), nei tumori renali (0 di 3), nei tumori della pelle (0 di 3), nei tumori del surrene (0 di 2), nei seminomi (0 di

all'istopatologia convenzionale che si avvale di colorazioni istochimiche non immunologiche.

Limitazioni specifiche per il prodotto

p16 (6H12) & stato ottimizzato da Leica Biosystems per 'uso con BOND Polymer Refine Detection, i reagenti ausiliari BOND, BOND-PRIME
Polymer DAB Detection System e i reagenti ausiliari BOND-PRIME. Gli utenti che modificano le procedure raccomandate devono assumersi
la responsabilita dell'interpretazione dei risultati relativi ai pazienti in tali circostanze. | tempi previsti dal protocollo possono variare in base
alle differenze di fissazione tissutale e all’efficienza di potenziamento dell’antigene e, pertanto, devono essere definiti empiricamente.
Durante I'ottimizzazione delle condizioni di riconoscimento e dei tempi del protocollo occorre utilizzare controlli negativi del reagente.
Ricerca e risoluzione problemi

Per le azioni di rimedio consultare il riferimento bibliografico n. 3.

Se si notano colorazioni inusuali, informarne il distributore di zona o l'ufficio regionale Leica Biosystems.

Ulteriori informazioni

Ulteriori informazioni sullimmunocolorazione con i reagenti BOND, sotto le intestazioni Principio della procedura, Materiali necessari,
Preparazione del campione, Controllo qualita, Verifica del saggio, Interpretazione della colorazione, Legenda dei simboli sulle etichette e
Limitazioni generali, possono essere reperite in “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per ['utilizzatore BOND.
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Gebrauchsfertiger BOND Priméirantikorper
pl6 (6H12)
Artikel-Nr.: PA0016

Verwendungszweck

Dieses Reagenz ist zur In-vitro-Diagnostik bestimmt.

Der monoklonale Antikérper p16 (6H12) ist zur qualitativen lichtmikroskopischen Bestimmung von humanem p16-Protein in
formalinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebe durch immunhistochemische Farbung mit dem automatisierten BOND-System
(einschlieflich BOND-MAX-System, BOND-III-System und BOND-PRIME-System) vorgesehen.

Die klinische Interpretation jeglicher Farbungen oder das Ausbleiben dieser sollte durch morphologische Studien und Anwendung
geeigneter Kontrollen ergénzt und unter Beriicksichtigung der Krankengeschichte des Patienten sowie im Rahmen anderer
diagnostischer Tests durch einen qualifizierten Pathologen bewertet werden.

Zusammenfassung und Erlduterung

Immunhistochemische Methoden kénnen dazu verwendet werden, die Anwesenheit von Antigenen in Geweben und Zellen zu
demonstrieren (siehe ,Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien® in lnhrem BOND-Benutzerhandbuch). Der Primarantikérper p16 (6H12) ist
ein gebrauchsfertiges Produkt, das fiir den Gebrauch mit dem BOND Polymer Refine Detection system (DS9800) und BOND-PRIME
Polymer DAB Detection System (DS9284) optimiert wurde. Der Nachweis von humanem p16-Protein erfolgt zunéchst durch Bindung
von p16 (6H12) an den Schnitt mit nachfolgender Darstellung dieser Bindung mithilfe der im Detektionssystem enthaltenen Reagenzien.
Die Verwendung dieser Produkte in Kombination mit dem automatisierten BOND-System (einschliellich BOND-MAX-System, BOND-III-
System und BOND-PRIME-System) reduziert die Gefahr vom Menschen verursachter Fehler und einer inharenten Variabilitat aufgrund
einer individuellen Reagenzienverdiinnung, einer manuellen Pipettierung und einer Reagenzienanwendung.

Mitgelieferte Reagenzien

p16 (6H12) ist ein aus Zellkulturiiberstand hergestellter, monoklonaler Maus-anti-Human-Antikorper, der in Tris-gepufferter Salzlosung
mit einem Trégerprotein geliefert wird und 0,35 % ProClin™ 950 als Konservierungsmittel enthalt.

Gesamtvolumen =7 ml.

Klon

6H12

Immunogen

Prokaryotisches rekombinantes Fusionsprotein, das dem gesamten humanen p16-Molekdil entspricht.
Spezifitat

Humanes p16-Protein.

lg-Klasse

1gG2b

Gesamtproteinkonzentration
Ungefahr 10 mg/ml.

Antikorperkonzentration

GrolRer als oder gleich 5 mg/l gemal ELISA-Bestimmung.

Verdiinnen und mischen

Der Primarantikdrper p16 (6H12) weist eine optimale Verdlnnung fiir die Verwendung mit dem BOND-System (einschlieRlich BOND-
MAX-System, BOND-III-System und BOND-PRIME-System) auf. Ein Rekonstituieren, Mischen, Verdlinnen oder Titrieren dieses
Reagenzes ist nicht erforderlich.

Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Materialien

Eine vollstandige Liste der zur Probenbehandlung und immunhistochemischen Farbung mit dem BOND-System (einschlieRlich BOND-
MAX-System, BOND-III-System und BOND-PRIME-System) erforderlichen Materialien kénnen Sie dem Kapitel ,Verwendung der BOND-
Reagenzien® in Ihrem BOND-Benutzerhandbuch oder den Abschnitten 1 und 3 in lhrem BOND-PRIME-Benutzerhandbuch entnehmen.
Lagerung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Nach Ablauf des auf dem Behalteretikett angegebenen Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

Zeichen, die auf eine Kontamination und/oder Instabilitat von p16 (6H12) hinweisen, sind eine Triibung der Losung, Geruchsentwicklung
und das Vorhandensein von Prazipitat.

Nach dem Gebrauch sofort wieder bei 2—8 °C lagern.

Lagerbedingungen, die von den oben genannten Bedingungen abweichen, miissen vom Benutzer verifiziert werden'.

VorsichtsmaBnahmen

« Dieses Produkt ist zur In-vitro-Diagnostik bestimmt.

« Die Konzentration von ProClin™ 950 liegt bei 0,35 %. Das Produkt enthalt den Wirkstoff 2-Methyl-4-isothiazolin-3-on und kann zur
Reizung von Haut, Augen, Schleimh&uten und den oberen Atemwegen fiihren. Beim Umgang mit Reagenzien Einmalhandschuhe tragen.

« Ein Exemplar des Material-Sicherheitsdatenblatts erhalten Sie von Ihrem lokalen Vertriebspartner oder der regionalen Niederlassung
von Leica Biosystems. Sie kdnnen auch die Website von Leica Biosystems, LeicaBiosystems.com, besuchen.

« Proben vor und nach der Fixierung und alle mit ihnen in Kontakt kommenden Materialien sind wie infektidses Material zu behandeln
und mit den entsprechenden Vorsichtsmanahmen? zu entsorgen. Reagenzien diirfen niemals mit dem Mund pipettiert werden. Der
Kontakt von Haut und Schleimhauten mit Reagenzien oder Proben muss vermieden werden. Falls Reagenzien oder Proben mit
empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, miissen diese mit reichlich Wasser gespiilt werden. Arztlichen Rat einholen.

« Hinsichtlich der Entsorgung potenziell giftiger Komponenten muss auf die jeweils geltenden Bestimmungen Bezug genommen werden.

« Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhdhte unspezifische Farbung auftreten kann.
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« Eine von den angegebenen Spezifikationen abweichende Maskierung, Inkubationszeit oder Temperatur kann zu fehlerhaften

Resultaten fiihren. Alle derartigen Anderungen miissen vom Anwender validiert werden.
Gebrauchsanweisung
Der Primarantikorper p16 (6H12) wurde fiir die Verwendung in dem automatisierten BOND-System (einschlieRlich BOND-MAX-System,
BOND-III-System und BOND-PRIME-System) in Kombination mit dem BOND Polymer Refine Detection system und dem BOND-
PRIME Polymer DAB Detection System entwickelt. Das empfohlene Farbeprotokoll und die empfohlene Epitopdemaskierung fiir den
Primarantikorper p16 (6H12) sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Protokollparameter fiir jedes BOND-System.

BOND-MAX BOND-IIl BOND-PRIME
Epitopdemaskierung Hitzeinduzierte Hitzeinduzierte Hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung unter Epitopdemaskierung unter Epitopdemaskierung unter

Verwendung der BOND Epitope Verwendung der BOND Epitope Verwendung der BOND-PRIME
Retrieval Solution 2 fiir 20 Minuten | Retrieval Solution 2 fiir 20 Minuten | Epitope Retrieval Solution 2 fiir
20 Minuten

Farbeprotokoll *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Erwartete Ergebnisse (erzeugt mit *IHC Protocol F auf der BOND-III-Plattform mit dem BOND Polymer Refine Detection system)

Normalgewebe

Der Klon 6H12 erkennt das p16-Protein, das in einem stark eingeschrénkten Muster in bestimmten Zellen in spezifischen Geweben
exprimiert wird. Das Farbemuster ist nuklear, aber bei den meisten Zelltypen, die p16 exprimieren, ist eine zytoplasmatische Farbung zu
beobachten. Bei retikulierten Kryptenepithel- und follikularen dendritischen Zellen der Mandeln, Inselzellen der Pankreas, Leydig-Zellen
der Hoden, verstreuten Urothelzellen und in einigen Driisenepithelzellen im Endometrium war eine Immunreaktivitat zu beobachten. In
einigen Fallen trat bei den Antraldriisen des Magens, Driisen- und Myo-Epithelien der Brust und in der Nebenniere eine leichte Farbung
auf. Es konnte auch eine Farbung von Makrophagen und einigen Fibroblasten beobachtet werden. Bei verschiedenen anderen normalen
Geweben war keine zusétzliche Farbung zu beobachten (Gesamtanzahl der normalen Falle = 149).

Tumorgewebe
Klon 6H12 farbte 30/42 Gebarmutterhalskrebse (einschlieBlich 25/31 Plattenepithelkarzinome der Zervix, 2/4 Adenokarzinome der Zervix,
2/2 endometrioide Adenokarzinome, 1/2 endozervikale Adenokarzinome, 0/2 Adnokarzinome vom intestinalen Typ und 0/1 serdses
papilléres Karzinom), 21/39 oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen, 3/6 Brusttumore (einschlieBlich 2/4 invasiven Duktalkarzinomen
und 1/2 Fibroadenomen), 2/10 Darmtumore (einschlieflich 2/4 Adenokarzinomen des Dickdarms, 0/3 Adenokarzinomen des
Rektums, 0/2 Darmadenome und 0/1 Adenokarzinome des Dinndarms), 2/5 hepatozellulare Karzinome, 2/5 Kopf- und Halstumore
(einschlieRlich 1/1 Adenokarzinom der Mundhdhle, 1/1 pleomorphes Adenom der Speicheldriise, 0/1 adenoid-zystisches Karzinom,
0/1 Plattenepithelkarzinom der Zunge und 0/1 nasopharyngeales Karzinom), 2/4 Hirntumore (einschlieBlich 1/3 Meningeomen und 1/1
Astrozytom), 2/4 Adenokarzinome des Magens, 2/4 Lungentumore (einschlieBlich 1/1 Adenokarzinom, 1/1 kleinzelliges Karzinom und
0/2 Plattenepithelkarzinome), 2/3 Adenokarzinome der Prostata, 2/2 Adenokarzinome des Endometriums, 1/5 Schilddriisentumore
(einschlieRlich 1/1 follikulares Karzinom, 0/1 follikuldres papillares Adenokarzinom und 0/3 Adenome), 1/5 metastasierende Tumore, 1/4
Plattenepithelkarzinome der Speiseréhre, 1/4 Eierstocktumore (einschlieflich 1/2 endometrioide Karzinome, 0/1 Granulosazelltumor und
0/1 Adenokarzinom), 1/2 Knochentumore (einschielich 1/1 Chondrosarkom und 0/1 Osteosarkom) und 1/1 Adenokarzinom der Pankreas.
Es gab keine Farbung bei Lymphomen (0/3), Blasentumoren (0/3), Nierentumoren (0/3), Hauttumoren (0/3), Nebennierenrindentumoren
(072), Seminomen (0/2) und einer Prostatahyperplasie (0/1). (Anzahl der insgesamt untersuchten abnormalen Falle = 162.)

16 (6H12) wird fiir den Nachweis von p16-Protein in normalem und neoplastischem Gewebe als zusatzliches Hilfsmittel zur
herkémmlichen Histopathologie unter Verwendung nicht-immunologischer histochemischer Farbemittel empfohlen.

Produktspezifische Beschrankungen

p16 (6H12) wurde von Leica Biosystems zur Verwendung mit dem BOND Polymer Refine Detection, BOND-Hilfsreagenzien,
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System und BOND-PRIME-Hilfsreagenzien optimiert. Anwender, die von den empfohlenen
Testverfahren abweichen, missen die Verantwortung fiir eine Auswertung der Patientenergebnisse unter diesen Umstanden
Uibernehmen. Die Protokollzeit kann aufgrund von Unterschieden in der Gewebefixierung und der Wirksamkeit der Antigenverstarkung
variieren und muss empirisch bestimmt werden. Zur Optimierung der Demaskierungsbedingungen und der Protokolldurchlaufzeiten
sollten Negativkontrollreagenzien verwendet werden.

Fehlersuche und -behebung

Fehlerbehebungsmalnahmen finden Sie in Referenz 3.

Falls Sie ungewdhnliche Farbeergebnisse beobachten, wenden Sie sich an lhre 6rtliche Vertriebsfirma oder an die
Regionalniederlassung von Leica Biosystems.

Weitere Informationen

Weitere Informationen zur Immunfarbung mit BOND-Reagenzien finden Sie in den Abschnitten ,Grundlegende Vorgehensweise®,

L,Erforderliches Material“, ,Probenvorbereitung*, ,Qualitatskontrolle”, ,Assay-Verifizierung*, ,Deutung der Farbung®, ,Schliissel der Symbole

auf den Etiketten” und ,Allgemeine Einschrankungen®in ,Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien* in lhrem BOND-Benutzerhandbuch.
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Anticuerpo Primario Listo Para Usar BOND
pl6 (6H12)
N.° de catalogo: PA0016

Uso previsto

Este reactivo es para uso diagnéstico in vitro.

El anticuerpo monoclonal p16 (6H12) esta disefiado para la caracterizacion cualitativa por microscopia 6ptica de la proteina p16

humana en tejidos fijados en formol y embebidos en parafina mediante tincion inmunohistoquimica con el sistema automatizado BOND

(incluye los sistemas BOND-MAX, BOND-IIl y BOND-PRIME).

La interpretacion clinica de toda tincién o de su ausencia debera complementarse con estudios morfolégicos que utilicen los controles

adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debera realizar su evaluacion dentro del contexto de los antecedentes médicos del

paciente y de otras pruebas diagnosticas.

Resumen y explicacion

Las técnicas inmunohistoquimicas pueden ser utilizadas para detectar la presencia de antigenos en tejidos y células (véase “Uso de

reactivos BOND” en la documentacion de usuario suministrada por BOND). El anticuerpo primario p16 (6H12) es un producto listo para

usar que se ha optimizado para su uso con los sistemas BOND Polymer Refine Detection (DS9800) y BOND-PRIME Polymer DAB

Detection System (DS9284). La demostracion de la proteina p16 humana se lleva a cabo primero permitiendo la unién de p16 (6H12) a

la seccioén y luego visualizando esta union usando los reactivos proporcionados en el sistema de deteccion. El uso de estos productos, en

combinacion con el sistema automatizado BOND (incluye los sistemas BOND-MAX, BOND-IIl y BOND-PRIME) reduce la posibilidad de

error humano y la variabilidad inherente derivada de la dilucién de reactivos individuales, el pipeteado manual y la aplicacion de reactivos.

Reactivos suministrados

El p16 (6H12) es un anticuerpo monoclonal antihumano de ratén que se produce como sobrenadante en cultivos de tejido, y se

suministra en solucion salina tamponada de Tris con proteina portadora, que contiene el 0,35 % de ProClin™ 950 como conservante.

Volumen total = 7 ml.

Clon

6H12

Inmunégeno

Proteina de fusion recombinante procariética correspondiente a la molécula p16 humana completa.

Especificidad

Proteina p16 humana.

Clase Ig

1gG2b

Concentracion total de proteina

Aprox. 10 mg/ml.

Concentracion de anticuerpo

Igual o superior a 5 mg/L, segun lo determinado por ELISA.

Dilucién y mezcla

El anticuerpo primario p16 (6H12) se diluye 6ptimamente para usarse en el sistema BOND (incluye los sistemas BOND-MAX, BOND-III

y BOND-PRIME). Este reactivo no requiere reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Materiales necesarios pero no suministrados

Dirijase al apartado “Utilizacion de reactivos BOND” en la documentacion de usuario del sistema BOND o a las secciones 1y 3 de la

documentacion de usuario de BOND-PRIME para obtener una lista completa del material necesario para el tratamiento de las preparaciones

y la tincion inmunohistoquimica cuando se utiliza el sistema BOND (incluye los sistemas BOND-MAX, BOND-IIl y BOND-PRIME).

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar a 2-8 °C. No utilizar después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del recipiente.

Los signos de contaminacion y/o inestabilidad de la p16 (6H12) son: turbidez de la solucidn, aparicion de olor y presencia de precipitado.

Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de su uso.

Las condiciones de almacenamiento distintas a las especificadas anteriormente deberan ser verificadas por el usuario®.

Precauciones

« Este producto esté indicado para uso diagndstico in vitro.

« La concentracion de ProClin™ 950 es de 0,35 %. Contiene el ingrediente activo 2-metil-4-isotiazolin-3-ona, y puede provocar
irritacion en la piel, los ojos, las membranas mucosas y el tracto respiratorio superior. Deberan utilizarse guantes desechables al
manipular los reactivos.

« Para obtener un ejemplar de la Ficha de datos de seguridad del material, péngase en contacto con su distribuidor local o con la
sucursal regional de Leica Biosystems; también puede visitar el sitio web de Leica Biosystems, LeicaBiosystems.com

« Las muestras, antes y después de ser fijadas, y todos los materiales expuestos a ellas, deben ser tratados como sustancias capaces
de transmitir infecciones y deben eliminarse tomando las precauciones adecuadas?. Nunca pipetee reactivos con la boca; evite el
contacto de la piel y las mucosas con reactivos o muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas delicadas,
lavelas con abundante agua. Consulte con un médico.

« Consulte la normativa pertinente sobre la eliminacion de componentes potencialmente tdxicos.

+ Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un aumento de la tincion no especifica.

* La recuperacion, los tiempos de incubacién y las temperaturas distintos a los especificados pueden dar lugar a resultados erréneos.
Cualquiera de estos cambios debe ser validado por el usuario.
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Instrucciones de uso

El anticuerpo primario p16 (6H12) se ha desarrollado para usarse en el sistema BOND automatizado (incluye los sistemas BOND-MAX,
BOND-IIl y BOND-PRIME) en combinacion con los sistemas BOND Polymer Refine Detection y BOND-PRIME Polymer DAB Detection
System. El protocolo de tincién recomendado y la recuperacién del epitopo para el anticuerpo primario p16 (6H12) se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: Parametros de protocolo para cada sistema BOND.

BOND-MAX

BOND-III

BOND-PRIME

Recuperacion del
epitopo

Recuperacion del epitopo inducido
por calor utilizando BOND Epitope
Retrieval Solution 2 durante 20

Recuperacion del epitopo inducido
por calor utilizando BOND Epitope
Retrieval Solution 2 durante 20

Recuperacion del epitopo inducido
por calor utilizando BOND-PRIME
Epitope Retrieval Solution 2

durante 20 minutos
*IHC Protocol F

minutos
*IHC Protocol F

minutos
*IHC Protocol F

Resultados esperados (generado con el *IHC Protocol F en la plataforma BOND-III utilizando el sistema BOND Polymer Refine
Detection).

Tejidos normales

El clon 6H12 detecta la proteina p16 que se expresa en un patron altamente restringido en ciertas células dentro de unos tejidos
especificos. El patrén de tincién es nuclear, pero se observa tincion citoplasmatica en la mayoria de tipos de células que expresan p16.
Se observé inmunorreactividad en el epitelio de la cripta reticulada y en las células foliculares dendriticas en las amigdalas, células de
islote en el pancreas, células Leydig de los testiculos, células uroteliales dispersas y en células epiteliales glandulares ocasionales en el
endometrio. Se observo tincién débil ocasional en las glandulas antrales del estémago, glandulares y del mioepitelio en la mama y en la
glandula suprarrenal. También se observé tincién de los macréfagos y de algunos fibroblastos. No se observé tincion adicional en otros
tumores de diversos tejidos normales evaluados (nimero total de casos normales = 149).

Tejidos tumorales

El clon 6H12 tifié 30/42 canceres de cuello uterino (incluidos 25/31 carcinomas de células escamosas del cuello uterino, 2/4
adenocarcinomas del cuello uterino, 2/2 adenocarcinomas endometrioides, 1/2 adenocarcinomas endocervicales, 0/2 adenocarcinomas

de tipo intestinal y 0/1 carcinomas papilares serosos), 21/39 carcinomas bucofaringeos de células escamosas, 3/6 tumores de mama
(incluidos 2/4 carcinomas ductales invasivos y 1/2 fibroadenomas), 2/10 tumores intestinales (incluidos 2/4 adenocarcinomas del colon,

0/3 adenocarcinomas del recto, 0/2 adenomas del intestino y 0/1 adenocarcinomas del intestino delgado), 2/5 carcinomas hepatocelulares,
2/5 tumores en cabeza y cuello (incluidos 1/1 adenocarcinoma de la cavidad oral, 1/1 adenoma pleomérfico de la glandula salival, 0/1
carcinoma adenoide cistico, 0/1 carcinoma de células escamosas de la lengua y 0/1 carcinoma nasofaringeo), 2/4 tumores cerebrales
(incluidos 1/3 meningiomas y 1/1 astrocitoma), 2/4 adenocarcinomas del estémago, 2/4 tumores pulmonares (incluidos 1/1 adenocarcinoma,
1/1 carcinoma de célula pequefia y 0/2 carcinoma de células escamosas), 2/3 adenocarcinomas de la prostata, 2/2 adenocarcinomas del
endometrio, 1/5 tumores tiroideos (incluidos 1/1 carcinoma folicular, 0/1 adenocarcinoma papilar folicular y 0/3 adenomas), 1/5 tumores
metastasicos, 1/4 carcinomas de células escamosas del eséfago, 1/4 tumores ovaricos (incluidos 1/2 adenocarcinomas endometrioides,

0/1 tumor de células granulosas y 0/1 adenocarcinoma), 1/2 tumores dseos (incluidos 1/1 condrosarcoma y 0/1 osteosarcoma) y 1/1
adenocarcinoma del pancreas. No se detecto tincion en linfomas (0/3), tumores de vejiga (0/3), tumores renales (0/3), canceres de piel (0/3),
tumores suprarrenales (0/2), seminomas (0/2) y una hiperplasia prostatica (0/1). (Nimero total de casos anémalos evaluados = 162).

El p16 (6H12) esta recomendado para la deteccién de la proteina p16 en tejidos normales y neoplasicos. como complemento

de la histopatologia tradicional con tinciones histoquimicas no inmunolégicas.

Limitaciones especificas del producto

p16 (6H12) ha sido optimizado en Leica Biosystems para su uso con los sistemas BOND Polymer Refine Detection, los reactivos
complementarios BOND, BOND-PRIME Polymer DAB Detection System y los reactivos complementarios y BOND-PRIME. Los usuarios
que no sigan los procedimientos de prueba recomendados deben aceptar la responsabilidad de la interpretacion de los resultados de
pacientes en esas circunstancias. Los tiempos del protocolo pueden oscilar, debido a la variacién en la fijacion del tejido y la eficacia de
la mejora del antigeno, y deben determinarse empiricamente. Se utilizaran controles de los reactivos negativos a la hora de optimizar
las condiciones de la recuperacion y los tiempos del protocolo.

Protocolo de tincién

Solucion de problemas
Consulte la referencia 3 para encontrar la accién correctora.
Pdéngase en contacto con su distribuidor local o con la sucursal regional de Leica Biosystems para notificar tinciones anormales.

Informacioén adicional

Se puede encontrar informacién adicional sobre la inmunotincion con los reactivos BOND en los apartados Principio del procedimiento,
Materiales necesarios, Preparacion de las muestras, Control de calidad, Verificacion del ensayo, Interpretacion de la tincion, Explicacion
de los simbolos de las etiquetas y Limitaciones generales en la seccién “Uso de los reactivos BOND” de la documentacion del usuario
del sistema BOND.

Biografia

1. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.

2. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.
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Anticorpo Primario Pronto a Usar BOND
p16 (6H12)
Ref™. de Catalogo: PA0016

Utilizacao prevista

Este reagente destina-se a utilizagdo em diagnéstico in vitro.

O anticorpo monoclonal p16 (6H12) destina-se a ser utilizado na identificagéo qualitativa por microscopia ética da proteina p16 humana
em tecidos impregnados em parafina e fixados em formalina por coloragao imunohistoquimica utilizando o sistema BOND automatizado
(inclui o sistema BOND-MAX, o sistema BOND-III e o sistema BOND-PRIME).

Alinterpretagéo clinica de qualquer coloragdo, ou da sua auséncia, deve ser complementada por estudos morfolégicos e os devidos
controlos, avaliando-se no contexto da histéria clinica do doente e de outros exames de diagnéstico por um anatomopatologista qualificado.

Resumo e explicagao

As técnicas de imunohistoquimica podem ser usadas para demonstrar a presenca de antigénios em tecidos e células (ver “Utilizagao dos
Reagentes BOND” na documentagéo para o utilizador do sistema BOND). O anticorpo primario p16 (6H12) € um produto pronto a utilizar
que foi otimizado para utilizagdo com sistema BOND Polymer Refine Detection (DS9800) e BOND-PRIME Polymer DAB Detection System
(DS9284). A demonstragédo da proteina p16 humana é alcangada ao permitir primeiro a ligagéo do p16 (6H12) a secgéo e, em seguida,
observar esta ligagdo usando os reagentes fornecidos no sistema de detegao. A utilizagdo destes produtos, em combinagdo com o sistema
BOND automatizado (inclui o sistema BOND-MAX, o sistema BOND-III e o sistema BOND-PRIME) reduz a possibilidade de erro humano e
a variabilidade inerente resultante da diluicdo do reagente individual, da pipetagem manual e da aplicagdo do reagente.

Reagentes fornecidos

p16 (6H12) é um anticorpo monoclonal anti-humano de rato produzido como sobrenadante de cultura tecidular e fornecido em solugéo
salina com tamp&o Tris com proteina transportadora, contendo 0,35 % de ProClin™ 950 como conservante.

Volume total =7 ml

Clone
6H12

Imunogénico
Proteina de fusdo recombinante procariética correspondente a molécula p16 humana.

Especificidade
Proteina p16 humana.

Classe de Ig
1gG2b

Concentragao total de proteina
Aprox. 10 mg/ml.

Concentragao de anticorpo
Superior ou igual a 5 mg/l, conforme determinado por ELISA.

Diluigao e mistura
O anticorpo primario p16 (6H12) é devidamente diluido para utilizagdo no sistema BOND (inclui o sistema BOND-MAX; o sistema
BOND-III e o sistema BOND-PRIME). Nao é necessario reconstituir, misturar, diluir ou titular este reagente.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Consulte a secgao “Utilizagao de reagentes BOND” na documentagao para o utilizador do sistema BOND, ou as Secgdes 1 e 3 da
documentagao para o utilizador do sistema BOND-PRIME para ver uma lista completa dos materiais necessarios para o tratamento
de amostras e a coloragéo por imunohistoquimica utilizando o sistema BOND (inclui o sistema BOND-MAX, o sistema BOND-IIl e o
sistema BOND-PRIME).

Armazenamento e Estabilidade

Armazenar a 2-8 °C. N&o utilizar ap6s a data de validade indicada no rétulo do frasco.

Os sinais indicativos de contaminag&o e/ou instabilidade do p16 (6H12) s&o: turvagédo da solugéo, desenvolvimento de odores e
presenca de precipitado.

Voltar a colocar entre 2 °C e 8 °C imediatamente ap6s a utilizagéo.

Outras condigbes de armazenamento além das especificadas anteriormente tém de ser verificadas pelo utilizador!.

Precaucgoes

« Este produto destina-se a utilizagdo em diagnéstico in vitro.

« Aconcentragdo de ProClin™ 950 é 0,35%. Contém o ingrediente ativo 2-metil-4-isotiazolin-3-ona, e pode causar irritagéo a pele,
olhos, membranas mucosas e trato respiratério superior. Utilizar luvas descartaveis quando manusear o produto.

« Para obter uma cépia da Ficha de Dados de Seguranga do Material, contacte o seu distribuidor local, gabinete regional da Leica
Biosystems ou, em alternativa, visite o site da Leica Biosystems LeicaBiosystems.com/pt/

« As amostras, antes e depois da fixagdo, bem como todos os materiais a elas expostos, devem ser manuseadas como se fossem
capazes de transmitir doengas infeciosas e descartadas com as devidas precaugdes®. Nunca pipete os reagentes com a boca e evite
o contacto dos reagentes e das amostras com a pele e as mucosas. Caso os reagentes ou as amostras entrarem em contacto com
areas sensiveis, lave com agua abundante. Procure assisténcia médica.

+ Consulte os regulamentos locais, nacionais ou internacionais relativamente a eliminagéo de eventuais componentes que possam ser
toxicos.

+ Minimize a contaminagdo microbiana dos reagentes, sendo podera ocorrer um aumento da coloragéo néo especifica.

* Recuperagéo, periodos de incubagdo ou temperaturas diferentes das especificadas podem originar resultados erréneos. Qualquer

alteracéo deve ser validada pelo utilizador.
PA0016
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Instrugdes de utilizagcao
O anticorpo primario p16 (6H12) foi desenvolvido para utilizagdo no sistema BOND automatizado (inclui o sistema BOND-MAX, o sistema
BOND-lIl e o sistema BOND-PRIME) em combinagéo com sistema BOND Polymer Refine Detection e BOND-PRIME Polymer DAB Detection
System. O protocolo de coloragdo recomendado e a recuperagéo de epitopos para o anticorpo primario p16 (6H12) estédo detalhados na
Tabela 1.

Tabela 1: Parametros do protocolo para cada sistema BOND.

BOND-MAX BOND-IIl BOND-PRIME
Recuperacéo de Recuperagao de epitopos Recuperagao de epitopos Recuperacéo de epitopos
epitopos induzidos por calor utilizando a induzidos por calor utilizando a induzidos por calor utilizando a
BOND Epitope Retrieval Solution | BOND Epitope Retrieval Solution | BOND-PRIME Epitope Retrieval
2 durante 20 minutos 2 durante 20 minutos Solution 2 durante 20 minutos
Protocolo de coloragdo | *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Resultados previstos (gerados com o *IHC Protocol F na plataforma BOND-III utilizando sistema BOND Polymer Refine
Detection).

Tecidos normais

O clone 6H12 deteta a proteina p16 que é expressa num padrédo altamente limitado em determinadas células em tecidos especificos.

O padrao de coloragao € nuclear, mas a coloragéo citoplasmica é observada na maioria dos tipos de células que expressam p16. Foi
observada imunorreatividade no epitélio de cripta reticulada e células dendriticas foliculares nas amigdalas, células ilhotas no pancreas,
células de Leydig dos testiculos, células uroteliais dispersas e nas células epiteliais glandulares ocasionais no endométrio. Foi
observada uma coloragéo fraca ocasional nas glandulas antrais do estémago, glandular e mioepitélio na mama e na glandula adrenal.
Também foi observada coloragao dos macréfagos e alguns fibroblastos. Nao foi observada coloragdo adicional numa variedade de
outros tecidos normais avaliados (nimero total de casos normais = 149).

Tecidos tumorais

O clone 6H12 corou 30/42 cancros cervicais (incluindo 25/31 carcinomas de células escamosas do Utero, 2/4 adenocarcinomas

do utero, 2/2 adenocarcinomas endometrioides, 1/2 adenocarcinomas endocervicais, 0/2 adenocarcinomas do tipo intestinal e 0/1
carcinomas papilares serosos), 21/39 carcinomas de células escamosas orofaringicas, 3/6 tumores da mama (incluindo 2/4 carcinomas
ductais invasivos e 1/2 fibroadenomas), 2/10 tumores do intestino (incluindo 2/4 adenocarcinomas do célon, 0/3 adenocarcinomas do
reto, 0/2 adenomas do intestino e 0/1 adenocarcinomas do intestino delgado), 2/5 carcinomas hepatocelulares, 2/5 tumores na cabega e
pescoco (incluindo 1/1 adenocarcinoma da cavidade oral, 1/1 adenoma pleomoérfico da glandula salivar, 0/1 carcinoma adenoide cistico,
0/1 carcinoma de células escamosas da lingua e 0/1 carcinoma nasofaringeo), 2/4 tumores cerebrais (incluindo 1/3 meningiomas

e 1/1 astrocitoma), 2/4 adenocarcinomas do estémago, 2/4 tumores pulmonares (incluindo 1/1 adenocarcinoma, 1/1 carcinoma de
pequenas células e 0/2 carcinoma de células escamosas), 2/3 adenocarcinomas da prostata, 2/2 adenocarcinomas do endométrio, 1/5
tumores da tiroide (incluindo 1/1 carcinoma folicular, 0/1 adenocarcinoma papilar folicular e 0/3 adenomas), 1/5 tumores metastaticos,
1/4 carcinomas de células escamosas do eséfago, 1/4 tumores dos ovarios (incluindo 1/2 adenocarcinomas endometrioides, 0/1

tumor de célula granulosa e 0/1 adenocarcinoma), 1/2 tumores dos ossos (incluindo 1/1 condrossarcoma e 0/1 osteossarcoma) e 1/1
adenocarcinoma do pancreas. N&o foi detetada coloracdo em linfomas (0/3), tumores da bexiga (0/3), tumores renais (0/3), tumores da
pele (0/3), tumores adrenais (0/2), seminomas (0/2) e uma hiperplasia da préstata (0/1). (Nimero total de casos anormais avaliados =
162).

auxiliar da

hlstogatologla convencnonal, atraves da utlllzagao de corantes hlstogulmlcos néo |munolog|cos
Limitagoes especificas do produto

O p16 (6H12) foi otimizado na Leica Biosystems para utilizagdo com BOND Polymer Refine Detection, reagentes auxiliares

BOND, BOND-PRIME Polymer DAB Detection System e reagentes auxiliares BOND-PRIME. Os utilizadores que se desviem dos
procedimentos de teste recomendados devem assumir a responsabilidade pela interpretagdo dos resultados do paciente nestas
circunstancias. Os tempos de protocolo poderao variar, devido a variagdo na fixagdo de tecido e na eficacia do reforgo antigénico, e
devem ser determinados empiricamente. Os controlos negativos de reagente deveréo ser utilizados durante a otimizagdo das condigdes
de recuperacéo e dos tempos de protocolo.

Resolucao de problemas

Consulte a referéncia 3 quanto a medidas corretivas.

Contacte o distribuidor local ou o gabinete regional da Leica Biosystems para comunicar coloragdes anormais.

Mais informagao

Pode encontrar mais informagéao sobre a ISH com reagentes BOND nas secgdes Principio do procedimento, Materiais necessarios,

Preparagdo da amostra, Controlo de qualidade, Verificagdo do ensaio, Interpretagéo da coloragéo, Significado dos simbolos nos rétulos

e Limitagdes gerais em “Utilizagdo dos Reagentes BOND” na documentagao de utilizador BOND.
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BOND Primiir antikropp - fardig att anvindas
pl6 (6H12)
Artikelnr.: PA0016

Avsedd anvandning

Detta reagens ar avsett for in vitro-diagnostik.

p16 (6H12) monoklonal antikropp ar avsedd att anvandas for kvalitativ identifiering av ljusmikroskopi av humant p16-proteini
formalinfixerad, paraffininbdddad vavnad med ljusmikroskopi och immunhistokemisk fargning med anvandning av det automatiserade
BOND-systemet (inkluderar BOND-MAX-systemet, BOND-III-systemet och BOND-PRIME-systemet).

Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro kompletteras av morfologiska studier och korrekta kontroller, samt utvarderas
mot bakgrund av patientens kliniska historia och andra diagnostiska tester av en kvalificerad patolog.

Sammanfattning och beskrivning

Immunohistokemiska tekniker kan anvandas for att pavisa férekomsten av antigener i vavnader och celler (se "Hur man anvénder BOND-
reagenser” i din BOND-anvandardokumentation). p16 (6H12) primér antikropp ar en fardig att anvanda produkt som har optimerats for
anvandning med BOND Polymer Refine Detection systemet (DS9800) och BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284).
Pavisande av humant p16-protein uppnas genom att man férst méjliggér bindning av p16 (6H12) till snittet och sedan visualiserar

denna bindning med hjalp av de reagenser som ingar i detekteringssystemet. Om du anvénder dessa produkter i kombination med det
automatiserade BOND-systemet (som innefattar BOND-MAX-systemet, BOND-III-systemet och BOND-PRIME-systemet) minskar du
risken fér manskliga misstag och de oundvikliga variationer som blir resultatet av individuell reagensutspadning, manuell pipettering och
reagensanvandning.

Medfdljande reagenser

p16 (6H12) ar en anti-human monoklonal antikropp fran mus framstélld som en supernatant fran vavnadskultur, och levereras i tris-
buffrad koksaltlésning med bararprotein, innehallande 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmedel.

Total volym =7 ml.

Klon
6H12

Immunogen

Prokaryotiskt, rekombinant fusionsprotein motsvarande hela den humana p16-molekylen.
Specificitet

Humant p16-protein.

lg-klass

1gG2b

Total proteinkoncentration

Ca. 10 mg/ml.

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 5 mg/l enligt bestdmning med ELISA.

Spéadning och blandning
p16 (6H12) primar antikropp ar optimalt utspadd fér anvandning i BOND-systemet (inkluderar BOND-MAX-systemet, BOND-III-systemet
och BOND-PRIME-systemet). Denna reagens behodver varken rekonstitueras, blandas, spadas eller titreras.

Material som beh6vs men inte medfoljer

Se "Anvandning av BOND-reagens” i din BOND-anvandardokumentation eller avsnitt 1 och 3 i din BOND-PRIME-
anvandardokumentation for en komplett lista Gver material som krévs for provbehandling och immunhistokemisk fargning med BOND-
systemet (inkluderar BOND-MAX-systemet, BOND-IlI-systemet och BOND-PRIME-systemet).

Forvaring och stabilitet

Forvaras vid 2-8 °C. Anvand inte efter det utgangsdatum som finns angivet pa behallarens etikett.

De tecken som indikerar kontaminering och/eller instabilitet hos p16 (6H12) &r: grumling av l6sningen, utveckling av odér och nérvaro av
fallning.

Aterga till 2-8 °C direkt efter anvandning.

Férvaringsférhallanden som skiljer sig fran de ovanndmnda maste kontrolleras av anvandaren'.

Forsiktighetsatgarder

« Produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik.

+ Koncentrationen av ProClin™ 950 &r 0,35 %. Det innehaller den aktiva bestandsdelen 2-metyl-4-isotiazolin-3-on och kan orsaka
irritation i huden, 6gonen, slemhinnorna och dvre luftvagarna. Bar engangshandskar vid hantering av reagens.

« Du kan fa en kopia av materialsédkerhetsdatabladet genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor eller
ocksa pa Leica Biosystems webbplats, LeicaBiosystems.com

« Prover, bade fore och efter fixering, samt all materiel som exponeras fér dem, bor behandlas och avfallshanteras som potentiellt
smittbarande material®>. Munpipettera aldrig reagens och undvik att hud eller slemhinnor kommer i kontakt med reagens eller prover. Om
reagens eller prover skulle komma i kontakt med kéansliga omraden bor du tvatta dig med rikliga mangder vatten. Radgér med lakare.

* Angaende avfallshantering av potentiellt toxiska material hanvisar vi till gallande europeiska, nationella och lokala bestdmmelser och
férordningar.
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* Minimera mikrobisk kontaminering av reagens annars kan en ¢kning av ospecifik fargning ske.

« Atervinning, inkubationstider eller temperaturer som avviker mot dem angivna kan ge felaktiga resultat. All sddan &ndring maste
bekraftas av anvandaren.

Bruksanvisning

p16 (6H12) primar antikropp utvecklades fér anvandning i det automatiserade BOND-systemet (inkluderar BOND-MAX-systemet, BOND-
Ill-systemet och BOND-PRIME-systemet) i kombination med systemet BOND Polymer Refine Detection och BOND-PRIME Polymer DAB
Detection System. Det rekommenderade fargningsprotokollet och epitopatervinning fér p16 (6H12) primar antikropp beskrivs detaljerat i
tabell 1.

Tabell 1: Protokollparametrar for varje BOND-system.
BOND-III

BOND-MAX BOND-PRIME

Epitopatervinning

Varmeinducerad epitopatervinning
med anvandning av BOND
Epitope Retrieval Solution2 i 20

Varmeinducerad epitopatervinning
med anvandning av BOND
Epitope Retrieval Solution2 i 20

Varmeinducerad epitopatervinning
med anvandning av BOND-PRIME
Epitope Retrieval Solution2 i 20

minuter
*IHC Protocol F

minuter
*IHC Protocol F

minuter
*IHC Protocol F

Fargningsprotokoll

Forvantade resultat (genererade med *IHC Protocol F p4 BOND-III-plattform med hjélp av systemet BOND Polymer Refine Detection).
Normala vévnader

Klon 6H12 detekterar p16-proteinet som uttrycks i ett mycket begransat monster i vissa celler inom specifika vavnader.
Fargningsmonstret &r i kdrnan, men cytoplasmisk fargning observeras i de flesta celltyper som uttrycker p16. Immunreaktivitet
observerades i retikulerad kryptypepitel och follikuléra dendritiska celler i tonsill, celldar i bukspottkérteln, Leydig-celler i testiklarna,
utspridda urotelceller och i enstaka glandulara epitelceller i endometriet. Enstaka svag fargning sags i ankelkortlar i magen, kirtlet och
myo-epitel i brostet och i binjuran. Fargning av makrofager och vissa fibroblaster sags ocksa. Ingen ytterligare fargning observerades i
en mangd andra normala vavnader som utvarderades (Totalt antal normala fall = 149).

Tumérvavnader

Klon 6H12 fargade 30/42 livmoderhalscancer (inklusive 25/31 skvettcellscarcinom i livmoderhalsen, 2/4 adenokarcinom i livmoderhalsen,
2/2 endometriida adenokarcinom, 1/2 endokerviska adenokarcinom, 0/2 intestinaltyp adenokarcinom och 0/1 serésa papillara karcinom),
21/39 oropharyngeal squamouscellkarcinomer, 3/6 brosttumérer (inklusive 2/4 invasiva duktala karcinom och 1/2 fibroadenom), 2/10
tumorer i tarmen (inklusive 2/4 adenokarcinom i tjocktarmen, 0/3 adenokarcinom i rektum, 0/2 adenom i tarmen och 0/1 adenokarcinom i
tunntarmen), 2/5 hepatocellulara karcinom, 2/5 huvud och nacktumdrer (inklusive 1/1 adenokarcinom i munhalan, 1/1 spytkarls adenom i
spyttkorteln, 0/1 adenoidcystisk karcinom, 0/1 skorpialcellkarcinom i tungan och 0/1 nasofaryngealkarcinom), 2/4 hjarntumorer (inklusive
1/3 meningiom och 1/1 astrocytom), 2/4 adenokarcinom i magen, 2/4 lungtumérer (inklusive 1/1 adenokarcinom, 1/1 smallcellkarcinom
och 0/2 squamouscellkarcinom), 2/3 adenokarcinom i prostata, 2/2 adenokarcinom i endometriumet, 1/5 skdldkaorteltumérer (inklusive
1/1 follikelcarcinom, 0/1 follikelpapillar adenokarcinom och 0 / 3 adenom), 1/5 metastatiska tumdérer, 1/4 pladecells karcinomer i
matstrupen, 1/4 ovarie tumorer (inklusive 1/2 endometriida adenokarcinom, 0/1 granulosa celltumér och 0/1 adenokarcinom), 1/2
bentumérer (inklusive 1/1 kondrosarkom och 0/1 osteosarkom) och 1/1 adenokarcinom i bukspottkorteln. Ingen fargning detekterades i
lymfom (0/3), blastumérer (0/3), njurtumérer (0/3), hudtumérer (0/3), binjurtumérer (0/2), seminom (0/2) och en prostatahyperplasi (0/1).
(Totalt antal utvérderade onormala fall = 162).

p16-6H12 rekommenderas for detektering av humant p16-protein i normala eller neoplastiska vavnader. som tilldgag till
konventionell histopatologi med anvéndande av icke-immunologiska histokemiska flackar.
Produktspecifika begransningar

p16 (6H12) har optimerats hos Leica Biosystems for anvandning med BOND Polymer Refine Detection, BOND hjalpreagenser,
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System och BOND-PRIME hjalpreagenser. Anvandare som avviker fran rekommenderade
testprocedurer maste ta ansvar for tolkningen av patientens resultat under saddana omsténdigheter. Protokolltiderna kan variera
beroende pa variation i védvnadsfixering och effektiviteten av antigenférstarkning och maste bestdmmas empiriskt. Negativa
reagenskontroller bor anvandas vid optimering av atervinningsférhallanden och protokolltider.

Fels6kning
Se referens 3 for korrigerande atgarder.
Kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor for att rapportera onormal infargning.

Mer information

Mer information om immunfargning med BOND-reagens finns under rubrikerna Bakgrund till metoden, Nédvandiga materiel, Férbereda
provet, Kvalitetskontroll, Verifiering av analyser, Tolka infargningsresultat, Symbolférklaring for etiketter och Allménna begransningar i
"Anvanda BOND-reagens” i din BOND anvandardokumentation.

Bibliografi
1. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.
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"Etoypo Yo Xpion llpotoyevéic Avticopa BOND
pl6 (6H12)
Ap. kotaroyov: PA0016

XprAon yia TNV otroia poopideTal

AuTo TO aVTIdPACTAPIO TTPOOPIZETAI VIO SIAYVWOTIKK) XPAon in vitro.

To HovokAwVIKS avTiowpa p16 (6H12) TpoopideTal yia TNV TTOIOTIKI| TAUTOTIOINGT UE YIKPOOKOTTIKN £EETAON GWTAG TNG avBpWTTIVNG

TPWTEIVNG p16 O€ povIPOTIOINUEVO O POPHOAN KAl EVOWHATWHEVO OE TIAPAPivn IOTO UE AVOTOITTOXNUIKF XPWOT, HE XPRON TOou

auTtopaTtoTroinuévou cuaTipatog BOND (repidapBavel To ouotnua BOND-MAX, 1o cuatnua BOND-III kai To guothua BOND-PRIME).

H KAIVIKA) epunveia oTTOI0GBATIOTE XPWOoNG i} ATTousiag TNG Ba TTPETTEl va CUPTTIANPWVETAI aTTd HOPPOAOYIKEG HEAETEG Kal KaTGAANAoug

HAPTUPEG Kal Ba TIPETTEN VA agloAoyeiTal aTo TTACICIO Tou KAIVIKOU 10TOPIKOU Tou aoBevoUg Kal GAAwY SIayVwoTIKWY EETA0EWY aTTd

£10IkeUPEVO TTaBoAoyoavaTdo.

ZUovoyn Kal emegynon

O1 avoo0ioTOXNMIKEG TEXVIKEG HTTOPOUV Va XpnaolpotroinBoly yia va emdeIKBei N TTapoudia avTiyévwy aTov I0TO Kal oTa KUTTapa (avaTpégTe

aTto «Xpron AvtidpaoTtnpiwv BOND» otnv Tekunpiwaon xproTn yia 7o BOND oag). To mpwrelov avtiowpa p16 (6H12) givar éva rpoiév £Toiuo

yia xprion Tou éxel BeATIoToTTOINBET oUYKeEKPIPEVA Yia xprion pe To ouoTnua BOND Polymer Refine Detection (DS9800) kai o BOND-PRIME

Polymer DAB Detection System (DS9284). H katadeign tng avBpwmivng Tpwreivng p16 emtuyxaveral agol TTpwta emTeuxBei n déopeuon

Tou p16 (6H12) oTnVv Topr kal KATdTTV JE ATTEIKOVION TNG OETHEUONG QUTAG HE XPrOTN TWV avTIdPaaTNPiwy TToU TTapéXovTal 0To oUoTNHA

avixveuong. H xprion autwy Twv TTpoidvTwy, og ouvduacud e To autopatoTroinuévo auotnua BOND (mepidapBdver To ouoTnua BOND-

MAX, 1o atotnua BOND-III kai To ouoTtnua BOND-PRIME), peiwvel Tnv TOavotnTa avBpwITivou OQAAPATOS Kal TNV £yYEVH TIOIKIAGTNTA TTOU

TIPOKCGAEITAI ATTd OPaiWaT CUYKEKPIUEVOU QVTIOPAOTNPIOU, XEIPOKIVATN avappd@non HE TIITTETA KOl EQAPHOYHA avTIdPacTnpiou.

Mapexoueva avTidpaocTipia

To p16 (6H12) gival éva HovoKAwVIKS avTI-avBpwITIvO avTiCWHa TTOVTIKOU TTOU TIAPAYETAI WG UTTEPKEINEVO IOTOKAANIEPYEIOG Kal TTAPEXETAI

oe ahatoUxo puBpIoTIKG diGAupa Tris pe TTpwTEivn Qopéa TTou TrepiExel 0,35% ProClin™ 950 wg ouvtnpnTIKG.

ZUVOAIKGG OykoG =7 mL.

KAwvog

6H12

Avoooyoévo

MpokapuwrTIKA avaouvduaouévn TTPwTEVN aUVINENG TTOU avTIoToIxEi o€ OAGKANPO TO avBpwTTivo poépio p16.

E1dikoTnTal

AvBpwivn TpwTeivn p16.

Tagn Ig

1gG2b

OAIKN OUYKEVTPWON TTPWTEIVNG

Mepitmou 10 mg/mL.

ZUYKEVTPWON AVTICWHATOG

MeyaAUTepn 1 ion pe 5 mg/L, émrwg mpoodiopifeTal pe ELISA.

Apaiwon Kal avapeign

To TpwtoyevEG avtiowpa p16 (6H12) utrokerar og BEATIOTN apaiwaon yia Xprion oo alotnua BOND (mrepidapBavel To ouotnua BOND-MAX, 1o

oUotnua BOND-III kai To ouotnpa BOND-PRIME). Aev amaiteitar avacuoTtaon, avapeign, apaiwan A TITAoTroinon autol Tou avTidpaaTnpiou.

YAikd 1TOoU atraiToUvTal aAAd Sev TrapéxovTal

Avarpégre otnv evotnTa «Xprion avridpactnpiwv BOND» 1o UAIKS Tekunpiwong xpriong Tng BOND 1y oTig Evétnteg 1 Kai 3 010 UAIKG

Tekpnpiwong xpriong BOND-PRIME yia pia TTAipn AioTa Twv UAIKWV TTou aTTaitoUvTal yid Ty €TTEGEpyacia SEIYUATWY Kal TNV avOoCOIioTOXNUIKN

Xpwon pe 1 Xprion Tou ouoTtipatog BOND (trepihapBaver To ouotnua BOND-MAX, 1o ouotnua BOND-III kai To cUotnua BOND-PRIME).

DUAagn kal oTABEPSTNTA

duAdooetal oToug 2-8°C. Mnv XpNnOIPOTIOIEITE PETA TNV NUEPOUNVia AENG TTOU UTTODEIKVUETAI TNV ETIKETA TOU TIEPIEKTT.

O evdeigeig TTou uTrodnAWvVoUV péAuvan r/kai acTddeia Tou p16 (6H12) eivar: BoAepdTnTa TOU SIGAUPATOG, AVATITUEN OOUAG Kal TTapoudia

1¢AparTog.

EmavagépeTte 1o Tpoidv aToug 2—8 °C apéowg PETA T Xprion.

Tuxdv ouvBIKeg PUAAENG BIOPOPETIKEG ATTO EKEIVEG TTOU KaBoPIJovTal TIapaTTdvw TPETTEl va eTTaAnBguovTal amd Tov Xpriom'.

Mpo@uAdgeig

« Autd TO TTPOIGV TTPoOpIeTal Yia dIayVWATIKA Xpron in vitro.

* H ouykévrpwaon tou ProClin™ 950 eivai 0,35 %. Mepiéxel 1o dpacTikd ouaTaTikd 2-ueBUA-4-1000¢1afoAiv-3-6vn kai evOEXETal Va
TIPOKOAETEl EPEBICUO TOU BEPPATOG, TWV OPOAAPWY, TwV BAEVVOYOVWY Kal TNG AVWTEPNG AVATIVEUOTIKAG 0d0U. PopdTe yavTIa piag
XPAONG KATA TOV XEIPIOPS TWV avTISPACTNPIwY.

« Ta va mépete avtiypago Tou AeAtiou Aedopévwv AopaAeiag YAIKOU, ETTIKOIVWVATTE PE TOV TOTTIKG 00G SIaVOpE 1) TO TOTTIKO YPaPEio
TnG Leica Biosystems, 1} evaAAakTIKG, £TTIOKEQOEITE TOV 10TOTOTTO TNG Leica Biosystems, LeicaBiosystems.com

«  Ta deiypata, TTPIV KAl HETA TN HOVIPOTTOINGOT, KOl OAa Tat UAIKG TTOU EKTIBEVTaI O€ QUTE, Ba TTPETTEI VA AVTIHETWTTICOVTAI WG IKAVA PETAdOONG
Aoipwéng kai Ba TpETTel va atoppiTrrovTal AauBavovTag KATAAANAEG TTPOQUAGEEIGZ. Mnv KAVETE TTOTE avappdPnan avTidpacTnpiwy Pe
THTTETAL UE TO OTOHA KAl ATTOQPEVYETE TNV ETTAPH TOU SEPUATOG Kal TwV BAevvoyovwy pe avTidpaoTripia fi Seiyparta. Edv ta avtidpacTrpia i
Ta deiypaTa EABouv o€ eTTaPn PE EURioBNTEG TTEPIOXEG, TTAUVETE e dpBoveG TTOOOTNTEG VEPOU. ZNTAOTE T CUPBOUAN 1aTpoU.
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*  ZUPBOUAEUTEITE TOUG OUOOTIOVSIOKOUG, TIONITEIOKOUG I} TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG VIOl TNV aTTOPPIYN OTTOIOVONRTIOTE SUVNTIKWG TOEIKWY OUCTATIKWV.

« EAaxiotomoioTe Tn HikpoBiokh poAuvon Twv avTidpaoTnpiwy, dIOTI evOEXETaAI va oupBei augnon un IBIKAG XpWwong.

* Avéktnon, xpoévol fj BeppoKpaacieg £TTWAONG DIOPOPETIKEG OTTO AUTEG TTOU KaBopidovTal EVOEXETAI VO SWOOUV ETQOApEVA
armoteAéoparta. OmoiadhToTe Trapdpola aAAayn TIPETTEI Vo ETTIKUPWOET atrd Tov XprioTn.

Odnyieg xpriong
To TpwToyevEG avtiowpa p16 (6H12) avartuxBnke yia Xprion oTo autopatotroinuévo oUotnua BOND (trepidapBdvel o oUotnua BOND-
MAX, 1o guatnua BOND-III kai To ouotnua BOND-PRIME) o€ ouvduaoué pe Ta ouotipata BOND Polymer Refine Detection kai BOND-
PRIME Polymer DAB Detection System. To cuvioTWuEVO TTPWTOKOAAO XpWONG Kal N avaKTNon EMTOTIWY YIa TO TIPWTOYEVEG avTioWa
p16 (6H12) mrepiypdgovtal Aemrropgpwg oTov Mivaka 1.

Mivakag 1: NapapeTpol MpwTokdAAou yia kaBe Zuotnua BOND.

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME

Avakrtnon Emitémou

AVAKTNON ETITOTIWV ETTAYOUEVN
ue BeppdTnTa e xprion tou BOND
Epitope Retrieval Solution 2 yia

AvAKTNON ETMITOTIWY ETTAYOHEVN
pe BeppdtnTa pe xprion tou BOND
Epitope Retrieval Solution 2 yia

AVAKTNON ETMTOTTWY ETTAYOUEVN HE
BeppdTnTa PE xprion Tou BOND-
PRIME Epitope Retrieval Solution

20 AemrTd.
*IHC Protocol F

20 AeTTTd.
*IHC Protocol F

2 yia 20 AetrTa.
*IHC Protocol F

MpwTékoAO Xpwaong

Avapevopeva AtroteAéopaTa (rpokdmrouv amd To *IHC Protocol F oty mAat@opua BOND-III pe xprion Tou ouotnua BOND
Polymer Refine Detection).

Dduoioloyikoi 10Toi
O kMvog 6H12 aviyvelel TNV Tipwrteivn p16 Trou ekQPAdeTal PE Evav GAIPETIKG TTEPIOPIOHEVO HOTIBO O€ OpITUEVA KUTTAPA EVTOG OUYKEKPIPEVWY
10TWV. To poTifo Xpwong gival TTUpnVIKG, dAAG N KUTTAPOTTAQOHATIKY XPWON TIAPATNPEITAl OTOUG TIEPICOGTEPOUG TUTTOUG KUTTAPWY TTOU
ekppadouv 1o p16. MapatnprBnke avoooavTIdPACTIKOTNTA O€ DIKTUWHEVO KPUTTTIKG ETTIBAAIO kal o€ BUAAKOEIDH devOPITIKG KUTTOPA OTIG
apuySaAég, ota vnaoidia KUTTapa oTo TTayKpeag, Ta kKUTTapa Leydig Twv dpxewv, SiackopTriopéva emBnAIakd KUTTapa Kal O€ TTEPIOTACIAKA
adevwdn emBNAIaKd KUTTapa aTo evourTpIo. Mapatnprénke TrepioTaciakh acBeviig Xpwaon o€ KOIAOTIKOUG adéveg Tou OTOUAXOU, adeVWON Kal
HuoemBNAIKE OTOV PaOTd , Kal OTO ETTIVEQQISIO. MapaTnPABNKE ETTIONG XPWON TWV HOKPOPAYWY Kal OpIoUEVWY IVOBAACTWY. Agv TrapatnpriBnke
£TMITTAéOV Xpwon o€ pia TTolkIAia GAAWY QUOIOAOYIKWY I0TWY TTou aglohoyrenkav (ZuvoAiKOg apiBuOS QUOIOAOYIKWY TTEPIOTATIKWY = 149).

‘Oykol 10TV

O kAWvog 6H12 Tapouaiaae xpwan yia 30/42 kapkivoug Tou TpaxfiAou (HeTagy GAAwY 25/31 akavBoKUTTOPIKE KAPKIVWHATA TOU
TPaxXAAOU TNG UATPAG, 2/4 adevOKAPKIVWHATA TOU TPaXHAoU TNG HATPAG, 2/2 evBopNTPIOEIdr) adevoKapKIVWHATA, 1/2 evdoTpayxnAIKa
adevokapKIvwpaTta, 0/2 adevokapKivwpaTa eviepikoU TUTTou kai 0/1 opwdn BnAwdn kapkivwuara), 21/39 GTopato@apuyyika
aKavBOoKUTTaPIKG KapkIivwparta, 3/6 dykoug Tou paoToU (HeTagly GAAwv 2/4 TTopoyevr SINBNTIKA KapkivwpaTta kai 1/2 ivadevwpata), 2/10
BOYKOUG TOU eVTEPOU (HETAEU BAAWY 2/4 adevoKapKIVWHATA Tou Trax£og eviépou, 0/3 adevokapkivwpaTa Tou opBou, 0/2 adevwpata Tou
evTépou Kal 0/1 adeVOKAPKIVWHATA TOU AETITOU VTEPOU), 2/5 NTTATOKUTTAPIKG KAPKIVWHATA, 2/5 dykoug TnG KEPAARG Kal Tou TpaxiAou
(peTagUu dMwv 1/1 adevokapkivwpa TNG OTOPATIKAG KOIAGTNTAG, 1/1 TTAEIoHOP@PIKG adévwpa Tou GleAoydvou adéva, 0/1 adevoeIdEG KUOTIKO
Kapkivwya, 0/1 akavBokuTttapikd Kapkivwpa TG YAwoaoag kai 0/1 pivopapuyyikd Kapkivwpa), 2/4 dykoug eykepaAou (PeTagu dAAwv 1/3
pnviyyiwpata Kai 1/1 aoTpokUTwua), 2/4 adeVOKapKIVIWHATA TOU OTopdxou, 2/4 dykoug TTveUpova (peTagl dAAwy 1/1 adevokapkivwpa,

1/1 PIKPOKUTTAPIKS KapkKivwpa kal 0/2 akavBoKUTTapIkG Kapkivwpa), 2/3 adevoKapKIVWHATA TOU TIPOCTATN, 2/2 adeVOKAPKIVWHATA TOU
evdopnTpiou, 1/5 dykoug Tou Bupeoeidoug (LeTagy GAAwv 1/1 Bulakoeldég kapkivwpa, 0/1 Bulakoeidr) BnAwdn adevokapkivwua kai 0/3
adevwpara), 1/5 petaoTatikolg Oykoug, 1/4 akavBoKUTTapIKG KAapKIVWHATA Tou 0ioco@dyou, 1/4 dykoug Twv wobnkwv (HeTagu GAAwv 1/2
evdounTpIoEId adevokapkivwpaTa, 0/1 KapKivog Twv KUTTAPWY TNG KOKKWOoUG aToIBddag kai 0/1 adevokapkivwua), 1/2 dykoug Twv
00TWV (PETagU GAMwvV 1/1 xovdpoodpkwpa kal 0/1 ooTeoadpkwpa) Kai 1/1 adevokapkivwpa Tou TraykpéaTog. Agv avixveuBnke xpwon

oe Aeppwpata (0/3), dykoug oupoddxou kKUoTewg (0/3), veppikoug dykoug (0/3), deppaTikoug dykoug (0/3), eive@pidiakoug dykoug (0/2),
oepivwpaTa (0/2) kai utreptrAacia Tou TPoaTaTn (0/1). (ZUVOAIKOG apIBUGG PN QUGIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY TTou agloAoyribnkav = 162).

To p16-6H12 G i i 1 10\ UG KOl VEOTTA UG 10TOU
AVOOTOAOVIKEG IOTOXNMIKE

1oToTmaBoAoyia TIOTTOIWVTA

aTIKNA

Mepiopiopoi TTou a@opouv EISIKAE TO TTPOIOV

To p16 (6H12) éxer BeATioToTTOINGET OTN Leica Biosystems yia xprion pe 1o Ziotnua BOND Polymer Refine Detection, ta Bon8ntikd
avTidpaoTrpia BOND, 10 ZUoTnua BOND-PRIME Polymer DAB Detection System kai ta Bon@ntikd avridpaotripia BOND-PRIME. Oi xprioTeg
TIoU TTapeKKAivOuV aTmd TG TTpoTeIVOpEVEG DIadIKaaieg £EETaong TTPETTEN va avaAdBouv TNV euBUvn yia TNV EPUNVEIR TWV ATTOTEAECUATWY TWV
aoBevwV UTTO aUTEG TIG CUVOIKEG. O1 XpAvol Tou TIPWTOKOAAOU pTTOpET va Slagépouv Adyw TG S1agopoTIoinangG 0T POVIUOTIOINGN TOu I0TOU
Kl TNV aTTOTEAEOHATIKOTNTA TNG EVIOXUONG TOU QVTIYOVOU Kal TIPETTE va TIpoodiopiovTal epTreIpIKE. Ma Tn BEATIOTOTTOINON TWV GUVONKWY
QAVAKTNONG Kal TV XPOVWY TOU TIPWTOKOAAOU Bal TTPETTEI VA XpNOIPOTTOI0UVTal AVTIOPACTHPIN WG apVNTIKOI HEPTUPEG.

AvTIpNETWTTION TTPORBANUATWYV

AvaTpégte otnv TTapammoptA 3 yia dI0pBwTIKEG EVEPYEIES.

EmikoivwvroTe e Tov TotmiKG dlavopéa i To ToTmikS ypageio TG Leica Biosystems yia va ava@épete acguviBioTn Xpwon.

MpooBeTeg TANPOPOpPiEg

MTopeiTe va Bpeite TTEPICOOTEPEG TTANPOPOPIEG TXETIKA PE TNV avoooxpwaon He avTidpaoTipia BOND, utrd Toug TiThoug «Apxn Tng
Siadikaoiog», «ATrairoUpeva UAIKGy, «IpoeToipacia deiypatogy, «IMoioTikdg éAeyxog», «ETraAnBeucn poadiopiopol», «Epunveia Tng
XPWong», «YTopvNua yia Ta oUPBOAa OTIG ETIKETEGY Kal «[EVIKOI TTEPIOPITHOI» 0TV evATNTA «Xprjan avTidpaoTtnpiwv BOND» aT1o UAIKO
TeKpNpiwong xpriong Tng BOND.
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BOND Brugsklart primeert antistof
pl6 (6H12)

Katalog nr.: PA0016

Tilteenkt brug

Denne reagens er beregnet til in vitro-diagnostik.

p16 (6H12) monoklonalt antistof er beregnet til brug til kvalitativ identifikation med lysmikroskopi af humant p16-protein i formalinfikseret,
paraffinindlejret vaev gennem immunhistokemisk farvning ved hjeelp af det automatiske BOND-system (herunder BOND-MAX-systemet,
BOND-lll-systemet og BOND-PRIME-systemet).

Den kliniske tolkning af farvning eller fraveer deraf skal komplementeres af morfologiske undersggelser og passende kontroller og skal
bedgmmes inden for konteksten af patientens kliniske anamnese og andre diagnostiske test foretaget af en kvalificeret patolog.

Oversigt og forklaring

Immunohistokemiske teknikker kan anvendes til at pavise tilstedeveerelse af antigener i veev og celler (se "Anvendelse af BOND-
reagenser” i BOND-brugerdokumentationen). Det primzere antistof p16 (6H12) er et produkt, som er klart til brug, og som er optimeret til
brug sammen med BOND Polymer Refine Detection-systemet (DS9800) og BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284).
Pavisningen af humant p16-protein sker ved farst at tillade, at p16 (6H12) bindes til snittet, og derefter visualisere denne binding ved
hjeelp af de reagenser, der folger med detektionssystemet. Anvendelse af disse produkter sammen med det automatiske BOND-system
(herunder BOND-MAX-systemet, BOND-III-systemet, og BOND-PRIME-systemet) nedseetter muligheden for menneskelige fejl og
iboende variabilitet som fglge af individuel fortynding af reagenser, manuel pipettering og tilseetning af reagenser.

Leverede reagenser

p16 (6H12) er et murint antihumant monoklonalt antistof produceret som en vaevskultursupernatant og leveret i Tris-bufferjusteret
saltvandsoplgsning med baereprotein indeholdende 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmiddel.

Total volumen =7 ml.

Klon
6H12

Immunogen

Prokaryot, rekombinant fusionsprotein svarende til den humane melan p16-molekyle.
Specificitet

Humant p16-protein.

lg-klasse

1gG2b

Total proteinkoncentration

Cirka 10 mg/ml.

Antistofkoncentration

Sterre end eller lig med 5 mg/l, som fastslaet af ELISA.

Fortynding og blanding

p16 (6H12) primeert antistof er optimalt fortyndet med henblik pa brug i BOND-systemet (herunder BOND-MAX-systemet, BOND-III-

systemet og BOND-PRIME-systemet). Genopl@sning, blanding, fortynding eller titrering af dette reagens er ikke ngdvendig.

Nodvendige materialer, der ikke er vedlagt

Se “Brug af BOND-reagenser” i din BOND-brugerdokumentation eller afsnit 1 og 3 i din BOND-PRIME-brugerdokumentation for en

hel oversigt over materialer, som kraeves til prevebehandling og immunohistokemisk farvning med brug af BOND-systemet (herunder

BOND-MAX-systemet, BOND-III systemet og BOND-PRIME-systemet).

Opbevaring og stabilitet

Opbevar ved 2-8 °C. Ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen, der er angivet pa beholderens etiket.

Tegn, der tyder pa kontamination og/eller ustabilitet af p16 (6H12) er: turbiditet af opl@sningen, lugtudvikling og tilstedevaerelse af praecipitat.

Seettes tilbage til opbevaring ved 2-8 °C umiddelbart efter brug.

Andre opbevaringsforhold end dem, der er specificeret herover, skal verificeres af brugeren’.

Forholdsregler

« Dette produkt er beregnet til in vitro-diagnostik.

« Koncentrationen af ProClin™ 950 er 0,35 %. Det indeholder den aktive ingrediens 2-metyl-4-isotiazolin-3-on og kan forarsage
irritation pa hud, gjne, slimhinder og @vre luftveje. Brug engangshandsker ved handtering af reagenser.

* Hvis du ensker et eksemplar af sikkerhedsdatabladet, kan du kontakte din lokale forhandler eller regionskontoret til Leica Biosystems,
eller du kan besgge Leica Biosystems’ hjemmeside pa LeicaBiosystems.com

« Prover, for og efter fiksering, og alle materialer som udsaettes for dem, skal behandles som om de kan overfere smitte og afskaffes
i henhold til de korrekte forholdsregler?. Foretag aldrig pipettering med munden, og undga kontakt med falsomme omrader og
slimhinder med reagenser eller prover. Hvis reagenser eller praver kommer i kontakt med falsomme omrader, skal der skylles med
rigelige maengder vand. Sgg leegehjeelp.

« Bortskaffelse af potentielt toksiske komponenter skal ske i henhold til statslig eller lokal lovgivning.

« Mikrobiel kontamination af reagenser skal minimeres for at undga en oget ikke-specifik farvning.

« Genfinding, inkubationstider eller temperaturer, der afviger fra de specificerede, kan give fejlagtige resultater. En eventuel sadan
2endring skal valideres af brugeren.
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Brugsanvisning

p16 (6H12) primeert antistof er udviklet med henblik pa brug i det automatiske BOND-system (herunder BOND-MAX-systemet, BOND-
lll-systemet og BOND-PRIME-systemet) kombineret med BOND Polymer Refine Detection-systemet og BOND-PRIME Polymer DAB
Detection System. Den anbefalede farvningsprotokol og epitophentning for p16 (6H12) primaert antistof er beskrevet i tabel 1.

Tabel 1: Protokolparametre for hvert BOND-system.

BOND-MAX

BOND-III

BOND-PRIME

Epitophentning

Varmefremkaldt epitophentning
ved brug af BOND Epitope
Retrieval Solution 2 i 20 minutter

Varmefremkaldt epitophentning
ved brug af BOND Epitope
Retrieval Solution 2 i 20 minutter

Varmefremkaldt epitophentning
ved brug af BOND-PRIME
Epitope Retrieval Solution 2 i 20

minutter

Farvningsprotokol *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Forventede resultater (genereret med *IHC Protocol F pa BOND-III-platform ved hjeelp af BOND Polymer Refine Detection-
systemet).
Normalt veev
Klon 6H12 detekterer p16-proteinet, der udtrykkes i et staerkt begreenset mgnster i visse celler inden for specifikke vaev.
Farvningsmenstret er nukleaert, men cytoplasmisk farvning observeres i de fleste celletyper der udtrykker p16. Immunoreaktivitet blev
observeret i retikuleret kryptepitel og follikuleere dendritiske celler i mandlerne, greceller i bugspytkirtlen, Leydig-celler i testiklerne,
spredte uroteleceller og lejlighedsvist i glandulaere epithelceller i endometrium. Lejlighedsvis svag farvning blev observeret i ankelkirtler
i maven, glandulzer og myo-epithelium i brystet og i binyrerne. Farvning af makrofager og nogle fibroblaster blev ogsa observeret. Ingen
farvning blev observeret i en reekke andre normale veev (samlet antal normale tilfeelde = 149).
Tumorveev
Klon 6H12 farvede 30/42 tilfeelde af livmoderhalskraeft (herunder 25/31 pladecellekarcinomer i livmoderhalsen, 2/4 adenocarcinomer
i livmoderhalsen, 2/2 endometriide adenocarcinomer, 1/2 endocervikale adenocarcinomer, 0/2 intestinale adenocarcinomer og 0/1
sergse papilleere karcinomer), 21/39 pladecellecarcinomer i svaelget, 3/6 brysttumorer (herunder 2/4 invasive duktale carcinomer og 1/2
fibroadenomer), 2/10 tumorer i tarmen (inklusive 2/4 adenocarcinomer i tyktarmen, 0/3 adenocarcinomer i endetarmen, 0/2 adenomer af
tarmen og 0/1 adenocarcinomer i tyndtarmen), 2/5 hepatocelluleere carcinomer, 2/5 hoved- og halstumorer (herunder 1/1 adenocarcinom
i mundhulen, 1/1 pleomorphic adenom i spytkirtlen, 0/1 adenoid cystisk carcinom, 0/1 pladepitelcellekarcinom og 0/1 nasopharyngeal
carcinoma), 2/4 hjernetumorer (herunder 1/3 meningiomer og 1/1 astrocytomer), 2/4 adenocarcinomer i maven, 2/4 lungetumorer
(inklusiv 1/1 adenocarcinom, 1/1 smacellet carcinom og 0/2 pladecellecarcinom), 2/3 adenocarcinomer af prostata, 2/2 adenocarcinomer
af endometrium, 1/5 thyroid-tumorer (inklusiv 1/1 follikelcarcinom, 0/1 follikelpapiller adenocarcinom og 0/3 adenomer), 1/5 metastatiske
tumorer, 1/4 pladeceller esofagus carcinomer, 1/4 ovarietumorer (herunder 1/2 endometriide adenocarcinomer, 0/1 granulosa celletumor
og 0/1 adenocarcinom), 1/2 knogle tumorer (inklusiv 1/1 chondrosarcoma og 0/1 osteosarcoma) og 1/1 adenocarcinom i bugspytkirtlen.
Ingen farvning bliv detekteret i lymfomer (0/3), blaeretumorer (0/3), nyretumorer (0/3), hudtumorer (0/3), binyretumorer (0/2), seminomer
(0/2) og en prostatisk hyperplasi (0/1). (Samlet antal evaluerede, abnorme tilfeelde = 162).

16 (6H12) anbefales til pavisning af humant p16-protein i normale og neoplastiske vav. som et hjeelpemiddel til traditionel
histopatologi ved brug af ikke-immunologiske histokemiske farvninger.

Produktspecifikke begraensninger

p16 (6H12) er blevet optimeret hos Leica Biosystems til brug sammen med BOND Polymer Refine Detection, BOND-hjeelpereagenser,
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System og BOND-PRIME-hjaelpereagenser. Brugere, som afviger fra anbefalede testprocedurer,
ma selv tage ansvaret for tolkningen af patientresultater under disse betingelser. Protokoltiderne kan variere pga. variationer i
veevsfiksering og effektiviteten af antigenforstaerkningen og skal bestemmes empirisk. Der skal anvendes negative reagenskontroller ved
optimering af hentningsforhold og protokoltider.

Fejlfinding
Se reference 3 for afhjeelpende foranstaltninger.
Kontakt den lokale forhandler eller Leica Biosystems' regionale kontor for at rapportere usaedvanlig farvning.

Yderligere oplysninger

Yderligere oplysninger om immunfarvning med BOND-reagenser kan findes under overskrifterne Proceduremaessige principper,
Nedvendige materialer, Praeparatklargering, Kvalitetskontrol, Analyseverifikation, Tolkning af farvning, Negle til symboler pa etiketter og
Generelle begraensninger i "Anvendelse af BOND-reagenser" i brugerdokumentationen til BOND-systemet.
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BOND gebruiksklaar primair antilichaam
pl6 (6H12)

Catalogusnr.: PA0016

Beoogd gebruik

Dit reagens is voor gebruik bij diagnose in vitro.

p16 (6H12) monoklonaal antilichaam is bedoeld om te worden gebruikt voor de kwalitatieve identificatie, met behulp van lichtmicroscopie,
van humaan p16-eiwit in formaline gefixeerd en in paraffine ingebed weefsel door middel van immunohistochemische kleuringen met het
geautomatiseerde BOND-systeem (inclusief het BOND-MAX-systeem, het BOND-IlI-systeem en het BOND-PRIME-systeem).

De klinische interpretatie van een kleuring of de afwezigheid hiervan moet worden aangevuld met morfologische studies en de juiste
controles. Ook moeten er evaluaties worden uitgevoerd binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere
diagnostische tests uitgevoerd door een bevoegd patholoog.

Samenvatting en toelichting

Immunohistochemische technieken kunnen worden gebruikt om de aanwezigheid van antigenen in weefsel en cellen aan te tonen (zie
‘Using BOND Reagens’ (BOND-reagentia gebruiken) in de gebruikersdocumentatie van BOND). p16 (6H12) primair antilichaam is een
gebruiksklaar product dat is geoptimaliseerd voor gebruik op het BOND Polymer Refine Detection-systeem (DS9800) en het BOND-
PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284). Humaan p16-eiwit wordt aangetoond door eerst p16 (6H12) aan de coupe te laten
binden en daarna die binding te visualiseren met behulp van de reagentia die in het detectiesysteem worden geleverd. Het gebruik van
deze producten in combinatie met het geautomatiseerde BOND-systeem (inclusief het BOND-MAX-systeem, het BOND-Ill-systeem en
het BOND-PRIME-systeem) verkleint de kans op menselijke fouten en de daaraan inherente variabiliteit als gevolg van het afzonderlijk
verdunnen van reagentia, het handmatig pipetteren en het handmatig toevoegen van reagentia.

Geleverde reagentia

p16 (6H12) is een antihumaan monoklonaal muizenantilichaam dat wordt geproduceerd als supernatant van weefselkweek en wordt
geleverd in tris-gebufferde zoutoplossing met dragereiwit, met als conserveringsmiddel 0,35% ProClin™ 950.

Totaal volume =7 ml.

Kloon
6H12

Immunogeen

Prokaryotisch recombinant fusie-eiwit, overeenkomend met het hele humane p16-molecuul.
Specificiteit

Humaan p16-eiwit.

lg-klasse

19G2b

Totale eiwitconcentratie
Ongeveer 10 mg/ml.

Antilichaamconcentratie
Groter dan of gelijk aan 5 mg/l zoals bepaald door ELISA.

Verdunnen en mengen
p16 (6H12) primair antilichaam is optimaal verdund voor gebruik op het BOND-systeem (inclusief het BOND-MAX-systeem, het BOND-
Ill-systeem en het BOND-PRIME-systeem). Reconstitutie, menging, verdunning of titratie van dit reagens is niet nodig.

Benodigde, maar niet meegeleverde materialen

Raadpleeg “Using BOND Reagents” (BOND-reagentia gebruiken) in de BOND-gebruikersdocumentatie, of paragraaf 1 en 3 in de

gebruikersdocumentatie van BOND-PRIME, voor een volledige lijst van de materialen die nodig zijn voor monsterbehandeling en

immunohistochemische kleuring met het BOND-systeem (inclusief het BOND-MAX-systeem, het BOND-IlI-systeem en het BOND-PRI-

ME-systeem).

Opslag en stabiliteit

Bewaren bij 2-8°C. Niet gebruiken na de vervaldatum die op het label van de container staat.

Tekenen van contaminatie en/of instabiliteit van p16 (6H12) zijn: troebelheid van de oplossing, geurontwikkeling en aanwezigheid van

precipitaat.

Plaats het product direct na gebruik weer terug bij een temperatuur van 2-8 °C.

Andere dan de hierboven genoemde opslagcondities moeten door de gebruiker worden geverifieerd’.

Voorzorgsmaatregelen

« Dit product is bedoeld voor gebruik bij in-vitrodiagnostiek.

« De concentratie ProClin™ 950 is 0,35 %. Het bevat het werkzame bestanddeel 2-methyl-4-isothiazolin-3-one en kan irritatie van de
huid, ogen, slijmvliezen en bovenste luchtwegen veroorzaken. Draag wegwerphandschoenen bij het hanteren van reagentia.

« Een kopie van het veiligheidsinformatieblad kunt u verkrijgen bij uw lokale distributeur of het regionale kantoor van Leica Biosystems
of via de website van Leica Biosystems op LeicaBiosystems.com

+ Specimens, voor en na fixatie, en alle materiaal dat hieraan is blootgesteld, moeten worden behandeld als potentiéle overdragers van
infecties en volgens de juiste voorzorgsmaatregelen worden verwerkt?. Pipetteer reagentia nooit met de mond en vermijd contact van
de huid en slijmvliezen met reagentia of monsters. Indien reagentia of monsters in aanraking komen met gevoelige gebieden, moet u
deze wassen met een overvioedige hoeveelheid water. Raadpleeg een arts.

+ Raadpleeg de nationale, regionale en plaatselijke voorschriften voor de afvoer van alle potentieel giftige stoffen.
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+ Minimaliseer de kans op microbiéle contaminatie van reagentia omdat hierdoor de niet-specifieke kleuring kan toenemen.
* Andere hersteltijden, incubatietijden of temperaturen dan vermeld, kunnen onjuiste resultaten opleveren. Dergelijke wijzigingen
moeten door de gebruiker worden gevalideerd.

Gebruiksaanwijzing
p16 (6H12) primair antilichaam werd ontwikkeld voor gebruik op het geautomatiseerde BOND-systeem (inclusief het BOND-MAX-
systeem, het BOND-IlI-systeem en het BOND-PRIME-systeem) in combinatie met het BOND Polymer Refine Detection-systeem en
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System. Het aanbevolen kleuringsprotocol en epitoopherstel voor p16 (6H12) primair antilichaam
worden weergegeven in Tabel 1.

Tabel 1: Protocolparameters voor elk BOND-systeem.

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME
Epitoopherstel Warmte-geinduceerd Warmte-geinduceerd Warmte-geinduceerd
epitoopherstel met gebruik van epitoopherstel met gebruik van epitoopherstel met gebruik van
BOND Epitope Retrieval Solution | BOND Epitope Retrieval Solution | BOND-PRIME Epitope Retrieval
2 gedurende 20 minuten 2 gedurende 20 minuten Solution 2 gedurende 20 minuten
Kleuringsprotocol *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Verwachte resultaten (verkregen met *IHC Protocol F op BOND-III-platform met BOND Polymer Refine Detection-systeem).

Normale weefsels

Met kloon 6H12 wordt het p16-eiwit gedetecteerd dat tot expressie komt in een zeer beperkt patroon in bepaalde cellen in specifieke

weefsels. Het kleurpatroon is kernkleuring, maar cytoplasmatische kleuring wordt waargenomen in de meeste celtypen waarin p16

tot expressie komt. Er werd immunoreactiviteit waargenomen in gereticuleerd cryptepitheel en folliculaire dendritische cellen in de

tonsil, cellen van de eilandjes van Lagerhans in de pancreas, Leydig-cellen in de testis, verspreide urotheliale cellen en in occasionele

glandulaire epitheelcellen in het endometrium. Occasionele zwakke kleuring werd aangetroffen in de antrale klieren van de maag,

glandulair en myo-epitheel in de borst en in de bijnierklier. Er werd ook kleuring van macrofagen en sommige fibroblasten aangetroffen. Er

werd geen extra kleuring waargenomen in verscheidene andere normale beoordeelde weefsels. (Totaal aantal normale gevallen = 149).

Tumorweefsels

Kloon 6H12 kleurde 30/42 cervixtumoren (waaronder 25/31 plaveiselcelcarcinomen van de cervix, 2/4 adenocarcinomen van de cervix,

2/2 endometrium-adenocarcinomen, 1/2 endocervicale adenocarcinomen, 0/2 adenocarcinomen van het darmtype en 0/1 sereuze

papillaire carcinomen), 21/39 orofaryngeale plaveiselcelcarcinomen, 3/6 borsttumoren (waaronder 2/4 invasieve ductale carcinomen

en 1/2 fibroadenomen), 2/10 darmtumoren (waaronder 2/4 adenocarcinomen van het colon, 0/3 adenocarcinomen van het rectum, 0/2

adenomen van de darm en 0/1 adenocarcinomen van de dunne darm), 2/5 hepatocellulaire carcinomen, 2/5 hoofd- en nektumoren

(waaronder 1/1 adenocarcinoom van de mondholte, 1/1 pleomorf adenoom van de speekselklier, 0/1 adenoide cystisch carcinoom,

0/1 plaveiselcelcarcinoom van de tong en 0/1 nasofaryngeaal carcinoom), 2/4 hersentumoren (waaronder 1/3 meningiomen en 1/1

astrocytoom), 2/4 adenocarcinomen van de maag, 2/4 longtumoren (waaronder 1/1 adenocarcinoom, 1/1 kleincellig carcinoom en 0/2

plaveiselcelcarcinoom), 2/3 adenocarcinomen van de prostaat, 2/2 adenocarcinomen van het endometrium, 1/5 schildkliertumoren

(waaronder 1/1 folliculair carcinoom, 0/1 folliculair papillair adenocarcinoom en 0/3 adenomen), 1/5 gemetastaseerde tumoren, 1/4

plaveiselcelcarcinomen van de slokdarm, 1/4 ovariumtumoren (waaronder 1/2 endometrioide-adenocarcinomen, 0/1 granulosaceltumor

en 0/1 adenocarcinoom), 1/2 bottumoren (waaronder 1/1 chondrosarcoom en 0/1 osteosarcoom) en 1/1 adenocarcinoom van

de pancreas. Er werd geen kleuring gedetecteerd in lymfomen (0/3), blaastumoren (0/3), niertumoren (0/3), huidtumoren (0/3),

bijniertumoren (0/2), seminomen (0/2) en een prostaathyperplasie (0/1). (Totaal aantal afwijkende gevallen dat werd geévalueerd =162.)
1 H12) wor: nbevolen voor h ren van p16-eiwit in normaal en n lastische weefsels. al nvullin

conventionele histopathologie waarbij niet-immunologische histochemische kleuringen worden gebruikt.

Productspecifieke beperkingen

p16 (6H12) is bij Leica Biosystems geoptimaliseerd voor gebruik met BOND Polymer Refine Detection, BOND-hulpreagentia, BOND-
PRIME Polymer DAB Detection System en BOND-PRIME-hulpreagentia. Gebruikers die afwijken van de aanbevolen testprocedures
moeten de verantwoordelijkheid aanvaarden voor de interpretatie van patiéntenresultaten verkregen onder deze omstandigheden.
Protocoltijden kunnen variéren door variatie in weefselfixatie en de effectiviteit van antigeenversterking, en moeten empirisch worden
bepaald. Bij het optimaliseren van de herstelcondities en de protocoltijden moeten negatieve reagenscontroles worden gebruikt.

Probleemoplossing
Raadpleeg referentie 3 voor herstelacties.
Neem contact op met uw lokale distributeur of het regionale kantoor van Leica Biosystems om ongebruikelijke kleuring te melden.

Overige informatie

Meer informatie over immunokleuring met BOND-reagentia vindt u onder de titels Principe van de procedure, Benodigde materialen,
Monsterpreparatie, Kwaliteitscontrole, Verificatie van de testen, Interpretatie van de kleuring, Verklaring van symbolen op etiketten en
Algemene beperkingen in “Using BOND Reagents” (BOND-reagentia gebruiken) in de gebruikersdocumentatie van BOND.
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BOND Primeaert antistoff klart til bruk
pl16 (6H12)

Katalognr.: PA0016

Tiltenkt bruk

Denne reagensen er til in vitro-diagnostisk bruk.

Det monoklonale antistoffet p16 (6H12) er beregnet pa kvalitativ identifisering ved lysmikroskopering av humant p16-protein i
formalinfiksert, parafininnstapt vev ved hjelp av immunhistokjemisk farging med det automatiserte BOND-systemet (herunder BOND-
MAX-systemet, BOND-Ill-systemet og BOND-PRIME-systemet).

Den kliniske tolkningen av enhver farging eller fravaer av farging skal understattes av morfologiske studier og gode kontroller og skal
evalueres i sammenheng med pasientens sykehistorie og andre diagnostiske tester av en kvalifisert patolog.

Sammendrag og forklaring

Immunhistokjemiske teknikker kan brukes til & vise tilstedeveerelse av antigener i vev og celler (se «Bruk av BOND-reagenser» i
brukerdokumentasjonen for BOND-systemet). Det primaere antistoffet p16 (6H12) er et produkt som er klart for bruk og optimalisert

for bruk sammen med BOND Polymer Refine Detection-systemet (DS9800) og BOND-PRIME Polymer DAB Detection System
(DS9284). Pavisningen av det humane p16-proteinet oppnas ved ferst & la p16 (6H12) binde seg til snittet, for deretter a visualisere
bindingsprosessen ved hjelp av reagensene som brukes i deteksjonssystemet. Ved a bruke disse produktene i kombinasjon med det
automatiserte BOND-systemet (herunder BOND-MAX systemet, BOND-III systemet og BOND-PRIME-systemet), reduseres muligheten
for menneskelig feil og iboende variabilitet som fglge av individuell reagensfortynning, manuell pipettering og reagenspafering.

Medfalgende reagenser

p16 (6H12) er et antihumant monoklonalt antistoff fra mus som er produsert som vevskultur supernatant, og leveres i tris-bufret saltvann
med baereprotein med 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmiddel.

Totalvolum =7 ml.

Klon
6H12

Immunogen
Prokaryotisk rekombinant protein tilsvarende det hele humant p16-molekylet.

Spesifisitet
Humant p16-protein.

Ig-klasse
19G2b

Total proteinkonsentrasjon
Ca. 10 mg/ml.

Antistoffkonsentrasjon
Starre enn eller lik 5 mg/l som fastslatt av ELISA.

Fortynning og blanding
p16 (6H12) primeert antistoff er optimalt uttynnet til bruk pa BOND-systemet (inkluderer BOND-MAX-systemet, BOND-III-systemet og
BOND-PRIME systemet). Rekonstitusjon, blanding, fortynning eller titrering av denne reagensen er ikke ngdvendig.

Nedvendige materialer som ikke felger med

Se «Bruk av BOND-reagens(en)» i din BOND brukerdokumentasjon, eller seksjon 1 og 3 i din BOND-PRIME-brukerdokumentasjon, for
en komplett liste over materialer som kreves for prevebehandling og immunhistokjemisk farging ved hjelp av BOND -systemet (inkludert
BOND-MAX-systemet, BOND-Ill-systemet og BOND-PRIME-systemet).

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevares ved 2-8 °C. Ma ikke brukes etter utlgpsdatoen angitt pa beholderens etikett.

Tegnene som indikerer kontaminering og/eller ustabilitet i p16 (6H12), er: turbiditet av Iasningen, luktutvikling og tilstedevaerelse av bunnfall.
Returner til 2-8 °C umiddelbart etter bruk.

Andre oppbevaringsforhold enn de som er angitt ovenfor ma verifiseres av brukeren'.

Forholdsregler

« Dette produktet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk.

« Konsentrasjonen av ProClin™ 950 er 0,35 %. Det inneholder den aktive ingrediensen 2-metyl-4-isotiazolin-3-on, og kan forarsake
irritasjon pa hud, @yne, slimhinner og gvre luftveier. Bruk engangshansker ved handtering av reagenser.

« Hvis du gnsker et eksemplar av sikkerhetsdatabladet, kan du kontakte din lokale forhandler eller regionkontoret til Leica Biosystems,
eller du kan besgke Leica Biosystems nettsted pa LeicaBiosystems.com

* Provematerialer, for og etter fiksering, og alle materialer som er utsatt for dem, skal behandles som om de kan overfgre smitte og
avhendes med riktige forholdsregler?. Reagenser skal aldri pipetteres med munnen, og unnga at reagenser eller prevematerialer
kommer i kontakt med hud eller slimhinner. Hvis reagenser eller prevematerialer kommer i kontakt med fglsomme omrader, skyll med
rikelige mengder vann. Kontakt lege.

« Se lokale, regionale eller statlige forskrifter for avfallshandtering av eventuelle potensielle giftkomponenter.
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« Minimer mikrobiell kontaminering av reagenser, ellers kan det forekomme en gkning i uspesifikk farging.

« Demaskering, inkuberingstider eller temperaturer annet enn det som er angitt, kan gi ungyaktige resultater. Enhver slik endring ma
valideres av brukeren.

Bruksanvisning

p16 (6H12) primeert antistoff er optimalt utviklet til bruk pa det automatiserte BOND-systemet (inkluderer BOND-MAX system, BOND-III

system og BOND-PRIME system) i kombinasjon med BOND Polymer Refine Detection-systemet og BOND-PRIME Polymer DAB

Detection System. Den anbefalte fargings protokollen og epitopdemaskering for p16 (6H12) primaert antistoff er beskrevet i tabell 1.
Tabell 1: Protokollparametere for hvert BOND-system.

BOND-MAX BOND-IIl BOND-PRIME

Epitopdemaskering Varmeindusert Varmeindusert Varmeindusert
epitopdemaskering ved & bruke epitopdemaskering ved & bruke epitopdemaskering ved & bruke
BOND Epitope Retrieval Solution | BOND Epitope Retrieval Solution | BOND-PRIME Epitope Retrieval
2 1 20 minutter 21 20 minutter Solution 2 | 20 minutter

Fargingsprotokoll *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Resultater forventet (generert med *IHC Protocol F pa BOND-III-plattformen ved bruk av BOND Polymer Refine Detection-
systemet).
Normale vev
Klon 6H12 detekterer p16-proteinet som uttrykkes i et svaert begrenset menster i visse celler i spesifikke vev. Fargemgnsteret er
kiernefysisk, men cytoplasmisk farging observeres i de fleste celletyper som uttrykker p16. Immunoreaktivitet ble observert i retikulert
kryptepitel og follikuleere dendritiske celler i mandel, gyeceller i bukspyttkjertelen, Leydigceller i testisklene, spredte urotelceller og
sporadiske glanduleere epitelceller i endometrium. Sporadisk svak farging ble sett i antralkjertler i mage, glandular og myo-epitel i brystet
og i binyrene. Farge i makrofager og noen fibroblaster ble ogsa sett. Ingen ytterligere farging ble observert i en rekke andre normale
vurderte vev (totalt antall normale tilfeller = 149).
Tumorvev
Klon 6H12-farget 30/42 livmorhalskreft (inkludert 25/31 plateepitelkarsinomer i livmorhalsen, 2/4 adenokarcinomer i livmorhalsen,
2/2 endometriide adenokarcinomer, 1/2 endokervikal adenokarcinomer, 0/2 intestinal type adenokarcinomer og 0/1 sergs papilleere
karcinomer), 21/39 orofaryngeal plateepitelkarsinom, 3/6 brysttumorer (inkludert 2/4 invasive duktale karcinomer og 1/2 fibroadenomas),
2/10 tumorer i tarmen (inkludert 2/4 adenokarcinomer i tykktarmen, 0/3 adenokarcinomer i endetarmen, 0/2 adenomer i tarmen og 0/1
adenokarcinomer i tynntarmen), 2/5 hepatocellulzere karcinomer, 2/5 hode og hals-tumorer (inkludert 1/1 adenokarcinom i munnhulen,
1/1 Pleomorft adenom i spyttkjertelen, 0/1 adenoid cystisk karcinom, 0/1 squamous cellekarsinom i tungen og 0/1 nasopharyngeal
carcinoma), 2/4 hjernesvulster (inkludert 1/3 meningiomer og 1/1 astrocytom), 2/4 adenokarcinomer i magen, 2/4 lungetumorer (inkludert
1/1 adenokarcinom, 1/1 smacellet karcinom og 0/2 plateepitelkarsinom), 2/3 adenokarcinomer i prostata, 2/2 adenokarcinomer i
endometrium, 1/5 skjoldbrusktumorer (inkludert 1/1 follikuleer karcinom, 0/1 follikkel papillzer adenokarcinom og 0 / 3 adenomer), 1/5
metastaserende svulster, 1/4 squamous cellcarcinomer i spisergret, 1/4 ovarie tumorer (inkludert 1/2 endometrioid adenokarcinomer, 0/1
granulosa celletumor og 0/1 adenokarcinom), 1/2 bensvulster (inkludert 1/1 kondrosarkom og 0/1 osteosarkom) og 1/1 adenokarsinom
i bukspyttkjertelen. Ingen farging ble oppdaget i lymfomer (0/3), bleeretumorer (0/3), nyretumorer (0/3), hudtumorer (0/3), binyretumorer
(0/2), seminomer (0/2) og en prostatahyperplasi (0/1). (Totalt antall unormale tilfeller evaluert = 162).

16 (6H12) anbefales for deteksjon av p16-protein i normale og neoplastiske vev. som tillegg til konvensjonell histopatologi
m ruk av ikke-immunologiske histokjemiske farger.

Produktspesifikke begrensninger

p16 (6H12) har blitt optimalisert hos Leica Biosystems til bruk med BOND Polymer Refine Detection, BOND-hjelpereagenssystem,
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System og BOND-PRIME-hjelpereagenser. Brukere som avviker fra de anbefalte
testprosedyrene, ma ta ansvaret for tolkningen av pasientresultatene under disse forholdene. Protokolltidene kan variere pga. variasjon
i vevsfiksering og effektiviteten til antigenforsterkningen, og ma fastslas empirisk. Det skal brukes negative reagenskontroller nar
demaskeringsforhold og protokolltider optimeres.

Feilsgking
Se referanse 3 for utbedringstiltak.
Kontakt din lokale forhandler eller regionale kontor for Leica Biosystems for rapportering av uvanlig misfarging.

Mer informasjon

Mer informasjon om immunfarging med BOND-reagenser, under overskriftene Prinsipp for prosedyren, Nedvendige materialer,
Forberedelse av prevematerialer, Kvalitetskontroll, Analyseverifisering, Tolkning av farging, Symbolforklaring pa etiketter og Generelle
begrensninger, finner du under "Bruk av BOND-reagenser" i BOND-brukerdokumentasjonen.
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BOND Kullanima Hazir Primer Antikor
pl16 (6H12)
Katalog No: PA0016

Kullanim Amaci

Bu reaktif, in vitro diagnostik kullanim igindir.

p16 (6H12) monoklonal antikorunun, formalinle fikse edilmis, parafine gdmiilmus dokuda insan p16 proteininin otomatik BOND sistemi
(BOND-MAX sistemi, BOND-III sistemi ve BOND-PRIME sistemini igerir) kullanilarak immunohistokimyasal boyama yoluyla, i1sik
mikroskopisinde nitel belirlenmesi igin kullaniimasi amaglanmistir.

Herhangi bir boyamanin veya boyama yoklugunun klinik yorumu, morfolojik ¢alismalar ve uygun kontrollerle tamamlanmalidir ve nitelikli
bir patolog tarafindan hastanin klinik dykusu ve diger tani testleri baglaminda degerlendirilmelidir.

Ozet ve Agiklama

Dokular ve hiicrelerde antijenlerin varligini géstermek igin immiinohistokimyasal teknikler kullanilabilir (BOND kullanici
dokiimantasyonunuzdaki “BOND Reagent'larinin Kullaniimasi” bolimiine bakiniz). p16 (6H12) primer antikoru 6zellikle BOND Polymer
Refine Detection sistemini (DS9800) ve BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284) ile kullaniimak lzere optimize edilmis,
kullanima hazir bir tiriindiir. insan p16 proteininin gésterimi, dncelikle p16’'nin (6H12) kesite baglanmasinin saglanmasi ve ardindan
saptama sisteminde sagdlanan reaktifler kullanilarak bu baglanmanin gériintiilenmesiyle elde edilir. Bu Uriinlerin otomatik BOND sistemi
(BOND-MAX sistemi, BOND-III sistemi ve BOND-PRIME sistemini igerir) ile birlikte kullaniimasi bagimsiz reaktif seyreltme, manel
pipetleme ve reaktif uygulama islemlerinde meydana gelebilecek insan hatalari ve degisken sonuglar olasiligini disurdr.

Saglanan Reaktifler

p16 (6H12), bir doku kdlturl siipernatanti olarak Uretilen ve koruyucu madde olarak %0,35 ProClin™ 950 iceren, bir tasiyici proteinle
Tris tamponlu salinde saglanan bir fare anti-insan monoklonal antikorudur

Toplam hacim =7 mL.

Clone

6H12

immiinojen

insan A molekiiliine karsilik gelen prokaryotik rekombinant fiizyon proteini.
bzgﬁllﬁk

insan p16 proteini.

Ig Sinifi
19G2b

Toplam Protein Konsantrasyonu
Yaklagik 10 mg/mL.

Antikor Konsantrasyonu
ELISA tarafindan belirlendigi gibi 5 mg/L'ye esit veya bu degerden yiksek.

Seyreltme ve Karigtirma
p16 (6H12) primer antikoru, BOND sisteminde (BOND-MAX sistemi, BOND-III sistemi ve BOND-PRIME sistemini igerir) kullaniimak
lizere optimum olarak seyreltilmistir. Bu reaktif i¢in sulandirma, karistirma, seyreltme veya titrasyon gerekli degildir.

Gereken Ancak Saglanmayan Materyaller

BOND sistemini (BOND-MAX sistemi, BOND-III sistemi ve BOND-PRIME sistemini igerir) kullanilarak érnek muamelesi ve
immunohistokimyasal boyama igin gerekli materyallerin tam bir listesi icin BOND kullanici belgelerinizin “BOND Reaktiflerinin Kullanimi”
bolimiine ya da ya da BOND-PRIME kullanici belgelerinin 1. ve 3. Bolimlerine bakin.

Saklama ve Stabilite

2-8°C'de saklayin. Kaptaki etikette belirtilen son kullanma tarihi gectiyse kullanmayin.

p16'da (6H12) kontaminasyona ve/veya instabiliteye isaret eden belirtiler sunlardir: Cozeltide bulaniklagsma, koku gelisimi ve presipitat
olusumu.

Kullandiktan hemen sonra 2—-8°C'ye geri alin.

Yukarida belirtilenlerin disindaki saklama kosullari kullanici tarafindan dogrulanmalidir’.

Onlemler

« Bu Urin, in vitro diagnostik kullanim igindir.

* ProClin™ 950 konsantrasyonu %0.35'tir. Etken madde olarak 2-metil-4-izotiazolin-3-one igerir ve cilt, gézler, mukoza ve Ust solunum
yollarinda tahrise neden olabilir. Reaktifleri kullanirken tek kullanimlik eldiven takin.

+ Malzeme Givenlik Bilgileri Formunun bir kopyasi icin yerel distribitériinlizle veya Leica Biosystems bolgesel ofisiyle iletisime gecin
ya da bunun yerine Leica Biosystems'in Web sitesini ziyaret edebilirsiniz: LeicaBiosystems.com

« Fiksasyondan 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tiim malzemeler enfeksiyon bulastirabilen maddeler olarak
ele alinmali ve uygun 6nlemler alinarak imha edilmelidir?. Reaktifleri hicbir zaman agdiz yoluyla pipetlemeyin ve reaktifler veya
numunelerle ten temasindan ve mukoza temasindan kaginin. Reaktifler veya numuneler hassas bolgelere temas ederse bol miktarda
suyla yikayin. Tibbi yardim isteyin.
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« Potansiyel olarak toksik bilesenlerin atiimasiyla ilgili yerel, ulusal veya bdlgesel diizenlemeleri dikkate alin.
* Reaktiflerin mikrobik kontaminasyonunu minimize edin, aksi takdirde spesifik olmayan boyamada bir artis meydana gelebilir.

« Belirtilenlerin disindaki geri kazanim, inklibasyon sireleri veya sicakliklar hatali sonuglara neden olabilir. Bu tir herhangi bir degisiklik
kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Kullanim Talimatlar
p16 (6H12) primer antikoru, otomatik BOND sisteminde (BOND-MAX sistemi, BOND-III sistemi ve BOND-PRIME sistemini igerir) BOND
Polymer Refine Detection sistemini ve BOND-PRIME Polymer DAB Detection System ile birlikte kullaniimak igin gelistiriimistir. p16
(6H12) primer antikoru igin 6nerilen boyama protokolii ve epitop geri kazanimi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Her BOND Sistemi igin Protokol Parametreleri.

BOND-MAX BOND-IIl BOND-PRIME

Epitop Geri Kazanimi

BOND Epitope Retrieval Solution
2 kullanilarak 20 dakika slreyle
1s1 indUkll epitop alimi

BOND Epitope Retrieval Solution
2 kullanilarak 20 dakika sireyle
1s1 indUklI{ epitop alimi

BOND-PRIME Epitope Retrieval
Solution 2 kullanilarak 20 dakika
slireyle 1s1 indikli epitop alimi

Boyama Protokolu *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Ongériilen Sonuglar (BOND Polymer Refine Detection sistemini kullanilarak BOND-III platformu tizerinde *IHC Protocol F ile
olusturulur)

Normal Dokular

6H12 klonu, spesifik dokular iginde belirli hiicrelerde gok kisitli bir paternde eksprese edilen p16 proteinini saptar. Boyama paterni
niikleerdir, ancak sitoplazmik boyama, p16 eksprese eden ¢ogu hiicre tipinde gézlemlenir. Tonsildeki retikiler kript epitelyum ve folikller
dendritik hiicrelerde, pankreastaki adacik hicrelerinde, testisteki Leydig hiicrelerinde, dagiimis urotelyal hiicrelerde ve endometriumdaki
az rastlanan glandiler epitelyal hiicrelerde immiinoreaktivite gézlemlendi. Midedeki antral bezlerde, memedeki glandiiler ve miyo-
epitelyumda ve adrenal bezinde az siklikla zayif boyanma gortildi. Ayni zamanda makrofajlar ve bazi fibroblastlarda boyama gorildi.
Diger cesitli normal dokularda boyanma gozlenmedi (Toplam normal olgu sayisi =149).

Timo6r Dokulari

6H12 klonu, 30/42 serviks kanserini (25/31 servikal skuamdz hiicreli karsinom, 2/4 serviks adenokarsinomu, 2/2 endometrioid
adenokarsinomu, 1/2 endoserviks adenokarsinomu, 0/2 intestinal tip adenokarsinom ve 0/1 serdz papiler karsinom dahil), 21/39
orofarengeal skuamoz hiicreli karsinomunu, 3/6 meme timériini (2/4 invaziv duktal karsinom ve 1/2 fibroadenom dahil), 2/10 bagirsak
timorini (2/4 kolon adenokarsinomu, 0/3 rektum adenokarsinomu, 0/2 bagirsak adenomu ve 0/1 ince bagirsak adenokarsinomu dahil),
2/5 hepatoseliler karsinomu, 2/5 bas ve boyun timérini (1/1 oral kavite adenokarsinomu, 1/1 salya bezi pleomorfik adenomu, 0/1
adenoid sistik karsinom, 0/1 dil skuaméz hiicreli karsinomu ve 0/1 nazofarengeal karsinom dahil), 2/4 beyin timérini (1/3 meninjiyom
ve 1/1 astrositom dahil), 2/4 mide adenokarsinomunu, 2/4 akciger timorini (1/1 adenokarsinom, 1/1 kiiglik hiicreli karsinom ve

0/2 skuaméz hiicreli karsinom dahil), 2/3 prostat adenokarsinomunu, 2/2 endometrium adenokarsinomunu, 1/5 tiroid timaorind (1/1
folikller karsinom, 0/1 folikller papiler adenokarsinom ve 0/3 adenom dahil), 1/5 metastatik timoéri, 1/4 6zofagus skuaméz hiicreli
karsinomunu, 1/4 yumurtalik timaoriini (1/2 endometrioid adenokarsinomu, 0/1 graniiloza hiicre timéri ve 0/1 adenokarsinom dahil),
1/2 kemik timoriind (1/1 kondrosarkom ve 0/1 osteosarkom dahil) ve 1/1 pankreas adenokarsinomunu boyadi. Lenfomalarda (0/3),
mesane tuimorlerinde (0/3), renal timorlerde (0/3), cilt tiimorlerinde (0/3), adrenal tiimérlerde (0/2), seminomlarda (0/2) ve bir prostatik

Uriine Ozgii Sinirlamalar

p16 (6H12) BOND Polymer Refine Detection, BOND yardimci reaktifler, BOND-PRIME Polymer DAB Detection System ve BOND-
PRIME yardime! reaktiflerle kullanilmak lizere Leica Biosystems'ta optimize edilmistir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar
bu sartlar altinda hasta sonuglarinin yorumlanmasinin sorumlulugunu almalidir. Doku fiksasyonu ve antijen aliminin etkinligindeki
degiskenlikler nedeniyle protokol sireleri degisiklik gosterebilir ve bu siireler ampirik olarak belirlenmelidir. Geri kazanim kosullari ve
protokol sireleri optimize edilirken negatif reaktif kontrolleri kullaniimaldir.

Sorun Giderme
lyilestirici islem icin referans 3'e bakin.
Olagan disi bir boyamay: bildirmek igin yerel distribltériiniizle veya Leica Biosystems bdlge ofisiyle iletisime gegin.

Daha Fazla Bilgi

BOND reaktifleri ile immiin-boyama hakkinda daha fazla bilgi BOND kullanici belgelerinizde “BOND Reaktiflerinin Kullanimi”
bolimundeki i§|em Prensipleri, Gereken Materyaller, Numune Hazirlama, Kalite Kontrol, Tahlil Dogrulama, Boyanmanin Yorumlanmasi,
Etiketlerdeki Semboller igin Anahtar ve Genel Sinirlamalar basliklari altinda bulunabilir.
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I'oToBo 3a ynorpeda nbpBu4HO aHTUTAI0 BOND
pl6 (6H12)
Karanoxen Ne: PA0016

MpeaHasHavyeHue

Toau peareHT e 3a ynotpeba npw in vitro anarHocTuka.

MoHokrnoHanHoTo aHTuTsno p16 (6H12) e npeaHas3Ha4eHo 3a kadyecTBeHaTa MAEHTUMKALWS Ype3 ONTUYHA MUKPOCKOMNWS Ha YOBELLKN
npoTeuH p16 BbB (brKcupaHa BbB (hopManiH, BrpageHa B napacuH TbkaH Ype3 MYHOXMCTOXMMWUYHO OLBETSIBaHe, kaTo ce 13Morasa
aBTomaTtusupaHata cuctema BOND (BkrntouBa cuctema BOND-MAX, cuctema BOND-III u cuctema BOND-PRIME).

KnuHnyHaTa uHTepnpeTauus Ha BCSIKO OLBETSBAHE UNN HeroBaTta nunca crneapa Aa 6bae AonbnHeHa oT MOpdONoryHU NpoyYBaHus

1 CbOTBETHUTE KOHTPOMK M 1a Ce OLIEHsIBA B KOHTEKCTa Ha KIMHWYHATa UCTOPYUS Ha MaLMeHTa 1 Apyrv ANarHOCTUYHN U3CneaBaHus ot
KBanM@uULMpaH naTonor.

OnucatenHa u passicHuTenHa

MoraT ga 6bAaT 13non3BaHn UMYHOXUCTOXUMUYHN TEXHWKM 32 JE@MOHCTPUPaHE Ha HarMYMeTo Ha aHTUreHN B TbKaHTa 1 KeTkuTe (BX.
,Ynotpeba Ha peareHTv BOND" BbB Ballata JokyMeHTauums 3a notpebutens Ha BOND). MbpBuyHoTO aHTUTsino p16 (6H12) e rotos 3a
ynotpeba NpoaykKT, KOWTO e cneuuanHo onTUMU3MPaH 3a u3nonseaxe cbe cuctemata BOND Polymer Refine Detection (DS9800) u ¢
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284). MNoka3saHeTo Ha YoBeLUKM NpoTenH p16 ce noctura, kaTo MbpBO Ce No3BonsBa
cBbpaBaHeTo Ha p16 (6H12) c yyacTbka, crnef KOETo TOBa CBbP3BaHE Ce BU3yanuanpa, kaTto ce U3Mon3saTt peareHTuTe, NpeaocTaBeHu B
cucTemarta 3a oTkpuBaHe. Ynotpebata Ha Te3un NpoayKkT 3aefHo ¢ aBTomatusnpaHarta cuctema BOND (Bkntousa cuctema BOND-MAX,
cuctema BOND-III n cuctema BOND-PRIME) HamansiBa BepoSTHOCTTa OT YOBeLLKa rpeLlka u npucbLiata n3MeH4YMBOCT B peaynTaT Ha
OTAENHO pa3spexaaHe Ha peareHTW, PbYHO NUNeTUPaHe 1 NpurnaraHe Ha peareHTu.

MpepocTaBeHU peakTUBU

p16 (6H12) e MULLE aHTUHOBELLIKO MOHOKIOHANHO aHTUTSMO, NOMYyYeHO KaTo NPEYUCTEH CynepHaTaHT OT TbKaHHa KynTypa v JOCTaBeHO
B TPOMETaMuH-GydepupaH husnonormieH pa3Teop ¢ NPOTEMHOB HocuTen, cbabpxaly 0,35% ProClin™ 950 kaTo KOHCEpBaHT.

06w, obem =7 mL.

KnoHuHr

6H12

WUmyHoreH

MpokapuoTeH peKOMBUHAHTEH (Py3VMOHEH NPOTENH, CLOTBETCTBALL, Ha Lisnarta YoBellka Monekyna p16.
CneuncuyHoct

YoBeLwukn npoTenH p16.

WUmyHorno6ynuHoB knac

19G2b

O6La KOHLUEeHTpauusa Ha NPOTenH

Mpubnuantenyo 10 mg/mL.

KoHueHTpauusa Ha aHTUTena

Mo-Bucoka ot unu paeHa Ha 5 mg/L, kakTo e onpegeneHo ot ELISA.

PaspexpaaHe u cmecBaHe

MbpBryHOTO aHTUTANO P16 (6H12) e onTumanHo pa3speneHo 3a ynotpeba cbe cuctemara BOND (BkntouBa cuctema BOND-MAX, cuctema
BOND-IIl u cuctema BOND-PRIME). He ce n3ucksa Bb3cTaHOBsIBaHe, CMeCBaHe, paspexaaHe Ui TUTpUpaHe Ha TO31 peareHT.
Heo6xoaumu, HO HenpeaocTaBeHU MaTepuanu

BuxTe ,Ynotpeba Ha peareHT BOND" BbB BaluaTta JokyMeHTauus 3a notpebutens Ha BOND unu pasaenu 1 v 3 BbB Ballata OKyMEHTaLUs
3a notpebutens Ha BOND-PRIME 3a nbneH cnucbk Ha Matepuanute, Heobxoaumm 3a TpeTupaHe Ha CNECUMEHN U IMYHOXUCTOXVMUYHO
ouBeTsiBaHe, kato ce usnonaea cuctemara BOND (BkniouBa cuctema BOND-MAX, cuctema BOND-III n cuctema BOND-PRIME).

CbXxpaHeHue u ctabunHoct

[a ce cbxpaHsaBa npu Temnepatypa 2 — 8 °C. He nanonssaiTe crnef cpoka Ha rofHOCT, yKkasaH Ha eTukeTa Ha KoHTelHepa.
MpusHaumTe 3a KOHTaMUHaLUMS u/unu HectabunHocT Ha p16 (6H12) ca: MBbTHOCT Ha pa3TBOpa, MPOsiBa HA MMPUC W HaNMyMe Ha yTaika.
[la ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8 °C BeaHara crnep ynotpeba.

[pyrvTe ycrosusi Ha CbXxpaHeHne, OCBEH NOCOYEHNTE no-rope, Tpsibsa Aa Gbaar nposBepeHu ot notpebuTens’.

MpeanasHu mepku

« Tosn NpoayKkT e npeaHasHadeH 3a in Vitro anarHocTuka.

*  KoHueHTpauusita Ha ProClin™ 950 e 0,35 %. Cbabp)a akTuBHaTa CbCTaBka 2-MeTun-4-130TasonnH-3-0H 1 Moxe Aa NPUYMHN ApasHeHe
Ha KoXarta, o4nTe, nuraBuunTe U ropHNTe ANXaTenHu nbTuwa. |-|pI/I paGOTa C peakTuBuTe Aa Ce HOCAT pbKaBuLUW 32 eAHOKpaTHa yn0Tp66a.

+ 3a Aa nony4urte konve Ha MH[bOpMaLlVIOHHMﬂ nucT 3a 6e3onacHoCT Ha mMarepunanuTe, ce CBbpxeTe C Ballna MeCTeH [:LI/ICTpIA6yT0p
1nu pervioHaneH oguc Ha Leica Biosystems unu nocetete ye6 caita Ha Leica Biosystems LeicaBiosystems.com

* CnecvMeHuTe Npeaw v crnep ukcauus, KakTo U BCUYKU MaTepuanii, U3NoXeHU Ha TSXHOTO BNusiHKWe, TpsibBa Aa GbaaTt TpeTupaHm
KaTo cnocobHn Aa npefjagar MHd)eKLlVIﬂ n aa 61:/:(a1' N3XBBPIEeHU, I'Ipl/lJ'IaI'aI;IKI/I CbOTBETHUTE NpeanasHn MepKVI2. Huikora He
HMHeTMpaVITe peakTneu C ycta u n3bsirBanTe KOHTaKT Ha koxaTta 1 nuraBuuuTe C peakTuBn U1 CNecUMeHN. an KOHTaKT Ha peareHTu
NN cnecuMeHu ¢ YyBCTBUTEITHN 30HU W3MUIATE 30HUTE C OBUIHO KONUMYECTBO BoAa. I'Ion:pceTe MeanunHCKa NoMoLL.

« KoHcynTupainTe ce ¢ chefepanyuTe, AbpKaBHUTE UM MECTHUTE PErflaMeHTV OTHOCHO U3XBbPIISIHETO Ha NOTEHLUMANHO TOKCUYHM
KOMMOHEHTH.

. CBe)KJJ,aI;ITe A0 MUHUMYM MVIKpOSHaTa KOHTaMuHauusa Ha peareHTuTe, B NPOTUBEH CJ'Iy‘-IaI;I MOXe a Ce NosABU yBenu4yaBsaHe Ha
HeCI‘IeLLIAd)I/NHOTO ouBeTsaBaHe.

«  M3BNUYaHETO, NHKYBALMOHHUTE BPEMEHA UMW TEMMepaTypu, PasiniHu OT MOCOYEHUTE, MOraT Aa AOBEAaT A0 MOrpeLlHn pesynTaTu.
Bcskaksu nogo6Hu npoMeHmn Tpsibea fa 6bhat BanuavupaHu ot notpeburens.
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WHcTpyKumm 3a ynotpeba
MbpBUYHOTO aHTUTANO p16 (6H12) e paspaboTeHo 3a ynoTpeba ¢ aBTomaTusvpaHarta cuctema BOND (BkntouBalya cuctema BOND-
MAX, cuctema BOND-III n cuctema BOND-PRIME) B kom6uHauus ¢ cuctema BOND Polymer Refine Detection 1 BOND-PRIME
Polymer DAB Detection System. MpenopbyuTenHUAT NpOTOKON 3a OLBETSBaHE U U3BNWYAHE Ha €NUTON 3a MbPBUYHOTO aHTUTSNO p16
(6H12) e onucaH nogpo6Ho B Tabnuua 1.
Tabnwuua 1: MapameTpu Ha npoTokona 3a Besika cuctema BOND.

BOND-MAX

BOND-III

BOND-PRIME

M3BnuyaHe Ha enuton

TepMUYHO MHAYLMPaHO M3BNNYaHe
Ha enuTon, KaTo ce 13nornaea
BOND Epitope Retrieval Solution 2

TepMUYHO MHOYLMPaHO M3BNNYaHe
Ha enuTon, KaTo ce 13norasa
BOND Epitope Retrieval Solution 2

TepMUYHO MHAYLMPaHO N3BNNYaHe
Ha enuTon, KaTo ce 13nonasa
BOND-PRIME Epitope Retrieval

3a 20 MUHYTU
*IHC Protocol F

3a 20 MUHYTK
*IHC Protocol F

Solution 2 3a 20 MUHYTH
*IHC Protocol F

n POTOKON 3a ouBeTsABaHe

OvakBaHMW pe3ynTaTu (reHepupany ¢ *IHC Protocol F Ha nnatdopma BOND-III ¢ usnonssate Ha cuctema BOND Polymer Refine
Detection).

Hopmanhu Tbkanu

KnonuHr 6H12 oTkpuBa npoTtenHa p16, ekcrnpecypaH no CUHO orpaH14eH MOAEn B ONpeAerieHu KNETKM B paMKUTe Ha KOHKPETHW ThKaHu.
MogenbT Ha oLBeTsIBaHe € Ha siapaTa, HO LUTONIa3MeHo oLBeTsBaHe ce Habrnofasa B NOBEYETO TUMOBE KIETKK, KOUTO ekcnpecupar
p16. Habntonaea ce MyHHa peakTUBHOCT B PETUKYNApPHWS KPUMTEH enuTen 1 honnkynapHuTe AeHOPUTHU KNETKN Ha TOH3NNTe,
OCTPOBHUTE KMETKW Ha NaHKpeaca, KNeTk1Te Ha Jlaiiaur B TeCcTUcuTe, pasnpbCHaTU ypOTENUariiu KIETKM 1 B CITy4aiiH1 KIETKV Ha
XKINe3ncTusi enuTen Ha eHgomeTpuyma. CriyyaiiHo cnaGo ouBeTsiBaHe e HabniogaBaHo B aHTparnHWUTeE XKesn Ha cTomaxa, B XKIe3ncTus
enuTen 1 MroenuTena Ha rbpaaTta u B HaaobopeyHara xnesa. HabnoaasaHo e Cbluo ouBeTsiBaHe Ha Makpodarv u Hskon pudpobnactu.
He ce Habntogasa JOMbIHWTENHO OLBETSIBaHe Npyv peayLa Apyrvi OLEHEHN HopMarnHu Tbkanu (OB 6poi Ha HopManHuTe cryyam = 149).

TyMOpHM TbKaHn

KnoHuHr 6H12 oupeTsiBa 30/42 cnyyasi Ha pak Ha MaTo4HaTa LWuiika (BKntounTenHo 25/31 nnockokneTbYyHM kapLMHOMa Ha LepBuKca,
2/4 apeHokapuMHOMa Ha LiepBuKca, 2/2 eHO0METPUONAHN ageHokapumHomMa, 1/2 engouepsBukanHi ageHokapumHoma, 0/2 ypeseH

TMN apgeHokapuuHoma 1 0/1 cepo3Hu nanunapHu kapuuHoma), 21/39 opodhapuHreanHu NoOCKOKNEeTbYHM kapumHoma, 3/6 Tymopa

Ha rbpharta (BKMOYMTENHO 2/4 NHBA3VBHU AyKTanHu kapumHoma u 1/2 dpubpoaneHoma), 2/10 Tymopa Ha YepBarta (BKIKUUTENHO 2/4
apeHokapuvHoma Ha o6oaHoTo Yepeo, 0/3 ageHokapumHoMa Ha npaBoTo 4epBo, 0/2 ageHoma Ha YyepsaTa u 0/1 ageHokapuvHoma Ha
TbHKUTE YepBa), 2/5 xenaTokneTbYHN kapunHoma, 2/5 Tymopa Ha rmaeara u lusiTa (BknoumTenHo 1/1 ageHokapumMHoma Ha ycTHaTa
KyxuHa, 1/1 nneomopdHu ageHoMa Ha croHYeHaTa xrnesa, 0/1 afeHonaHN KUCTO3HU KapLuHoma, 0/1 NNoCKOKNeTbYHU KapuuHoMa

Ha eauka n 0/1 Ha3obapuHreanHu kapumHomMa), 2/4 Tymopa Ha Mo3bka (BkIouMTenHo 1/3 mennHrnoma v 1/1 actpouutoma), 2/4
apeHokapuvMHoMa Ha cToMaxa, 2/4 Tymopa Ha 6envsi Apob (BkntountenHo 1/1 ageHokapumHoma, 1/1 ApebHoKNeTbYHN KapLumrHoma

1 0/2 NNOCKOKNETbYHM KapumHoma), 2/3 ageHokapLMHOMa Ha npocTatata, 2/2 ageHokapLuuMHoMma Ha eHgometpuyma, 1/5 Tymopa Ha
LMTOBMAHATA XIe3a (BknounTenHo 1/1 dhonukynapHu kapumHoma, 0/1 cdonvkynapHo-nanunapHu ageHokapumHoma u 0/3 ageHoma), 1/5
MeTacTaTuyHu Tymopa, 1/4 NNoCcKoKNeTbYHM KapLMHOMa Ha XpaHonpoBoa, 1/4 oBapuantmu Tymopa (BKMHOYUTENHO 1/2 eHgomeTpruonaHu
apeHokapuvHoma, 0/1 Tymopa Ha rpaHyrnosHuTe knetku u 0/1 ageHokapuuHoma), 1/2 Tymopa Ha Kkoctute (BkmtoumTenHo 1/1
xoHgpocapkoma u 0/1 octeocapkoma) u 1/1 ageHokapuuHoma Ha naHkpeaca. He e oTkputo ougeTsiBaHe B iumdomm (0/3), Tymopu

Ha nukouHus mexyp (0/3), 6b6pednHn Tymopu (0/3), koxHu Tymopw (0/3), Tymopu Ha HaabbbpeyHaTta xnesa (0/2), cemuHomu (0/2) n
xunepnnasus Ha npoctarata (0/1). (O6w 6poit Ha oueHeHUTe abHOPMHU cryyan = 162).

p16 (6H12) ce npenopn4Ba 3a OTKpPMBaHe Ha NPOTeUH P16 B HOPMAaNHW U HEOMJIACTUYHU ThKaHWU KaTo AONbIHEHVE KbM

KOHBeHLWOHanHaTa XMCToNnaTonorus ¢ u3non3saHe Ha HEMMYHONOTUYHU XUCTOXUMUYHUN OLIBETABAHUSA.

CneundryHN orpaHnYeHUs Ha npoAayKTa

MpoaykTsT p16 (6H12) e onTumunampaH B Leica Biosystems 3a ynotpe6a ¢ BOND Polymer Refine Detection, cnomaratentu peareHT

BOND, BOND-PRIME Polymer DAB Detection System n cnomaratennu peareHt BOND-PRIME. MNoTpe6utenute, KOMTO ce OTKIOHSIBAT

OT NpenopbYaHnTe NpoLeaypu 3a TecTBaHe, TpsibBa [1a noemaT OTFOBOPHOCT 3a WHTeprpeTauusTa Ha pe3ynTatuTe Ha naumeHTuTe

npu Tean obcTosATencTBa. BpemeTpaeHeTo Ha NpoTOKONMTE MOXe Aa Bapupa nopaau BapuaLysita BbB oukcaLmsita Ha TbkaHTa

edeKTMBHOCTTa Ha YCUMBaHETO Ha aHTUreHa u TpsbBa [a ce onpefeny eMnupuyHo. TpsibBa Aa ce M3Mon3BaT HeraTMBHU KOHTPOMNM Ha

peareHTuTe Npu ONTUMU3NPaHe Ha YCIoBUSITa Ha U3BNUYAHE U BPEMETPaeHeTo Ha NPOTOKONUTE.

OTcTpaHsiBaHe Ha HEU3NPaBHOCTU

Pasrnepante peepeHums 3 3a KOopUripaLlo feincTauve.

CebpxeTe ce ¢ Bawms mecteH ancTpubyTop unu pernoHanHus oguc Ha Leica Biosystems, 3a ga cbobLumute 3a HeobuyaHo oupeTsiBaHe.

[OonbnHuTenHa nHgopmaums

[onbnHutenHa uHdopmMauws 3a nMyHooLBeTsBaHe ¢ peakTnen BOND moxeTe aa HamepuTe B ,Ynotpeba Ha peaktusn BOND* BbB

Bawara gokymeHTaums 3a notpedutens Ha BOND nop 3arnasusta MpuHumn Ha npoueaypata, Heobxoaumu matepuanu, MpurotesiHe

Ha cnecumeH, KoHTpon Ha kauecTBoTo, [MoTBbpXaaBaHe Ha aHanusa, ViHTepnpeTauus Ha ouBeTsBaHeTo, JlereHaa Ha cUMBONUTE Ha

etvkeTuTe 1 OBLM OrpaHnYeHms.
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BOND hasznalatra kész elsodleges antitest
pl6 (6H12)
Katalégusszam: PA0016

Alkalmazasi teriilet

Ez a reagens in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

A p16 (6H12) monoklonalis antitest a human p16 fehérje fénymikroszkoppal torténé kvalitativ azonositasara szolgal formalinban fixalt,
paraffinba agyazott szévetben, immunhisztokémiai festés Gtjan, automata BOND rendszer (igy a BOND-MAX rendszer, a BOND-III
rendszer és a BOND-PRIME rendszer) hasznalataval.

Minden festédés meglétének vagy hianyanak klinikai értelmezését morfologiai vizsgalatokkal és megfelel6 kontrollokkal kell kiegésziteni,
valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett patolégusnak kell
elvégeznie.

Osszefoglalas és magyarazat

Immunhisztokémiai technikak segitségével lehet kimutatni az antigének jelenlétét a szévetben és a sejtekben (lasd ,A BOND-reagensek
hasznalata” cim(i részt a BOND felhasznal6i dokumentacioban). A p16 (6H12) elsédleges antitest azonnal hasznalhat6 termék,

amelyet a BOND Polymer Refine Detection rendszer (DS9800) és BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284) rendszerrel
egydtt torténd alkalmazasra optimalizaltak. A human p16 fehérje kimutatasa ugy torténik, hogy elébb lehetévé kell tenni a p16 (6H12)
kotédését a metszethez, majd ez a kotédés megjelenithetd a detektalé rendszerben talalhato reagensekkel. Ha ezeket a termékeket
automata BOND rendszerrel egyiitt hasznaljak (igy a BOND-MAX rendszerrel, a BOND-III rendszerrel és a BOND-PRIME rendszerrel),
csokken az emberi hibak lehetdsége, valamint mérsékelheték az egyes reagensek higitasabdl, a manualis pipettazasbodl és a reagensek
alkalmazasabol szarmazo eredendd eltérések.

Biztositott reagensek

A p16 (6H12) egér eredetli, antihuman monoklonalis antitest, amelyet szévettenyészet feliiliszoként allitanak eld. Kiszerelése: tris-
pufferelt séoldatban, hordozoéfehérjével, amely tartésitdszerként 0,35% ProClin™ 950-et tartalmaz.
Teljes mennyiség = 7 ml.

Klén

6H12

Immunogén

Atelies human p16 molekulanak megfelelé prokariéta eredetli rekombinans fuzios fehérje.
Specificitas

Human p16 fehérje.

Ig-osztaly

1gG2b

Osszfehérje-koncentracio

Kb. 10 mg/ml.

Antitest-koncentracio

Legalabb 5 mg/l, ELISA médszerrel meghatarozva.

Higitas és elegyités

A p16 (6H12) elsédleges antitest higitasa optimalis a BOND rendszerrel (igy a BOND-MAX rendszerrel, a BOND-III rendszerrel és a
BOND-PRIME rendszerrel) valé hasznalathoz. Nem sziikséges a reagens feloldasa, elegyitése, higitasa vagy titralasa.

Sziikséges, de nem biztositott anyagok

A minta kezeléséhez és a BOND rendszerrel (igy a BOND-MAX rendszerrel, a BOND-III rendszerrel és a BOND-PRIME rendszerrel)
végzett immunhisztokémiai festéshez sziikséges anyagok teljes listajat lasd a BOND felhasznaldi dokumentacié ,BOND reagensek
hasznalata” cimii részében vagy a BOND-PRIME felhasznaldi dokumentacidjanak 1. és 3. szakaszaban.

Tarolas és stabilitas

2-8 °C-on tarolandé. Ne hasznalja fel a tartaly cimkéjén feltiintetett lejarati datum utan.

A p16 (6H12) szennyezettségére és/vagy instabilitdsara utalo jelek a kovetkezok: az oldat zavarossaga, szag kialakulasa és csapadék
jelenléte.

Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2—-8 °C k6z6tti hdmérsékletre.

A fentiekben elSirtaktol eltérs tarolasi feltételeket a felhasznalonak ellendriznie kell'.

Ovintézkedések

« Ezatermék in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

+ AProClin™ 950 koncentracidja 0,35%. A termék 2-metil-4-izotiazolin-3-on hatéanyagot tartalmaz, amely a bér, a szem, a
nyalkahartyak és a fels6 légutak irritacidjat okozhatja. A reagensek kezeléséhez viseljen egyszer hasznalatos keszty(it.

* Az anyagbiztonsagi adatlap igényléséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy
keresse fel a Leica Biosystems weboldalat a LeicaBiosystems.com cimen.

+ A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint az azoknak kitett 6sszes anyagot gy kell kezelni, mintha fert6z6képesek volnanak, és
megfeleld koriltekintéssel kell artalmatlanitani. Soha ne pipettazza szdjjal a reagenseket, tovabba kerilje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terilettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az
érintett terliletet. Forduljon orvoshoz.

« Minden potencidlisan toxikus 6sszetevd artalmatlanitasaval kapcsolatban kdvesse a szévetségi, allami és helyi eléirasokat.

« Minimalisra kell csdkkenteni a reagensek mikrobialis szennyezédését, kiildonben megndvekedhet a nem specifikus festédés.

PA0016
Page 30



« A megadottaktdl eltéré feltarasi korlilmények, inkubacios idék és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalénak
minden ilyen jellegli valtoztatast validalnia kell.

Hasznalati Gtmutaté

A p16 (6H12) elsédleges antitest automata BOND rendszerrel (igy a BOND-MAX rendszerrel, a BOND-III rendszerrel és a BOND-
PRIME rendszerrel), valamint a BOND Polymer Refine Detection rendszer és BOND-PRIME Polymer DAB Detection System rendszerrel
vald egyiittes hasznalatra lett kifejlesztve. Az ajanlott festési protokollt és epitdpfeltarast a p16 (6H12) elsédleges antitestre vonatkozéan
az 1. tablazat részletezi.

1. tdblazat: Protokollparaméterek az egyes BOND rendszerekhez.

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME

Epitdpfeltaras

Héindukalt epitopfeltaras BOND
Epitope Retrieval Solution 2 oldat
20 percig tart6 alkalmazasaval

Héindukalt epitopfeltaras BOND
Epitope Retrieval Solution 2 oldat
20 percig tart6 alkalmazasaval

Héindukalt epitopfeltaras
BOND-PRIME Epitope Retrieval
Solution 2 oldat 20 percig tarté

alkalmazasaval

Festési protokoll *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Varhat6é eredmények (*IHC Protocol F alapjan BOND-III platform és BOND Polymer Refine Detection rendszer hasznalataval
készitve).

Normal szévetek

Az 6H12 klon a p16 fehérje kimutatasara szolgal, ami nagyon szigoru mintazat szerint expresszalddik bizonyos szévetek

bizonyos sejtjeiben. A festédési mintazat magfestédés, azonban a p16-ot kifejez6 legtobb sejt esetében a citoplazma festédését

is megfigyelték. Immunreakciot figyeltek meg a tonsilla halézatos kripta epitéliumaban és follikularis dendritikus sejtjeiben, a
hasnyalmirigy szigetsejtjeiben, a here Leydig-sejtjeiben, valamint az endometriumban a szérvanyos urotélsejtekben és esetenként

a mirigyes epitélsejtekben. Szdrvanyos gyenge festédés volt megfigyelhetd az antrum mirigyeiben a gyomorban, az emlé mirigyes
és mioepitéliumaban, valamint a mellékvesében. Megfigyelték makrofagok és egyes fibroblasztok festédését is. A tovabbi kilonb6zé
kiértékelt normal szévetekben nem volt festédés megfigyelheté (normal esetek Osszesitett szama = 149).

Tumorszovetek

A 6H12 klon megfestett 30/42 méhnyakrakot (koztiik 25/31 laphamsejtes méhnyakkarcinémat, 2/4 méhnyak-adenokarcinémat,

2/2 endometrioid adenokarcinémat, 1/2 endocervikalis adenokarcinomat, 0/2 intesztinalis tipusu adenokarcinémat és 0/1 szerézus
papillaris karcinomat), 21/39 orofaringedlis laphamsejtes karcinomat, 3/6 emlédaganatot (kdztlik 2/4 invaziv duktalis karcinomat és
1/2 fibroadenémat), 2/10 béldaganatot (kdztik 2/4 vastagbél-adenokarcinomat, 0/3 végbél-adenokarcinémat, 0/2 béladenémat és

0/1 vékonybél-adenokarcinémat), 2/5 hepatocellularis karcinomat, 2/5 fej- és nyaki daganatot (koztlik 1/1 szajuregi adenokarcinémat,
1/1 nyalmirigy pleomorf adenémat, 0/1 adenoid cisztikus karcinémat, 0/1 laphamsejtes nyelvkarcinémat és 0/1 nazofaringealis
karcinomat), 2/4 agydaganatot (koztiik 1/3 meningiémat és 1/1 asztrocitémat), 2/4 gyomor-adenokarcinémat, 2/4 tidédaganatot
(koztiik 1/1 adenokarcinémat, 1/1 kis sejtes karcindmat és 0/2 laphamsejtes karcinémat), 2/3 prosztata-adenokarcinémat, 2/2
endometrium-adenokarcinémat, 1/5 pajzsmirigydaganatot (koztiik 1/1 follikularis karcinémat, 0/1 follikularis papillaris adenokarcinémat
és 0/3 adenoémat), 1/5 attétes daganatot, 1/4 laphamsejtes nyel6csé-karcindmat, 1/4 petefészek-daganatot (koztiik 1/2 endometrioid
adenokarcinémat, 0/1 granulosasejtes daganatot és 0/1 adenokarcindmat), 1/2 csontdaganatot (koztiik 1/1 chondroszarkémat és 0/1
oszteoszarkémat), valamint 1/1 hasnyalmirigy-adenokarcinémat. Nem volt festédés észlelhet6 limfomak (0/3), hugyhdlyagdaganatok
(0/3), vesedaganatok (0/3), bérdaganatok (0/3), mellékvese-daganatok (0/2), szemindémak (0/2), illetve egy prosztata-hiperplazia (0/1)

Termékspecifikus korlatozasok

Ap16 (6H12) terméket a Leica Biosystems a BOND Polymer Refine Detection kittel, BOND segédreagensekkel, BOND-PRIME Polymer

DAB Detection System rendszerrel és BOND-PRIME segédreagensekkel valé hasznalatra optimalizalta. A tesztelési eljarasoktol valo

eltérés esetén a felhasznald feleléssége a betegeredmények értelmezése az adott kériilmények kozott. A protokoll végrehajtasahoz

szilikséges id6 a szovet fixalasanak és az antigén-erdsités hatékonysaganak eltérései miatt valtozo lehet, ezért tapasztalati alapon

torténé meghatarozast igényel. A feltarasi korilmények és a protokollidék optimalizalasakor negativ reagenskontrollokat kell hasznalni.

Hibaelharitas

Ajavité intézkedéseket lasd a 3. hivatkozasban.

Szokatlan festédés bejelentéséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz.

Tovabbi informaciék

A BOND reagensekkel végzett immunfestésre vonatkozo tovabbi informacidkat a BOND felhasznaléi dokumentacio ,BOND reagensek

hasznalata” cim(i részében talal a kdvetkezd szakaszokban: Az eljaras elve, Sziikséges anyagok, A mintak e[ékészitése, Minéség-

ellendrzés, A teszt ellendrzése, A festédés értelmezése, A cimkéken szereplé szimbolumok magyarazata és Altalanos korlatozasok.
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Anticorp primar gata de utilizare BOND
pl6 (6H12)
Nr. catalog: PA0016

Utilizare prevazuta

Acest reactiv este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

Anticorpul monoclonal p16 (6H12) este destinat utilizarii pentru identificarea calitativa, prin intermediul microscopiei optice, a proteinei
p16 umane in tesut fixat in formalina, incorporat in parafina, prin colorare imunohistochimica utilizand sistemul automatizat BOND (care
include sistemul BOND-MAX, sistemul BOND-III si sistemul BOND-PRIME).

Interpretarea clinica a oricarei coloratii sau a absentei acesteia trebuie verificata prin studii morfologice, folosind proceduri de control
adecvate, si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de
catre un patolog calificat.

Rezumat si explicatie

Tehnicile imunohistochimice pot fi utilizate pentru a demonstra prezenta antigenilor in tesuturi si celule (a se vedea ,Utilizarea reactivilor
BOND” in documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND). Anticorpul primar p16 (6H12) este un produs gata de utilizare
care a fost optimizat pentru utilizarea cu sistemul BOND Polymer Refine Detection (DS9800) si cu BOND-PRIME Polymer DAB Detection
System (DS9284). Demonstrarea prezentei proteinei p16 umane este realizata mai intai prin permiterea legarii p16 (6H12) la sectiune si
apoi prin vizualizarea acestei legari utilizand reactivii furnizati in sistemul de detectie. Utilizarea acestor produse, in combinatie cu sistemul
automatizat BOND (care include sistemul BOND-MAX, sistemul BOND-III si sistemul BOND-PRIME), reduce posibilitatea producerii erorii
umane si variabilitatea inerenta care rezulta din dilutia individuala a reactivului, pipetarea manuala si aplicarea reactivului.

Reactivi furnizati

p16 (6H12) este un anticorp monoclonal anti-uman de soarece produs ca supernatant de cultura tisulara purificat si furnizat in solutie
salina tamponata cu trometamina cu proteina purtatoare, care contine 0,35 % ProClin™ 950 drept conservant.

Volum total = 7 ml.

Clona
6H12

Imunogen
Proteina procariotica recombinanta de fuziune corespunzand intregii molecule p16 umane.

Specificitate
Proteina umana p16.

Clasalg
1gG2b

Concentratie proteina totala
Aproximativ 10 mg/ml.

Concentratie anticorpi
Mai mare sau egala cu 5 mg/l, asa cum este determinata prin ELISA.

Diluare si amestecare
Anticorpul primar p16 (6H12) este diluat in mod optim pentru utilizare pe sistemul BOND (care include sistemul BOND-MAX, sistemul
BOND-III si sistemul BOND-PRIME). Reconstituirea, amestecarea, diluarea sau titrarea acestui reactiv nu sunt necesare.

Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

Consultati ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND sau Sectiunile 1 si 3 din documentatia
dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND-PRIME pentru o lista completa a materialelor necesare pentru tratarea specimenelor si
colorarea imunohistochimica utilizand sistemul BOND (care include sistemul BOND-MAX, sistemul BOND-III si sistemul BOND-PRIME).

Depozitare si stabilitate

A se depozita la 2-8 °C. A nu se utiliza dupa data expirarii indicata pe eticheta recipientului.

Semnele care indica contaminarea si/sau instabilitatea p16 (6H12) sunt: turbiditatea solutiei, formarea de mirosuri si prezenta precipitatului.
A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare.

Alte conditii de depozitare decat cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator’.

Precautii

« Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

« Concentratia de ProClin™ 950 este 0,35 %. Acesta contine ingredientul activ 2-metil-4-izotiazolin-3-ona si poate cauza iritarea pielii,
ochilor, membranelor mucoase si tractului respirator superior. Purtati ménusi de unica folosinta atunci cand manipulati reactivii.

« Pentru a obtine o copie a fisei tehnice de securitate pentru material, luati legatura cu distribuitorul dvs. local sau cu biroul regional al
Leica Biosystems sau, ca alternativa, vizitati site-ul web al Leica Biosystems, LeicaBiosystems.com

- Specimenele, inainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul
de a transmite infectii si trebuie eliminate luand masurile de precautie adecvate®. Nu pipetati niciodata reactivii cu gura si evitati
contactul reactivilor si probelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau probele vin in contact cu suprafetele sensibile,
spalati cu apa din abundenta. Solicitati asistenta medicala.

« Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea oricaror componente cu potential toxic.
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« Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a colorarii nespecifice.
« Timpii sau temperaturile de recuperare, incubare care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice astfel de
modificare trebuie validata de catre utilizator.

Instructiuni de utilizare
Anticorpul primar p16 (6H12) a fost dezvoltat pentru utilizarea pe sistemul automatizat BOND (care include sistemul BOND-MAX, sistemul
BOND-III si sistemul BOND-PRIME) in combinatie cu sistemul BOND Polymer Refine Detection si BOND-PRIME Polymer DAB Detection
System. Protocolul de colorare recomandat si recuperarea epitopilor pentru anticorpul primar p16 (6H12) sunt detaliate in Tabelul 1.

Tabel 1: Parametrii de protocol pentru fiecare sistem BOND.

BOND-MAX BOND-IIl BOND-PRIME

Recuperarea epitopilor

Recuperarea indusa de caldura a
epitopilor utilizand BOND Epitope
Retrieval Solution 2 timp de 20

Recuperarea indusa de caldura a
epitopilor utilizand BOND Epitope
Retrieval Solution 2 timp de 20

Recuperarea indusa de caldura a
epitopilor utilizand BOND-PRIME
Epitope Retrieval Solution 2 timp

de 20 de minute
*IHC Protocol F

de minute
*IHC Protocol F

de minute
*IHC Protocol F

Protocol de colorare

Rezultate preconizate (generate cu *IHC Protocol F pe platforma BOND-III, utilizand sistemul BOND Polymer Refine Detection).
Tesuturi normale
Clona 6H12 detecteaza proteina p16 care este exprimata intr-un model deosebit de restrans in anumite celule in tesuturi specifice.
Modelul de colorare este nuclear, dar se observa coloratie citoplasmatica in majoritatea tipurilor de celule care exprima p16. S-a observat
imunoreactivitate in epiteliul criptic reticulat si celulele dendritice foliculare din amigdala, celulele insulare din pancreas, celulele Leydig din
testicul, celule uroteliale impréastiate si ocazional in celulele epiteliale glandulare din endometru. S-a observat ocazional o coloratie slaba
in glandele antrale ale stomacului, epiteliul glandular si mioepiteliul mamar si in glanda suprarenala. S-a observat de asemenea colorarea
macrofagelor si unelor fibroblaste. Nu s-a observat vreo colorare la diverse alte tesuturi normale (Numér total de cazuri normale = 149).
Tesuturi tumorale
Clona 6H12 a colorat 30/42 canceruri de col uterin (incluzand 25/31 carcinoame cu celule scuamoase ale colului uterin, 2/4
adenocarcinoame ale colului uterin, 2/2 adenocarcinoame endometrioide, 1/2 adenocarcinoame endocervicale, 0/2 adenocarcinoame de
tip intestinal si 0/1 carcinoame papilare seroase), 21/39 carcinoame orofaringiene cu celule scuamoase, 3/6 tumori mamare (incluzand
2/4 carcinoame ductale invazive si 1/2 fibroadenoame), 2/10 tumori intestinale (incluzand 2/4 adenocarcinoame ale colonului, 0/3
adenocarcinoame ale rectului, 0/2 adenoame intestinale si 0/1 adenocarcinoame ale intestinului subtire), 2/5 carcinoame hepatocelulare,
2/5 tumori ale capului si gatului (incluzand 1/1 adenocarcinom al cavitatii bucale, 1/1 adenom pleomorfic al glandei salivare, 0/1
carcinom chistic adenoid, 0/1 carcinom cu celule scuamoase al limbii si 0/1 carcinom nasofaringian), 2/4 tumori cerebrale (incluzand 1/3
meningioame si 1/1 astrocitom), 2/4 adenocarcinoame ale stomacului, 2/4 tumori pulmonare (incluzand 1/1 adenocarcinom, 1/1 carcinom
cu celule mici si 0/2 carcinom cu celule scuamoase), 2/3 adenocarcinoame ale prostatei, 2/2 adenocarcinoame ale endometrului, 1/5 tumori
tiroidiene (incluzand 1/1 carcinom folicular, 0/1 adenocarcinom papilar folicular si 0/3 adenoame), 1/5 tumori metastatice, 1/4 carcinoame
cu celule scuamoase ale esofagului, 1/4 tumori ovariene (incluzand 1/2 adenocarcinoame endometrioide, 0/1 tumoare cu celule granuloase
si 0/1 adenocarcinom), 1/2 tumori osoase (incluzand 1/1 condrosarcom si 0/1 osteosarcom), si 1/1 adenocarcinom al pancreasului. Nu s-a
observat vreo colorare in limfoame (0/3), tumori ale vezicii urinare (0/3), tumori renale (0/3), tumori ale pielii (0/3), tumori suprarenale (0/2),
seminoame (0/2) si hiperplazie prostatica (0/1). (Numarul total al cazurilor anormale evaluate = 162).

16 (6H12) este recomandat pentru detectarea antigenului p16 uman in tesuturile normale si neoplazice. ca adjuvant al
histopatologiei conventionale. utilizdnd coloranti histochimici non-imunologici.

Restrictii specifice produsului

p16 (6H12) a fost optimizat la Leica Biosystems pentru utilizare cu BOND Polymer Refine Detection, reactivii auxiliari BOND,
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System si reactivii auxiliari BOND-PRIME. Utilizatorii care se abat de la procedurile de testare
recomandate trebuie sa accepte responsabilitatea pentru interpretarea rezultatelor pacientului in aceste circumstante. Timpii protocolului
pot varia, datorita variatiei in fixarea tesutului si eficacitatii intensificarii antigenului, si trebuie sa fie determinati empiric. Atunci cand se
optimizeaza conditiile de recuperare si timpii protocolului, trebuie sa fie utilizati reactivi de control negativ.

Rezolvarea problemelor
Consultati referinta 3 pentru actiuni de remediere.
Contactati distribuitorul dumneavoastra local sau biroul regional al Leica Biosystems pentru raportarea colorérii neobisnuite.

Informatii suplimentare

Informatii suplimentare referitoare la imunocolorarea cu reactivii BOND, sub titlurile Principiul procedurii, Materiale necesare, Pregatirea
specimenului, Controlul calitatii, Verificarea analizei, Interpretarea colorérii, Codul simbolurilor de pe etichete si Limitari generale pot fi
gasite in ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND.
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I'oToBoe kK npuMeHeHNI0 NepBUYHOE aHTHTE 10 BOND
pl6 (6H12)
Homep no karasaory: PA0016

HasHaueHue

3TOT peakTUB NpefHa3HaueH Ans AUarHoCTVKu in vitro.

MoHoknoHanbHble aHTuTena p16 (6H12) npeaHasHayeHbl AN Ka4eCTBEHHOTO onpeaeneHust Monekynbl Genka p16 Yenoseka MeTonom
CBETOBOW MUKPOCKOMUM B (PUKCUPOBAHHBIX (hOPMariMHOM 1 3anuTbix B napachuH obpasLax TkaHel nocrne MMMYHOrMCTOXMMNYECKOTro
oKpaluMBaHus B aBToMaTuanpoBaHHoii cucteme BOND (Bkntovatowein cuctemy BOND-MAX, cuctemy BOND-III n cuctemy BOND-PRIME).
KnuHunyeckas nHTepnpeTaums no6oro okpallMBaHUs Uiu ero oTCyTCTBUS [OIMKHA ObITb [AONONHEHa MOPONOrnyecknmMm
MCCNeoBaHNsaMU C HaNeXaLUMU KOHTPONAMM U JOIDKHA BbiTh OLiEHEeHa KBannMULUMpOBaHHLIM NaTONOrOM C y4eTOM aHaMHe3a
nauveHTa 1 Apyrix AMarHoCTUHeCcKUX TeCTOB.

KpaTkoe nsnoxeHue u nosicHeHue

VIMMYHOTMCTOXMMMUYECKME METOLbI MOXHO UCMOMNb30BaTh ANs BbISBEHWUSI aHTUTEHOB B TKaHsIX U kneTkax (cM. «[prMeHeHne peakTMBoB
BOND» B fokymeHTaLmu nonb3osatenst BOND). MepBuyHble aHTuTena p16 (6H12) SBNatoTCA roToBbIM K MPUMEHEHWIO NPOAYKTOM,
ONTUMU3MPOBAHHBIM AN ucronb3osaHus B cucteme BOND Polymer Refine Detection (DS9800) n BOND-PRIME Polymer DAB
Detection System (DS9284). MNoaTeepxaeHve npucyTcTeus p16-npoTenHa Yenoseka A4OCTUTaeTCs, BO-NEPBbIX, 3a CHET CBSA3bIBAHUA p16
(6H12) co cpe3om TkaHW ¢ nocneayoLLei BU3yanuaaumen yqactka CBa3blBaHNs, YTO OCYLLECTBISIETCS C UCMONb30BaHNEM PeaKTUBOB,
KOTOpble NPeAyCMOTPEHbl CUCTEMON AeTeKuum. MNprMeHeHNe STUX NPOAYKTOB B COYETaHUM C aBTOMaTU3MpoBaHHo cuctemoin BOND
(Bkntovatowent cuctemy BOND-MAX, cuctemy BOND-III n cuctemy BOND-PRIME), cHuxaeT BepOSiTHOCTb YernoBe4Yeckol oLmnbku n
BapuabernbHOCTb, MPUCYLLYIO NpoLieccaM pasBeAeHus! OTAENbHbIX PeakTUBOB, PyYHOTO MMMNETUPOBAHMUS U BHECEHUS PeaKTUBOB.

PeaKTVIBbI, BXoAsuue B KOMMJIEKT NOCTaBKU

p16 (6H12) npencTtaBnsieT cobor Nnpenapart MOHOKMOHaNbHbIX aHTUTEN MbILLK K aHTUreHaMm YernoBeka, KOTOpbIN BbiMyckaeTcs B hoopme
cynepHaTaHTa KynbTypbl TKaH1 1 MOCTaBNseTcsa B Tpuc-conieBom bychepHom pacTBope, coaepxallem 6enok-Hocutens, a Takke 0,35 %
ProClin™ 950 B ka4ecTBe KOHCEpBaHTa.

O6Lwuin obbem = 7 mn.

Knon
6H12

WmMyHoreH
PekoMOBWHaHTHBIV CrTbIn 6enok 13 NpoKapuoTUYECKUX KNETOK, COOTBETCTBYIOLLMIA BCell Monekyne p16 yenoseka.

CneunduyHoCcTb
p16-npotenH Yenoseka.

Knacc nmmyHorno6ynuHos
1gG2b

O6LWan KoHueHTpauus 6enka
MpvmepHo 10 mr/mn.

Kouuem’pauuﬂ aHTuTena
He meHee 5 Mr/n npu usmepexHnn metogom UOA.

Pa3BegeHue n cMellMBaHue

MepBuyHble aHTUTena p16 (6H12) nmetoT onTuManbHoe pa3seaeHne Ans npumeHeHus B cucteme BOND (BkntovatoLleit cuctemy
BOND-MAX, cuctemy BOND-III n cuctemy BOND-PRIME). 3TOT peakTuB He Hy>KAaeTcsi B BOCCTAHOBIEHWUU, CMeLUMBaHUU, pa3BeaeHnmn
VNN TUTPOBaHNN.

Heo6xoaumble MaTepuanbl, He BXogsiLine B KOMMNIEKT NOCTaBKU

B pasgene «MpumeHenne peaktnsos BOND» fokymeHTauumn nonb3sosatens cuctemsl BOND a Takke B pasgenax 1 1 3 gokymeHTauum
nonb3osatens BOND-PRIME npepacTaBneH nonHbIv CMCOK Matepuanos, Heo6xoauMbIx Anst 06paboTku U MIMMYHOTVICTOXMMUYECKOTO
okpalunBaHus 06pasLoB ¢ ucrnonbaoBaHnem cuctembl BOND (Bkntovatowert cuctemy BOND-MAX, cuctemy BOND-III u cuctemy BOND-
PRIME).

XpaHeHue u cTabunbHOCTb

XpaHuTb npu Temnepatype 2—-8 °C. He ncnonb3oBaTb Nocre yka3aHHOWM Ha 3TUKETKe KOHTeHepa AaTkl UCTEYEHWUS CPOKa roAHOCTM.
MpusHakamu, KOTOpbIE YKa3biBAKOT HA KOHTAMMHALMIO n/unn HectabunbHocTb p16 (6H12), ABnsatoTCA: NOMyTHeHWe pacTeopa,
nosiBNeHne 3anaxa 1 Hanuune ocaaka.

HemepnneHHo nocne npuMeHeHUst BEPHYTb Ha XpaHeHwve npu 2—8 °C.
YCrIOBMS XpaHEHNs, OTAIMYAIOLLMECS OT yKasaHHbIX Bblle, AOIKHbI BbITh BEpUULMPOBaHLI Nosb3osaTenem’.

Mepbl NpeaoCTOPOXHOCTU
« [aHHas npoayKums npeaHasHadeHa ans AMarHocTukM in vitro.

*  KoHueHTpaums ProClin™ 950 coctaensieT 0,35 %. MpoayKT CoaepXXUT aKTUBHbIN KOMMOHEHT 2-MeTUI-4-130TNa3onnH-3-0H N MOXET
pasgpaxaTb KOXYy, rnasa, Cr3nucTble 06OMoYKM U BepxHWe ObiXaTeribHble NyTu. r‘Ipm pa60Te C peaktneamun Haﬂ,eBaI;lTe 0OAHOpas0oBble
nep4yatku.
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. ﬂ,ﬂﬂ nony4eHuna konuu nacrnopta 6e30MacHOCTM XMMUYECKOW npoaykuumn OﬁpaTMTer K MeCTHOMY ,CMCTpIAGbIOTOpy wmne
pervoHanbHbIn ouc komnauum Leica Biosystems nu6o nocetute Be6-cant komnanum Leica Biosystems: LeicaBiosystems.com

« O6pa3supl (Ao v nocne dukcaumm) n BCe KOHTaKTUPYIOLLME C HUMWU MaTepuarnsl crefyeT cunTaTb CrnocobHbIMM K nepefaye MHgekumn,
n npu ux yoaneHun B OTXo4bl crieayet COGJ'IIO,E\aTb Hagnexatiue mepbl ﬂpeﬂocTOpO}KHOCTMZ. HMKOI’,D,a He HaﬁmpaﬁlTe peakTunBbl B
NUNEeTKy pToMm. W3berainte koHTakTa peakTMBoB 1 oGpaauoa C KOXeW ¥ cnmamncteiMm obonodkamu. B Cny4yae KOHTaKTa peakTMBOB Unn
06pasLoB C YyBCTBUTENbHLIMW 30HAMW MPOMOITE UX BOMNbLLXM KONUYECTBOM BoAbl. OBpaTUTeCh 3a MEANLIMHCKOWM NOMOLLbIO.

« To BOMpocam ytunusaumu NOBbIX BO3BMOXHO TOKCUYECKMX KOMMOHEHTOB BbIMOMNHAWTE TpesOBEHVIﬂ cbep,epaanblx, pernoHanbHbIX
NN MeCTHbIX HOPMaTUBHbIX IOKYMEHTOB.

+ CBoauTe K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsis3HeHne peakTUBOB BO M3BexaHue yCureHust Hecneumuyeckoro okpaLunBaHmsi.

* HapyLlueHue ykazaHHbIX B MUHCTPYKLMU NpaBusi 4EMaCK1POBKU, BPEMEHU WHKYBaLmn 1 TepMUYEcKoi 06paBoTKM MOXKET MPUBECTY K
oLwmbouHbIM pesynbratam. Jto6ble Nogo6HbIE 3MEHEHWS AOMKHbI BbITb BANMAMPOBaHbI NOMb30BATENEM.

WUHCTPYKUMA NO NPUMEHEHUIO
MepBuyHble aHTUTENa p16 (6H12) 6binn paspaboTaHel ANs MCMONb30BaHUS B aBToMaTu3vpoBaHHon cucteme BOND (BknitovatoLleit
cuctemy BOND-MAX, cuctemy BOND-III n cuctemy BOND-PRIME) B couetanum ¢ cucteme BOND Polymer Refine Detection 1
BOND-PRIME Polymer DAB Detection System. PekomeHzyemblii NPOTOKOS OKpaLuMBaHWs U NpoLeaypa AemMackupoBKU anuTona Ans
nepBuYHbIX aHTUTEN p16 (6H12) npeactaBneHsl B Tabnuue 1.

Tabnuua 1: MapameTpbl npoTokona Ans kaxaon cuctemsl BOND.

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME
[lemackvipoBaHvie Tennosasi AgemMackmpoBka Tennoeasi femMackvpoBka Tennosasi femMackvpoBka
anuTtona anuTona ¢ Ucnonb3oBaHMem anuTona ¢ UcnomnsL3oBaHMemM anuTona ¢ UCMonb3oBaHNeM
pacTsopa Anst AeMackupoBKi pacTBopa Ans 4eMacK1poBKK pacTBopa Ansl 4eMacK1pOBKY
BOND Epitope Retrieval Solution | BOND Epitope Retrieval Solution | BOND-PRIME Epitope Retrieval
2 B TeyeHve 20 MUHYT 2 B TeyeHvie 20 MUHYT Solution 2 B TeyeHne 20 MUHYT
MpoTokon *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F
OKpaLUMBaHKs

OxupaeMbie pe3ynbTaThbl (nonydyenHsle ¢ nomoLsto *IHC Protocol F Ha nnatdopme BOND-III ¢ ncnonbsosarnem cuctemsl BOND
Polymer Refine Detection).

HopwmanbHbie TkaHu

KrnoH 6H12 obHapyxuBaeT 6enok p16, BolpaXeHHbIi B paMkax KpaiHe orpaHUYeHHON KapTHbI B HEKOTOPbIX KNeTkax onpeaeneHHbIX
TKaHeit. OTa KapTUHa UMEIOT XxapaKTep SAEPHOro OKpalMBaHWSI, OAHAKO B GONbLUMHCTBE TUMOB KNETOK C akcnpeccuent p16 Habnopaercs
LuTonnasmaruyeckoe okpaluvsaHve. IMMyHopeakTUBHOCTb Habrioganack B peTUKyNspHOM SNUTENUU KpUNT 1 hONMMKYNSAPHbIX
[EeHAPVUTUYECKUX KIEeTKaxX MUHAANNH, UHCYMSPHbIX KreTkax NoKenya04HON xeneabl, knetkax flenavra suyek, paccesiHHbIX
ypoTenuarbHbIX KIeTkax U B OTAEMNbHBIX KIETKax XenesnucToro anuTenisi B aHaomeTpun. Crnopaguyeckoe cnaboe okpalumBaHue
Habniofanock B aHTParnbHbIX Xenesax Xernyaka, XenesucTom anUTenMn U MUMO3NUTENU MOMOYHON Keneabl, a Takke B HaAno4eqHnKax.
Kpome Toro, Habntoaanock okpalunBaHue MakpoaroB v oTaernbHbIX hubpobnactos. Bo MHOXeCTBE ApYrviX NpoaHanuanpoBaHHbIX
3[0POBbIX TKaHe JOMONHUTENBHOTO OKpaLUMBaHUS He Habntoganock (obLlee YMCHOo CryYaeB U3yYeHUst HeM3MEHEHHbIX TkaHei = 149).

TkaHu onyxonei

KrnoH 6H12 okpacun 30/42 cnyyaeB paka Luenku maTku (Bkniovas 25/31 cryyasi nnocKOKNETOMHOM KapLMHOMBI LIEKN MaTku, 2/4
cnyyaeB afleHOKaPLMHOMBI LLEKN MaTKu, 2/2 criyyaeB 9HAOMETPUOWAHO afleHOKapLUMHOMbI, 1/2 crnyyaeB aHAoLepBuKanbHON
afieHokapLuuHombl, 0/2 cryyaeB afjleHOKapLMHOMbI kuLeyHoro Tvuna v 0/1 cnyyas cepo3Hoi nanunnsipHoii kapuvHomsl), 21/39 cnyyaes
opocbapyHreanbHOW MNOCKOKNETOYHON KapuuHoMel, 3/6 criyqyaeB onyxonu MOMOYHOW xenesbl (Bkntoyas 2/4 crnyyaeB MHBa3VBHOM
KapLMHOMbI MPOTOKOB 1 1/2 cnyyaes mbpoageHomsl), 2/10 cnyyaeB onyxonu KuLeYHuKa (Bknioyas 2/4 cnyyaes afleHOKapLMHOMbI
TONCTOro kuweyvHuka, 0/3 cnyyaes afeHOKapLUMHOMbI NPSiIMON kuLwku, 0/2 cryqaes ageHoMbl kuwieydHuka u 0/1 cnyyas ageHokapLyHOMbI
TOHKOTO KWLLeYHWKa), 2/5 criy4yaeB renaToLenmionspHoi KapumHoMbl, 2/5 cry4aes Onyxornu ronosbl v Wwen (Bkntoyas 1/1 cnyvas
apeHoKapLMHOMbI POTOBOW MomnocTu, 1/1 cnyvas nneomopdHoi afeHoMbl CrItOHHON xeneabl, 0/1 cnyvas aaeHoMAHON KUCTO3HOW
capkombl, 0/1 criy4as nioCcKOKNEeTOYHO KapLyHOMbI s3bika 1 0/1 criyyast HazodapuHreanbHON KapLMHOMbI), 2/4 ciiyqyaes onyxonu
Moara (Bkntoyasi 1/3 cryyaeB MeHUHrombl 1 1/1 cnyyas acTpoumuTombl), 2/4 criyqaeB afeHOKapLUMHOMbI Xenyaka, 2/4 cnyvaes

onyxonw nerkoro (Bkntoyasi 1/1 cnyyas ageHokapuuHoMbl, 1/1 crnyyas MENKoKNeTo4Ho kapuyHoMel 1 0/2 cry4aes NoCKOKNETOHHON
KapuuHoMbl), 2/3 crnyyaeB aleHOKapLMHOMbI MpoCTaThl, 2/2 criy4aeB afeHoKapLyHOMbI 3HAoMeTpus, 1/5 cnyyaes onyxonu LMTOBUAHON
xenesbl (Bkmtovas 1/1 cnyyas ponnukynspHoii kapuvHombl, 0/1 cnyyas honnukynspHoi nanunnspHoii ageHokapuuHomsl n 0/3
cnyyaeB ageHoMmbl), 1/5 cnyyaeB meTacTaTuyeckux onyxonen, 1/4 cny4aes NnoCKOKNETOYHON KapUMHOMbI NuLleBoaa, 1/4 cnyvaes
OryXonu IYHKNKOB (BKMtoyasi 1/2 cnyvaeB SHOAOMETPUOUAHON afeHokapLmHombl, 0/1 cnyyasi rpaHynesokneToyHon onyxonu v 0/1
cny4yas ageHokapuuHoMbl), 1/2 cniyyaes onyxonu kocTten (Bkntoyas 1/1 cnyyasi xoHgpocapkomel 1 0/1 crniyqas octeocapkombl) un 1/1
cnyyas afeHoKapLVHOMbI NOAXKeNyAo4HON xenesbl. He o6HapyxeHo okpalumBaHus B numdomax (0/3), onyxonsix Mo4eBoro ny3abipst
(0/3), onyxonsix novek (0/3), onyxonsix koxw (0/3), onyxonsix Hagno4e4Hukos (0/2), B cemmHomax (0/2) n B runepnnasuu npoctatsl (0/1).
(O6Lee uncno nccneaoBaHHbIX NATONOTMYECKV M3MEHEHHbIX 06pasLoB = 162).

p16 (6H12) pekomeHayeTcs ANA o6GHapyxeHUs p16-NnpoTenHa B 3[0POBbIX U MOPAXEHHbIX OMYXO/bl0 TKAHAX B Ka4eCcTBe [AONONHEHUs
K CTaHOAPTHbLIM TMCTONATONIOrMYECKMM UCCIeIOBAHNUAM C TPUMEHEHNEM HEMMMYHHOIO TMCTOXUMMUYECKOro OKpaLIMBaHUs.
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OrpaHuyeHus, cneundUyHbie ANA 3TOro NpoaykTa

p16 (6H12) 6binn onTMM3npoBaHbl koMnaHveit Leica Biosystems ans ucnonbsosaHus ¢ cuctemoit BOND Polymer Refine Detection,
[ononHuTenbHbIMK peakTuBamu BOND, cuctemoit BOND-PRIME Polymer DAB Detection System 1 4ononHUTENbHbIMW peakTuBamm
BOND-PRIME. Monb3oBaTtenu, OTKNOHALWMECS OT peKOMEHAOBaHHbIX Npoueayp aHanusa, AomkHbl 6paTk Ha cebsi OTBETCTBEHHOCTL
3a MHTeprpeTaLyio pe3ynsTaToB UCCMefoBaHWii NaLMeHTOB, BbINMOMHEHHBIX B TaKUX YCMOBUSIX. [POAOIKUTENBHOCTb BbINMONHEHUS!
npoTokona AomkHa BbiTh onpeaeneHa onbITHLIM NyTEM U MOXET PasniMyaTbcs B CBA3N C BapuabenbHOCTbIo prkcaLmn TKaHN 1
3(PheKTUBHOCTU yeunenust aHTureHa. Mpu onTMmnsaLmm yCrnosuii AeMackupoBKU 1 ANIMTENBLHOCTY NPOTOKOMa CredyeT UCMoNb3oBaTh
oTpuLaTenbHble KOHTPOMNM PEaKTUBOB.

Mouck n yCcTpaHeHue Henonaaok
[leicTBKS NO yCTPaHEHMIO HEMONaaoK onucaxbl B (3).

C co06LLeHNMM O HeOBbIYHOM OKpaLLMBaHUM OBpalLaiTec k CBOeMy MECTHOMY AUCTPUBBLIOTOPY WU B PErMOHanbHbIN 0OMC KOMMaHUM
Leica Biosystems.

JononHuTtenbHaa nHdopmaumus

[ononHuTenebHas nHdopMauusa No UMMYHOTMCTOXMMUYECKOMY okpalumnBaHuio peaktusamu BOND cogepxuTcs B nogpasgenax
«MpuHumn metoga», «Heobxoanmble matepuansl», «oagrotoBka o6pasLoBy», «KoHTponb kadyecTBay, «[poBepka [4OCTOBEPHOCTH
aHanusar, «/HTepnpeTauus okpaluMBaHusy, «3Ha4eHnsi CUMBOMOB Ha aTukeTkax» 1 «ObLme orpaHuyeHus» pasgena «lpuverHeHne
peakTmBoB BOND» gokymeHTauum nonbaosarens cuctemsl BOND.
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Gotowe do uzycia cialo przeciwcialo pierwszorzegdowe BOND
pl16 (6H12)
Nr katalogowy: PA0016

Przeznaczenie

Ten odczynnik jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.

Przeciwciato monoklonalne p16 (6H12) stuzy do identyfikacji jakosciowej z zastosowaniem mikroskopii $wietinej ludzkiego biatka p16
w tkance utrwalonej w formalinie i zatopionej w parafinie za pomoca barwienia immunohistochemicznego przy uzyciu automatycznego
systemu BOND (obejmujgcego system BOND-MAX, system BOND-III i system BOND-PRIME).

Kliniczng interpretacje wybarwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Oceng
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.

Podsumowanie i objasnienie

Techniki immunohistochemiczne mozna stosowa¢ do wykazania obecnosci antygenéw w tkankach i komoérkach (zob. ,Uzywanie
odczynnikéw BOND” w dokumentaciji dla uzytkownika odczynnikéw BOND). Przeciwciato pierwszorzedowe p16 (6H12) jest gotowym
do uzycia produktem, specjalnie zoptymalizowanym pod katem stosowania z systemem BOND Polymer Refine Detection (DS9800)
oraz BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284). Obecno$¢ ludzkiego biatka p16 jest wykazywana w pierwszej kolejnosci
przez umozliwienie wigzania p16 (6H12) ze skrawkiem, a nastepnie wizualizacjg tego wigzania za pomoca odczynnikéw dostarczonych
w systemie detekcji. Uzywanie tych produktéw, w potgczeniu z automatycznym systemem BOND (obejmujgcym system BOND-MAX,
system BOND-IIl i system BOND-PRIME), redukuje mozliwo$¢ wystgpienia btedu cztowieka i wtasciwej zmiennosci wynikajacej z
indywidualnego rozciefnczania odczynnikdw, recznego pobierania pipetg i stosowania odczynnikéw.

Odczynniki znajdujace si¢ w zestawie

p16 (6H12) jest mysim anty-ludzkim przeciwciatem monoklonalnym, produkowanym jako oczyszczony supernatant hodowli tkankowe;j i
dostarczonym w roztworze soli fizjologicznej buforowanej roztworem Tris z biatkiem no$nikowym, konserwowanym 0,35% ProClin™ 950.

taczna objetosé = 7 ml.

Klon

6H12

Immunogen

Prokariotyczne rekombinowane biatko fuzyjne odpowiadajgce catej ludzkiej czasteczce p16.

Swoistos¢

Ludzkie biatko p16.

Klasa Ig

1gG2b

Catkowite stezenia biatka

Okoto 10 mg/ml.

Stezenie przeciwciat

Wieksze lub réwne 5 mg/L oznaczone za pomocg testu ELISA.

Rozcienczanie i mieszanie.

Przeciwciato pierwszorzedowe p16 (6H12) jest optymalnie rozcienczone pod katem uzycia w systemie BOND (w tym system BOND-

MAX, system BOND-III i systemie BOND-PRIME). W przypadku tego odczynnika nie jest konieczne dodawanie wody, mieszanie,

rozcienczanie ani miareczkowanie.

Wymagane materiaty niedotagczone do zestawu

Peing liste materiatéow wymaganych do obrébki probek i barwienia immunohistonemicznego przy uzyciu systemu BOND mozna znalez¢

w rozdziale ,Korzystanie z odczynnikéw BOND” w dokumentacji uzytkownika BOND, lub w sekcjach 1 i 3 dokumentacji uzytkownika

BOND-PRIME, (w tym system BOND-MAX, system BOND-III i system BOND-PRIME).

Przechowywanie i trwatos¢

Przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Nie uzywac po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie pojemnika.

Oznaki skazenia i/lub niestabilno$ci przeciwciata p16 (6H12) sg nastepujace: zmetnienie roztworu,pojawienie sie zapachu i obecno$¢ osadu.

Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.

Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji uzytkownika.

Srodki ostroznosci

« Ten odczynnik jest przeznaczony do diagnostyki in vitro

« Stezenie ProClin™ 950 wynosi 0,35 %. Zawiera sktadnik czynny 2-metylo-4-izotiazolon-3-jeden i moze powodowa¢ podraznienie skory,
oczu, bton $luzowych i gérnych drég oddechowych. Podczas pracy z odczynnikami nalezy nosi¢ rekawice jednorazowego uzytku.

* Aby uzyska¢ egzemplarz karty charakterystyki, nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym biurem Leica
Biosystems lub odwiedzi¢ strone internetowg Leica Biosystems, LeicaBiosystems.com

« Probki przed i po utrwaleniu oraz wszelkie materiaty narazone na kontakt z nimi nalezy traktowac jak materiaty potencjalnie zakazne i
nalezy je utylizowa¢ z zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznos$ci?. Podczas pobierania pipetg nie wolno zasysaé¢ odczynnikow
ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skérg oraz btonami $luzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub
prébek ze szczegdlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig wody. Nalezy zasiegna¢ porady lekarza.

« Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowac zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.

« Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwiekszonego barwienia niespecyficznego.

« Zastosowanie czaséw odmaskowywania, inkubacji lub temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac btedne wyniki.

Wszelkie zmiany tego typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.
PA0016

Page 37



Instrukcja stosowania
Przeciwciato pierwszorzedowe p16 (6H12) zostato opracowane z myslg o zastosowaniu w automatycznym systemie BOND
(obejmujgcym system BOND-MAX, system BOND-III i system BOND-PRIME) w potgczeniu z systemem BOND Polymer Refine
Detection i BOND-PRIME Polymer DAB Detection System. Zalecany protokét barwienia i odmaskowanie epitopu dla przeciwciata
pierwszorzedowego p16 (6H12) wyszczegdiniono w Tabeli 1.

Tabela 1: Parametry protokotu dla kazdego systemu BOND.

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME
Odmaskowywanie Zaleca sie cieplne Zaleca sie cieplne Zaleca sig cieplne
epitopu odmaskowywanie epitopu przy odmaskowywanie epitopu przy odmaskowywanie epitopu przy

uzyciu roztworu BOND Epitope uzyciu roztworu BOND Epitope uzyciu roztworu BOND-PRIME
Retrieval Solution 2 przez 20 minut. | Retrieval Solution 2 przez 20 minut. | Epitope Retrieval Solution 2 przez
20 minut.

Protokét barwienia *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Spodziewane rezultaty (wygenerowane przy pomocy *IHC Protocol F na platformie BOND-III uzywajgc systemu BOND Polymer Refine
Detection).

Tkanki prawidtowe

Klon 6H12 wykrywa biatko p16, ktére ulega ekspresji w wysoce ograniczonym wzorze w pewnych komoérkach w okreslonych tkankach.
Wzér barwienia jest jgdrowy, ale barwienie cytoplazmatyczne obserwuje sie w wigkszosci typow komorek, ktore eksprymujg p16.
Immunoreaktywno$¢ obserwowano w siatkowym nabtonku krypty i komérkach dendrytycznych pecherzykéw w migdatkach, komoérkach
wysp trzustkowych, komoérkach Leydiga w jadrach, rozproszonych komérkach nabtonka drég zétciowych i sporadycznie w gruczotowych
komoérkach nabtonka w $luzéwce macicy. Sporadycznie stabe barwienie obserwowano w gruczotach wydzielniczych zotadka, komérkach
gruczotowych i mioepitelialnych w sutku i w nadnerczach. Zaobserwowano réwniez barwienie makrofagéw i niektérych fibroblastow. Nie
stwierdzono barwienia wielu innych prawidtowych tkanek (catkowita liczba prawidtowych przypadkéw = 149).

Tkanki nowotworowe

Klon 6H12 wybarwit 30/42 raki szyjki macicy (w tym 25/31 raki ptaskonabtonkowe, 2/4 gruczolakoraki szyjki macicy, 2/2

gruczolakoraki endometrioidalne, 1/2 gruczolakoraka endokrynnego, 0/2 gruczolakorakéw typu jelitowego i 0/1 surowiczych rakow
brodawkowatych), 21/39 raki ptaskonabtonkowe jamy ustnej i gardta, 3/6 nowotwory piersi (w tym 2/4 inwazyjne raki przewodowe i

1/2 gruczolakowtdkniaka), 2/10 guzy jelit (w tym 2/4 gruczolakoraki okreznicy, 0/3 gruczolakorakéw odbytnicy, 0/2 gruczolaki jelita i

0/1 gruczolakorakéw jelita cienkiego), 2/5 komérek watrobowokomaérkowych, 2/5 guzy gtowy i szyi (w tym 1/1 gruczolakoraka jamy
ustnej, 1/1 gruczolaka wielopostaciowego gruczotu $linowego, 0/1 rakéw torbielowatych, 0/1 rakéw ptaskokomérkowych jezyka i

0/1 rakéw jamy nosowo-gardtowej), 2/4 guzy mézgu (w tym 1/3 oponiaka i 1/1 gwiazdziaka), 2/4 gruczolakoraki zotgdka, 2/4 guzy

ptuc (w tym 1/1 gruczolakoraka, 1/1 raka komoérek srédmoézgowia i 0/2 rakéw ptaskonabtonkowych), 2/3 gruczolakoraki gruczotu
krokowego, 2/2 gruczolakoraki endometrium, 1/5 guza tarczycy (w tym 1/1 raka pecherzykowego, 0/1 gruczolakorakéw brodawkowych
i 0/3 gruczolakéw), 1/5 guza przerzutowego, 1/4 raka kolczystokomérkowego przetyku, 1/4 guza jajnika (w tym 1/2 gruczolakoraka
endometrioidalnego, 0/1 guzéw z komérek ziarnistych i 0/1 gruczolakorakéw), 1/2 nowotwér kosci (w tym 1/1 chrzestniakomiesaka i 0/1
kostniakomiesakéw) i 1/1 gruczolakoraka trzustki. Nie wykryto wybarwienia w chtoniakach (0/3), guzach pecherza moczowego (0/3),
guzach nerek (0/3), guzach skory (0/3), guzach nadnerczy (0/2), nasieniakach (0/2) i przero$cie gruczotu krokowego (0/1). (Laczna
liczba ocenionych nieprawidtowych przypadkow = 162).

Zaleca sie stosowanie p16 (6H12) do wykrywania biatka p16 w tkankach zdrowych i rakowych, jako uzupetnienie
konwencjonalnego badania histopatologicznego opartego na nieimmunologicznym barwieniu histologicznym.

Szczegolne ograniczenia dla produktu

p16 (6H12) zostato zoptymalizowane w Leica Biosystems pod katem stosowania z BOND Polymer Refine Detection, odczynnikami
pomocniczymi BOND, BOND-PRIME Polymer DAB Detection System, i odczynnikami pomocniczymi BOND-PRIME. W tych
okolicznosciach uzytkownicy, ktérzy postepujg niezgodnie z zalecanymi procedurami testowymi muszg wzig¢ odpowiedzialno$¢

za interpretacje wynikéw chorego. Czasy protokotu moga by¢ rézne w zwigzku ze zréznicowaniem w zakresie utrwalenia tkanek i
skutecznosci wzmocnienia przez przeciwciato i nalezy je okresli¢ doswiadczalnie. Odczynniki kontroli negatywnej nalezy stosowaé
podczas optymalizacji warunkéw odmaskowywania i czaséw protokotu.

Rozwiazywanie probleméw
W celu uzyskania dalszych informacji o dziataniu zaradczym zob. odsytacz 3.
W celu zgtoszenia nietypowego barwienia nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub z regionalnym biurem firmy Leica Biosystems.

Dodatkowe informacje

Dodatkowe informacje dotyczgce immunobarwienia przy uzyciu odczynnikéw BOND opisanego w dziatach ,Zasady postepowania”,

,Wymagane materiaty”, ,Przygotowanie prébek”, ,Kontrola Jakosci”, ,Weryfikacja testu”, ,Interpretacja barwienia”, ,Objasnienie symboli

na etykietach” i ,Ograniczenia ogélne” mozna znalez¢ w punkcie ,Stosowanie odczynnikéw BOND” w dokumentacji uzytkownika

systemu BOND.
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Pripravljeno primarno protitelo BOND
pl6 (6H12)
KataloSka §t.: PA0016

Predvidena uporaba

Ta reagent je namenjen diagnosti¢ni uporabi in vitro.

Monoklonsko protitelo p16 (6H12) je namenjeno kvalitativni identifikaciji molekule ¢loveskega proteina p16 s svetlobno mikroskopijo

v tkivih, fiksiranih s formalinom in vstavljenih v parafin, z imunohistokemijskim barvanjem z uporabo avtomatiziranega sistema BOND
(vklju€uje sistem BOND-MAX, sistem BOND-III in sistem BOND-PRIME).

Klini¢no razlago kakrsnega koli obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske $tudije in ustrezni kontrolni vzorci, ki jih v
okviru kliniéne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Povzetek in razlaga

Imunohistokemijske tehnike se lahko uporabijo za prikaz prisotnosti antigenov v tkivih in celicah (glejte »Uporaba reagentov BOND« v
priloZeni dokumentaciji za uporabnike sistema BOND). Primarno protitelo p16 (6H12) je vnaprej pripravljen izdelek, ki je bil optimiziran
za uporabo s sistemom za zaznavanje BOND Polymer Refine Detection sistem (DS9800) in BOND-PRIME Polymer DAB Detection
System (DS9284). Prikaz ¢loveskega proteina p16 se doseze tako, da se najprej dovoli vezava p16 (6H12) na rezino, nato pa se

ta vezava prikaze z uporabo reagentov v sistemu za zaznavanje. Uporaba teh izdelkov skupaj z avtomatiziranim sistemom BOND
(vklju€uje sistem BOND-MAX, sistem BOND-III in sistem BOND-PRIME) zmanj$a moznost ¢loveske napake in variabilnosti, ki sama po
sebi izhaja iz redenja posameznega reagenta, ro¢nega pipetiranja in nanosa reagenta.

Prilozeni reagenti

p16 (6H12) je misje monoklonsko protitelo, usmerjeno proti humanim antigenom, ki je izdelano kot supernatant tkivne kulture in
dobavljeno v fizioloski raztopini s pufrom tris, nosilno beljakovino in 0,35 % konzervansa ProClin™ 950.

Skupna prostornina = 7 ml.

Klon
6H12

Imunogen

Prokariontski rekombinantni fuzijski protein, ki ustreza celotni molekuli ¢loveskega p16.

Specificnost

Humani protein p16.

Razred Ig

19G2b

Skupna koncentracija beljakovin

Priblizno 10 mg/ml.

Koncentracija protiteles

Vi$ja ali enaka 5 mg/l, dolocena s testom ELISA.

Redc¢enje in mesanje

Primarno protitelo p16 (6H12) je optimalno razred¢eno za uporabo na sistemu BOND (vkljucuje sistem BOND-MAX, sistem BOND-III in

sistem BOND-PRIME). Rekonstitucija, mesanje, redCenje ali titracija tega reagenta niso potrebni.

Potrebni materiali, ki niso priloZzeni

Glejte »Uporaba reagentov BOND« v priloZeni dokumentaciji za uporabnike sistema BOND ali poglavji 1 in 3 priloZzene dokumentacije za

uporabnike sistema BOND-PRIME za popoln seznam materialov, ki so potrebni za obdelavo vzorcev in imunohistokemijsko barvanje pri

uporabi sistema BOND (vklju€uje sistem BOND-MAX, sistem BOND-III in sistem BOND-PRIME).

Shranjevanje in stabilnost

Hraniti pri temperaturi 2-8 °C. Ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti, navedenem na oznaki na vsebniku.

Znaki, ki kazejo kontaminacijo in/ali nestabilnost protitelesa p16 (6H12), so: motnost raztopine, prisotnost vonja in oborine.

Takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2-8 °C.

Uporabnik mora potrditi ustreznost pogojev shranjevanja, e se ti razlikujejo od zgoraj navedenih’.

Previdnosti ukrepi

* Taizdelek je namenjen za diagnosti¢no uporabo in vitro.

« Koncentracija konzervansa ProClin™ 950 je 0,35 %. Vsebuje aktivno ucinkovino 2-metil-4-izotiazolin-3-on in lahko povzroci drazenje
koze, oéi, sluznice ter zgornjih dihalnih poti. Kadar delate z reagenti, nosite rokavice za enkratno uporabo.

« Kopijo varnostnega lista lahko dobite pri lokalnem distributerju ali regionalni pisarni druzbe Leica Biosystems ali na spletnem
mestuleicaBiosystems.com.

« Zvzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so prisli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe,
in pri njihovem odstranjevanju slediti ustreznim previdnostnim ukrepom?. Nikoli ne pipetirajte reagentov skozi usta; pazite, da reagenti
in vzorci ne pridejo v stik s koZo ali sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z obéutljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poiégite
zdravnisko pomo¢.

« Sledite zveznim, drzavnim ali lokalnim predpisom za odstranjevanje katerih koli morebitno strupenih sestavin.

« Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzro¢i nespecificno barvanje.

« Ce uporabite &as ali temperature razkrivanja in inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napaéne rezultate.
Uporabnik mora validirati morebitne spremembe.
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Navodila za uporabo

Primarno protitelo p16 (6H12) je bilo razvito za uporabo na avtomatiziranem sistemu BOND (vkljucuje sistem BOND-MAX, sistem
BOND-III in sistem BOND-PRIME) skupaj s sistemom za polimerno zaznavanje BOND Polymer Refine Detection in sistemom za
zaznavanje BOND-PRIME Polymer DAB Detection System. Priporoceni protokol barvanja in pridobivanje epitopov za primarno protitelo
p16 (6H12) sta podrobno opredeljena v tabeli 1.
Tabela 1: Parametri protokola za vsak sistem BOND.

BOND-MAX

BOND-IIl

BOND-PRIME

Pridobivanje epitopov

Toplotno pridobivanje epitopa
z uporabo raztopine BOND
Epitope Retrieval Solution 2 za

Toplotno pridobivanje epitopa
z uporabo raztopine BOND
Epitope Retrieval Solution 2 za

Toplotno pridobivanje epitopa z
uporabo raztopine BOND-PRIME
Epitope Retrieval Solution 2 za

20 minut. 20 minut. 20 minut.

*IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Protokol barvanja

Pricakovani rezultati (pridobljeni s protokolom *IHC Protocol F na platformi BOND-IIl z uporabo sistema za izpopolnjeno polimerno
zaznavanje BOND Polymer Refine Detection).

Normalna tkiva

Klon 6H12 zazna protein p16, ki se v nekaterih celicah dolocenih tkiv izraza z zelo omejenim vzorcem. Vzorec barvanja vkljuéuje
barvanije jedra, barvanje citoplazme pa opazimo pri vecini vrst celic, ki izrazajo p16. Imunsko reaktivnost so opazili pri mrezastem
epiteliju kripte in folikularnih dendriti¢nih celicah tonzile, celicah otockov trebusne slinavke, Leydigovih celicah testisov, razprSenih
urotelijskih celicah ter ob&asno v Zleznih epitelijskih celicah endometrija. Ob&asno $ibko obarvanje so zaznali v antralnih Zlezah Zelodca,
Zleznem epiteliju in mioepiteliju dojk ter v nadledvi¢ni Zlezi. Opazili so tudi obarvanje makrofagov in nekaterih fibroblastov. V Stevilnih
drugih ocenjenih normalnih tkivih (skupno $tevilo normalnih primerov = 149) ni bilo opaziti dodatnega obarvanja.

Tumorska tkiva

Klon 6H12 je obarval 30/42 rakov materni¢nega vratu (vkljuéno s 25/31 karcinomov plos¢atih celic materni¢nega vratu, 2/4
adenokarcinomov materni¢nega vratu, 2/2 endometrioidnih adenokarcinomov, 1/2 endocervikalnih adenokarcinomov, 0/2
adenokarcinomov ¢revesnega tipa in 0/1 hudega papilarnega karcinoma), 21/39 orofaringealnih adenokarcinomov, 3/6 tumorjev dojke
(vkljuéno z 2/4 invazivnih duktalnih karcinomov in 1/2 fibroadenomov), 2/10 ¢revesnih tumorjev (vkljuéno z 2/4 adenokarcinomov kolona,
0/3 adenokarcinomov rektuma, 0/2 adenomov ¢revesa in 0/1 adenokarcinoma tankega ¢revesa), 2/5 hepatocelularnih karcinomov,

2/5 tumorjev glave in vratu (vkljuéno z 1/1 adenokarcinoma ustne votline, 1/1 pleomorfnega adenoma Zleze slinavke, 0/1 adenoidnega
cisti¢tnega karcinoma, 0/1 ploS¢atoceli¢nega karcinoma jezika in 0/1 nazofaringealnega karcinoma), 2/4 mozganskih tumorjev (vkljuéno
z 1/3 meningiomov in 1/1 astrocitoma), 2/4 adenokarcinomov Zelodca, 2/4 plju¢nih tumorjev (vkljuéno z 1/1 adenokarcinoma, 1/1
drobnoceli¢nega karcinoma in 0/2 plos¢atoceli¢nih karcinomov), 2/3 adenokarcinomov prostate, 2/2 adenokarcinomov endometrija,

1/5 tumorjev $¢itnice (vkljuéno z 1/1 folikularnega karcinoma, 0/1 folikularnega papilarnega adenokarcinoma in 0/3 adenomov),

1/5 metastatskih tumorjev, 1/4 plos¢atoceli¢nih karcinomov poZiralnika, 1/4 tumorjev jajénikov (vkljuéno z 1/2 endometrioidnih
adenokcarcinomov, 0/1 tumorja granuloznih celic in 0/1 adenokarcinoma), 1/2 kostnih tumorjev (vkljuéno z 1/1 hondrosarkoma in 0/1
osteosarkoma) in 1/1 adenokarcinoma trebusne slinavke. Obarvanja niso zaznali pri limfomih (0/3), tumorjih se¢nega mehurja (0/3),
ledviénih tumorjih (0/3), koznih tumorjih (0/3), tumorjih nadledvi¢ne Zleze (0/2), seminomih (0/2) in hiperplaziji prostate (0/1). (Skupno
Stevilo ocenjenih anomalnih primerov = 162).

lzdelek p16 (6H12) se priporo¢a za zaznavanje proteina p16 v normalnih in neoplasticnih tkivih kot dodatna analiza ob
konvencionalni histopatologiji z uporabo neimunskih histokemiénih barvil.

Specificne omejitve izdelka

p16 (6H12) je bil v Leica Biosystems optimiziran za uporabo s sistemom za izpopolnjeno polimerno zaznavanje BOND Polymer Refine
Detection, pomoznimi reagenti BOND, sistemom za polimerno zaznavanje BOND-PRIME Polymer DAB Detection System in pomoznimi
reagenti BOND-PRIME. Uporabniki, ki odstopijo od priporocenih preizkusnih postopkov, morajo prevzeti odgovornost za razlago bolnikovih
rezultatov pod temi pogoji. Trajanje protokola se lahko spremeni zaradi razlik pri fiksiranju tkiv in u€inkovitosti izboljSave antigena ter se
mora dologiti empiri¢no. Uporabiti morate negativne kontrolne reagente, kadar optimizirate pogoje razkrivanja in trajanje protokola.
Odpravljanje tezav

Glejte 3. navedbo za ukrep za odpravljanje napake.

Ce zelite porogati o nenavadnem obarvanju, se obrnite na svojega lokalnega distributerja ali regionalno pisarno druzbe Leica Biosystems.

Dodatne informacije

Dodatne informacije o imunolo$kem barvanju z reagenti BOND lahko najdete v prilozeni dokumentaciji za uporabnike sistema BOND

»Uporaba reagentov BOND« v poglavjih Nacelo postopka, Potrebni materiali, Priprava vzorcev, Kontrola kakovosti, Verifikacija testa,

Tolmacenje obarvanja, Legenda za simbole na oznakah in Splosne omejitve.
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Primarni protilitka BOND pripravena k okamZitému pouZziti
pl16 (6H12)
Kat. ¢.: PA0016

Zamyslené pouziti
Tato reagencie je uréena k diagnostickému pouZiti in vitro.

Monoklonalni protilatka p16 (6H12) je urcena k pouziti pfi kvalitativnim stanoveni lidského proteinu p16 svételnou mikroskopii ve tkani
fixované formalinem a zalité v parafinu imunohistochemickym barvenim pomoci automatizovaného systému BOND (v€etné systému
BOND-MAX, systému BOND-IIl a syst¢tmu BOND-PRIME).

Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vySetfenim s pouzitim spravnych
kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.
Souhrn a vysvétleni

Imunohistochemické techniky Ize pouzit k prikazu pfitomnosti antigent ve tkani a v burikach (viz bod ,Pouziti reagencii BOND*

v uzivatelské dokumentaci BOND). Primarni protilatka p16 (6H12) je pfedpfipraveny produkt, ktery byl optimalizovan k pouZiti se
systémem BOND Polymer Refine Detection (DS9800) a se BOND-PRIME Polymer DAB Detection System (DS9284). Prukazu lidského
proteinu p16 se dosahne tim, Ze se nejprve umozni vazba protilatky p16 (6H12) na fezu a poté se tato vazba vizualizuje pomoci
reagencii dodanych v detekénim systému. PouZziti téchto produktu v kombinaci s automatizovanym systémem BOND (vcetné systému
BOND-MAX;, systému BOND-III a systému BOND-PRIME) snizuje moznost lidské chyby a inherentni variability v dusledku fedéni
jednotlivych reagencii, manualniho pipetovani a pouziti reagencii.

Dodavané reagencie

p16 (6H12) je mysi monoklonalni protilatka proti lidskym antigentim vyrabéna jako supernatant z tkarové kultury a dodavana ve
fyziologickém roztoku pufrovaném Tris s pfenasejicim proteinem, obsahuijici jako konzervaéni prostredek 0,35% ProClin™ 950.
Celkovy objem =7 ml.

Klon

6H12

Imunogen

Prokaryoticky rekombinantni fuzni protein odpovidajici celé lidské molekule p16.

Specificita

Lidsky protein p16.

Trida Ig

1gG2b

Koncentrace celkového proteinu

Pfiblizné 10 mg/ml.

Koncentrace protilatek

5 mg/l nebo vys$i, stanovena metodou ELISA.

Redéni a michani

Primarni protilatka p16 (6H12) je optimalné nafedéna k pouziti v systému BOND (vEetné systému BOND-MAX, systému BOND-III
a systému BOND-PRIME). Rekonstituce, michani, fedéni ani titrace této reagencie nejsou nutné.

Potifebny material, ktery neni soucasti dodavky

Uplny seznam materiald potfebnych ke zpracovani vzorku a provedeni imunohistochemického barveni pomoci systému BOND

(v€etné systému BOND-MAX, systému BOND-III a systému BOND-PRIME) je uveden v bodé ,Pouziti reagencii BOND* v uzivatelské
dokumentaci k systému BOND nebo v sekcich 1 a 3 uzivatelské dokumentace k systému BOND-PRIME.

Skladovani a stabilita

Uchovavejte pii teploté 2—8 °C. Nepouzivejte po uplynuti data exspirace uvedeného na $titku nadoby.

Znamky signalizujici kontaminaci a/nebo nestabilitu p16 (6H12) jsou: zkaleni roztoku, vznik zapachu a pfitomnost precipitatu.
Okamzité po pouZziti vratte do prostfedi s teplotou 2-8 °C.

Podminky skladovani jiné nez vyse uvedené musi uZivatel' validovat.

Bezpecnostni opatieni

« Tento produkt je uréen pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

« Koncentrace pfipravku ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivni slozku 2-methyl-4-isothiazolin-3-on a miiZze zpUsobit podrazdéni
kuZze, oci, sliznic a hornich cest dychacich. Pfi manipulaci s reagenciemi pouzivejte rukavice na jedno pouZziti.

« Vytisk bezpe€nostniho listu materialu ziskate od mistniho distributora nebo oblastni kancelafe spole¢nosti Leica Biosystems, nebo
muzete navstivit webové stranky Leica Biosystems: LeicaBiosystems.com

« Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se vSemi materialy, které s nimi pfisly do kontaktu, je nutno zachazet, jako by mohly prfenaset
infekci, a zlikvidovat je s pouzitim pfislusnych bezpeénostnich opatfeni?. Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabrarite kontaktu
reagencii a vzorku s kuzi a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym
mnozstvim vody. Vyhledejte Iékafskou pomoc.

« Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduijte ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.

« Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.
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« Ziskavani, inkubaéni doby nebo teploty jiné nez specifikované mohou vést k chybnym vysledkim. V8echny takové zmény musi byt
uzivatelem validovany.

Navod k pouziti
Primarni protilatka p16 (6H12) byla vyvinuta k pouziti v automatizovaném systému BOND (véetné systému BOND-MAX, systému BOND-III
a systému BOND-PRIME) v kombinaci se systtmem BOND Polymer Refine Detection a BOND-PRIME Polymer DAB Detection System.
Doporuceny protokol barveni a odmaskovani epitopu pro primarni protilatku p16 (6H12) jsou podrobnéji popsany v tabulce 1.

Tabulka 1: Parametry protokolu pro vSechny systémy BOND

BOND-MAX BOND-III BOND-PRIME

Odmaskovani epitopu

Teplem indukované odmaskovani
epitopu s pouzitim roztoku BOND
Epitope Retrieval Solution 2 po

Teplem indukované odmaskovani
epitopu s pouzitim roztoku BOND
Epitope Retrieval Solution 2 po

Teplem indukované odmaskovani
epitopu s pouzitim roztoku BOND-
PRIME Epitope Retrieval Solution

dobu 20 minut
*IHC Protocol F

dobu 20 minut
*IHC Protocol F

2 po dobu 20 minut
*IHC Protocol F

Barvici protokol

Ocekavané vysledky (ziskané podle protokolu *IHC Protocol F na platformé BOND-III pomoci systému BOND Polymer Refine
Detection).

Normalni tkané

Klon 6H12 detekuje p16 exprimovany ve velmi omezeném vzoru v urcitych burikach v konkrétnich tkanich. Vzor barveni je nuklearni, ale ve
vétsiné typt bunék, které exprimuji protein p16 bylo pozorovano cytoplazmatické barveni. Imunoreaktivita byla pozorovana v retikularnim
epitelu krypt a folikularnich dendritickych burikach tonzily, ostrivkovych burikach pankreatu, Leydigovych burikach varlat, roztrousenych
urothelialnich burikach a v obgasnych Zlazovych epitelidlnich burikach v endometriu. Obcasné slabé barveni bylo pozorovano v antralnich
Zlazach zaludku, Zlazovém epitelu a myoepitelu prsu a v nadledvinach. Bylo rovnéz pozorovano barveni makrofagu a nékterych fibroblastu.
Dalsi barveni nebylo zjisténo u riznych ostatnich normalnich tkani (celkovy pocet normalnich tkani = 149).

Néadorové tkané

Klon 6H12 barvil 30/42 nadorl délozniho hrdla (véetné 25/31 dlazdicobuné&nych karcinomu délozniho hrdla, 2/4 adenokarcinomu
délozniho hrdla, 2/2 endometrioidnich adenokarcinomt, 1/2 endocervikalnich karcinomu, 0/2 adenokarcinomt intestinalniho typu a

0/1 serozniho papilariho karcinomu), 21/39 orofaryngeélnich dlazdicobunéénych karcinomu, 3/6 nadort prsu (véetné 2/4 invazivnich
duktalnich karcinomu a 1/2 fibroadenomu), 2/10 nadoru strev (véetné 2/4 adenokarcinomu tlustého stieva, 0/3 adenokarcinomt rekta,
0/2 adenom( stfeva a 0/1 adenokarcinomu tenkého streva), 2/5 hepatocelularnich karcinomu, 2/5 nadort hlavy a krku (véetné 1/1
adenokarcinomu dutiny Ustni, 1/1 pleomorfniho adenomu slinné Zlazy, 0/1 adenoidniho cystického karcinomu, 0/1 dlazdicobunééného
karcinomu jazyka a 0/1 nasofaryngealniho karcinomu), 2/4 nadort mozku (véetné 1/3 meningiomu a 1/1 astrocytomu), 2/4
adenokarcinomu zaludku, 2/4 nadoru plic (véetné 1/1 adenokarcinomu, 1/1 malobunééného karcinomu a 0/2 dlazdicobunéénych
karcinom(), 2/3 adenokarcinomu prostaty, 2/2 adenokarcinomt endometria, 1/5 nadort $titné Zlazy (véetné 1/1 folikularniho karcinomu,
0/1 folikularniho papilarniho adenokarcinomu a 0/3 adenomu), 1/5 metastatickych nadort, 1/4 dlazdicobunéénych karcinomdu jicnu,

1/4 nadort vajecniku (véetné 1/2 endometrioidnich adenokarcinomu, 0/1 nadoru z bunék granulézy a 0/1 adenokarcinomu), 1/2
kostnich nadoru (véetné 1/1 chondrosarkomu a 0/1 osteosarkomu) a 1/1 adenokarcinomu pankreatu. Barveni nebylo pozorovano u
lymfom (0/3), nadort mogového méchyre (0/3), nadort ledvin (0/3), koznich nadort (0/3), adrenalnich nadort (0/2), seminomu (0/2) a

histopatologii s pouzitim neimunologickych histochemickych natéru.

Omezeni specificka pro tento produkt

Protilatka p16 (6H12) byla optimalizovana spole¢nosti Leica Biosystems k pouZiti se systémem BOND Polymer Refine Detection,

s pomocnymi reagenciemi BOND, se BOND-PRIME Polymer DAB Detection System a s pomocnymi reagenciemi BOND-PRIME.
Uzivatelé, ktefi se pfi vySetfeni odchyli od doporu¢eného postupu, musi za téchto okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledk(
u pacienta. Doby uvedené v protokolu se mohou li$it v diisledku odchylek pfi fixaci tkani a u€innosti pfi zvyraznéni antigenu a musi byt
stanoveny empiricky. Pfi optimalizaci podminek pfi ziskavani a dob v protokolu musi byt pouzity reagencie pro negativni kontrolu.
Reseni problému

Napravna opatfeni jsou uvedena v odkaze 3.

S hlasenim neobvyklého barveni kontaktujte mistniho distributora nebo oblastni kancelaf spolec¢nosti Leica Biosystems.

Dalsi informace

Dalsi informace o imunobarveni reagenciemi BOND naleznete pod nazvy Princip metody, Potfebné materialy, Pfiprava vzorku, Kontrola

kvality, Ovéfeni testu, Interpretace barveni, Vysvétleni symbolt na stitcich a Obecna omezeni v uzivatelské dokumentaci BOND, v bodé

,Pouziti reagencii BOND".
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BOND priméarna protilatka na priame pouZitie
pl6 (6H12)
Katalégové ¢.: PA0016

Zamyslané pouzitie

Toto ¢inidlo je uréené na diagnostické pouZzitie in vitro.

Monoklonalna protilatka p16 (6H12) je uréena na pouzitie pri kvalitativnej identifikécii fudského proteinu p16 svetelnou mikroskopiou

v tkanive fixovanom formalinom a zaliatom do parafinu prostrednictvom imunohistochemického farbenia s pouzitim automatizovaného
systému BOND (zahfia systémy BOND-MAX, BOND-IIl a BOND-PRIME).

Klinicka interpretacia akéhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami a
zodpovedajucimi kontrolami. Vysledky je nutné vyhodnotit v kontexte klinickej anamnézy pacienta a dal$ich diagnostickych testov
vedenych kvalifikovanym patolégom.

Zhrnutie a vysvetlenie

Imunohistochemické techniky mozno pouzit na preukazanie pritomnosti antigénov v tkanive a bunkach (pozrite si ¢ast ,Pouzivanie
¢inidiel BOND" v pouzivatelskej dokumentacii k systému BOND). Primarna protilatka p16 (6H12) je produkt pripraveny na okamzité
pouzitie, ktory bol optimalizovany na pouzitie so systémom BOND Polymer Refine Detection (DS9800) a so BOND-PRIME Polymer DAB
Detection System (DS9284). Preukazanie fudského proteinu p16 sa vykonava tak, Ze najprv sa umozni vézba pripravku p16 (6H12)
na rez a tato vazba sa nasledne vizualizuje pomocou cinidiel poskytnutych v detekénom systéme. PouZitie tychto produktov v spojitosti
s automatizovanym systémom BOND (zahffia syst¢émy BOND-MAX, BOND-IIl a BOND-PRIME) zniZuje moznost ludskej chyby

a inherentnej variability vyplyvajucej z individualneho nariedenia ¢inidla, manualneho pipetovania a aplikacie ¢inidla.

Dodané cinidla

p16 (6H12) je mysia anti-ludsk& monoklonalna protilatka vyprodukovana ako supernatant bunkovych kultir a dodavana v tris-
pufrovanom fyziologickom roztoku s transportnym proteinom, obsahujtica 0,35 % pripravku ProClin™ 950 ako konzervaénej latky.
Celkovy objem =7 ml.

Klon
6H12

Imunogén

Prokaryoticky rekombinantny protein zodpovedajuci celej ludskej molekule p16.
Specificita

Ludsky protein p16.

Trieda Ig

1gG2b

Celkova koncentracia proteinov
Cca 10 mg/ml.

Koncentracia protilatok
Vyssia alebo rovna 5 mg/l, stanovena metédou ELISA.

Riedenie a mieSanie
Primarna protilatka p16 (6H12) je optimalne zriedena na pouzitie v systéme BOND (zahfiia systémy BOND-MAX, BOND-IIl a BOND-
PRIME). Rekonstitticia, mieSanie, riedenie ani titracia tohto ¢inidla nie st potrebné.

Pozadovany nedodany material

Uplny zoznam materialov potrebnych na spracovanie vzorky a imunohistochemickeé farbenie pomocou systému BOND (zahfia systémy
BOND-MAX, BOND-IIl a BOND-PRIME) si pozrite v ¢asti ,Pouzivanie ¢inidiel BOND* v pouzivatelskej dokumentacii systtmu BOND
alebo v Castiach 1 a 3 v pouzivatelskej dokumentécii BOND-PRIME.

Uskladnenie a stabilita

Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Nepouzivajte po uplynuti datumu exspiracie uvedeného na stitku zasobnika.

Znamky signalizujuce kontaminaciu alebo nestabilitu pripravku p16 (6H12) st zakalenost roztoku, vznik zapachu a pritomnost zrazeniny.
Okamzite po pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C.

Iné nez vyssie uvedené podmienky skladovania si vyzaduju validaciu pouzivatelom'.

Bezpecnostné opatrenia

« Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro.

« Koncentracia produktu ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivnu zloZzku 2-metyl-4-izotiazolin-3-6n a moze spdsobit podrazdenie
koze, o¢i, sliznic a hornych dychacich ciest. Pri manipulacii s ¢inidlami pouZivajte jednorazové rukavice.

« Kartu bezpec¢nostny udajov materialov vam poskytne miestny distributor alebo regionalna pobocka spolo¢nosti Leica Biosystems,
pripadne navstivte webovu lokalitu spolo¢nosti Leica Biosystems LeicaBiosystems.com.

* So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prisli do kontaktu, je nutné manipulovat ako s potencialne
infekénymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajucich bezpeénostnych opatrni?. Cinidla nikdy nepipetujte Ustami a zabrarite
kontaktu ¢inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich
velkym mnozstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

« Likvidaciu pripadnych potencialne toxickych stcasti definuju federalne, Statne alebo miestne predpisy.

« Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu cinidiel. V opa¢nom pripade moze doéjst k zvySeniu nespecifického zafarbenia.

« Nedodrzanie predpisanych déb zachytu, inkuba¢nych déb alebo teplot moze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si
vyzaduju validaciu pouZzivatelom.

PA0016
Page 43



Navod na pouzitie

Primarna protilatka p16 (6H12) bola vyvinuta na pouzitie v automatizovanom systéme BOND (zahffia systémy BOND-MAX, BOND-III
a BOND-PRIME) v kombinacii so systémom BOND Polymer Refine Detection a BOND-PRIME Polymer DAB Detection System.
Odporucany protokol farbenia a zachyt epitopov pre primarnu protilatku p16 (6H12) st podrobne opisané v Tabulke 1.

Tabulka 1: Parametre protokolu u kazdého systému BOND.

BOND-MAX

BOND-III

BOND-PRIME

Zachyt epitopov

Zachyt epitopov s tepelnou
indukciou pomocou pripravku
BOND Epitope Retrieval Solution
2 po dobu 20 minut

Zachyt epitopov s tepelnou
indukciou pomocou pripravku
BOND Epitope Retrieval Solution
2 po dobu 20 minut

Zachyt epitopov s tepelnou
indukciou pomocou pripravku
BOND-PRIME Epitope Retrieval
Solution 2 po dobu 20 minat

Protokol farbenia *IHC Protocol F *IHC Protocol F *IHC Protocol F

Ocakavané vysledky (generované pomocou *IHC Protocol F na platforme BOND-III pomocou systému BOND Polymer Refine
Detection).

Normalne tkaniva

Klon 6H12 deteguje protein p16, ktory je v urcitych bunkach v ramci Specifickych tkaniv vyjadreny velmi obmedzenym vzorom. Vzor
farbenia je nuklearny, ale cytoplazmické zafarbenie bolo zistené vo vacsine typov buniek, ktoré vyjadruju protein p16. Imunoreaktivita
bola zistena v retikulovanom epiteli krypt a folikularnych dendritickych bunkach mandli, ostrovéekovych bunkach v pankrease,
Leydigovych bunkach v semennikoch, rozptylenych urotelovych bunkach a v prilezitostnych bunkach zlazového epitelu v endometriu.
Prilezitostne slabé zafarbenie bolo pozorované v antralnych Zaludkovych Zlazach, glandularnom epiteli a myoepiteli prsnika a
nadobli¢kach. Bolo tiez pozorované zafarbenie makrofagov a niektorych fibroblastov. V ré6znych dalSich normalnych tkanivach nebolo
pozorované ziadne zafarbenie (celkovy pocet normalnych pripadov = 149).

Néadorové tkaniva

Klon 6H12 zafarbil 30/42 pripadov rakoviny kré¢ka maternice (vratane 25/31 skvamocelularnych karcindmov kré¢ka maternice,

2/4 adenokarcinémov kréka maternice, 2/2 endometrioidnych adenokarcinémov, 1/2 endocervikalnych adenokarcinémov, 0/2
adenokarcinémov ¢revného typu a 0/1 seréznych papilarnych karcinémov), 21/39 orofaryngalnych skvamocelularnych karcinémov,
3/6 nadorov prsnika (vratane 2/4 invazivnych duktalnych karcinémov a 1/2 fibroadendmov), 2/10 nadorov Criev (vratane 2/4
adenokarcinémov hrubého ¢reva, 0/3 adenokarcindmov koneénika, 0/2 adenémov ¢riev a 0/1 adenokarcindmov tenkého ¢reva),

2/5 hepatocelularnych karcinémov), 2/5 nadorov hlavy a krku (vratane 1/1 adenokarcinému ustnej dutiny, 1/1 pleomorfného

adenodmu slinnej Zlazy, 0/1 adenoidného cystického karcinému, 0/1 skvamocelularneho karcinému jazyka a 0/1 nazofaryngalneho
karcinomu), 2/4 nadorov mozgu (vratane 1/3 meningiomov a 1/1 astrocytéomu), 2/4 adenokarcinémov zaltudka, 2/4 nadorov pluc
(vratane 1/1 adenokarcinému, 1/1 malobunkového karcinému a 0/2 skvamocelularneho karcinomu), 2/3 adenokarcinémov prostaty,
2/2 adenokarcinémov endometria, 1/5 nadorov $titnej Zlazy (vratane 1/1 folikularnych karcinémov, 0/1 folikularneho papilarneho
adenokarcinému a 0/3 adenémov), 1/5 metastatickych nadorov, 1/4 skvamocelularnych karcinémoch pazeréka, 1/4 nadorov vaje¢nikov
(vratane 1/2 endometrioidnych adenokarcinémov, 0/1 nadoru granuléznych buniek a 0/1 adenokarcinému), 1/2 nadorov kosti (vratane
1/1 chondrosarkému a 0/1 osteosarkému) a 1/1 adenokarcindmu pankreasu. Nebolo detegované Ziadne zafarbenie lymfémov (0/3),
nadorov mogového mechtira (0/3), nadorov obli¢iek (0/3), nadorov koze (0/3), nadorov nadoblic¢iek (0/2), seminémov (0/2) a prostatickej

histopatolégie za pouzitia neimunologickych histochemickych farbeni.

Specifické obmedzenia pre tento vyrobok

Spolo¢nost Leica Biosystems optimalizovala protilatku p16 (6H12) na pouzitie so systémom BOND Polymer Refine Detection,

s pomocnymi ¢inidlami BOND, so BOND-PRIME Polymer DAB Detection System a s pomocnymi ¢inidlami BOND-PRIME. Pouzivatelia,

ktori sa odchylia od odporti¢anych testovacich postupov, musia akceptovat zodpovednost za interpretaciu vysledkov pacienta za tychto

okolnosti. Casy podra protokolu sa mozu lisit z dévodu odchylok vo fixacii tkaniva a Gginnosti zvyraznenia antigénu a musia sa zistit

empiricky. Pri optimalizacii podmienok zachytu a ¢asov podla protokolov je potrebné pouZit negativne kontroly ¢inidlom.

Riesenie problémov

Pri naprave moéze byt napomocna referencia 3.

Neobvyklé zafarbenie ohlaste miestnemu distributorovi alebo regionalnej pobocke spolo¢nosti Leica Biosystems.

Dalsie informacie

Dalsie informacie o imunofarbeni s &inidlami BOND najdete v astiach Princip postupu, PoZadované materialy, Priprava vzorky, Kontrola

kvality, Overenie testu, Interpretacia zafarbenia, Legenda k symbolom na oznaceni a V$eobecné limitacie v pouzivatelskej dokumentacii

k systému BOND ,Pouzivanie ¢inidiel BOND".
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