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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 instrugdes antes de utilizar este produto.
Instruktioner vid Anvandning

Var god las innan ni anvander produkten.
O3dnyieg Xpnong

Mapakahoupe SiaBAoTe TIG 0dnyieg TTPIV
XPNOIUOTIOINCETE TO TTPOIOV QUTO.
Brugsanvisning

Lees venligst far produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen vo66r gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fgr du bruker produktet.
Kullanim Talimatlar

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

Monsi, npoyeteTe npean ynotpeba Ha TO3M NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznalatba vétele el6tt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni nainte de a utiliza produsul.
MHCTpYyKLMA NO NPUMEHEHUIO
MpoyTuTe Nnepen NPUMEHEHNeM 3TOro NPoaykKTa.

www.LeicaBiosystems.com

B O B B B N H B4 M
@ B KU Rd EU B H BH B H

Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczyta¢
instrukcje.

Navodila za uporabo

Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pied pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, precitajte si ho pred pouzitim produktov.
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Check the integrity of the packaging before use.

Vérifier que le conditionnement est en bon état

avant 'emploi.

Prima dell'uso, controllare l'integrita della confezione.

Vor dem Gebrauch die Verpackung auf

Unversehrtheit Gberprifen.

Comprobar la integridad del envase, antes de usarlo.

Verifique a integridade da embalagem antes de

utilizar o produto.

Kontrollera att paketet ar obrutet innan anvandning.

EAéyETe TNV akepaidTNTa TNG CUCKEUATIAG TIPIV ATTO

m xpnon.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget fgr brug.

Controleer de verpakking voor gebruik.

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan énce ambalajin bozulmamis olmasini

kontrol edin.

MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau

ynotpeba.

Hasznalat el6tt ellendrizze a csomagolas épségét.

Verificati integritatea ambalajului inainte de a utiliza

produsul.

Mepen npumeHeHnem ybeamTech B LLIENOCTHOCTN

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 ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Catalog No: PB0829

Intended Use
This reagent is for in vitro diagnostic use.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is intended to be used for the qualitative identification of the Human Papillomavirus (HPV) DNA
in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue by in situ hybridization (ISH) using the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX
system and Leica BOND-III system). This probe binds to the five high risk HPV subtypes, 16, 18, 31, 33 and 51.

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

There are over 100 known Human Papillomavirus (HPV) types, but only about 40 are known to infect the anogenital epithelium’. HPV is
the most common sexually transmitted virus and HPV prevalence is estimated to be greater than 20% depending on region® The virus
infects the basal cells of the epithelium via micro-abrasions and is maintained in the nucleus as approximately an 8 kb double stranded
DNA episome®. Activation of the HPV early genes, in particular E1, E2, E6 and E7, results in viral genomic replication and persistent
cellular proliferation. Therefore, unlike normal epithelium, HPV infected cells remain in the cell cycle and retain their nuclei throughout
their movement from the basal to the superficial layers of the epithelium. As the cells migrate to the superficial epithelial layers the late
genes (L1 and L2), which encode capsid proteins, are expressed and self assemble to form mature encapsulated viral particles that are
shed from the upper layers of the epithelium.

HPV infections have been associated with a number of malignant and benign lesions, including genital warts, anogenital cancers and
oral head and neck cancers*’. Most notable HPV subtypes have been associated with above 95% of cervical cancers®®. As a result,
HPV subtypes are broadly classified as high or low risk, depending on the incidence they are associated with cervical malignant
transformation (high risk) and benign lesion development (low risk)®. There are 15 HPV subtypes classified as high risk, including 16, 18,
31, 33 and 51, but HPV subtypes 16 and 18 are the most frequent subtypes associated with cervical carcinogenesis and are detected in
up to 71% of cervical cancers®™. It is now widely accepted that a HPV infection is necessary for cervical cancer progression; however,
additional cellular events, such as HPV DNA intergration status and viral load, are also key factors associated with cancer progression.

DNA ISH using HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is used for the detection of HPV DNA in formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue. The method is reproducible and should result in brown nuclear staining of cells containing HPV DNA. This staining pattern can
vary from punctuated signal detection, particularly in basal epithelial cells, to diffuse nuclear signal detection. Cytoplasmic staining may
also be observed and represents the detection of HPV RNA™,

Reagents Provided

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is a DNA probe supplied in hybridization solution.

Total volume = 6.25 mL

Dilution and Mixing

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is ready to use. Reconstitution, mixing, dilution or titration of this reagent is not required.
Materials Needed but Not Provided

Refer to “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation for a complete list of materials required for specimen treatment and
in situ hybridization staining using the BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system).
Storage and Stability

Store at 2-8 °C. The product is stable under these conditions up to the expiry date indicated on the container label.
There are no obvious signs indicating contamination and/or instability. Appropriate positive and negative tissue controls should be run at
the same time as test tissue.

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.

HPV PROBE (SUBTYPES H360D: May damage the unborn child. ~ P201: Obtain special instructions before use.

16, 18, 31, 33, 51) P202: Do not handle until all safety precautions have
Contains Formamide (<70%). been read and understood.

GHSO08: Health hazard. P260: Do not breathe dust/fumes/gas/mist/vapours/
Signal words: Danger. spray.

P280: Wear protective gloves/protective clothing/eye
protection/face protection.

P308+313: If exposed or concerned: Get medical
advice/attention.

P314: Get medical advice/attention if you feel unwell.
Restricted to professional users.
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« 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, www.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.
« Minimise microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur.

« Enzyme digestion incubation times or temperatures other than those specified may give erroneous results. Any such change must be
validated by the user.

Instructions for Use

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) was developed for use on the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX system
and Leica BOND-IIl system) in combination with Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution and BOND Polymer Refine Detection.
The recommended staining protocol for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is ISH Protocol B. Enzymatic pre-treatment is
recommended using the BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, for 15 minutes.

Appropriate tissue and reagent controls should always be used. The protocol for the tissue and reagent controls should correspond to
that of the HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Quality Control

Differences in tissue processing and technical procedures in the user’s laboratory may produce significant variability in results,
necessitating regular performance of in-house controls in addition to the following procedures.

Positive Tissue Control
Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques.

One positive tissue control should be included for each set of test conditions in each staining run. A tissue with weak positive staining is
more suitable than a tissue with strong positive staining for optimal quality control and to detect minor levels of reagent degradation.

Negative Tissue Control
Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of probe to the target.

Alternatively, the variety of different cell types present in most tissue sections frequently offers negative control sites, but this should be
verified by the user.

Negative Reagent Control

Use DNA Negative Control PB0731 in place of the HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) with a section of each patient specimen to
evaluate non-specific staining and allow better interpretation of specific staining at the target.

Positive Reagent Control

Use DNA Positive Control Probe PB0682 in place of the HPV probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) with a section of each patient
specimen to provide information on the preservation of nucleic acids in the tissue as well as accessibility of nucleic acids to the probe. If
the DNA Positive Control Probe fails to demonstrate positive staining, results with the test specimens should be considered invalid.

Patient Tissue

Examine patient specimens stained with HPV probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) last. Positive staining intensity should be assessed
within the context of any non-specific background staining of the DNA Negative Control PB0731.

Results Expected
Normal Tissues

Using HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829, no staining was observed in a wide range of normal tissues. Faint staining
was detected in epithelial cells of the prostate, tubules of the kidney, secretory cells in the adrenal glands and stomach, acinar cells of
pancreas and myeloid cells of the spleen. This staining does not interfere with staining interpretation. (Total number of normal cases
evaluated = 82).

Abnormal Tissues

PB0829 stained 8/15 oropharangeal squamous cell carcinomas, 3/4 cervical intraepithelial neoplasia Ill, 2/4 cervical carcinomas and

1/1 condylomata acuminata. No staining was seen in ovarian tumors (0/3), thyroid tumors (0/3), liver tumors (0/2), breast tumors (0/2),
lung tumors (0/2), metastatic tumors of unknown origin (0/2), brain tumors (0/2), testicular tumors (0/2), skin tumors (0/2), a cervical
intraepithelial neoplasia I/1l (0/1), a colon tumor (0/1), a stomach tumor (0/1), a rectal tumor (0/1), and a tumor of the thymus (0/1). (Total
number of abnormal cases evaluated = 49).

PB0829 is recommended for the detection of HPV (subtypes 16. 18. 31. 33, 51) viral DNA.

Product Specific Limitations

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) has been optimized at Leica Biosystems for use with Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash
Solution, BOND Polymer Refine Detection and BOND ancillary reagents on formalin-fixed, paraffin-embedded cervical tissue.

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 type, fixation and processing. In addition, BOND Enzyme
concentration and incubation time may require optimisation depending on tissue type, processing and fixation conditions. Negative
reagent controls should be used when optimising pre-treatment conditions and protocol times.
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The probe sets have been optimized using stringent hybridization and post hybridization washing conditions, however; potential cross
hybridization between homologous subtypes should be considered when interpreting staining results™.

Troubleshooting

Reference 14 may aid in remedial action.
Test samples should be complemented by the appropriate tissue and reagent controls.
Contact your local distributor or the regional office of Leica Biosystems to report unusual staining.

Further Information

Further information on in situ hybridisation 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.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)

Référence: PB0829

Utilisation Prévue
Ce réactif est destiné au diagnostic in vitro.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) est congue pour servir au dosage qualitatif de ’ADN du virus du papillome humain (HPV)
sur du tissu fixé au formol et inclus en paraffine, par hybridation in situ (ISH) sur I'automate BOND (qui comprend les systemes Leica
BOND-MAX et Leica BOND-III). Cette sonde se lie aux cing sous-types a risque élevé (16, 18, 31, 33 et 51) du virus du papillome
humain.

L'interprétation clinique de tout marquage ou de son absence doit étre complétée par des études morphologiques utilisant des controles
appropriés et évaluée dans le contexte des antécédents cliniques du patient et des autres tests diagnostiques par un pathologiste
qualifié.

Résumé et Explications

Il existe plus de 100 types répertoriés de virus du papillome humain (HPV), mais seuls 40 environ sont connus pour infecter I'épithélium
anogénital’. HPV est le virus sexuellement transmissible le plus courant. On a estimé sa prévalence a plus de 20% dans certaines
régions?. Le virus infecte les cellules basales de I'épithélium par des micro-abrasions et se perpétue dans le noyau sous la forme

d’un épisome d’ADN double brin de 8 kb environ®. L'activation des génes précoces de HPV, en particulier E1, E2, E6 et E7, se traduit
par une réplication génomique virale et une prolifération cellulaire persistante. Par conséquent, contrairement a I'épithélium normal,

les cellules infectées par le virus du papillome humain demeurent en cycle cellulaire et conservent leur noyau tout au long de leur
migration depuis I'épithélium basal jusqu’aux couches superficielles de I'épithélium. Au fur et & mesure que les cellules migrent vers

les couches superficielles de I'épithélium, les génes tardifs (L1 et L2), qui codent les protéines de capside, sont exprimés et leurs
produits s’assemblent automatiquement pour former des particules virales encapsulées matures, qui sont relarguées par les couches
supérieures de I'épithélium.

Les infections a HPV ont été associées a un certain nombre de lésions malignes et bénignes, notamment verrues génitales, cancers
anogénitaux et cancers oraux a la téte et au cou*’. Les sous-types majeurs de HPV ont été associés a plus de 95 % des cas de cancer
du col de I'utérus®®. Par conséquent, on distingue généralement des sous-types de HPV a risque élevé ou a faible risque, suivant
l'incidence avec laquelle ils sont associés a la transformation maligne du col de I'utérus (risque élevé) ou I'apparition d’une Iésion
bénigne (faible risque)®. Il existe 15 sous-types de HPV classés a risque élevé, y compris les sous-types 16, 18, 31, 33 et 51, mais

les sous-types 16 et 18 du HPV sont les plus fréquemment associés a la cancérogenése du col de I'utérus et sont détectés dans une
proportion allant jusqu’a 71 % des cas de cancer du col®'. |l est maintenant largement admis qu’une infection a HPV n’évolue pas
nécessairement en un cancer du col de 'utérus ;cependant, d’autres événements cellulaires, comme I'état d'intégration de 'ADN du
HPV et la charge virale, sont également des facteurs déterminants associés a I'évolution du cancer™'.

L'ISH de 'ADN avec HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) s'utilise pour détecter 'ADN de HPV sur du tissu fixé au formol et inclus
en paraffine. La méthode est reproductible et doit se traduire par une coloration nucléaire marron des cellules contenant de 'ADN de
virus du papillome humain. Le profil de marquage peut aller d’'une détection ponctuée du signal, en particulier dans les cellules de
I'épithélium basal, a une détection nucléaire diffuse du signal.Un marquage cytoplasmique peut également étre observé et représente la
détection de I'ARN de HPV™.

Réactifs Fournis

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) est une sonde ADN fournie dans une solution d’hybridation.

Volume total = 6.25 ml

Dilution et Mélange

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) est préte a I'emploi. Reconstitution, mélange, dilution ou titration de ce réactif non nécessaire.
Matériel Nécessaire mais Non Fournis

Voir “Utilisation des réactifs BOND" dans votre manuel d'utilisation BOND pour obtenir la liste compléte du matériel nécessaire au
traitement des échantillons et au marquage par hybridation in situ sur 'automate BOND (qui comprend les systémes Leica BOND-MAX
et Leica BOND-III).

Conservation et Stabilité

Conserver a une température comprise entre 2-8 °C. Dans ces conditions, le produit reste stable jusqu’a la date de péremption
imprimée sur I'étiquette du récipient.

Il n’y a pas de signe évident indicateur d’'une contamination et/ou d’une instabilité. Des contrdles tissulaires positifs et négatifs
appropriés doivent étre testés en méme temps que le tissu analysé.

Remettre a 2-8 °C immédiatement aprés usage.

Des conditions de conservation différentes de celles ci-dessus doivent étre controlées par I'utilisateur™.
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Précautions
« Ce produit est congu pour le diagnostic in vitro.

HPV PROBE (SUBTYPES 16, 18, H360D: Peut nuire au fotus.  P201: Se procurer les instructions avant utilisation.

31, 33, 51) P202: Ne pas manipuler avant d’avoir lu et compris toutes les
Contient Formamide (<70%). précautions de sécurité.

GHSO08: Danger pour la santé. P260: Ne pas respirer les poussieres/fumées/gaz/brouillards/
Mentions d’avertissement: Danger. vapeurs/aérosols.

P280: Porter des gants de protection/des vétements de
protection/un équipement de protection des yeux/du visage.
P308+313: EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée:
consulter un médecin.
P314: Consulter un médecin en cas de malaise.
Usage réservé aux professionnels.
« Pour obtenir un exemplaire de la fiche technique des substances dangereuses (Material Safety Data Sheet), contactez votre
distributeur local ou le bureau régional de Leica Biosystems, ou consultez le site Web de Leica Biosystems :
www.LeicaBiosystems.com.

* Les échantillons, avant et aprés fixation, et tous les matériels ayant étfﬁ2 en contact avec eux, doivent étre manipulés comme s'ils
étaient a risque infectieux et éliminés avec les précautions adéquates . Ne jamais pipeter les réactifs a la bouche et éviter le contact
de la peau et des muqueuses avec les réactifs ou les échantillons. Si des réactifs ou des échantillons entrent en contact avec des
zones sensibles, rincer abondamment a 'eau. Consultez un médecin.

« Renseignez-vous sur les réglementations fédérales, nationales et locales concernant I'élimination des composés potentiellement
toxiques.

« Eviter une contamination microbienne des réactifs, qui peut favoriser un marquage non spécifique.

« Des durées ou des températures d’incubation pour la digestion enzymatique autres que celles spécifiées peuvent entrainer des
résultats erronés. Tout changement doit étre validé par I'utilisateur.

Mode d’Emploi

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) a été développé pour une utilisation sur le systtme BOND automatisé (qui comprend les
systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III) en association avec Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer
Refine Detection et les réactifs auxiliaires BOND. Le protocole de coloration recommandé pour HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33,
51) est ISH Protocol B. Un prétraitement enzymatique est recommandé avec BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, pendant 15
minutes.

Des contréles appropriés de tissu et de réactif doivent toujours étre employés. Le protocole relatif aux contréles de tissu et de réactif doit
correspondre a celui de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Controle de qualité

Des différences de traitement des tissus et de procédures techniques dans le laboratoire de I'utilisateur sont susceptibles de conduire
a une variabilité significative des résultats, ce qui rend nécessaire la mise en ceuvre réguliére de controles en interne, en plus des
procédures suivantes.

Controle positif du tissu

Il est utilisé pour indiquer que les tissus ont été préparés correctement et que les techniques de marquage sont appropriées. Un contréle
positif du tissu doit étre inclus pour chaque série de conditions d’essais et pour chaque essai de marquage. Un tissu présentant un
marquage faiblement positif est plus adapté a un controle optimal de qualité qu’un tissu présentant un marquage fortement positif, il
permet également de détecter des niveaux moindres de dégradation du réactif.

Controle négatif du tissu

Il doit étre examiné apres le contrdle positif du tissu afin de vérifier la spécificité du marquage de la sonde vers le site cible. La diversité
des différents types cellulaires présents dans la plupart des coupes tissulaires permet fréquemment de disposer de sites de contréle
négatif, mais cette possibilité doit étre vérifiée par I'utilisateur.

Controle négatif du réactif

Utiliser DNA Negative Control PB0731 a la place de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) avec une coupe de chaque échantillon du
patient afin d’évaluer le marquage non spécifique et de permettre une meilleure interprétation du marquage spécifique au niveau du site
cible.

Controle positif du réactif

Utiliser DNA Positive Control Probe PB0682 a la place de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) avec une coupe de chaque
échantillon du patient afin d’obtenir des informations sur la préservation des acides nucléiques dans le tissu ainsi que la pénétrabilité
des acides nucléiques vis-a-vis de la sonde. Si DNA Positive Control Probe ne présente pas de marquage positif, les résultats des
échantillons d’essai doivent étre considérés comme invalides.

Tissu du patient

Examiner les échantillons du patient marqués avec HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) en dernier. L'intensité du marquage positif
ne doit étre évaluée que par rapport au marquage non spécifique obtenu avec DNA Negative Control PB0731.

Résultats Attendus
Tissus sains

Avec HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829, aucune coloration n’a été détectée dans une large gamme de tissus normaux.
Une faible coloration a été détectée dans les cellules épithéliales de la prostate, les tubules rénaux, les cellules sécrétrices des
glandes surrénales et de I'estomac, les cellules acinaires du pancréas et les cellules myéloides de la rate. Cette coloration ne géne pas

l'interprétation de la coloration. (Nombre total de cas normaux évalués = 82).
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Tissus tumoraux

PB0829 a coloré 8/15 carcinomes a cellules squameuses oropharingiques, 3/4 néoplasies intraépithéliales cervicales de grade 3,

2/4 carcinomes du col de I'utérus et 1/1 condylome acuminé. Aucune coloration n’a été observée dans des tumeurs ovariennes (0/3),
des tumeurs de la thyroide (0/3), des tumeurs du foie (0/2), des tumeurs du sein (0/2), des tumeur du poumon (0/2), des tumeurs
métastatiques d’origine inconnue (0/2), des tumeurs du cerveau (0/2), des tumeurs testiculaires (0/2), des tumeurs de la peau (0/2), une
néoplasie intraépithéliale cervicale de grade I/Il (0/1), une tumeur du cdlon (0/1), une tumeur de I'estomac (0/1), une tumeur rectale (0/1)
et une tumeur du thymus (0/1). (Nombre total de cas anormaux évalués = 49).

Limites Spécifiques du Produit

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) a été optimisée par Leica Biosystems pour une utilisation avec Anti-Biotin Antibody, Stringency
Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection et les réactifs auxiliaires BOND sur du tissu de col de I'utérus fixé au formol et inclus en
paraffine.

Les utilisateurs qui ne respectent pas les procédures recommandées prennent la responsabilité de I'interprétation des résultats des
patients dans ces conditions. Les durées du protocole peuvent varier en raison des variations de type, de fixation et de traitement des
tissus.En outre, la concentration en BOND Enzyme et la durée d’incubation peuvent nécessiter une optimisation en fonction du type
de tissu, de son traitement et des conditions de fixation.Des contréles réactifs négatifs doivent étre testés lors de I'optimisation des
conditions de prétraitement et des durées du protocole.

Les jeux de sondes ont été optimisés par des conditions stringentes d’hybridation et de lavage apres hybridation ; cependant,
I'éventualité d’une hybridation croisée entre sous-types homologues doit étre envisagée lors de l'interprétation des résultats du
marquage’®.

Identification des Problémes

La référence bibliographique n° 15 peut aider a la mise au point d’'une mesure corrective.

Les échantillons a tester doivent étre complétés par les controles réactifs et tissulaires appropriés.

Prenez contact avec votre distributeur local ou avec le bureau régional de Leica Biosystems pour signaler tout marquage inattendu.
Informations Complémentaires

Vous trouverez des informations complémentaires sur I'hybridation in situ a I'aide des réactifs BOND sous les en-tétes suivants du
chapitre “Utilisation des réactifs BOND*" de votre manuel d’utilisation BOND: Principes de la méthode, Matériel nécessaire, Préparation
des échantillons, Controle qualité, Vérification de I'analyse, Interprétation du marquage, Légende des symboles sur les étiquettes et
Limites générales.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
N. Catalogo: PB0829

Uso Previsto
Reagente per uso diagnostico in vitro.

L'uso del’HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e previsto per 'identificazione qualitativa del DNA del virus del papilloma umano
(HPV) in tessuto fissato in formalina incluso in paraffina attraverso I'ibridazione in situ (ISH, In situ Hybridisation) con il sistema
automatizzato BOND (include il sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III). Questa sonda si lega ai cinque sottotipi di HPV
ad alto rischio: 16, 18, 31, 33 e 51.

L'interpretazione clinica di un’eventuale colorazione, o della sua assenza, deve avvalersi di studi morfologici e di opportuni controlli ed
essere effettuata da patologi qualificati, nel contesto dell’anamnesi clinica del paziente e di altri test diagnostici.

Sommario e Spiegazione

Si conoscono pit di 100 tipi del virus del papilloma umano (HPV), ma sono solo circa 40 quelli di cui € nota la capacita di infettare
I'epitelio anogenitale’. L'HPV & il pi comune tra i virus a trasmissione sessuale e la sua prevalenza tra le donne é stimata, in alcune
zone, oltre il 20%?2. Attraverso le microabrasioni il virus infetta le cellule basali dell’epitelio e rimane nel nucleo sotto forma di DNA
episomiale a doppia elica di circa 8 kb®. L'attivazione dei geni precoci del’HPV, in particolare gli E1, E2, E6 ed E7, da luogo alla
replicazione del genoma virale e alla proliferazione cellulare persistente. Quindi a differenza dell’epitelio normale, le cellule infettate
dal’HPV rimangono nel ciclo cellulare e mantengono il loro nucleo durante tutta la migrazione dallo strato basale a quello superficiale
dell’epitelio. Quando le cellule migrano nello strato epiteliale superficiale si avvia I'espressione dei geni tardivi (L1 ed L2), che codificano
per le proteine del capside; essi si autoaggregano a formare particelle virali incapsulate mature che si disperdono dagli strati superiori
dell’epitelio.

Le infezioni da HPV sono state associate a numerose lesioni maligne e benigne, tra le quali i condilomi, i tumori anogenitali, e quelli
orali della testa e del collo*7. Va ricordato soprattutto che alcuni sottotipi del’HPV sono stati associati a oltre il 95% dei tumori della
cervice uterina®®. Ne consegue che i sottotipi del’lHPV vengono classificati grossolanamente come a basso o ad alto rischio, in base
allincidenza con cui si associano alla trasformazione maligna (alto rischio) o allo sviluppo di lesioni benigne (basso rischio) a livello
cervicale®. Vi sono 15 sottotipi di HPV classificati ad alto rischio, tra i quali il 16, il 18, il 31, il 33 e il 51, ma i sottotipi 16 e 18 sono
quelli che piu di frequente si associano alla cancerogenesi cervicale e vengono rilevati nei tumori cervicali anche nel 71% dei casi®™.
Oggi & ampiamente riconosciuto che per la progressione del tumore cervicale & necessaria l'infezione da HPV; tuttavia anche altri
eventi cellulari, come lo stato dell'integrazione del DNA del’HPV e la carica virale, sono fattori determinanti associati alla progressione
tumorale™.

La ISH del DNA con 'HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) viene utilizzata per la rilevazione del DNA del’lHPV in tessuto fissato
in formalina, incluso in paraffina. Il metodo & riproducibile e deve dare luogo alla colorazione marrone del nucleo delle cellule che
contengono il DNA del’HPV. Questo modello di colorazione puo variare, dalla rilevazione puntata del segnale, soprattutto nelle
cellule dell’epitelio basale, alla rilevazione diffusa del segnale nel nucleo. Si pud osservare anche la colorazione del citoplasma, che
rappresenta la rilevazione del’lRNA del’HPV™2.

Reagenti Forniti

L’'HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) € una sonda di DNA fornita in soluzione di ibridazione.

Volume totale = 6.25 ml

Diluizione e Miscelazione

L'HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) & pronta per I'uso. Non & necessario ricostituire, miscelare, diluire o titolare il reagente.
Materiale Necessario Non Fornito

Per un elenco completo del materiale necessario per il trattamento del campione e la colorazione per I'ibridazione in situ con il sistema
BOND (include il sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III), consultare I' “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione
per l'utente BOND.

Conservazione e Stabilita
Conservare a 2-8 °C. In queste condizioni il prodotto & stabile fino alla data di scadenza riportata sull’etichetta del contenitore.

Non ci sono segni evidenti che indichino contaminazione e/o instabilita. Eseguire i controlli tissutali positivi e negativi adeguati
contemporaneamente al test.

Immediatamente dopo I'uso, riportare a 2-8 °C.
L'utente deve verificare eventuali condizioni di conservazione diverse da quelle specificate.

Precauzioni
« |l prodotto & destinato all’'uso diagnostico in vitro.
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HPV PROBE (SUBTYPES 16, H360D: Puo nuocere al feto.  P201: Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso.

18, 31, 33, 51) P202: Non manipolare prima di avere letto e compreso tutte le
Contiene Formammide (<70%). avvertenze.
GHSO08: Pericolo per la salute. P260: Non respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbiali vapori/gli
Avvertenze: Pericolo. aerosol.
P280: Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/
il viso.

P308+313: IN CASO di esposizione o di possibile esposizione,
consultare un medico.

P314: In caso di malessere, consultare un medico.

Riservato ad utenti professionali.

+ Una copia della Scheda di sicurezza pud essere richiesta al distributore locale o all’ufficio di zona di Leica Biosystems o, in
alternativa, visitando il sito di Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.

« | campioni, prima e dopo la ﬁssazione,1e tutti i materiali esposti ad essi devono essere manipolati come potenziali vettori di infezione
e smaltiti con le opportune precauzioni . Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare il contatto dei reagenti e dei campioni
con la cute e le mucose. Se un reagente o un campione viene a contatto con zone sensibili, lavare abbondantemente con acqua.
Consultare un medico.

« Consultare la normativa nazionale, regionale o locale per lo smaltimento dei componenti potenzialmente tossici.

+ Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti per non incrementare il rischio di una colorazione non specifica.

« Tempi o temperature di incubazione della digestione enzimatica diversi da quelli specificati possono fornire risultati erronei. Ogni
eventuale modifica deve essere convalidata dall’'utente.

Istruzioni per ’'Uso

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) & stato sviluppato per I'uso sul sistema BOND automatizzato (include il sistema Leica BOND-
MAX e il sistema Leica BOND-III) unitamente a Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection e con
i reagenti ausiliari BOND. Il protocollo di colorazione raccomandato per HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) & ISH Protocol B. Si
raccomanda un pretrattamento enzimatico usando BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 per 15 minuti.

Usare sempre controlli appropriati dei tessuti e dei reagenti. Il protocollo per i controlli dei tessuti e dei reagenti deve corrispondere a
quello di HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Controllo di qualita

Differenze nella lavorazione del tessuto e nei procedimenti tecnici in uso presso il laboratorio dell’'utente possono produrre una
discrepanza significativa nei risultati, rendendo necessaria la regolare esecuzione di controlli interni in aggiunta alle procedure descritte
di seguito.

Controllo positivo del tessuto

E usato per indicare tessuti correttamente preparati e tecniche di colorazione appropriate. Per ogni gruppo di condizioni del test in ogni
ciclo di colorazione, deve essere incluso un controllo positivo del tessuto. Un tessuto a debole colorazione positiva & piu adatto di uno a
forte colorazione positiva per un controllo di qualita ottimale e per rilevare livelli minimi di degradazione del reagente.

Controllo negativo del tessuto

Va esaminato dopo il controllo positivo del tessuto per verificare la specificita della marcatura della sonda sul bersaglio. In alternativa,
la varieta di tipi cellulari diversi presenti nella maggior parte delle sezioni tissutali offre spesso siti di controllo negativo, ma questo va
verificato dall’'utente.

Controllo negativo del reagente

Usare DNA Negative Control PB0731 al posto di HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) con una sezione di ogni campione
del paziente per valutare la colorazione aspecifica e per consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica in
corrispondenza del bersaglio.

Controllo positivo del reagente

Usare DNA Positive Control Probe PB0682 al posto di HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51). con una sezione di ogni campione

del paziente per fornire informazioni sulla preservazione degli acidi nucleici nel tessuto nonché sull’accessibilita degli acidi nucleici alla
sonda. Se DNA Positive Control Probe non dimostra alcuna colorazione positiva, i risultati dei campioni analizzati vanno considerati non
validi.

Tessuto del paziente

Per ultimi, esaminare i campioni del paziente colorati con HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51). L'intensita della colorazione positiva
va analizzata nel contesto di qualsiasi colorazione aspecifica di fondo di DNA Negative Control PB0731.

Risultati Attesi
Tessuti normali

Utilizzando HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829, non ¢ stata osservata colorazione in una vasta gamma di tessuti normali.
E stata rilevata una colorazione indistinta nelle cellule epiteliali di prostata, tubuli renali, cellule secretive nelle ghiandole surrenali

e stomaco, cellule acinose del pancreas e cellule mieloidi della milza. Tale colorazione non interferisce con l'interpretazione della
colorazione. (Numero totale di casi normali esaminati = 82).

Tessuti neoplastici

PB0829 ha colorato 8/15 carcinomi a cellule squamose orofaringei, 3/4 neoplasie intraepiteliali cervicali di grado Ill, 2/4 carcinomi
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cervicali e 1/1 condiloma acuminato. Non & stata riscontrata colorazione nei tumori alle ovaie (0/3), tumori tiroidei (0/3), tumori al fegato
(0/2), tumori mammari (0/2), tumori ai polmoni (0/2), tumori metastatici di origine ignota (0/2), tumori al cervello (0/2), tumori testicolari
(0/2), tumori della pelle (0/2), neoplasia intraepiteliale cervicale di grado I/Il (0/1), tumore al colon (0/1), tumore allo stomaco (0/1),
tumore del retto (0/1) e tumore del timo (0/1). (Numero totale di casi anormali esaminati = 49).

PB0829 é consigliata per il rilevamento di DNA virale di HPV (sottotipi 16. 18. 31, 33. 51).

Limitazioni Specifiche del Prodotto

L'HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) & stata ottimizzata da Leica Biosystems per I'uso con I'Anti-Biotin Antibody, la Stringency
Wash Solution, il BOND Polymer Refine Detection e i reagenti ausiliari BOND su tessuto cervicale fissato in formalina, incluso in
paraffina.

Gli utenti che modificano le procedure raccomandate devono assumersi la responsabilita dell'interpretazione dei risultati relativi ai
pazienti in tali circostanze. | tempi del protocollo possono variare in base alle variazioni nel tipo di tessuto, nella fissazione e nel
trattamento. Inoltre pud essere necessario ottimizzare la concentrazione e il tempo di incubazione del BOND Enzyme in base al tipo di
tessuto e alle condizioni di trattamento e di fissazione. Nell'ottimizzazione delle condizioni di pretrattamento e dei tempi del protocollo si
devono impiegare dei controlli negativi del reagente.

Le strutture delle sonde sono state ottimizzate utilizzando condizioni di ibridazione e di lavaggio post-ibridazione rigorose, tuttavia
nell’interpretazione dei risultati della colorazione si deve tenere conto della possibile ibridazione crociata tra sottotipi omologhi®.

Soluzione Problemi

Il riferimento bibliografico n. 15 pud essere di aiuto per le azioni di rimedio.

| campioni del test devono essere completati dagli adeguati controlli dei tessuti e dei reagenti.

Per riferire una colorazione inusuale rivolgersi al distributore locale o all'ufficio di zona di Leica Biosystems.
Ulteriori Informazioni

Ulteriori informazioni sull'ibridazione in situ con i reagenti BOND si trovano in “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per
'utente BOND, ai titoli Principio della procedura, Materiali necessari, Preparazione del campione, Controllo di qualita, Verifica del saggio,
Interpretazione della colorazione, Leggenda dei simboli e delle etichette e Limitazioni generali.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Bestellnr.: PB0829

Verwendungszweck
Dieses Produkt ist furr die /n-vitro-Diagnostik bestimmt.

HPV Probe (Subtypes 16,18, 31, 33, 51) ist fiir den qualitativen Nachweis der DNA des Humanen Papillomavirus (HPV) in
formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe durch In-situ-Hybridisierung (ISH) mit dem automatischen BOND-System
(bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) bestimmt. Diese Sonde bindet an die fiinf Hochrisiko-
HPV-Subtypen 16, 18, 31, 33 und 51.

Die klinische Auswertung der An- oder Abwesenheit einer Farbung sollte durch morphologische Untersuchungen und geeignete
Kontrollen ergénzt werden und sollte im Zusammenhang mit der Krankengeschichte des Patienten und anderen diagnostischen Tests
von einem qualifizierten Pathologen vorgenommen werden.

Zusammenfassung und Erlduterung

Es sind uber 100 verschiedene Typen von Humanen Papillomaviren (HPV) bekannt, von denen jedoch lediglich ca. 40 Typen
bekanntermafen das anogenitale Epithel befallen'. HPV ist das haufigste sexuell tbertragene Virus. Die HPV-Pravalenz bei Frauen
wurde je nach Region auf mehr als 20% geschatzt?. Das Virus infiziert die Basalzellen des Epithels tiber kleine Wunden und wird im
Nukleus als ungefahr 8 kb groRes doppelstrangiges DNA-Episom erhalten®. Die Aktivierung der frihen HPV-Gene, insbesondere E1, E2,
E6 und E7, fiihrt zu einer Replikation des viralen Genoms und anhaltender Zellproliferation. Daher verbleiben HPV-infizierte Zellen im
Gegensatz zu normalen Epithelzellen im Zellzyklus und behalten ihre Zellkerne wahrend ihrer Wanderung von den basalen Schichten an
die Oberflache des Epithels bei. Wahrend die Zellen in die oberflachlichen Epithelschichten wandern, werden die spaten Gene (L1 und
L2) fur die Kapsidproteine exprimiert. Die Genprodukte setzen sich selbstorganisatorisch zu reifen Viruspartikeln zusammen, die von
den oberen Epithelschichten abgestofRen werden.

HPV-Infektionen wurden mit einer Reihe bdsartiger und gutartiger Lasionen in Verbindung gebracht, darunter Genitalwarzen,
Anogenitalkrebs, Mund-, Kopf- und Halskrebsarten*”. Insbesondere wurden HPV-Subtypen mit mehr als 95% der Falle von
Zervixkarzinomen assoziiert®®. Daher wurden HPV-Subtypen in die Kategorien Hochrisiko oder Niedrigrisiko eingeteilt, in Abhangigkeit
von ihrer Fahigkeit, bosartige Zervixtransformationen (Hochrisiko) oder gutartige Lasionen (Niedrigrisiko) hervorzurufen®. Es gibt 15
HPV-Subtypen, die in die Hochrisikokategorie eingeteilt wurden, darunter die Subtypen 16, 18, 31, 33 und 51. Die beiden HPV-Subtypen
16 und 18 werden dabei am haufigsten mit einer Zervixkarzinogenese assoziiert und in bis zu 71% der Félle von Zervixkarzinomen
nachgewiesen®'. Die heute vorherrschende Ansicht ist, dass eine HPV-Infektion fiir die Ausbildung eines Zervixkarzinoms notwendig ist.
Weitere wichtige Zellereignisse wie der Status der HPV-DNA-Integration und die Viruslast gehdren ebenfalls zu den Schlisselfaktoren,
die mit dem Krebsverlauf assoziiert sind".

Die DNA-ISH mit HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) wird zum Nachweis von HPV-DNA in formalinfixiertem, in Paraffin
eingebettetem Gewebe eingesetzt. Die Methode ist reproduzierbar und sollte zu einer braunen, nukleéren Farbung von HPV-DNA-
haltigen Zellen fiihren. Das Farbemuster kann von einem deutlichen Signal, das vor allem in Basalepithelzellen zu beobachten ist, bis zu
einem diffusen nuklearen Signal reichen.Des Weiteren kann eine zytoplasmatische Farbung beobachtet werden, die das Vorhandensein
von HPV-RNA nachweist'2.

Mitgelieferte Reagenzien

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ist eine DNA-Sonde, die in Hybridisierungslésung geliefert wird.
Gesamtvolumen = 6.25 ml

Verdiinnung und Mischung

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ist gebrauchsfertig. Rekonstitution, Mischen, Verdiinnen oder Titrieren dieses Reagenzes ist
nicht erforderlich.

Erforderliche, aber Nicht Mitgelieferte Materialien

Eine vollstandige Liste der Materialien, die fiir die Probenbehandlung und die Farbung durch In-situ-Hybridisierung mit dem BOND-
System (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) benétigt werden, befindet sich im Abschnitt
“Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in Inrem BOND-Benutzerhandbuch.

Lagerung und Stabilitat
Bei 2-8 °C lagern. Das Produkt ist unter diesen Bedingungen bis zu dem auf dem Behélteretikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Es gibt keine klaren Anzeichen fiir eine Kontamination und/oder Instabilitat des Produkts. Passende positive und negative
Gewebekontrollen sollten zusammen mit dem untersuchten Gewebe analysiert werden.

Unmittelbar nach Gebrauch wieder bei 2—-8 °C aufbewahren.

Andere als die oben angegebenen Lagerungsbedingungen missen vom Anwender selbst getestet werden'.
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VorsichtsmaBnahmen
« Dieses Produkt ist fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

HPV PROBE (SUBTYPES 16, H360D: Kann das Kind im P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
18, 31, 33, 51) Mutterleib schadigen. P202: Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und
Enthalt Formamid (<70%). verstehen.

GHSO08: Gesundheitsgefahr. P260: Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht
Signalworter: Gefahr. einatmen.

P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/
Gesichtsschutz tragen.

P308+313: BEI Exposition oder falls betroffen:
Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.
P314: Bei Unwohlsein.

Nur von Fachleuten zu verwenden.

« Ein Exemplar des Sicherheitsdatenblattes erhalten Sie von lhrer 6rtlichen Vertriebsfirma, der Regionalniederlassung von Leica
Biosystems oder uber die Webseite von Leica Biosystems unter www.LeicaBiosystems.com.

« Behandeln Sie Praparate vor und nach der Fixierung sowie samtliche damit in Beriihrung kommenden Materialien so, als ob diese
Infektionen tibertragen kénnen und entsorgen Sie sie unter Beachtung der entsprechenden Vorsichtsmanahmen . Pipettieren Sie
Reagenzien niemals mit dem Mund und vermeiden Sie den Kontakt von Haut und Schleimhauten mit Reagenzien oder Préparaten.
Falls Reagenzien oder Praparate mit empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, spiilen Sie diese mit reichlich Wasser.
Holen Sie anschlieRend arztlichen Rat ein.

« Beachten Sie bei der Entsorgung potentiell toxischer Bestandteile die behérdlichen und 6rtlichen Vorschriften.

* Mikrobielle Kontaminationen sollten minimiert werden, da es sonst zu einer Zunahme unspezifischer Farbungen kommen kann.

« Andere als die angegebenen Enzymverdauungszeiten oder Temperaturen kdnnen zu fehlerhaften Ergebnissen fihren.
Diesbeziigliche Anderungen miissen vom Anwender selbst getestet werden.

Gebrauchsanleitung

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) wurde zur Nutzung auf dem automatisierten BOND-System (bestehend aus dem Leica BOND-
MAX-System und dem Leica BOND-III-System) in Kombination mit Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer
Refine Detection und BOND-Zusatzreagenzien optimiert entwickelt. ISH Protocol B ist das empfohlene Farbeprotokoll fir HPV Probe
(Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) Es wird eine Enzymvorbehandlung unter Anwendung von BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 fur
15 Minuten.

Es sind stets geeignete Gewebe- und Reagenzkontrollen zu nutzen. Das Protokoll fiir die Gewebe- und Reagenzienkontrollen sollte dem
fur HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) entsprechen.

Qualitatskontrolle

Unterschiede bei der Gewebebearbeitung und den technischen Verfahren im Labor des Benutzers kdnnen zu signifikanten
Schwankungen bei den Ergebnissen fiihren. Daher ist es wichtig, zusatzlich zu den folgenden Verfahren regelméaRige laborinterne
Kontrollen durchzufiihren.

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an. In jedem Féarbelauf sollte fiir jeden Satz Testbedingungen eine
positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden. Gewebe mit schwach positiver Farbung ist fiir die optimale Qualitatskontrolle und den
Nachweis kleiner Minderungen in der Reagenzleistung besser geeignet, als ein Gewebe mit stark positiver Farbung.

Negative Gewebekontrolle

Sollte im Anschluss an die positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden, um die Spezifitat der Zielsondenmarkierung zu verifizieren.
Alternativ bietet die Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten vorliegen, haufig Stellen fiir eine negative
Kontrolle. Jedoch sollte dies vom Benutzer verifiziert werden.

Negative Reagenzkontrolle

Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Zielstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpréparates DNA Negative Control PB0731 anstelle HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) zu verwenden.

Positive Reagenzkontrolle

Verwenden Sie DNA Positive Control Probe PB0682 anstelle HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) bei einem Schnitt jedes
Patientenpraparates, um Informationen tber die Erhaltung von Nukleinsauren in dem Gewebe und die Zuganglichkeit von Nukleinsauren
zu der Sonde zu erhalten. Falls DNA Positive Control Probe keine positive Farbung nachweisen kann, sollten die mit den Testproben
erzielten Ergebnisse als ungliltig betrachtet werden.

Patientengewebe

Die mit HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) gefarbten Patientenproben miissen zuletzt untersucht werden. Eine positive
Farbeintensitat ist im Kontext einer unspezifischen Hintergrundfarbung der DNA Negative Control PB0731 zu bewerten.

Erwartete Ergebnisse
Normale Gewebe

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 zeigte keinerlei Farbung in einem breiten Spektrum von Gewebeproben. Eine
schwache Farbung wurde in Epithelzellen der Prostata, Tubuli der Niere, sekretorischen Zellen der Nebenniere und des Magens,
azinaren Zellen des Pankreas und myeloischen Zellen der Milz beobachtet. Diese Farbung hat keinen Einfluss auf die Interpretation der
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Farbungen. (Anzahl der insgesamt untersuchten Normalgewebeproben = 82).

Tumorgewebe

PB0829 farbte 8/15 oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen, 3/4 zervikalen intraepithelialen Neoplasien, Ill, 2/4 Zervixkarzinomen
und 1/1 Condylomatum acuminatum. Bei Tumoren der Eierstocke (0/3), Schilddriise (0/3), Leber (0/2), Brust (0/2), Lunge (0/3),
metastatischen Tumoren unbekannten Ursprungs (0/2), Tumoren des Gehirns (0/2), Testikeln (0/2), Haut (0/2), einer zervikalen
intraepithelialen Neoplasie, I/l (0/1) und je einem Tumor des Colons (0/1), Magens (0/1), Rektums (0/1) und Thymus (0/1) wurde keine
Farbung nachgewiesen. (Anzahl der insgesamt untersuchten pathologischen Gewebeproben = 49).

PB0829 wird fiir die Bestimmun r HPV n 16. 1 1 1)-DNA empfohlen.

Produktspezifische Einschrankungen

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) wurde von Leica Biosystems zur Verwendung mit dem Anti-Biotin Antibody, der Stringency
Wash Solution, dem BOND Polymer Refine Detection und BOND-Zusatzreagenzien in formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Zervixgeweben optimiert.

Anwender, die andere als die empfohlenen Testverfahren verwenden, miissen unter diesen Umsténden die Verantwortung fiir die
Auswertung der Patientenergebnisse ibernehmen. Die Verfahrenszeiten kénnen aufgrund von Unterschieden in den Gewebearten und
bei der Gewebefixierung und -verarbeitung variieren und miissen empirisch bestimmt werden. Darliber hinaus miissen die Konzentration
und die Inkubationszeit des BOND Enzyme je nach Gewebeart, -verarbeitung und -fixierungsbedingungen angepasst werden. Bei der
Optimierung der Vorbehandlungsbedingungen und Verfahrenszeiten sollten negative Reagenzkontrollen eingesetzt werden.

Die Sonden-Sets wurden unter stringenten Hybridisierungs- und Waschbedingungen nach der Hybridisierung optimiert,es sollte jedoch
bei der Auswertung der Farbeergebnisse beachtet werden, dass es zwischen homologen Subtypen zu Kreuzhybridisierungen kommen
kann's.

Fehlersuche
MaRnahmen zur Abhilfe beim Auftreten von Fehlern finden Sie in Referenz 15.
Die Analyse der Proben sollte zusammen mit geeigneten Gewebe- und Reagenzkontrollen durchgefiihrt werden.

Falls Sie ungewodhnliche Farbeergebnisse beobachten, wenden Sie sich an lhre értliche Vertriebsfirma oder an die
Regionalniederlassung von Leica Biosystems.

Weitere Informationen

Weitere Informationen zur In-situ-Hybridisierung mit BOND-Reagenzien finden Sie in den Abschnitten Grundlegende Vorgehensweise,
Erforderliches Material, Probenvorbereitung, Qualitatskontrolle, Assay-Verifizierung, Deutung der Farbung, Schilissel der Symbole auf
den Etiketten und Allgemeine Einschrénkungen in “Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in Ihrem BOND-Benutzerhandbuch.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)

Catalogo N°.: PB0829

Indicaciones de Uso
Este reactivo es para uso diagnostico in vitro.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) esta destinada a utilizarse en la identificacion cualitativa del ADN del Papilomavirus humano
(HPV) en tejidos fijados en formalina e incrustados en parafina mediante hibridacion in situ (ISH) usando el sistema automatizado
BOND (incluye el sistema Leica BOND-MAX y el sistema Leica BOND-III). Esta sonda se enlaza a los cinco tipos de alto riesgo del
HPV, 16, 18, 31, 33 y 51.

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de la ausencia de ésta debe complementarse con estudios morfolégicos y controles
adecuados, y debe evaluarla un patélogo cualificado junto con el historial clinico del paciente y con otras pruebas diagnésticas.

Resumen y Explicacion

Hay mas de 100 tipos conocidos de Papilomavirus humano (HPV), pero solamente se sabe de 40 que infecten el epitelio anogenital .
EI HPV es el virus de transmision sexual mas comun, y se ha estimado que su prevalencia en mujeres es mayor del 20% en funcion
de la region. El virus infecta las células basales del epitelio mediante microabrasiones, y se mantiene en el nticleo como un episoma
de ADN bicatenario de, aproximadamente, 8 kb®. La activacion de los genes tempranos del HPV, en particular E1, E2, E6 y E7,
produce la replicacion gendmica viral y la proliferacion celular persistente. En consecuencia, a diferencia del epitelio normal, las células
infectadas por el HPV permanecen en el ciclo celular y retienen sus nucleos durante su migracién desde la capa basal hasta las capas
superficiales del epitelio. A medida que las células migran a las capas epiteliales superficiales se expresan los genes tardios (L1y L2),
que codifican proteinas de la capside. Estas proteinas se ensamblan para formar particulas virales encapsuladas maduras, que se
desprenden de las capas superiores del epitelio.

Las infecciones por HPV se han asociado con diversas lesiones malignas y benignas, entre las que se incluyen verrugas genitales,
canceres anogenitales, canceres de boca y canceres de cabeza y cuello*’. La mayoria de subtipos importantes del HPV se han
asociado con mas del 95% de los canceres cervicales®®. Como resultado, los subtipos de HPV se clasifican en general como de alto

o de bajo riesgo, en funcion de la incidencia con la que se asocian a la transformacion cervical maligna (alto riesgo) y al desarrollo de
lesiones benignas (bajo riesgo)®. Hay 15 subtipos de HPV clasificados como de alto riesgo, entre ellos los 16, 18, 31, 33 y 51, pero los
subtipos de HPV 16 y 18 son los que se asocian con mas frecuencia a la carcinogénesis cervical, y se detectan hasta en el 71% de los
canceres cervicales®'. En la actualidad se acepta ampliamente que es necesaria una infecciéon por HPV para la progresion del cancer
cervical; no obstante, hay otros eventos celulares, tales como el estado de integracion del ADN de HPV vy la carga viral, que también
son factores clave asociados a la progresion del cancer'.

La ISH de ADN usando HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) se utiliza para la deteccion de ADN de HPV en tejido fijado con
formalina e incrustado en parafina. El método es reproducible, y debe producir la tincién nuclear en marrén de las células que contienen
ADN de HPV. Este patron de tincion puede variar desde la deteccion de una sefial de puntos, en particular en células epiteliales
basales, a la deteccion de una sefial nuclear difusa. También puede observarse tincién citoplasmica, que representa la deteccion de
ARN de HPV™.

Reactivos Suminstrados

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) es una sonda de ADN que se suministra en solucién de hibridacion.
Volumen total = 6.25 mL

Dilucion y Mezcla

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) esta lista para usar. No es necesaria la reconstitucion, mezcla, dilucién o titulacion de este
reactivo.

Material Necesario pero No Suministrado

Consulte, en el apartado “Uso de reactivos BOND” de la documentacion de usuario de BOND, la lista completa del material necesario
para el tratamiento de las muestras y la tincién por hibridacion in situ cuando se utiliza el sistema BOND (incluye el sistema Leica
BOND-MAX y el sistema Leica BOND-III).

Conservacion y Estabilidad

Debe conservarse a 2-8 °C. El producto es estable en estas condiciones hasta la fecha de caducidad que se indica en la etiqueta del
recipiente.

No hay signos obvios que indiquen contaminacion o inestabilidad. Deben realizarse los controles positivos y negativos adecuados de
tejido, al mismo tiempo que se analiza el tejido de prueba.

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

Si las condiciones de conservacion son diferentes de las especificadas, el usuario debe realizar las comprobaciones necesarias™.
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Precauciones
« Este producto es para uso diagndstico in vitro.

HPV PROBE (SUBTYPES 16, 18, H360D: Puede dafar al feto. ~ P201: Pedir instrucciones especiales antes del uso.

31, 33, 51) P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y
Contiene Formamida (<70%). comprendido todas las

GHSO08: Peligro para la salud. Instrucciones de seguridad.

Palabras de advertencia: Peligro. P260: No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los

vapores/el aerosol.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/méascara de proteccion.
P308+313: EN CASO DE exposicién manifiesta o presunta:
Consultar a un médico.

P314: Consultar a un médico en caso de malestar.

Limitado a usuarios profesionales.

« Sidesea obtener una copia de la Hoja de datos de seguridad de los materiales, péngase en contacto con su distribuidor o con la
oficina regional de Leica Biosystems, o visite la pagina Web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com.

* Las muestras, antes y después de ser fijadas, y cualquier material en contacto con ellas, debeﬂ ser tratadas como sustancias
capaces de transmitir infecciones y deben desecharse con las precauciones correspondientes . No pipetee nunca los reactivos con
la boca, y evite el contacto de la piel y las mucosas con reactivos o muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con
zonas sensibles, lavelas enseguida con abundante agua. Consulte a un médico.

« Consulte la normativa federal, nacional o local referente a la eliminacién de sustancias potencialmente toxicas.

« Minimice la contaminacion microbiana de los reactivos, ya que puede producir un aumento de las tinciones inespecificas.

* Los tiempos y temperaturas de incubacién y digestion diferentes de los especificados pueden dar resultados erréneos. Cualquier
cambio que se produzca debera ser validado por el usuario.

Instrucciones de Uso

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) se ha desarrollado para usarse en el sistema automatizado BOND (incluye el sistema Leica
BOND-MAXy el sistema Leica BOND-III) en combinacién con Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine
Detection y reactivos auxiliares BOND. El protocolo de tincion recomendado para HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) es ISH
Protocol B. El pretratamiento enzimatico se recomienda usando BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, durante 15 minutos.

Siempre se deben usar controles apropiados de tejidos y de reactivos. El protocolo para controles de tejidos y de reactivos debe
corresponder al de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Control de calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del usuario pueden producir una
variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve a cabo regularmente sus propios controles, ademas de
los siguientes procedimientos.

Control positivo de tejido

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas. Debe incluirse un control positivo de
tejido por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincién positiva débil es mas
adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion
del reactivo.

Control negativo de tejido

Debe examinarse después del control positivo de tejido, a fin de verificar la especificidad del marcado de la sonda en la diana. O bien, la
variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con frecuencia lugares de control negativo,
pero esto debe ser verificado por el usuario.

Control negativo de reactivo

Utilice DNA Negative Control PB0731 en lugar de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) con un corte de cada muestra del paciente a
fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la tincion especifica en la diana.

Control positivo de reactivo

Utilice DNA Positive Control Probe PB0682 en lugar de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) con un corte de cada muestra del
paciente a fin de brindar informacion acerca de la conservacion de los acidos nucleicos en el tejido y de la accesibilidad de los acidos
nucleicos para la sonda. Si DNA Positive Control Probe no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben
considerarse no validos.

Tejido del paciente

Examine las muestras del paciente tefiidas con HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) al final. La intensidad de la tincion positiva
debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica de DNA Negative Control PB0731.

Resultados Esperados

Tejidos normales

Con HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829, no se observé tincion en una amplia variedad de tejidos normales. Se detecto
una ligera tincién en células epiteliales de la préstata, tubulos del rifién, células secretoras de las glandulas suprarrenales y del
estomago, y en células acinares del pancreas y células mieloides del bazo. Esta tincion no afectd a la interpretacion. (Nimero total de
casos normales evaluados = 82).
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Tejidos tumorales

EI PB0829 tifi6 8/15 de los carcinomas de células escamosas, 3/4 de las neoplasias intraepiteliales cervicales I, 2/4 de los carcinomas
cervicales y 1/1 condiloma acuminado. No se observé tincién en tumores ovaricos (0/3), tumores de la tiroides (0/3), tumores hepaticos
(0/3), tumores de mama (0/2), tumores de pulmén (0/2), tumores metastasicos de origen desconocido (0/2), tumores cerebrales (0/2),
tumores testiculares (0/2), tumores de piel (0/2), una neoplasia intraepitelial cervical I/l (0/1), un tumor de colon (0/1), un tumor de
estémago (0/1), un tumor rectal (0/1), y un tumor de timo (0/1). (Nimero total de casos anormales evaluados = 49).

Se recomienda PB0829 para detectar el ADN virico de HPV (subtipos 16. 18. 31. 33, 51).
Limitaciones Especificas del Producto

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) se ha optimizado en Leica Biosystems para su uso con Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash
Solution, BOND Polymer Refine Detection y reactivos auxiliares BOND en tejido cervical fijado con formalina e incrustado en parafina.

Los usuarios que se aparten de los procedimientos de analisis recomendados deben asumir la responsabilidad de interpretar los
resultados del paciente tomando en cuenta estas circunstancias.Los tiempos de protocolo pueden diferir debido a la variacién en el tipo
de tejido, en la fijaciéon y en el procesado. Ademas, puede que sea necesario optimizar la concentracion de BOND Enzyme y el tiempo
de incubacién en funcion del tipo de tejido, del procesado y de las condiciones de fijacion. Se debe utilizar reactivos de control negativos
a la hora de optimizar las condiciones de pretratamiento y los tiempos de protocolo.

Los juegos de sonda se han optimizado en estrictas condiciones de hibridacion y lavado posterior a la hibridacion; no obstante, en el
momento de interpretar los resultados de la tincion debe considerarse la posibilidad de hibridacién cruzada entre subtipos homélogos’®.

Resolucion de Problemas

La referencia 15 puede ayudar en las acciones correctoras.

Las muestras de prueba deben complementarse con los controles adecuados de tejidos y reactivos.

Pdngase en contacto con su distribuidor local o la oficina regional de Leica Biosystems para informar de cualquier tincion anémala.
Mas Informacion

Para obtener mas informacion sobre hibridacién in situ con reactivos BOND, consulte los apartados Principio del procedimiento, Material
necesario, Preparacion de las muestras, Control de calidad, Verificacion del analisis, Interpretacion de la tincién, Clave de simbolos en
las etiquetas y Limitaciones generales de la seccion “Utilizacion de Reactivos BOND” de la documentacién de usuario suministrada por
BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)

N° de Catalogo: PB0829

Utilizagao Prevista
Este reagente destina-se a utilizagao diagnéstica in vitro.

A Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) destina-se a ser usada para a identificagédo qualitativa do ADN do Papilomavirus
Humano (HPV) em tecidos fixos com formalina e embebidos em parafina por hibridizagao in situ (ISH) utilizando o sistema BOND
automatizado (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III). Esta sonda liga-se aos cinco subtipos de alto risco do
HPV, 16, 18, 31, 33 e 51.

Ainterpretacao clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfoldgicos utilizando
controlos adequados, e deve ser avaliada no contexto da histdria clinica do doente e de outros testes complementares de diagnéstico
por um anatomo-patologista qualificado.

Resumo e Explicagao

Existem mais de 100 tipos conhecidos de Papilomavirus Humano (HPV), mas sé aproximadamente 40 infectam o epitélio anogenital'.
O HPV ¢é o virus sexualmente transmitido mais frequente, tendo-se calculado que a prevaléncia da infecgédo por HPV é superior a 20%,
dependendo da regido?®. O virus infecta as células basais do epitélio mediante micro-abrasées, mantendo-se no ntcleo sob a forma

de um epissoma de ADN de dupla cadeia com aproximadamente 8 kb®. A activagéo dos genes precoces do HPV, em particular de

E1, E2, E6 e E7, traduz-se em replicagdo do genoma viral e proliferagéo celular persistente. Por conseguinte, e ao contrario do que
sucede no epitélio normal, as células infectadas pelo HPV permanecem no ciclo celular e conservam os seus nucleos ao longo da

sua movimentagao desde a camada basal até as camadas superficiais do epitélio. A medida que as células migram para as camadas
superficiais do epitélio, ocorre expressao dos recentes tardios (L1 e L2), que codificam proteinas da capside, e estes sofrem uma auto-
montagem para formar particulas virais maduras encapsuladas, que se disseminam a partir das camadas superiores do epitélio.

As infecgdes por HPV foram associadas a varias lesdes malignas e benignas, incluindo verrugas genitais, neoplasias anogenitais
malignas e neoplasias malignas da cavidade oral, cabeca e pescogo*’. Os subtipos de HPV mais notaveis estéo associados a mais
de 95% dos casos de cancro do colo do uteros®®. Em consequéncia, os subtipos do HPV séo classificados, de uma forma lata, como
de alto ou baixo risco, dependendo da incidéncia com que se associam a transformagao maligna do colo do Utero (alto risco) e ao
desenvolvimento de lesdes benignas (baixo risco)?. Existem 15 subtipos de HPV classificados como de alto risco, incluindo o 16, 18,
31, 33 e 51, mas os subtipos 16 e 18 do HPV s&o os subtipos mais frequentemente associados a carcinogénese do colo do utero,
sendo detectados em até 71% dos casos de cancro do colo do Utero®'°. Actualmente, aceita-se de forma consensual que é necessaria
infecgao por HPV para a progressao do cancro do colo do Utero;todavia, ocorréncias celulares adicionais, tais como o estado de
intergracéo do ADN do HPV e a carga viral, também constituem factores chave associados a progressao do cancro''.

A ISH de ADN, utilizando a Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51), é utilizada para a detec¢do de ADN do HPV em tecidos
fixos com formalina e embebidos em parafina. O método é reprodutivel e deve originar uma coloragéo nuclear castanha das células
contendo ADN do HPV. Este padréo de coloragdo pode variar entre a detecgdo de um sinal ponteado, particularmente nas células
basais do epitélio, e a detec¢do de um sinal nuclear difuso. Também se pode observar coloragéo citoplasmica, que representa a
detecgdo de ARN do HPV'™2.

Reagentes Fornecidos

A Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) consiste numa sonda de ADN fornecida numa solugéo de hibridizagéo.
Volume total = 6.25 mL

Diluicao e Mistura

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) esta pronta a utilizar. Nao é necessaria reconstituigao, mistura, diluigao ou titulagédo
deste reagente.

Materiais Necessarios mas Nao Fornecidos

Consultar “Usar os reagentes BOND” na sua documentagéo do utilizador BOND para uma lista completa de materiais necessarios para
tratamento de amostras e coloragao de hibridizag&o in situ usando o sistema BOND (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema
Leica BOND-III).

Armazenamento e Estabilidade

Armazene a uma temperatura de 2-8 °C. Nestas condigdes, o produto permanece estavel até ao fim do prazo de validade referido no
rétulo do recipiente.

Néo existem sinais evidentes que indiquem contaminag&o e/ou instabilidade. Devem ser executados controlos tecidulares positivos e
negativos adequados em simultdneo com o tecido de teste.

Coloque entre 2-8 °C imediatamente depois de utilizar

Condigbes de armazenamento diferentes das acima especificadas devem ser confirmadas pelo utilizador.
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Precaucoes
« Esteproduto destina-se a utilizagdo diagnostica in vitro.

HPV PROBE (SUBTYPES 16, H360D: Pode afectar o P201: Pedir instrugdes especificas antes da utilizagéo.

18, 31, 33, 51) nascituro. P202: Nao manuseie o produto antes de ter lido e percebido
Contém Formamide (<70%). todas as precaugdes de seguranga.

GHSO08: Perigo para a satde. P260: Nao respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/
Palavras-sinal: Perigo. aerossois.

P280: Usar luvas de protecgéo/vestuario de protecgao/ protecgao
ocular/protecgao facial.
P308+313: EM CASO DE exposigao ou suspeita de exposigao:
consulte um médico.
P314: Em caso de indisposigao, consulte um médico.
Limitado a utilizadores profissionais.
« Para obter uma cépia da Ficha de Dados de Seguranca do Material, entre em contacto com o seu distribuidor local ou sucursal
regional da Leica Biosystems ou, em alternativa, visite o site da Leica Biosystems na internet, www.LeicaBiosystems.com.
« As amostras, antes e depois da fixagao, e todo o material que a elas seja exposto, devem ser manipulados como se fossem capazes
de transmitir infecgao e eliminados usando as precaugdes adequadas . Nunca pipete reagentes com a boca e evite o contacto entre
a pele e membranas mucosas com reagentes ou amostras. Se reagentes ou amostras entrarem em contacto com areas sensiveis,
lave com uma quantidade abundante de agua. Consulte um médico.
« Consulte os regulamentos federais, estatais e locais relativamente a eliminagdo de quaisquer componentes potencialmente toxicos.
* Minimize a contaminagdo microbiana dos reagentes ou podera ocorrer um aumento da coloragéo inespecifica.

« Autilizagao de tempos e temperaturas de incubagao para digestdo enzimatica diferentes dos especificados pode produzir resultados
erréneos. Qualquer alteragdo deste tipo deve ser validada pelo utilizador.

Instrugdes de Utilizagcao

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) foi desenvolvido para utilizagdo no sistema automatizado BOND (inclui o sistema Leica
BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III) juntamente com Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine
Detection e reagentes auxiliares BOND. O protocolo de coloragdo recomendado para HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) é 0 ISH
Protocol B. Recomenda-se o pré-tratamento enzimatico com BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, durante 15 minutos.

Devem ser sempre utilizados os controlos apropriados de tecidos e reagentes. O protocolo para os controlos de tecidos e reagentes
deve corresponder ao protocolo de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Controlo de qualidade

As diferengas no processamento de tecidos e nos procedimentos técnicos do laboratério do utilizador podem produzir uma variabilidade
significativa de resultados, exigindo a realizagédo regular de controlos internos além dos procedimentos a seguir descritos.

Controlo positivo do tecido

Utilizado para indicar os tecidos correctamente preparados e as técnicas de coloragdo adequadas. Cada conjunto de condigdes de
teste, em cada processo de coloragéo, deve incluir um controlo positivo do tecido. Um tecido com uma coloragéo positiva fraca € mais
adequado do que um tecido com uma coloragéao positiva forte para assegurar um controlo de qualidade 6ptimo e para detectar niveis
minimos de degradagao dos reagentes.

Controlo negativo do tecido

Este deve ser examinado depois do controlo positivo do tecido para verificar a especificidade da marcagéo da sonda em relagéo
ao alvo. Alternativamente, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maior parte dos cortes tecidulares oferece
frequentemente locais de controlo negativo, no entanto, isto deve ser verificado pelo utilizador.

Controlo negativo do reagente

Utilize DNA Negative Control PB0731 em vez de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) com um corte de cada amostra do doente
para avaliar a coloragé@o ndo especifica e permitir uma melhor interpretagédo da coloragédo especifica no alvo.

Controlo positivo do reagente

Utilize DNA Positive Control Probe PB0682 em vez de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) com um corte de cada amostra do
doente para dar informagdes sobre a conservagéo dos acidos nucleicos no tecido e sobre a acessibilidade dos acidos nucleicos a
sonda. Se DNA Positive Control Probe ndo demonstrar uma coloragao positiva, os resultados obtidos com as amostras do teste ndo
devem ser considerados validos.

Tecido do doente

Examine, no fim, as amostras do doente coradas com HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51). A intensidade da coloragéo positiva
deve ser avaliada no contexto de qualquer coloragédo néo especifica de fundo de DNA Negative Control PB0731.

Resultados Esperados
Tecidos normais

Utilizando a sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 néo foi observada coloragdo numa grande variedade de tecidos.
Foi detetada uma coloragao fraca em células epiteliais da prostata, tubulos renais, células secretoras nas glandulas adrenais e
estdmago, células acinares do pancreas e células mieloides do bago. Esta coloragédo n&o interfere com a interpretagdo da coloragéo.
(Numero total de casos normais avaliados = 82).
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Tecidos tumorais

O PB0829 colorou 8/15 carcinomas de células escamosas orofaringeas, 3/4 neoplasias intraepiteliais do colo do Utero de grau llI,

2/4 carcinomas do colo do utero e 1/1 condiloma acuminado. N&o foram observadas coloragées em tumores ovaricos (0/3), tumores
da tiroide (0/3), tumores hepaticos (0/2), tumores mamarios (0/2), tumores pulmonares (0/2), tumores metastaticos de origem
desconhecida (0/2), tumores cerebrais (0/2), tumores testiculares (0/2), tumores da pele (0/2), uma neoplasia intraepitelial do colo do
utero de grau I/1l (0/1), um tumor do célon (0/1), um tumor do estdmago (0/1), um tumor do reto (0/1) e tumores do timo (0/1). (Numero
total de casos anormais avaliados = 49).

O PB0829 é recomendado para a detecao de ADN viral do VPH (virus do papiloma humano. subtipos 16. 18. 31, 33, 51).
Limitagoes Especificas para o Produto

A Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) foi optimizada na Leica Biosystems para utilizagdo com o Anti-Biotin Antibody,
Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection e reagentes auxiliares BOND em tecidos do colo do Utero fixos com
formalina e embebidos em parafina.

Utilizadores que se desviem dos procedimentos de teste recokmendados devem assumir a responsabilidade pela interpretacdo dos
resultados dos doentes nestas circunstancias. Os tempos do protocolo podem variar, em virtude de variagdes ao nivel do tipo de tecido,
fixagcdo e processamento. Para além disso, a concentragdo da BOND Enzymee o tempo de incubagédo podem requerer optimizagao,
dependendo do tipo de tecido, condigdes de processamento e de fixagdo. Os controlos de reagente negativos devem ser usados
quando se optimizam as condigdes de pré-tratamento e os tempos do protocolo.

Os conjuntos de sondas foram optimizados utilizando condigdes estritas de hibridizagéo e condi¢des de lavagem apds a hibridizagao,
contudo;deve considerar-se a possibilidade de uma potencial hibridizagédo cruzada entre subtipos homdlogos quando se interpretarem
os resultados da coloragdo™.

Resolucao de Problemas
A Referéncia 15 pode ajudar na acgéo de resolugéo.
As amostras de teste devem ser complementadas pelos controlos tecidulares e de reagente adequados.

Entre em contacto com o seu distribuidor local ou com a sucursal regional da Leica Biosystems para notificar qualquer coloragdo pouco
habitual.

Informagoes Adicionais

Podera encontrar informagdes adicionais sobre hibridizagéo in situ com reagentes BOND nas secgdes de Principios do Procedimento,
Materiais Necessarios, Preparacao da Amostra, Controlo de Qualidade, Verificagéo do Ensaio, Interpretagéo da Coloragéao, Significado
dos Simbolos nos Roétulos e Limitagdes Gerais em “Utilizar os Reagentes BOND”na sua documentagao do utilizador BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)

Artikelnummer: PB0829

Anvandningsomrade
Reagenset ar avsett for in vitro-diagnostik.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ar avsedd att anvandas for kvalitativ identifiering av Humant Papillomavirus(HPV)-DNA i
formalinfixerad paraffininbédddad vavnad med in situ hybridisering (ISH) och med anvandning av det automatiserade systemet BOND
(som innefattar systemen Leica BOND-MAX och Leica BOND-IIl). Denna sond binder till HPV-hdgrisk-undertyperna 16, 18, 31, 33 och
51.

Den kliniska tolkningen av varje infargning, eller utebliven infargning, maste alltid kompletteras med morfologiska studier och lampliga
kontroller. Utvarderingen bor goras av kvalificerad patolog och inkludera patientens anamnes och 6vriga diagnostiktester.

Forklaring och Sammanfattning

Det finns éver 100 kanda typer av humant papillomavirus (HPV), men endast omkring 40 ar kanda for att infektera det anogenitala
epitelet'. HPV &r det vanligasta sexuellt dverforda viruset och HPV-férekomsten har uppskattats till att vara hégre an 20 % beroende
pa region?. Viruset infekterar de basala cellerna i epitelet via mikro-abrasioner och haller sig i kdrnan som en ungefarligen 8 kb lang
dubbelstrangad DNA-episom?®. Aktivering av tidiga HPV-gener, i sarskilt E1, E2, E6 och E7, resulterar i viral genom-replikation och
ihallande cellular proliferering. Darfor, till skillnad fran normalt epitel, férblir HPV-infekterade celler i cellcykeln och behaller sina karnor
genom hela rérelsen fran de basala till de ytliga skikten i epitelet. Da cellerna migrerar till de ytliga epiteliala skikten, uttrycks de sena
generna (L1 och L2), vilka kodar kapsidproteiner, och sjélvbildas sa att de formar mogna, inkapslade virala partiklar som sprids fran de
Ovre skikten av epitelet.

HPV har associerats med ett antal maligna och godartade lesioner, inklusive genitala vartor, anogenitala cancrar och orala huvud-

och halscancrar*’. De mest framtradande HPV-undertyperna har associerats med éver 95% av livmodercancrarna®®. Foljaktligen
klassificeras HPV-undertyper i princip som av hdg eller lag risk, beroende pa deras associerade incidens med malign transformation
(hdg risk) och godartad lesionsutveckling (&g risk)®. Det finns 15 HPV-undertyper som klassificeras som av hog risk, omfattande 16, 18,
31, 33 och 51 men HPV-undertyperna 16 och 18 ar de mest frekventa undertyperna associerade med livmoderhals-carcinogenes och
detekteras i upp till 71% av livmoderhalscancerfallen®™. Det &r nu allmant accepterat att en HPV-infektion ar nédvandig for utvecklande
av livmoderhalscancer; emellertid &r aven fler cellulara handelser, sdasom HPV-DNA-integrationsstatus och virusméngd, nyckelfaktorer
forknippade med cancerutveckling™.

DNA ISH med HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) anvands for detektering av HPV-DNA i formalinfixerad, paraffininbaddad
vavnad. Metoden &r reproducerbar och skall resultera i brun nuklear fargning av de flesta humana celler som innehaller HPV-DNA.
Detta fargningsmonster kan variera fran punktvis signaldetektering, sérskilt i basala, epiteliala celler, till diffus, nuklear signaldetektering.
Cytoplasmisk fargning kan ocksa iakttas och representerar detekteringen av HPV-RNA™

Ingaende Reagenser

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) & en DNA-probe som levereras i hybridiseringslsning.
Total volym = 6.25 ml

Spéadning och Blandning

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ar fardig att anvanda. Denna reagens behdver varken rekonstitueras, blandas, spadas eller
titreras.

Nodviandig Materiel som Ej Medfoljer

| “Anvanda BOND-reagens” i BOND-anvandardokumentationen finns en fullstéandig lista med den materiel du behdver for att behandla
ett prov och in situ hybridisering-fargning med BOND-systemet (som innefattar systemen Leica BOND-MAX och Leica BOND-III).

Forvaring och Stabilitet
Férvara vid 2-8 °C. Produkten &r stabil under dessa férhallanden fram till utgangsdatum som anges pa behallarens etikett.

Det finns inga uppenbara tecken som indikerar kontaminering och/eller instabilitet. Lampliga positiva och negativa vavnadskontroller ska
koras samtidigt med testvavnad.

Stall tillbaka i 2—-8 °C omedelbart efter anvandning.
Andra férvaringsbetingelser an de ovan angivna maste verifieras av anvandaren™.
Séakerhetsforeskrifter

« Produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik.

HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Kan skada det ofédda barnet.  P201: Inhamta sarskilda instruktioner fére anvandning.

16, 18, 31, 33, 51) P202: Anvand inte produkten innan du har last och forstatt
Innehaller Formamid (<70%). sakerhetsanvisningarna.

GHSO08: Halsofara. P260: Inandas inte damm/rék/gaser/dimma/angor/spre;j.
Signalord: Fara. P280: Anvand skyddshandskar/skyddsklader/ 6gonskydd/

ansiktsskydd.

P308+313: Vid exponering eller misstanke om exponering
Sok lakarhjalp.

P314: Stk lakarhjalp vid obehag.

PB0829 Endast for yrkesmassig anvandning.
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« Du kan fa tag pa ett sékerhetsdatablad genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor, eller bestka Leica
Biosystems webbplats www.LeicaBiosystems.com.

« Prover, bade fére och ‘(;:fter fixering, samt all materiel som exponeras for dem, bér 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 kénsliga omraden bér du tvatta dig med rikliga mangder vatten. Kontakta
lakare.

« Angaende avfallshantering av potentiellt toxiska material hanvisar vi till gallande europeiska, nationella och lokala bestdmmelser och
forordningar.

+ Minimera mikrobiologisk kontamination av reagenser, annars kan en 6kad icke-specifik infargning bli resultatet.

* Enzymnedbrytning, inkubationstider eller temperaturer som avviker mot de angivna kan ge felaktiga resultat. Varje sadan férandring
maste valideras av anvandaren.

Bruksanvisning

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) har utvecklats fér anvandning med det automatiska BOND-systemet (som innefattar systemen
Leica BOND-MAX och Leica BOND-III) i kombination med Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine
Detection och BOND hjalpreagenser. Det rekommenderade fargningsprotokollet for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ar ISH
Protocol B. Enzymatisk forbehandling med BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 rekommenderas, 15 minuter.

Anvand alltid for &andamalet avsedda vévnads- och reagenskontroller. Vavnads- och reagensprotokollen ska éverensstdmma med HPV
Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)-protokollet.

Kvalitetskontroll

Skillnader i vavnadsbehandling och tekniska metoder i anvandarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten; regelbundna
internkontroller ar darfér nédvandiga utéver metoderna nedan.

Positiv vavnadskontroll

Anvéands for att pavisa korrekt férberedda vavnader och ratt fargningstekniker. En positiv vavnadskontroll per testuppséattning bér inga
vid varje fargningskérning. En vavnad med svag positiv fargning ar battre lampad for optimal kvalitetskontroll och for att upptacka laga
nivaer av reagensdegradering an en vavnad med stark positiv fargning.

Negativ vdavnadskontroll

Bor undersokas efter den positiva vavnadskontrollen, for att bekrafta sondmarkningens specificitet gentemot malet. Alternativt ger
ofta den méngd olika celltyper som finns i de flesta vévnadssnitt upphov till negativa kontrollomraden, men detta bor kontrolleras av
anvandaren.

Negativ reagenskontroll

Anvand DNA Negative Control PB0731 i stallet for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) pa en begransad del av varje patientprov for
att utvardera icke-specifik fargning och underlatta tolkningen av specifik infargning av malet.

Positiv reagenskontroll

Anvand DNA Positive Control Probe PB0682 i stéllet for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) pa en begransad del av varje
patientprov for information om bibehallande av nukleinsyror i vadvnaden samt sondens tillgang till nukleinsyror. Om DNA Positive Control
Probe inte uppvisar positiv fargning bor resultat erhallna fran testproverna anses vara ogiltiga.

Patientvavnad

Undersok patientprover fargade med HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) sist. Positiv fargningsintensitet bér utvarderas inom
ramen for all ospecifik bakgrundsfargning av DNA Negative Control PB0731.

Forvantade Resultat
Normala vévnader

Vid anvandning av HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 observerades ingen fargning i ett stort antal normala vavnader.
Svag fargning detekterades i epitelialceller i prostata, njurtubuli,sekretoriska celler i binjurar och magséck, acinarceller fran
bukspottskortel och myeloida celler fran mjalte. Denna fargning interfererar inte med tolkning av fargningen. (Totalt antal utvarderade
normalfall = 82).

Tumérvéavnader

PB0829 fargade 8/15 orofarangeal skivepitelcancer, 3/4 cervikala intraepiteliala neoplasi Ill, 2/4 cervikala karcinom och 1/1 spetsiga
kondylom. Ingen fargning sags i aggstockstumarer (0/3), skoldkorteltumérer (0/3), levertumérer (0/2), brosttumarer (0/2), lungtumérer
(0/2), metastatiska tumérer av okant ursprung (0/2), hjarntumérer (0/2), testikeltumérer (0/2), hudtumérer (0/2), en cervikal intraepitelial
neoplasi I/1l (0/1), en kolontumér (0/1), en magséackstumor (0/1), en rektal tumér (0/1) samt en thymustumér (0/1). (Totalt antal
utvarderade onormala fall = 49).

PB0829 rekommenderas for ktion av HPV r16. 1 1 1)-viralt DNA.

Produktspecifika Begransningar

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) har optimerats vid Leica Biosystems for anvandning med Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash
Solution, BOND Polymer Refine Detection och BOND hjélpreagenser pa formalinfixerad, paraffininbaddad livmoderhalsvavnad.

Anvandare som inte foljer rekommenderade testprotokoll maste ta pa sig ansvaret for att korrekt tolka patientresultat under dessa
forhallanden. Protokolltiderna kan variera, till f6ljd av variation i vavnadstyp, fixering och bearbetning. Dessutom kan BOND Enzyme-
koncentration och -inkubationstid behdva optimeras beroende pa vavnadstyp, samt bearbetnings- och fixeringsférhallanden. Negativa
reagenskontroller bor anvandas nér man optimerar betingelserna for férbehandling och protokolltider.

Sonden har optimerats med stranga hybridiserings- och tvattvillkor efter hybridisering; emellertid bor potentiell korshybridisering mellan

) A S P
undertyper tas i beaktande nar man tolkar fargningsresultatet's. PB0829
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Fels6kning

Referens 15 kan hjalpa till vid atgardande av problem.

Testprover skall komplementeras av lampliga vavnads- och reagenskontroller.

Kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor for att rapportera onormal infargning.

Mer Information

Mer information om in situ hybridisering med BOND-reagens finns under rubrikerna Bakgrund till metoden, Nédvandig materiel,
Forbereda provet, Kvalitetskontroll, Verifiering av assayer, Tolka infargningsresultat, Symbolforklaring for etiketter och Allmanna
begransningar i “Anvanda BOND-reagens” i BONDs anvandardokumentation.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Ap. Katardyov: PB0829

Tkomog Xprong
AuTé 1O QVTIOPACTAPIO TTPOOPICETal YIa in Vitro dlayvwaTIKR Xpron.

O avixveutrig HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) poopileTal yia Xprion yia TNV TTOCOTIKA TAUTOTTOINGN Tou 10U TwV avepwITIvwy
BnAwpdatwy (HPV) DNA o€ oTaBepoTtroinuévo Je opPaAivn EUTTOTIOPEVO PE TTapagivn 10T6 pe emToTIa uBpidotroinon (ISH),
XPNOIPOTIOIWVTAG TO auTopaToTroinuévo ouotnua BOND (repihapBavel o cuotnua Leica BOND-MAX kai To oUoTtnpa Leica BOND-II).
AuTdg 0 avixveuTrg deopeleTal OTIG TTEVTE uPnAoU KivdUvou utrodiaipéaelg Tou HPV, 16, 18, 31, 33 kai 51.

H KAIVIKF) €punVeia OTIOINGBATIOTE XPWOoNG 1) TNG ATToUCiag TNG Ba TTPETTEN VA CUPTTANPWVETAI HE HOPPOAOYIKEG HEAETEG KOl TWOTOUG
HapPTUPEG KOl Ba TIPETTEN va aglohoyeiTal oTa TTAGioIa Tou KAIVIKOU I0TOPIKOU TOU aoBevoug Kal GAAWY SIayVWOTIKWY EEETATEWY aTTd
£I5IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

MNepiAnyn ka1 Ere§nynon

YTépyouv Tavw até 100 yvwaToi TUTTol 100 Twv avBpwTTivwy BnAwpdTtwy (HPV), aAAd pévo 40 mrepitrou eival yvwaoTtd &Ti poAUvouv To
TIPWKTOYEVVNTIKG £TMIOAAI0T. To HPV givail o Mo ouvieng 16G Trou peTadideTal péow oeEOUNAIKNG ETTAPRAG Kal 0 EMITTOAACUAG ToU HPV éxel
€KTINBET OTI gival peyaAuTepog ammd 20%, avaAoya pe Tov TéTTon?. O 160G HoAUVE Ta Baoikd KUTTApa Tou emBnAiou Péow HIKPOEKSOPWY
Kai dlaTnpeiTal péoa oTov TTuprva Trepitrou oav éva SikAwvo emmicwpa DNA 8 kb®. H evepyotroinan Twv mpwipwy yovidiwv HPV, idiaitepa
Twv E1, E2, E6 kai E7, £xe1 wg aTTOTEAEOHA TNV I0YEVH YOVIDIAKK QVTIYPA®r| Kal T CUVEXH KUTTOPIKR Oiddoan. ETropévwg, og avtiBeon

HE TO kavoviké emBAAIO, Ta poAuopéva KUTTapa HPV Trapapévouv péoa oTov KUTTOPIKO KUKAO Kal d1atnpouV Toug TTUPAVEG G€ OANn TN
SIdpKeEIa TNG KIVNOAG TOUG aTré Ta BACIKG OTA ETTIPAVEIAKE OTPWHATA Tou €TTIBNAIouU. KaBwg Ta KUTTaPO HETAVACTEUOUV OTIG ETTIPAVEIOKEG
£TMBNAIOKES OTOIRAdEG TV OYWIPWY yovIdiwy (L1 kai L2), Ta oTroia kwdIkoTToloUv yia TIG TIPWTEIVEG Tou Kawidiou, EkppadovTal Kal
QUTOCUYKEVTPWVOVTAI VIO VA OXNHATIOOUV WpIKa yKAWRIoPEVA I0yevh owuaTidia TTou diaxéovTal aTmd TG Avw emMONAIaKEG OTOIBADEG.

O1 poAuvoeig Tou HPV éxouv GUOXETIOTET pe Evav apiBud KakonBwv kai kaAoBwv BAaBwy, HETAEU TwV OTTOIWV YEVVNTIKG £E0YKWHATA,
TIPWKTOYEVVNTIKA KOVOUAWHATA KAl KAPKIVOUG TOU OTOHATOG, TNG KEPAARG Kal Tou AaipoU*”’. O1 TepIcodTEPEG ONHAVTIKEG UTTODIAIPETEIG
Tou HPV €xouv ouoxeTioTel pe avw amd 95% TpaxnAikoUs TpaxnAikoUg kapkivoug®®. Qg ek TouTou, ol utrodiaipéoelg Tou HPV
XapakTnpidovtal eUpéwg wg uywnAou A xaunAou Kivduvou, avaAoya Pe TO TTEPIOTATIKG PE TO OTTOI0 OXETICOVTAI - TPAXNAIKT KAKOARBNg
HETATTAQON (UWNAGG Kiviuvog) Kal avarTugn kahorjBoug BAGRNG (xapnAou kivduvou)t. Ymapyouv 15 utrodiaipéoeig Tou HPV tou
XapakTnpidovtal wg xapunAou Kivduvou, petagl Twy otroiwv ol 16, 18, 31, 33 kai 51, aAAd o1 urodiaipéacig 16 kal 18 Tou HPV eivai

Ol GUXVOTEPEG UTTOBIQIPETEIG TTOU OXETICOVTAI PE TNV TPAXNAIKF) KAPKIVOYEVEDT Kal evioTTifovTal £wg Kal aTo 71% Twv TpaxnAIKWV
Kapkivwv® 0. Eival ofjuepa eupéwg ammodekTd o1l n péhuvan HPV eival amrapaitntn yia v €€€NIEN Tou TpaxnAikoU kapkivou. EvrouTolg,
TIPOOOETA KUTTAPIKE CUPBAVTA, OTIWG N evowpdTwor Tou DNA Tou HPV kai 1o 11ké @oprTio, gival eTriong Bacikoi TTapdyovTeg TTou
oxetiovtal pe €EENIEN Tou kapkivou™'.

To DNA ISH, pe xprion avixveutri HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) xpnoiyotroigitai yia Tnv avixveuon tou DNA TOY HPV og
OTABEPOTIOINUEVO HE POPUOAIVN, EPTTOTIOUEVO PE TTapaivn 10T6. H u€B0dog gival avatrapaywyiun Kal Ba TTPETTEl VA £XEI WG ATTOTEAETHA
Hia Ka@Eé Xpwon Tou TTUpAva Twv KUTTEpwV Trou Trepiéxouv DNA HPV. AuTA n pop@r xpwaong UTTopEi va SIa@EPEl aTrd avixveuon
SIAKOTITOUEVOU OAPATOG, IdIaiTEpa oTa Baoikd £mONAIKE KUTTapa, éwg avixveuon SidxuTou orfjpa Tou Trupriva. MTopei va eTriong eivai
TTapaTNENBEI KUTTAPOTTAACHATIKY XPWan, N OTroia avTITTpoowTTeUel TNV avixveuon Tou RNA Tou HPV™2,

AvridpaoThpia Mou Mapéxovrai

O avixveutrig HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) eival évag avixveutrig DNA 1ou Trapéxetal o€ SiGAupa uBpidotroinong.
2UVOAIKOG OyKog = 6.25 mL

Apaiwon kol Avapeign

O avixveutrig HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) eival £€To1pog yia Xprion.Agv atraiteital avacUoTaon, avaueign, apaiwon i
TITAOSGTNGN QUTOU TOU avTIOPACTNPIOU.

YAikd rou Xpeiadovral aAAd Aev Mapéxovran

Avarpégre otnv evotnta “Xprion Twv Avridpaotnpiwv BOND” atnv Tekunpiwan xpriong Tng BOND yia pia TTARpn AioTa Twv UAIKWY TTou
aTTAITOUVTAl YIa TNV KATEPYATia SEIYPATWY Kal TNV MTOTTIA Xpwon uBpidotroinang, XpnoipoTrolwvTag To auoTnua BOND (TrepihapBavel
10 oUoTnpa Leica BOND-MAX kai To oUoTnua Leica BOND-III).

DUAagn kai ZTabepoTNTA

DUAagn oToug 2-8 °C. To Trpoidv eival oTabepd KATw atrd auTég TIG CUVBNKES WEXPI TNV NUEPOUNVIa AENG TTou avaypa@eTal TNV ETIKETA
Tou doxgiou.

Aev uTtapxel Kapia eppavig Evoeign Tou uttodnAwvel podAuvon ri/kal aoTaBela. TaUTOXPOVA PE TOV IOTO TNG EEETAONG TTPETTEI val
avaAUovTal KatdAAnAor BETIKOI Kal apvnTIKOi HAPTUPEG 10TOU.

Emavagépete Tn Beppokpacia atoug 2—8 °C apéowg HETA TN Xprion.

TuvBrKeg QUAAENG EKTOG atTd auTEG TTou KaBopidovTal TTapaTravw TTPETTEl va eTTaAnBelovTal atd Tov XproTn'.

PB0829
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MpoguAdgeig

« Autd TO TTPOIGV TTPOOPIETaI YIa in Vitro dlayvwaTIKA Xprion.

HPV PROBE (SUBTYPES 16, H360D: Mmopei va BAdwel To éuBpuo.  P201: E@odiaaTeite pe TIG £101KEG 0Nyieg TTPIV aTTO TN

18, 31, 33, 51) Xpron.

MNepiéxel Poppapidio (<70%). P202: Mnv 1o XPNOIUOTIOINCETE TTPIV JIaBACETE Kal
GHS08: Kivduvog yia Tnv uyeia. KATAVONOETE TIG 0dnyieg TTPOPUAAENG.
MposidotroiNTég AECeIG: P260: Mnv avamvéete okdvn/avabupidoeig/aépia/
Kuvduvog. oTayovidla/aTpoUg/ekvepupaTa

P280: Na gopdTe TTpOOTATEUTIKG YAVTIO/ TIPOCTATEUTIKG
evdUpaTa/uéoa aTopIKAG TTPOCTaTIag Yia Ta paTio/
TTPOOWTIO.

P308+313: ZE MNEPINTQZH ékBeong fj mBavoTnTag
£kBeang: ZupBoueuBeiTe/ETTIOKEPBEITE YIOTPO.

P314: ZupPouheuBeite/ETIoKePBEiTE YIATPO EAV
aioBavbeite adiabeaia.

Movo yia eTrayyeAPQTIKR XPrion.

* Av BéAete éva avTiypago Tou AeAtiou Aedopévwy Acpaleiag YAIKOU ETTIKOIVWVACTE PE TOV QVTITTPOOWTTO 1} TO TIEPIPEPEIAKS YPAPEID
NG Leica Biosystems, r} evaAAOKTIKG, €TTIOKEPOEiTE TOV 10TOTOTTO TNG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com.

* O XeIPIOPOG TwV dEYUATWY, TIPIV KOl METE TN HOVIPOTTOINON Kal OAWY TwV UAIKWY TToU KTIBeVTaI o€ auTd, Ba np§p£| va yiveTal oav
Va ATaV IKava va HETadWoouv HOAUvVON Kal Ba TTpETTEl va aTroppiTrTovTal AapBavovTag KataAANAESG TTPOQUAGEEIG . MV KGVETE TTOTE
avappoenon avridpaoTnEiwy PE TIITTETA JE TO OTOPA KAl ATTOQEUYETE TNV ETTAPH TOU SEPHATOG KAl TWV BAEVVOYOVWY PE avTIdpAoTApPIa
1 deiypara. Av avridpacTipia ) deiypata €épBouv o€ eTTaPn e euaioBnTeG TIEPIOXEG, TTAUVETE pE GpBovo vePS. ZNTAOTE 1ATPIKNA
OUMBOUAR.

*  ZUupPBouAeuTEiTE TOUG OJOOTIOVDIOKOUG, TIONITEIOKOUG 1} TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG VIO aTTOppIYn TUXOV dUVNTIKWG TOEIKWY CUGTATIKWV.

« EAaxioTomoIfoTe TN pIKpoRIakr HOAUVGN Twv avTidpacTnpiwy, dIaQOPETIKA PTTOPEi va UTTApEEl alénon o€ un €I0IKA Xpwan.

*  Xpovol 1) BepPoKPaaTies yia TNV VEUUIKR TTEWN JIOQOPETIKOI aTTd TOUG KABOPITPEVOUG HTTOPOUV Va 0dNYHOOUV O€ E0QOAPEVA
armoteAéopata.OtroladroTe TéTola aAAayr TIPETTEI VO ETTIKUPWVETAI OTTO TOV XPHOTN.

Odnyieg xpriong

To HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) avamTixnke Tpog xprion oTo autoparotroinuévo ouatnua BOND (trepidapBdver To
ouoTnua Leica BOND-MAX kai 1o ouoTtnua Leica BOND-III), o ouvduaoué pe Ta akéAouba: Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash
Solution, BOND Polymer Refine Detection kai Ta Bonéntika avridpaoTtipia BOND. To ouvioTwHeVo TTpwTOKOAAO Xpwong yia 1o HPV
Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) sivai 1o ISH Protocol B. ZuvioTdtal evqupikr TrpoeTregepyaaia pe xprion Tou BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1, yia 15 TpakTIkd.

Oa TPETTEI TTAVTA Va XpnoigoTtroloUvTal KatdAANAol papTupeg 10ToU Kai avTidpaoTnpiou. To TTPWTOKOAAO yia TOUG HAPTUPEG I0TOU Kal
avTidpacTnpiou Ba TTPETTEI va avTIoToIXEl 0To TTPWTOKoAAo Tou HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

MoloTikog €Aeyxog

Tuy6v dIaPopEG OTNV ETTEGEPYATIA TWV IOTWV Kal TIG TEXVIKEG SIAdIKATIEG OTO EPYATTHPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TIPOKAAETOUV
onNUavTIKA HETABANTOTNTA OTA aTToTEAETPATA, KABIOTWVTAG avayKaio TNV TAKTIK EKTEAEOT ECWTEPIKWY EAEYXWV ETTITTPOOBETA TTPOG TIG
akdAouBeg dladiKaoieg.

OETIKOG HAPTUPAG I0TOU

XpnoiyoTroIEiTal yIa Vo UTTODEIKVUEI CWOTE TTAPOOKEUAOHUEVOUG I0TOUG KOl CWOTEG TEXVIKEG XPWONG. Oa TTPETTEl va TTEPIAAPBAVETAI

£vag BeTIKOG HapTUPAG I0TOU YIa KGBE 0UvoAo CUVBNKWY e§€Taong o€ KABe ekTéAeon Xpwong. ‘Evag 10T6g pe aoBevr) BeTIKA Xxpwon eival
KataAANAGTEPOG aTTé €vav I0TO PE 10XUPR BETIKR XPWon yia BEATIOTO TTOIOTIKG EAEYXO KAl VIO TNV QViIXVEUGT TTOAU HIKPWYV ETTITTESWY TUXOV
atrodéunNong Twv avTidPacTNPiwy.

ApvnTIKOG pAPTUPAG IGTOU

Oa TTpéTrel va e§eTadeTal PETE aTTO TO BETIKG PAPTUPA 10TOU yia €TTAARBEUON TNG €IIKATNTAG TNG OAPAVONG TOU AVIXVEUTH OTO OTOXO.
EvaAAaKTIKG, N TTOIKIAIG SIa@OPWY KUTTAPIKWY TUTIWV TTOU UTTPXOUV OTIG TIEPICOOTEPEG TOUEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BECEIG apvnTIKOU
HapTUPQ, aAAG auTd Ba TTPETTel va eTTaAnBeUETal OTTO TO XPAOTN.

ApvnTIKOG pAPTUPOG AVTISpACTNPioU

Xpnoiyotroirjote To DNA Negative Control PB0731 avti tou HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e pia Topr kGBe deiyparog
aoBevoUg, yia va agloAoynOETE TN N EI8IKN XPWOT) Kal va ETTITPEYETE TNV KAAUTEPN EPUNVEIT TNG EIBIKAG XPWONG OTO OTOXO.

OEeTIKOG HAPTUPOG AVTISPATTNPiOU

Xpnoipotroiote To DNA Positive Control Probe PB0682 avti Tou HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) pe pia Topr} k&Be deiypatog
aoBevoUg, yia va TTapaoxeTe TTANPOPOPIEG OXETIKA HE T dIATAPNGTN VOUKAEIKWY 0§€wv oToV 10TE, KABWG Kal TNV TTPOCTTEAACIOTNTA
TWV VOUKAEIKWY 0&€wv atrd Tov avixveuTr). Eav 1o DNA Positive Control Probe dev Trapouciddel BeTiKA Xpwon, Ta aTToTEAETUATA PE TO
Seiypata NG €&€Taong Ba TPETTel va BewpouvTal dkupa.

loT6g aoBevoug

EgetdoTe Ta Seiypata aoBevolg TTou £xouv utroaTei Xpwan We 1o HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) aTo TéAog. H évraon Tng
BETIKAG XpWong Ba TrPETTel va ekTIpdTal oTo TTACioIo TUXOV Wn €18IKRAG Xpwaong utroBdBpou Tou DNA Negative Control PB0731.

Avapevopeva AtroteAéopaTa

Dduaoioloyikoi 10Toi

Kard tn xprion Tou HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 dev Tmaparnprifnke Xpwon o€ PeYGAo £UPOG YUOIOAOYIKWYV
10TWV. ACBEVIG Xpwon TTapatnprBnke o€ emMONAIOKE KUTTOPA TOU TTPOCTATN, TWV VEQPIKWY OCWANVAPIWY, O€ EKKPITIKE KUTTAPA Twv
ETTIVEPPIDIWV KAl TOU OTOPAXOU, KUYENIBIKG KUTTAPO TOU TTAYKPEATOG KAl HUEAOEIBA KUTTaPQ Tou OTTARva. AuTA N xpwon dev eTnpeddel
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TNV EPUNVEia TNG XPWONG. (ZUVOAIKOG apIBPOS GUTIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY TTou agloAoyrbnkav = 82).

NeotrAaoparikoi 1oTof

Kard tn xprion Tou PB0829 mrapatnpribnke xpwon o€ 8/15 akavBoKUTTapIKG KAPKIVWHOTA TOU OTOPATOPAPUYYA, 3/4 evEoeTIONAIOKES
veotrAaoieg Ill Tou TpayfAAou TnG pATPAg, 2/4 KapKIVWPATA Tou TPaxAou Tng UATPAg kai 1/1 o§uTtevég kKovOUAwUa. Aev TTapaTnPARBNKE
Xpwon o€ 6ykoug Twv wobnkwv (0/3), 6ykoug Tou Bupeoeidr| (0/3), dykoug Tou ATTaTog (0/2), dykoug Tou pacTou (0/2), dykoug Twv
TIVeEUPOVWY (0/2), HETaoTaTikoUug GyKoug ayvwaoTou aitioAoyiag (0/2), dykoug Tou eykepdlou (0/2), dykoug Twv 6pxewv (0/2), dykoug Tou
Séppatog (0/2), pia evdoetmBnAiakr veotrAaaia I/1l Tou TpaxiAou Tng prTpag (0/1), évav dyko oto kdAov (0/1), évav dyko Tou oTopdxou
(0/1), évav dyko Tou opBou (0/1) kai évav dyko Tou BUpou adéva (0/1). (ZuvoAikodg apiBUOG U PUOIOAOYIKWYV TTEPIOTATIKWY TTOU

Ei8ikoi Meplopiopoi Tou Mpoidvrog

O avixveutrig HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) éxel BeATioToTroINGei 0N Leica Biosystems yia xprion pe Anti-Biotin Antibody,
Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection kai Bonéntikd avridpacTipia BOND og ataBepotroinuévo pe popuahivn,
EUTTOTIOPEVO PE TTAPAPiVN TPAXNAIKO 10TO.

O1 XpriOTEG TTOU TTAPEKKAIVOUV aTTd TIG GUVIOTWHEVES DIadIKATIEG EEETAONG TTPETTEI VO OTTODEXOVTAI TNV EUBUVN YIA TNV EPUNVEIT TWV
ATTOTEAEOUATWY AOBEVWV KATW aTTO AUTEG TIG GUVORKEG. O XpOVol TOU TTIPWTOKOAAOU UTTOPET va dlagépouv, Adyw Tng dlagopoTroinang
aTov TUTT0, TN OTABepOTIOINON KaIl TNV £TTEGEPYaTia Tou 10ToU. ETTTA¢0V, n ouyKkéVTpwon Kal 0 Xpovog emmwacng Tou BOND Enzyme
pTTopei va ataitei BeATiIoTOTIOINON, Av@Aoya e TOV TUTTO KaI TIG CUVBIKES eTTegEpyaoiag kal oTaBepotroinang Tou 10ToU. Ma T
BeATIOTOTIOINGN TWV CUVBNKWY TTPOKATEPYATIAG KAl TWV XPOVWY TTPWTOKOAAOU Ba TTPETTEN va XpNOIHOTIoIoUVTal avTISPACTHPIA apvnTIKOU
eAEyxou.

Ta OET AVIXVEUTWV £XOUV BEATIOTOTTOINBEI XPNOIMOTIOIWVTAG QUOTNPAOTATEG OUVBNKEG UBPIdOTIOINONG Kal TTAUONG HETG TNV UBPISOTTOINGT.
EvT0UTO0IG,KaTE TNV EPUNVEIT TWV ATTOTEAETPATWY XPWong, Ba TTpETTel va AapBdaveTal utréyn n mlavr) uBpidotroinon diaoTalpwang
avdpeoa aTig opdAoyeg UTTOdIaIPETEIG™.

AvTipetwirion MpofAnpdTwv

H mrapatropt 15 pmopei va BonBrioel o€ BEPATTEUTIKEG EVEPYEIEG.

Ta deiypara e§€taong Ba TTPETTEl va CUPTTANPWYOVTAI PE TO KATAAANAO deiypa 10TOU Kal avTISpaacTrplo eAEyXou.
ETTiKoIVwVAOTE PE TOV avTITTPOOWTTO 1) TO TIEPIPEPEINKS Ypa@eio TG Leica Biosystems yia va avagépete aouvABioTn xpwon.
MpooBereg MAnpogopieg

Mropeite va Bpeite TTEPICOOTEPEG TTANPOPOPIEG TXETIKA pE TNV eMTOTIA UBPIdOTTOINON He avTidpaoTrpia BOND, utrd Toug Tithoug “Apxn

NG dladikaciag”, “ATraitoupeva UAIKE”, “TipoeToipaaia deiypatog”, “MoioTikdg €Aeyxog”, “ETTaAnBeucn mpoadiopiopol”,”"Epunveia Tng

xpwong”, “Ymépvnua yia Ta oUPBoAa aTig eTIKETES”, Kal “Tevikoi Meplopiopoi” atnv evétnta “Xprion avridpacTtnpiwv BOND” 610 UAIKO

TeKpnpiwong xpriong Tng BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)

Katalognummer: PB0829

Tilsigtet Anvendelse
Dette reagens er beregnet til in vitro diagnostik.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er beregnet til brug ved kvalitativ identifikation af DNA fra Humant Papillomavirus (HPV) i
formalinfikserede, paraffinindstebte veev ved in situ hybridisering (ISH) vha. det automatiske BOND-system (bestaende af Leica BOND-
MAX-systemet og Leica BOND-IIl-systemet). Denne probe binder til fem hgjrisiko HPV-undertyper: 16, 18, 31, 33 og 51.

Den kliniske fortolkning af enhver farvning eller fraveer af samme skal ledsages af morfologiske undersggelser og egnede kontroller samt
evalueres af en uddannet patolog, som ser fortolkningen i kontekst med patientens anamnese samt andre diagnostiske praver.

Resumé og Forklaring

Der er beskrevet flere end 100 typer Humant Papillomavirus (HPV), men det er kun omkring de 40 af dem, som man ved kan inficere
det anogenitale epitelium'. HPV er den mest almindelige seksuelt overfarte virus, og preevalensen af HPV hos kvinder er estimeret til at
veere mere end 20%, dog afhaengigt af omrade?. Denne virus inficerer basalcellerne i epitelet gennem gennem mikroskopiske lzesioner
og opretholdes i cellekernen som et ca. 8 kb dobbeltstrenget DNA-episom?. Aktivering af de tidlige HPV-gener, isaer E1, E2, E6 og E7,
medferer replikation af viralt genom og vedvarende celluleer proliferation. HPV-inficerede celler vil derfor - modsat normalt epitelium -
forblive i cellecyklus og stadig have cellekerne, selv om bevaeger sig op fra de basale til de superficielle lag i epitelet. Efterhanden som
cellerne migrerer til de superficielle epitellag, udtrykkes de sene gener (L1 og L2), som koder for capsid-proteiner, og samler sig for at
danne modne, indkapslede, viruspartikler, der afstedes fra epitelets overste lag.

HPV-infektioner er blevet sat i forbindelse med en raekke maligne og benigne forandringer, herunder genitale kondylomer, anogenitale
cancere og mundhule cancere*’. De mest fremherskende HPV-undertyper er sat i forbindelse med mere end 95% af cervixcancere®®.
Som resultat heraf klassificeres HPV-undertyperne bredt som hgjrisiko eller lavrisiko, alt efter hvor hyppigt de er associeret med malign
transformation i cervix (hgj risiko) og udvikling af benigne forandringer (lav risiko)®. 15 HPV-undertyper er klassificeret som hgjrisiko,
herunder 16, 18, 31, 33 og 51, men HPV-undertyperne 16 og 18 er de almindeligste undertyper, som er associeret med carcinogenese
i cervix, og de findes i op til 71% af cervix-cancere®'°. Det er nu alment accepteret, at infektion med HPV er ngdvendig for udvikling

af cervix-cancer, men flere cellulzere begivenheder som fx HPV-DNA intergrationsstatus og virus-load er ogsa vaesentlige faktorer i
forbindelse med cancerudvikling™'.

Der anvendes DNA ISH med HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) til detektion af HPV-DNA i formalinfikserede, parrafinindstgbte
veev. Metoden er reproducerbar og skal medfgre brun kernefarvning af celler indeholdende HPV-DNA. Farvningens menster kan variere
fra punktvis signaldetektion, iszer i basale epitelceller, til diffus nukleaer signaldetektion. Der kan ogsa observeres farvning i cytoplasma
som tegn pa detektion af HPV-RNA™.

Leverede Reagenser

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er en DNA-probe, som leveres i hybridiseringsoplgsning.
Volumen i alt = 6.25 ml

Fortynding og Blanding

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er klar til brug. Rekonstitution, blanding, fortynding eller titrering af dette reagens er ikke
pakraevet.

Nodvendige Materialer, der lkke Medfelger

Der henvises til “Anvendelse af BOND-reagenser” i BOND-brugervejledningen for en komplet liste over materialer, der er nadvendige til
preeparatbehandling og in situ hybridiseringsfarvning ved hjeelp af BOND-systemet (bestdende af Leica BOND-MAX-systemet og Leica
BOND-lll-systemet).

Opbevaring og Stabilitet
Opbevares ved 2-8 °C. Under disse forhold er produktet stabilt frem til udlgbsdatoen, som er angivet pa etiketten pa beholderen.

Der er ingen klare tegn, som indikerer kontaminering og/eller instabilitet. Passende positive og negative vaevskontroller bgr keres
samtidigt med testvaev.

Seettes tilbage til opbevaring ved 2-8 °C straks efter brug.
Opbevaringsbetingelser, der adskiller sig fra de oven for specificerede, skal verificeres af brugeren's.
Forholdsregler

« Dette produkt er beregnet til in vitro diagnostik.

HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Kan skade det ufgdte barn. ~ P201: Indhent szerlige anvisninger for brug.

16, 18, 31, 33, 51) P202: Anvend ikke produktet, fgr alle advarsler er laest og
Indeholder Formamid (<70%). forstaet.

GHSO08: Sundhedsfarer. P260: Indand ikke pulver/rag/gas/tage/damp/spray.
Signalord: Fare. P280: Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestoj/

ojenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse

P308+313: VED eksponering eller mistanke om eksponering:
Seg leegehjeelp.

P314: Sgg leegehjeelp ved ubehag.

PB0829 Ma kun anvendes af professionelle brugere.
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* En kopi af sikkerhedsdatabladet, Material Safety Data Sheet (MSDS), kan fas ved henvendelse til den lokale distributer eller til Leica
Biosystems’ regionale kontor. Det kan tillige hentes pa Leica Biosystems’ hjemmeside www.LeicaBiosystems.com.

« Preeparater, bade for og efter fiksering, samt alle materialer eksponeret for preeparater, skal handteres som vaerende i stand til at
overfgre infektion og skal bortskaffes efter passende forholdsregler . Afpipettér ikke reagenser med munden, og undga at reagenser
og praeparater kommer i kontakt med hud og slimhinder. Hvis reagenser eller preeparater kommer i kontakt med fglsomme omréader,
skal disse vaskes med rigelige maengder vand. Sgg laege.

« Bortskaffelse af potentielt toksiske komponenter skal ske i overensstemmelse med geeldende statslig eller lokal lovgivning.

« Mikrobiel kontaminering af reagenser skal minimeres for at undga en gget uspecifik farvning.

« Enzymnedbrydning og inkubationstider eller temperaturer, som afviger fra de specificerede, kan give fejlagtige resultater. Enhver af
sadanne aendringer skal valideres af brugeren.

Brugsanvisning

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er udviklet til brug for det automatiserede BOND system (bestaende af Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-IlI-systemet) i kombination med Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine
Detection og BOND-hjeaelpereagenser. Den anbefalede farvningsprotokol for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er ISH Protocol
B. Til enzymforbehandling, som anbefales, bruges BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 i 15 minutter.

Der skal altid bruges egnede vaevs- og reagenskontroller. Protokollen for vaevs- og reagenskontrollerne skal svare til protokollen for HPV
Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Kvalitetskontrol

Forskelle i behandlingen af veev og forskelle i tekniske procedurer i brugerens laboratorium kan frembringe betydeligt varierende
resultater og nedvendiggere regelmaessig udferelse af kontroller pa stedet ud over nedenstaende procedurer.

Positiv vaevskontrol

Anvendes til pavisning af, at vaevet er fremstillet korrekt, og at der er anvendt korrekte farvningsteknikker. Der ber inkluderes en positiv
vaevskontrol for hvert seet testbetingelser i hver farvekersel. Svagt positivt farvet vaev er mere egnet end kraftigt positivt farvet vaev til
optimal kvalitetskontrol og pavisning af sma niveauer af reagensnedbrydning.

Negativ vaevskontrol

Skal underseges efter den positive vaevskontrol for at verificere specificiteten af maerkningen af proben i forhold til malstedet. Alternativt
frembyder de mange forskellige celletyper, der er til stede i de fleste veevssnit, ofte negative kontrolsteder, men dette skal verificeres af
brugeren.

Negativ reagenskontrol

Brug DNA Negative Control PB0731 i stedet for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) pa et snit af hver patientpreve for at vurdere
uspecifik farvning og muliggere bedre fortolkning af specifik farvning pa malstedet.

Positiv reagenskontrol

Brug DNA Positive Control Probe PB0682 i stedet for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) pa et snit af hver patientprove, for at
undersgge holdbarheden af kernesyrerne og samtidig probens tilgeengelighed til kernesyrerne. Hvis den DNA Positive Control Probe
ikke udviser positiv farvning, ma testresultatet fortolkes som ikke brugbart.

Patientvaev

Undersgag patientprgver farvet med HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) sidst. Intensiteten af positiv farvning skal bedemmes i
sammenhzang med uspecifik baggrundsfarvning af DNA Negative Control PB0731.

Forventede Resultater
Normala veev

Ved anvendelse af HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 observeredes ingen farvning i en lang reekke normale vaev. Der
blev detekteret svag farvning i epitelceller i prostata, tubuli i nyren, sekretoriske celler i binyrerne og mavesaekken, acinzere celler i
pankreas og myeloide celler i milten. Denne farvning forstyrrer ikke tolkningen af farvningen. (Samlet antal evaluerede, normale tilfeelde
=82).

Tumorvaev

PB0829 farvede 8/15 orofarangeale pladecellekarcinomer, 3/4 cervikale intraepiteliale neoplasia Ill, 2/4 cervikale karcinomer og

1/1 condyloma acuminatum. Der observeredes ingen farvning i ovarietumorer (0/3), thyreoideatumorer (0/3), levertumorer (0/2),
brysttumorer (0/2), lungetumorer (0/2), metastatiske tumorer af ukendt oprindelse (0/2), hjernetumorer (0/2), testikeltumorer (0/2),
hudtumorer (0/2), en cervikal intraepitelial neoplasia I/l (0/1), en colontumor (0/1), en mavetumor (0/1), en tumor i rectum (0/1) og en
tumor i thymus (0/1). (Samlet antal evaluerede, abnorme tilfaelde = 49).

PB0829 anbefales til detektion af HPV (undertyper 16. 18, 31, 33, 51)-virus-DNA.
Produktspecifikke Begransninger

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er optimeret hos Leica Biosystems til brug med Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution,
BOND Polymer Refine Detection og BOND hjeelpereagenser pa formalinfikseret, paraffinindstegbt cervixvaev.

Brugere, som afviger fra anbefalede testprocedurer, ma selv tage ansvaret for fortolkningen af patientresultater under disse betingelser.
Protokoltiderne kan variere pa grund af variation i veevstypen, fikseringen og behandlingsprocessen. Derudover kan koncentrationen af
og inkubationstiden for BOND Enzyme kraeve optimering alt efter vaevstype, behandlingsproces og forholdene ved fiksering. Der skal
anvendes negative reagenskontroller ved optimering af forbehandlingsforhold og protokoltider.

Probeszettene er optimeret under ngje overholdte hybridiserings- og posthybridiserings-vaskeforhold, alligevel bgr man ved fortolkning af
farvningen overveje muligheden for kryds-hybridisering mellem homologe undertyper®.
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Fejlfinding

Se reference 15 for hjeelpeforanstaltninger.

Undersggelsesprgverne bar suppleres med passende vaevs- og reagenskontroller.

Kontakt venligst den lokale distributer eller Leica Biosystems’ regionale kontor for at rapportere usaedvanlig farvning.

Yderligere Oplysninger

Yderligere oplysninger om in situ hybridisering med BOND-reagenser kan findes i “Anvendelse af BOND-reagenser” i BOND-
brugervejledningen under overskrifterne Proceduremzessige principper, Nedvendige materialer, Preeparatklargering, Kvalitetskontrol,
Analyseverifikation, Fortolkning af farvning, Negle til symboler pa etiketter og Generelle begraensninger.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)

Catalogusnummer.: PB0829

Beoogd gebruik
Dit reagens is bedoeld voor in vitro diagnostisch gebruik.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is bedoeld voor gebruik bij de kwalitatieve identificatie van DNA van humaan papillomavirus
(HPV) in met formaline gefixeerd, in paraffine ingebed weefsel, door in situ hybridisatie (ISH) met gebruik van het automatische BOND-
systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-IlI-systeem). Deze probe bindt aan de vijf HPV-subtypen met
hoog risico, 16, 18, 31, 33 en 51.

De klinische interpretatie van eventuele kleuring of uitblijven daarvan moet worden aangevuld met morfologisch onderzoek en het
gebruik van relevant controlemateriaal, en moet door een gekwalificeerde patholoog worden geévalueerd binnen de context van de
klinische geschiedenis van de patiént en eventuele andere diagnostische tests.

Samenvatting en uitleg

Er zijn meer dan 100 typen humaan papillomavirus (HPV) bekend, maar slechts van ongeveer 40 is bekend dat ze het anogenitale
epitheel' infecteren. HPV is het meest voorkomende seksueel overdraagbare virus en de prevalentie van HPV wordt geschat op meer
dan 20% afhankelijk van het gebied?. Het virus infecteert de basale cellen van het epitheel via micro-abrasio en blijft achter in de celkern
als een dubbelstrengs DNA episoom van ongeveer 8 kb®. De activering van de vroege genen van HPV, vooral E1, E2, E6 en E7, leidt
tot virale genreplicatie en persistente celproliferatie. Cellen die met HPV zijn geinfecteerd, blijven daarom in tegenstelling tot normaal
epitheel in de celcyclus en hun celkernen blijven gedurende hun beweging van de basale naar de oppervlaktelagen van het epitheel in
stand. Terwijl de cellen naar de oppervlaktelagen van het epitheel migreren, worden de late genen (L1 en L2) die voor capside-eiwitten
coderen tot expressie gebracht en deze bouwen zichzelf op en vormen volwassen ingekapselde virale deeltjes die uit de bovenste lagen
van het epitheel vrijkomen.

HPV-infecties worden geassocieerd met een aantal maligne en goedaardige laesies, waaronder genitale wratten, anogenitale

tumoren en orale hoofd- en nektumoren*’. De meeste duidelijke HPV-subtypen worden geassocieerd met meer dan 95% van de
cervixtumoren®®. Als gevolg hiervan worden HPV-subtypen globaal ingedeeld als hoog of laag risico, afhankelijk van de incidentie
waarmee ze worden geassocieerd met cervix maligne transformatie (hoog risico) en goedaardige ontwikkeling van laesies (laag risico)®.
Er zijn 15 HPV-subtypen ingedeeld als hoog risico, waaronder 16, 18, 31, 33 en 51, maar HPV-subtypen 16 en 18 zijn het vaakst
subtypen geassocieerd met carcinogenese van de cervix en worden gedetecteerd in maximaal 71% van alle cervixtumoren®'. Het is
nu algemeen erkend dat een HPV-infectie nodig is voor de progressie van cervixtumoren. Aanvullende cellulaire gebeurtenissen, zoals
de integratiestatus en virusbelasting van HPV-DNA vormen echter ook sleutelfactoren die worden geassocieerd met progressie van
tumoren™.

DNA ISH met behulp van HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) wordt gebruikt voor de detectie van HPV-DNA in met formaline
gefixeerd, in paraffine ingebed weefsel. De methode is reproduceerbaar en moet resulteren in diepbruine kernkleuring van cellen

die HPV-DNA bevatten. Dit kleurpatroon kan uiteenlopen van puntsgewijze signaaldetectie, vooral in basisepitheelcellen, tot diffuse
kernsignaaldetectie. Er kan ook cytoplasmatische kleuring worden waargenomen. Dit geeft de detectie weer van HPV of HPV-RNA'.

Bijgeleverde reagentia

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is een DNA-probe geleverd in hybridisatieoplossing.
Totaal volume = 6,25 mL

Verdunnen en mengen

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is klaar voor gebruik. Reconstrueren, mengen, verdunnen of titreren van dit reagens is niet
vereist.

Benodigde, maar niet bijgeleverde materialen

Zie ‘Het gebruik van BOND-reagentia’ in de gebruikersdocumentatie over BOND voor een compleet overzicht van materialen die nodig
zijn voor monsterbehandeling en in situ hybridisatiekleuring met behulp van het BOND-systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-
systeem en het Leica BOND-IlI-systeem).

Opslag en stabiliteit
Bewaar bij 2-8 °C. Onder deze omstandigheden is het product stabiel tot de vervaldatum die op het etiket van de container is vermeld.

Er zijn geen zichtbare tekenen die kunnen duiden op besmetting en/of instabiliteit. Tegelijk met het testweefsel moet weefsel voor
positieve en negatieve controle worden gebruikt.

Zet het product direct na gebruik weer terug bij een temperatuur van 2-8 °C. Afwijkende opslagomstandigheden moeten worden
geverifieerd door de gebruiker'.
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Voorzorgsmaatregelen
« Dit product is bedoeld voor in vitro diagnostisch gebruik.

HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Kan het ongeboren kind schaden. ~ P201: Alvorens te gebruiken de speciale aanwijzingen

16, 18, 31, 33, 51) raadplegen.

Bevat Formamide (<70%). P202: Pas gebruiken nadat u alle

GHS08: Gezondheidsgevaar. veiligheidsvoorschriften gelezen en begrepen heeft.

Signaalwoorden: Gevaar. P260: stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel niet
inademen.

P280: Beschermende handschoenen/beschermende
kleding/oogbescherming/gelaatsbescherming dragen.
P308+313: NA (mogelijke) blootstelling: een arts
raadplegen.

P314: Bij onwel voelen een arts raadplegen.

Alleen voor professionele gebruikers.

+ Neem voor een veiligheidsinformatieblad contact op met uw lokale distributeur of regionale kantoor van Leica Biosystems, of ga naar
de website van Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

« Monsters, en alle materialen die eraan worden blootgesteld, moeten voor en na fixatie worden behandeld als potentiéle overdragers
van infectie en moeten met inachtneming van de juiste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd’*. Reagentia mogen nooit met de
mond worden gepipetteerd. Vermijd contact van de huid en slijmvliezen met reagentia en monsters. Als reagentia of monsters in
contact komen met gevoelige gebieden, was deze gebieden dan met grote hoeveelheden water. Raadpleeg een arts.

+ Raadpleeg de lokale of nationale wet- en regelgeving voor het verwerken van potentieel giftige componenten.

« Minimaliseer de kans op microbiéle contaminatie van reagentia. Als u dit niet doet, kan er een toename van niet-specifieke kleuring
optreden.

« Andere incubatietijden of temperaturen voor enzymatische digestie dan de hier vermelde kunnen onjuiste resultaten opleveren.
Dergelijke veranderingen moeten altijd door de gebruiker worden gevalideerd.

Gebruiksaanwijzing

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is ontwikkeld voor gebruik met het automatische BOND-systeem (waaronder het Leica
BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-III-systeem) in combinatie met Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution en BOND
Polymer Refine Detection. Het aanbevolen kleuringsprotocol voor HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is ISH Protocol B. Het wordt
aanbevolen enzymen voor te behandelen met behulp van de BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, gedurende 15 minuten.

Gebruik altijd geschikte controles voor weefsel en reagens. Het protocol voor controle van weefsel en reagens dient overeen te
stemmen met het protocol van de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Kwaliteitscontrole

Verschillen in weefselverwerking en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen significante verschillen in
resultaten geven, wat het noodzakelijk maakt regelmatig interne controles uit te voeren in aanvulling op de volgende procedures.

Positieve weefselcontrole
Wordt gebruikt om te bevestigen dat weefsels correct geprepareerd zijn en dat passende kleuringstechnieken zijn gebruikt.

Er dient één positieve weefselcontrole te worden opgenomen voor iedere set testcondities waarin de kleuring wordt uitgevoerd. Voor
optimale kwaliteitscontrole en detectie van lichte degeneratie van de reagens is een weefsel met zwakke positieve kleuring meer
geschikt dan een weefsel met sterke positieve kleuring.

Negatieve weefselcontrole

Dient te worden onderzocht na het positieve controleweefsel, om de specificiteit van de labeling van de probe met het target te
verifiéren.

De verscheidenheid aan celtypen die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn levert vaak negatieve controlelocaties op, maar dit
moet wel worden geverifieerd door de gebruiker.

Negatieve reagenscontrole

Gebruik DNA Negative Control PB0731 in plaats van de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) met een coupe van ieder
patiéntmonster om niet-specifieke kleuring te evalueren en specifieke kleuring bij het target beter te kunnen interpreteren.
Positieve reagenscontrole

Gebruik DNA Positive Control Probe PB0682 in plaats van de HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) met een coupe van

ieder pati€éntmonster om informatie te verkrijgen over het behoud van nucleinezuren in het weefsel, en over toegankelijkheid van
nucleinezuren voor de probe. Als de DNA Positive Control Probe geen juiste positieve kleuring vertoont, moeten resultaten die met
monsters zijn behaald als ongeldig worden beschouwd.

Patiéntenweefsel

Onderzoek patiéntmonsters gekleurd met HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) als laatste. De positieve kleuringsintensiteit moet
worden geévalueerd binnen de context van eventuele niet-specifieke achtergrondkleuring met de DNA Negative Control PB0731.

Forventede Resultater
Normala veev

Met behulp van HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 werd er geen kleuring waargenomen in een breed scala aan normale
weefsels. Er werd een zwakke kleuring gedetecteerd in epitheelcellen van de prostaat, niertubuli, secretoire cellen in de bijnieren en
maag, acinaire cellen van de pancreas en myeloide cellen van de milt. Deze kleuring staat interpretatie van de kleuring niet in de weg.
(Totaal aantal beoordeelde normale gevallen = 82).
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Tumorveev

PB0829 kleurde 8/15 orofaryngale plaveiselcelcarcinomen, 3/4 intraepithele neoplasie Ill van de cervix, 2/4 carcinomen van de cervix
en 1/1 condylomata acuminata. Er werd geen kleuring waargenomen in ovariumtumoren (0/3), schildkliertumoren (0/3), levertumoren
(0/2), borsttumoren (0/2), longtumoren (0/2), gemetastaseerde tumoren van onbekende oorsprong (0/2), hersentumoren (0/2),
testistumoren (0/2), huidtumoren (0/2), een intraepithele neoplasie I/ll van de cervix (0/1), een colontumor (0/1), een maagtumor (0/1),
een rectumtumor (0/1) en een tumor van de thymus (0/1). (Totaal aantal beoordeelde afwijkende gevallen = 49).

PB0829 wordt aanbevolen voor de detectie van viraal DNA van HPV (subtypes 16. 18. 31, 33, 51).

Productspecifieke beperkingen

De HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) is door Leica Biosystems geoptimaliseerd voor gebruik met Anti-Biotin Antibody, Stringency
Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection en BOND-hulpmiddelreagentia bij met formaline gefixeerd, in paraffine ingebed
cervixweefsel.

Gebruikers die afwijken van de aanbevolen testprocedures moeten verantwoordelijkheid nemen voor interpretatie van patiéntresultaten
onder deze omstandigheden. De protocoltijden kunnen variéren wegens variatie van het weefseltype, de fixatie en de verwerking.
Bovendien kan optimalisatie van de concentratie en incubatietijd van het BOND-enzym nodig zijn, afhankelijk van het weefseltype,

de verwerking en de fixatiecondities. Negatieve controles voor de reagentia moeten worden gebruikt bij het optimaliseren van
voorbehandelingscondities en protocoltijden.

De probesets zijn geoptimaliseerd onder strenge omstandigheden bij het wassen tijdens en na hybridisatie. Bij het interpreteren van de
kleurresultaten dient echter rekening te worden gehouden met mogelijke kruishybridisatie tussen homologe subtypen16.

Probleemoplossing
Verwijzing 15 helpt mogelijk bij foutherstelling.

Testmonsters moeten worden aangevuld met het juiste weefsel en de juiste reagenscontroles. Neem contact op met uw lokale
distributeur of het regionale kantoor van Leica Biosystems om ongebruikelijke kleuring te melden.

Nadere informatie

Nadere informatie over in situ hybridisatie met BOND-reagens, onder de kopjes Principe van de procedure, Benodigde materialen,
Monsterpreparatie, Kwaliteitscontrole, Testverificatie, Interpretatie van kleuring, Uitleg bij symbolen op etiketten en Algemene
beperkingen, kunt u vinden in ‘Het gebruik van BOND-reagentia’ in de gebruikersdocumentatie behorende bij BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)

Katalognummer: PB0829
Tiltenkt bruk
Denne reagensen er for in vitro-diagnostisk bruk.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er tiltenkt brukt for kvalitativ identifisering av Human Papillomavirus (HPV) DNA i
formalinfiksert, parafininnstepte vev ved in situ hybridisering (ISH) med det automatiske BOND systemet (herunder Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-III-systemet). Denne sonden binder seg til fem hegyrisiko HPV-undertyper, 16, 18, 31, 33 og 51.

Den kliniske tolkningen av eventuelle flekker eller dens fraveer bar suppleres med morfologiske studier og forsvarlig kontroll og ber
vurderes i sammenheng med pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester av en kvalifisert patolog.

Sammendrag og forklaring

Det er over 100 kjente typer av Human Papillomavirus (HPV), men kun 40 er kjent for & infisere det anogenitale epitelet’. HPV er det
vanligste seksuelt overfarbare viruset og utbredelsen av HPV er estimert til & overstige 20% avhengig av region?. Viruset infiserer
basalcellene i epitelet via mikroskopiske rifter og vedlikeholdes i cellekjernen som et ca. 8 kb dobbeltradet DNA-episom?. Aktivering

av tidlige HPV-gener, spesielt E1, E2, E6 og E7, resulterer i en viral genomisk reproduksjon og vedvarende celluleer proliferasjon. Til
forskjell fra normale epiteler, vil derfor HPV-infiserte celler forbli i cellesyklusen og opprettholde kjernene gjennom sin bevegelse fra
basallaget til det overfladiske laget i epitelet. Etterhvert som cellene migrerer til de overfladiske lagene, vil de senere cellene (L1 og
L2), som koder kapsinproteiner, komme til uttrykk og forme seg selv til & danne modne, innkapslede partikler som avspaltes fra de gvre
lagene i epitelet.

HPV-infeksjoner forbindes med et antall ondartede og godartede lesjoner, herunder kjgnnsvorter, anogenital kreft og oralhode- og
nakkekreft*”. Mest bemerkelsesverdig er det at HPV-undertyper er forbundet med mer enn 95% av tilfellene av livmorhalskreft®®. Som
et resultat er HPV-undertyper grovt klassifisert som enten hay- eller lavrisiko, avhengig av hvilke tilfeller de er assosiert med ondartet
livmorhalstransformasjon (heyrisiko) godartet lesjonsutvikling (lav risiko)®. Det finnes 15 HPV-undergrupper klassifisert som hgyrisiko,
herunder 16, 18, 31, 33 og 51, men HPV-undertyper 16 og 18 er de mest frekvente undertyper som forbindes med livmorhalskreft og
oppdages i opp til 71 % av tilfellene av livmorhalskreft®°. Det er na allment akseptert at en HPV-infeksjon er nedvendig for progresjon
av livmorhalskreft; imidlertid er ogsa andre celluleere hendelser, som for eksempel HPV DNA integrasjonsstatus og virusmengde,
nekkelfaktorer som forbindes med progresjonen av kreft''.

DNA ISH ved hjelp av HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) anvendes for pavisning av HPV DNA i formalinfiksert, parafininnstepte
vev. Fremgangsmaten er reproduserbar og ber resultere i brun nuklezer farging av celler inneholdende HPV DNA. Dette fargemensteret
kan variere fra punktuert signaldeteksjon, spesielt i basal epitelceller, til diffus nuklezer signaldeteksjon. Cytoplasmisk farging kan ogsa
observeres og representerer oppdagelsen av HPV RNA'™.

Medfalgende reagenser

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er en DNA-sonde levert i hybridiseringsopplasning.
Samlet volum = 6,25 mL

Opplosning og blanding

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er klar til bruk. Rekonstituering, blanding, fortynning eller titrering av denne reagensen er ikke
nedvendig.

Materialer som trengs, men som ikke fglger med

Henvis til “Bruke BOND-reagenser” i BOND brukerdokumentasjonen for en komplett liste over materialer som kreves for
prevebehandling og in situ hybridisering flekker ved hjelp av BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-
systemet).

Oppbevaring og stabilitet
Oppbevares ved 2-8 °C. Produktet er stabilt under disse forholdene inntil utiepsdatoen som er angitt pa etiketten pa beholderen.

Det er ingen apenbare tegn som indikerer kontaminering og/eller ustabilitet. Egnede positive og negative vevskontroller skal kjeres
samtidig som testvev.

Returneres til 2-8 °C umiddelbart etter bruk. Oppbevaringsbetingelser annet enn de som er oppgitt ovenfor ma bekreftes av brukeren™.

Forholdsregler
« Dette produktet er for in vitro diagnostisk bruk.

HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Kan gi fosterskader.  P201: Innhent seerskilt instruks fer bruk.
16, 18, 31, 33, 51) P202: Skal ikke handteres for alle advarsler er lest og oppfattet.
Inneholder Formamid (<70%). P260: Ikke innand stev/reyk/gass/take/damp/aerosoler.
GHSO08: Helsefare. P280: Benytt vernehansker/verneklaer/vernebriller beskyttelse /
Signalord: Fare. ansiktsskjerm.
P308+313: Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sek
legehjelp.

P314: Sek legehjelp ved ubehag.
Kun til yrkesmessig bruk.
« For a fa en kopi av sikkerhetsdatabladet (MSDS) kan du ta kontakt med den lokale forhandleren eller regionkontoret til Leica
Biosystems, eller alternativt ga til Leica Biosystems’ nettside, www.LeicaBiosystems.com
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« Prover, 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'. Pipetter aldri reagenser via munnen og unnga kontakt med hud og slimhinner med reagenser eller
prever. Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med sensitive omrader, vask med store mengder vann. Oppsgk medisinsk
tilsyn.

« Folg nasjonale og lokale forskrifter for avhending av komponenter som kan veere giftige.

* Reduser mikrobiell forurensning av reagensene, ellers kan en gkning av ikke-spesifikk farging forekomme.

« Inkubasjonstiden for enzym inntak eller temperaturer andre enn de som er spesifisert kan gi feilaktige resultater. Enhver slik endring
skal godkjennes av brukeren.

Bruksanvisninger

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ble utviklet for bruk pa det automatiserte BOND- systemet (herunder Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-IlI-systemet) i kombinasjon med Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution og BOND Polymer
Refine Detection. Den anbefalte fargingsprotokollen for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) er ISH Protocol B. Enzymatisk
forhandsbehandling anbefales ved & bruke BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, i 15 minutter.

Egnede vevs- og reagenskontroller ber alltid benyttes. Protokollen for vev- og reagenskontroller skal tilsvare HPV Probe (Subtypes 16,
18, 31, 33, 51).

Kvalitetskontroll

Forskjeller i vevsbehandling og tekniske prosedyrer i brukerens laboratorier kan gi betydelig variasjon i resultatene, og det kan veere
nedvendig a foreta regelmessige kontroller pa stedet i tillegg til prosedyrene angitt nedenfor.

Positiv vevskontroll
Brukes for a pavise korrekt vevspreparering og riktige fargingsteknikker.

En positiv vevskontroll ber inkluderes for hvert sett med testbetingelser i hver fargerunde. Svakt positivt farget vev er mer egnet enn
kraftig positivt farget vev til optimal kvalitetskontroll og pavisning av smé nivaer reagensnedbrytning.

Negativ vevskontroll
Bor undersgkes etter den positive vevskontrollen for & sikre at sonden merker malet spesifikt.

Alternativt kan mengden av ulike celletyper tilstede i de fleste vevsseksjoner ofte gi negative kontrollomrader, men dette ber verifiseres
av brukeren.

Negativ reagenskontroll

Bruk DNA Negative Control PB0731 i stedet for HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) med en del av hver pasientprgve for & vurdere
ikke-spesifikk farging og tillate bedre tolkning av spesifikk farging pa malet.

Positiv reagenskontroll

Bruk DNA Positive Control Probe PB0682 i stedet for HPV probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) med en del av hver pasientpreve for &
gi informasjon om bevaring av nukleinsyrer i vevet, sa vel som tilgjengeligheten av nukleinsyrer til sonden. Hvis DNA Positive Control
Probe unnlater & demonstrere positiv farging, ber resultater med prevene anses som ugyldige.

Pasientvev

Undersgke pasient prover farget med HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) til slutt. Positiv fargeintensitet skal vurderes i
sammenheng med hvilken som helst ikke-spesifikk bakgrunnsfarging av DNA Negative Control PB0731.

Forventede resultater
Normalt vev

Ved bruk av HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829, ble det ikke observert noen farging i et bredt spekter av vanlige vev. Svak
farging ble oppdaget i epitelcellene i prostata, i tubuli i nyrene, sekretoriske celler i binyrene og magen, akinaerceller i bukspyttkjertelen
og myeloide celler i milten. Denne fargingen forstyrrer ikke fargingstolking. (Totalt antall evaluerte normale tilfeller = 82).

Tumorvev

PB0829 farget 8/15 oropharangeal plateepitelkarsinom, 3/4 cervikal intraepitelial neoplasi grad Ill, 2/4 cervikal karsinom og 1/1
condylomata acuminata. Ingen farging ble observert i eggstokksvulster (0/3), skjoldbruskkjertelsvulster (0/3), leversvulster (0/2),
brystsvulster (0/2), lungesvulster (0/2), metastatiske svulster med ukjent opprinnelse (0/2), hjernetumorer (0/2), testikkelsvulster (0/2),
hudtumorer (0/2), cervikal intraepitelial neoplasi grad I/Il (0/1), en svulst i tykktarmen (0/1), en magesvulst (0/1), en rektalsvulst (0/1), og
svulst i brisselen (0/1). (Totalt antall evaluerte unormale tilfeller = 49).

PB0829 anbefales for oppdagelsen av HPV (subtyper 16. 18. 31. 33, 51) viralt DNA.

Produktspesifikke begrensninger

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) har blitt optimalisert ved Leica Biosystems for bruk med Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash
Solution, BOND Polymer Refine Detection og BOND tilhgrende reagenser pa formalinfiksert, cervikalt vev innstept i parafin.

Brukere som avviker fra anbefalte testprosedyrer ma ta ansvar for tolkning av pasientresultater under disse omstendighetene.
Protokolltidene kan variere pa grunn av variasjon i vevstype, fiksering og behandling. | tillegg kan BOND Enzyme-konsentrasjon og
inkubasjonstid kreve optimalisering avhengig av vevstype, behandling og fikseringsforhold. Negative reagenskontroller bgr brukes nar du
optimaliserer farbehandlingsforhold og protokolltider.

Sondesettet er optimert under strenge vaskeforhold for hybridisering og etter-hybridisering, en bgr imidlertid ta mulig krysshybridisering
mellom homogene undertyper med i betraktningen under tolkningen av fargeresultatene 6.
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Feilsgking
Referanse nr. 15 kan hjelpe til med opprettingstiltak.

Testprover skal utfylles av faktiske vev- og reagenskontroller. Kontakt din lokale forhandler eller regionale kontor for Leica Biosystems for
rapportering av uvanlig misfarging.

Videre informasjon

Ytterligere informasjon om in situ hybridisering med BOND reagenser, under overskriften Prinsipp for prosedyren, Materialer som er
nedvendige, forberedning, kvalitetskontroll, analysebekreftelse, tolkning av farging, symbol pa etiketter og vanlige begrensninger kan
finnes i “Bruk av BOND-reagenser” i din BOND-brukerdokumentasjon.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Katalog No: PB0829

Kullanim Amaci
Bu reaktif, in vitro tani kullanimi igindir.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51), otomatik BOND sistemi kullanilarak (Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini
de igermektedir) in situ hibridizasyon (ISH) ile formalinde fikse edilmis, parafine gémiilii dokuda insan Papilloma Viriisi'niin kalitatif
tanimlanmasi igin kullanilmak Gzere tasarlanmistir. Bu prob, bes ylksek riskli HPV alt tiirli 16, 18, 31, 33 ve 51’e baglanir.

Boyamalarin veya bulunmamasinin klinik yorumu morfolojik galismalar ve uygun kontrollerle tamamlanmali ve uzman bir patolog
tarafindan hastanin klinik dykisu ve diger tani testleri baglaminda degerlendirilmelidir.

Ozet ve Agiklama

100'tin Gizerinde bilinen insan Papilloma Virlisii (HPV) tiiri mevcuttur, fakat yalnizca yaklasik 40 tanesinin anogenital epitelyum”i enfekte
ettigi bilinmektedir. HPV en yaygin olarak cinsel yolla bulasan virlistir ve kadinlarda HPV yayginlik durumunun bélge?ye bagli olarak
%?20’den daha fazla olmasi beklenmektedir. Virlis, mikro abrasyon yoluyla epitelyumun bazal hiicrelerini enfekte etmekte ve yaklasik
olarak 8 kb cift sarmalli DNA epizomu® seklinde niikleusda korunmaktadir. HPV erken genlerinin aktivasyonu, ézellikle E1, E2, E6 ve E7,
viral genomik replikasyon ve persistan hiicresel proliferasyona neden olur. Bu nedenle, normal epitelyumdan farkli olarak HPV enfekte
huicreleri hiicre déngiistinde kalir ve bazaldan epitelyum yiizeysel katmanlarina kadar hareketleri boyunca gekirdeklerini korur. Hiicreler,
ylizeysel epitelyal katmanlara gittikge, kapsid proteinlerini kodlayan ge¢ genler (L1 ve L2) belirtilmistir ve Ust epitelyum katmanlarindan
dokilen olgun enkapsiile viral partikiller olusturmak tizere kendiliginden yapilanirlar.

HPV enfeksiyonlari, genital sidiller, anogenital kanserler ve oral kafa ve boyun kanserleri*’ dahil olmak iizere birkag kétii ve iyi huylu
lezyonla iligkilendirilmistir. En gok géze garpan HPV alt tiirleri, %95'in tizerinde servikal kanserlerle®? iligkilendirilmistir. Sonug olarak
HPV alt tirleri, iliskilendirildikleri servikal kétii huylu doniisiim (yuksek risk) ve iyi huylu lezyon gelisimine (dlsuk risk)® bagl olarak genis
Olgiide yiiksek veya duslk riskli olarak siniflandirilirlar. Yiksek riskli olarak siniflandirilan 16, 18, 31, 33 ve 51 dahil olmak tizere 15
HPV alt tird siniflandiriimistir, ancak HPV alt tirleri 16 ve 18 servikal kanser gelisimi ile en sik iliskilendirilen alt tiirlerdir ve %71’e kadar
bir oranla servikal kanserlerde® '® saptanmaktadir. Artik HPV enfeksiyonunun servikal kanser gelisimi icin gerekli oldugu genis olgiide
kabul edilmektedir; bununla birlikte HPV DNA entegrasyon durumu ve virlis yiikii gibi ek hiicresel olaylar ayrica kanser ilerlemesi'' ile
iliskilendirilen ana etkenlerdir.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) kullanarak DNA ISH, formalinde fikse edilmis parafine gémiili dokuda HPV DNA saptamasi
icin kullanilir. Yéntem tekrarlanabilirdir ve HPV DNA iceren hiicrelerin kahverengi cekirdek boyamasi ile sonuglanmalidir. Bu boyama
sablonu, 6zellikle bazal epitelyal hiicrelerde olmak lzere kesintili sinyal saptamadan yayilmis cekirdek sinyali saptamasina kadar farklilik
gosterebilir. Sitoplazmik boyanma ayrica gézlenebilir ve HPV RNA™? saptamasini temsil eder.

Saglanan Reaktifler

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) hibridizasyon ¢6zeltisinde saglanan bir DNA probudur.
Toplam hacim = 6,25 mL

Seyreltme ve Karistirma

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) kullaniimaya hazirdir. Bu reaktifin sulandiriimasi, karistiriimasi, seyreltimesi veya titre edilmesi
gerekmez.

Gerekli Olan Fakat Saglanmamig Malzemeler

BOND sistemi kullanilarak (Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini de icermektedir) numune isleme ve in situ
hibridizasyon boyama igin gerekli malzemelerin tam listesi icin BOND kullanici kilavuzundaki “BOND Reaktiflerinin Kullanimi” bélimiine
bakin.

Saklama ve Stabilite
2-8 °C’de saklayin. Uriin kap etiketinde belirtilen son kullanma tarihine kadar bu kosullar altinda stabildir.

Kontaminasyon ve/veya instabilite gésteren acik bir belirti yoktur. Uygun pozitif ve negatif doku kontrolleri test dokusu ile ayni anda
gerceklestirilmelidir.

Kullanimdan hemen sonra derhal 2-8 °C sicakliga donuin. Yukarida belirtilenlerin digindaki saklama kosullari mutlaka kullanici tarafindan
dogrulanmahdir'®.

Onlemler
< Bu Urin, in vitro tani kullanimi igin tasarlanmistir.

HPV PROBE (SUBTYPES  H360D: Anne karninda gocuga zarar verebili. ~ P201: Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari aliniz.

16, 18, 31, 33, 51) P202: Kullanmadan énce tiim glivenlik talimatlarini
Formamid Igeriyor (<70%). okuyunuz ve anlayiniz.

GHS08: Saglik tehlikesi. P260: Toz/duman/gaz/sis/buhar/aerosol solumayiniz.
Isaret kelimesi: Tehlike. P280: koruyucu eldiven/koruyucu elbise/gdz koruyucu/

ylz siperi kullaniniz.

P308+313: Maruziyet veya etkilenme HALINDE:Tibbi
tavsiye / bakim alin.

P314: Kendinizi iyi hissetmemeniz halinde.

Sadece uzmanlar tarafindan kullanilmalidir.
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* Malzeme Guvenlik Bilgi Formunun bir kopyasini almak igin yerel distribiitriiniiz veya Leica Biosystems bolge ofisi ile iletisime gegin
veya Leica Biosystems'in internet sitesini ziyaret edin: www.LeicaBiosystems.com

« Fiksasyondan 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim malzemeler enfeksiyon bulastirabilen maddeler olarak
ele alinmali ve uygun 6nlemler alinarak imha edilmelidir'*. Reaktifleri higbir zaman agzinizla pipetlemeyin ve reaktiflerin veya
numunelerin cilt ve mukéz membranlarla temasindan kaginin. Reaktiflerin veya numunelerin hassas bolgelerle temas etmesi halinde,
bol su ile yikayin. Tibbi yardim alin.

« Toksik olma potansiyeli olan bilesenleri imha etmek igin Federal, Devlet veya yerel diizenlemeleri takip edin.
« Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonunu en aza indirin, aksi halde spesifik olmayan boyamada bir artis meydana gelebilir.

« Belirtilenlerin disindaki enzim sindirimi inkiibasyon sureleri veya sicakliklar hatali sonuglara neden olabilir. Bu gibi degisiklikler
kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Kullanim Talimatlar

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51), Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution ve BOND Polymer Refine Detection ile

kombinasyon halinde otomatik BOND sistemi (Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini de icermektedir) Gizerinde
kullaniimak igin gelistirilmistir. HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) igin 6nerilen boyama protokolii, ISH Protocol B’dir. BOND
Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 kullanilarak 15 dakika boyunca de enzim 6n islemi tavsiye edilir.

Her zaman uygun doku ve reaktif kontrolleri kullaniimalidir. Doku ve reaktif kontrolleri protokolli, HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33,
51) protokoliine uygun olmalidir.

Kalite Kontrol

Kullanicinin laboratuvarindaki doku isleme ve teknik prosedirlerdeki farkliliklar, sonuglarda anlamli degiskenlige yol acarak asagidaki
prosediirlere ek olarak diizenli sekilde sirket ici kontrollerin gerceklestirilmesini gerektirebilir.

Pozitif Doku Kontrolii
Dogru sekilde hazirlanmis dokulari ve uygun boyama tekniklerini géstermek igin kullanilir.

Her boyama déngustinde her test kosulu setine bir pozitif doku kontrolt dahil edilmelidir. Mindr diizeydeki reaktif bozulmalarini saptamak
icin zayif pozitif boyama yapilan bir doku optimal kalite kontrol igin glgli pozitif boyama yapilmis bir dokudan daha uygundur.

Negatif Doku Kontrolii
Prob etiketinin hedefe gore spesifikligini dogrulamak igin pozitif doku kontroliinden sonra incelenmesi gerekir.

Alternatif olarak, birgok doku kesitinde bulunan farkli hiicre tipleri sik sik negatif kontrol alanlari sunar, fakat bu kullanici tarafindan
dogrulanmalidir.

Negatif Reaktif Kontrolii

Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek ve hedefteki spesifik boyamanin daha iyi sekilde yorumlanmasini saglamak igin her hasta
numunesinin bir kesiti ile HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) yerine DNA Negative Control PB0731’i kullanin.

Pozitif Reaktif Kontrolii

Dokudaki niikleik asitlerin korunmasi ve niikleik asitlerin proba ulasabilirligi hakkinda bilgi saglamak icin her hasta numunesinin bir kesiti
ile HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) yerine DNA Positive Control Probe PB0682 kullanin. DNA Positive Control Probe’un pozitif
boyama gosteremedigi durumlarda, test numuneleri ile elde edilen sonuglar gegersiz olarak kabul edilmelidir.

Hasta Dokusu

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ile son boyali hasta numunelerini inceleyin. Pozitif boyama yogunlugu DNA Negative Control
Probe PB0731’in spesifik olmayan arka plan boyamasi baglaminda degerlendirilmelidir.

Ongériilen Sonuglar
Normal Dokular

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 kullanilarak genis bir normal doku araliginda boyanma gézlenmemistir. Epitelyal
prostat hiicrelerinde, bobrek tlibillerinde, bobrekustii bezlerindeki ve karindaki salgi hiicrelerinde, pankreas asinar hiicrelerinde ve dalak
miyoloid hiicrelerinde zayif boyanma saptanmistir. Bu boyama, boyamanin yorumlanmasini engellememektedir. (Degerlendirilen toplam
normal vaka sayisi = 82).

Timorli Dokular

PB0829, 8/15 orofaringeal yapiskan hicre karsinomlari, 3/4 servikal intraepiteryal neoplazi ll, 2/4 servikal karsinomlar ve 1/1 genital
sigillerde boyama yapmistir. Ovaryen tlimérleri (0/3), tiroid timorleri (0/3), karaciger timérleri (0/2), gégus tiimarleri (0/2), akciger
tumérleri (0/2), bilinmeyen nedenlerle meydana gelen metastatik timérler (0/2), beyin timorleri (0/2), servikal intraepiteryal neoplazi I/Il
(0/1), kolon timora (0/1), mide tumori (0/1), rektal timor (0/1) ve timis timérinde (0/1) boyama gérilmemistir. (Dederlendirilen toplam
normal olmayan vaka sayisi = 49).

Uriine Ozgii Sinirlamalar

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51), Leica Biosystems tarafindan formalinde fikse edilmis, parafine gémlu servikal doku tzerinde
Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection ve BOND yardimci reaktifleri ile kullanim igin optimize
edilmigtir.

Tavsiye edilen test proseddrlerine riayet etmeyen kullanicilar bu kosullar altinda hasta sonuglarinin yorumlanmasi ile ilgili sorumlulugu
Ustlenmelidir. Protokol siireleri doku tipi, fiksasyonundaki ve islemesi nedeniyle farklilik gosterebilir. Ayrica, BOND Enzyme
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konsantrasyonu ve inkiibasyon stiresi doku tipine, isleme ve fiksasyon kosullarina bagli olarak optimizasyon gerektirebilir. On islem
kosullari ve protokol sireleri optimize edilirken negatif reaktif kontrolleri kullanilmalidir.

Prob setleri, zorlu hibridizasyon ve hibridizasyon sonrasi yikama kosullari kullanilarak optimize edilmistir, ancak boyama sonuglari
yorumlanirken homojen alt tiirler arasindaki potansiyel ¢apraz hibridizasyonun géz 6ntine alinmasi gerekir'®.

Sorun Giderme
Referans 15 sorunlarin gideriimesinde faydali olabilir.

Test numuneleri uygun doku ve reaktif kontrolleri ile tamamlanmalidir. Olagandisi boyamayi bildirmek igin yerel distribiitériiniiz veya
Leica Biosystems bélge ofisi ile iletisime gegin.

Daha Fazla Bilgi

BOND reaktifleri in situ hibridizasyon hakkinda daha fazla bilgi BOND kullanici kilavuzundaki “BOND Reaktiflerinin Kullanimi” iginde
Prosedir Prensibi, Gerekli Malzemeler, Numunenin Hazirlanmasi, Kalite Kontrol, Miktar Tayini Dogrulamasi, Boyamanin Yorumlanmasi,
Etiket Uzerindeki Sembollerin Agiklamasi ve Genel Sinirlamalar bagliklari altinda bulunabilir.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Karajo:xen Ne: PB0829

MpeaHa3HavyeHue
Toswu peakTuB e 3a ynotpeba npw in vitro guarHocTuka.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e npeaHa3HayeH 3a kavecTBeHa uaeHTUMkaums Ha JHK Ha YoBeLLkn nanunoMeH BUpyc
(HPV) BbB (hukcupaHa ¢ hopmanvH, BrpageHa B napadvH TbkaH ypes in situ xsubpugmsaums (ISH) ¢ nomolyTa Ha aBTomaTusvpaHara
cuctema BOND (BkntouBa cuctemute Leica BOND-MAX u Leica BOND-III). Tasv npo6a ce cBbpaBa C NeTTe BUCOKOPUCKOBW NoaTuna
HPV - 16, 18, 31, 33 n 51.

KnuHnyHaTa uHTepnpeTaumsi Ha BCSIKO OLBETsIBaHe WNW Herosarta nvnca criefga Aa 6bae AonbiiHeHa OT MOPONOruyHN NpoyyBaHmst
1 CbOTBETHWUTE KOHTPOMM 1 @ CE OLieHsIBa B KOHTEKCTA Ha KIMHWYHATA UCTOPWSI Ha NauueHTa 1 Apyrv AMarHoCTUYHW U3cneaBaHust ot
KBanuuLMpaH naTosor.

OnucatenHa u pas3sicCHUTeInHa

CuuectByBat Hag 100 nssectHu Tvna Yoseluku nanunomeH supyc (HPV), Ho camo 3a okono 40 oT TAX e U3BECTHO, Ye NHdeKTupaT
aHoreHuTanHus enuten'. HPV e Haii-pa3npocTpaHeHUAT BUPYC, NpejaBaH Mo MofoB MbT, KaTo Pa3npoCcTpaHEHUETO My Ce OLHsiBa Ha
noseye oT 20% B 3aBUCUMMOCT OT peroHa?®. BupychbT nHdekTMpa 6asanHuTe KneTkv Ha ennTena Ypes Mukpoabpasum 1 ce nogabpxa

B sigpaTta nog chopmara Ha npubnuautenHo 8 kb asoiiHo cnvpaneH JHK enusom®. AKTUBMPAHETO Ha MbpBUYHKTE reHn Ha HPV,
no-koHkpeTHo Ha E1, E2, E6 n E7, Boan fo BUpycHa reHOMHa pennukaums 1 nepcuctupalia knetbyHa nponudepaums. ETo 3auo,

3a pasnvika oT HopMarnHusi enuTen, 3apaseHunTe ¢ HPV kneTku ocTaBaT B KNEeTbYHUS LVKBIT M 3aAbpXaT CBOUTE sifpa npes ABWKEHNETO
UM OT 6asanH1Te KbM NOBLPXHOCTHWUTE CrI0eBe Ha enuTena. [lokaTto KNeTKUTe MUrpupaT KbM NOBbPXHOCTHUS enuTeneH Criou, AbnruTe
renm (L1 v L2), konTo 3akoampat KancuaHu NpoTeNHU, ca M3paseHn 1 ce CaMoopraHusnpar, 3a Aa hopmupar 3penu Kancynmpaxm
BUPYCHM YaCTULM, KOUTO Ce Pa3npoCTpaHsiBaT OT FOPHUTE CI0EBETE Ha enuTena.

HPV uHdbekunmuTe ce cBbP3BAT C peauua 3rokaqyecTBEHN U A0BpOKaYecTBEHM Ne3nn, BKITKYUTENHO reHuTanHy 6pagasuum,
aHoreHWTaneH pak 1 pak Ha ycrara, rmasarta v wusta*’. Hain-4yecto cpelanute noatunose HPV ce cBbp3sat ¢ Hag 95% ot BuaoBeTe
pak Ha MaToyHaTa Lniika®®. B pesyntar Ha ToBa noaTtunoseTe Ha HPV ca Haii-o6Lwo knacudmumpaHmu Kato BUCOKOPUCKOBM U TakvBa C
HUCBK PUCK, B 3aBUCMMOCT OT YecToTaTta, C KOSITO Ce CBbP3BaT CbC 3M0Ka4YeCTBEeHN TpaHCGopMaLmMy Ha MaToqHaTa Luniika (BUCOK pUCK)
1 pasBUTUETO Ha neaumn (HMcbk puck)®. Coluectsysat 15 nogtuna HPV, knacuduumpany Kato BUCOKOPUCKOBM, BKIouUTenHo 16, 18, 31,
33 1 51, kato nogTunose HPV 16 1 18 Haii-4ecTo ce acouMmpar ¢ LepBuKanHa kapLuuHoreHesa u ce oTkpuear B 10 71% ot cnyvaute
Ha pak Ha MaToyHaTa Lumiika®'?. MoHacTosiLeM WMPOKO ce npuema, Ye nHgekumst ¢ HPV e Heobxoammo ycrnoswe 3a passBuTue Ha pak
Ha MaTouHaTa LUMiiKa; BbNpeky ToBa obade AOMbIHUTENHU KNEeTbYHM CbOUTUS, KaTo HanpuMep CbCTOsiHUE Ha UHTerpupaHe Ha AHK Ha
HPV 1 BUpyceH ToBap, CbLLO ca KNo4oBY (hakTopu, CBbp3aHu ¢ pa3eutune Ha pak'’.

ISH Ha AHK ¢ nomowta Ha HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ce usnonsea 3a otkpusaHe Ha IHK Ha HPV BbB dhukcupaHa

¢ chopmanuH, BrpageHa B napaduH TbkaH. MeToabT e BbanponaBoAMM, a O4aKBaHWST pe3ynTaT e kadsiBo oLBeTsiBaHe Ha sapaTta

Ha knetkuTe, cbabpxalm IHK Ha HPV. Toaun Tun oupeTsiBaHe Moxe Aa Bapupa OT NHKTUPaHO CUrHanHo MapkvpaHe, ocobeHo npu
6asanHuTe enuTenHn KNeTku, Ao AUdY3HO HyKneapHO CUrHanHo MapkvpaHe. LiutonnasmeHoTo oueTsiBaHe MoXe CbLLO Taka Aa 6bae
HabniogaBaHo v npeacTaensea oTkpusaHe Ha PHK Ha HPV'2,

MpenocTaBeHU peakTUBU

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e IHK npo6a, AocTaBeHa B pa3TBop 3a xmbpuamnsauus.
06w, obem = 6,25 mL

Paspe)Kp.aHe U CMecBaHe

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e rotoB 3a ynotpeba. He ce usnckea Bb3cTaHOBSIBaHe, CMECBaHe, paspexaaHe unv TutpupaHe
Ha TO3U peaKTuB.

Heo6xoaumu, Ho HenpegocTaBeHU MaTepuanu

BwxTe ,Ynotpeba Ha peaktuB BOND* BbB Baluata gokymeHTaums 3a notpebutens Ha BOND 3a nbiHWS CnMChbK ¢ MaTepuany,
Heobxoaumu 3a TpeTupaHe Ha CnecyuMeHw v in situ ouBeTsBaHe ¢ xubpuausauus npu usnonseaxe Ha cuctemarta BOND (Bkntousa
cuctemute Leica BOND-MAX n Leica BOND-III).

CbxpaHeHue u ctabunHoct

CbxpaHsiBaiiTe npu Temnepatypa 2 — 8 °C. MpofyKTbT € CTabuneH npu Tesu ycnoswsi o U3TUYaHe Ha Cpoka Ha FOfHOCT, ykasaH Ha
eTukeTa Ha KOHTelHepa.

He ca Hanvue o4eBUAHN NpU3HaLM, yKasBalln 3aMbpcsiBaHe n/mnu HecTabunHOCT. CbOTBETHUTE NMO3UTUBHU U HEFATUBHU TbKaHHM
KOHTpoOnu TpsioBa Aa GbaaT 06paboTeHn eHOBPEMEHHO C TECTOBATA ThKaH.

[la ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8 °C BeaHara crnep ynotpeba.
[pyrute ycnoBusi Ha CbxpaHeHue, OCBEH NOCOYeHUTe no-rope, Tpsiba Aa GbaaT NpoBepeHn oT NoTpebuTtens’s.

MpennasHun mepkn
« To3un NpoaykT e npeAHasHadveH 3a in vitro guarHocTtuka.
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HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Moxe na yspeau P201: Mpeaw ynotpeba ce cHabaeTe cbC cneumantu MHCTPYKLUUN.

16, 18, 31, 33, 51) nnoaa. P202: He n3nonssanTte, npeam Aa crte npovenu n pasdpanu BCUYku
Coabpxa dopmamug (<70%). npeanasHu Mepku 3a 6esonacHocT.

GHSO08: OnacHocT 3a P260: He BouwiBaiite npax/nylek/ras/aum/manapexns/aeposonu.
34paBeTo. P280: M3non3agaiiTe npeanasHu pbkasuuu/npeanasHo obnekno/
CwurHanHm gymu: OnacHocT. npeAnasHu ounna/npeanasHa macka 3a nue.

P308+313: Mpu siBHa unu npegnonaraema ekcrnosunuums: MNotbpcete
MEeAVLMHCKN CbBET/MOMOLL.

P314: Mpwu Hepa3nonoxeHue NoTbpceTe MEANLMHCKA CbBET/MOMOLL.
Cawmo 3a npodpecroHanHa ynotpeba.

+ 3a pa nonyunTe Konve Ha MH(OPMALIMOHHUSA NUCT 3a 6e30nacHOCT Ha MaTepuanuTe, ce CBbpxeTe ¢ Bawus mecteH auctpubytop
1nu pervoHaneH oguc Ha Leica Biosystems, nnu nocetete yeb caiita Ha Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.

+ CnecumMeHuTe npeay 1 crief hukcauus, KakTo 1 BCUYKM MaTepuani, U3MOXeH! Ha TSXHOTO BNusiHue, TpsibBa Ja 6baat TpeTupaHn
KaTo crnocobHM Aa npedaaat UHdekums u Aa GbaaT U3XBLPIIEHM, Npunaraiku CbOTBETHUTE NpeanasHu Mepku'. Hukora He
nuneTupanTe peakTUBM C yCTa U N3BArBaiiTe KOHTaKT Ha koxaTta v nUraBuLmMTe C peakTUBM Unu cnecumenn. B cnyyail Ye peaktuem
VNV CNECUMEHN BIIS3aT B KOHTAKT C YyBCTBUTESTHU 30HU, 1a Ce U3MUSIT C OBMITHO KonnYecTBo BoAa. MoTbpceTe MeanLMHCKa NOMOLL.

» KoHcynTupaiite ce ¢ pefeparnHuTe, bpXaBHUTE UM MECTHUTE PETMaMeHTU OTHOCHO U3XBBPIISHETO Ha MOTEHLMANHO TOKCUYHI
KOMMOHEHTW.

« CsexpjaiiTe O MMHUMYM MUKPOBHAaTa KOHTaMUHALWS HA peakTUBUTE, MHaYe MOXe [ja Cce NOsiBU yBenmyaBaHe Ha HecrneLndniHoTo
oLBeTsiBaHe.

+ EH3uMHa acumunaums, UHKyGaLMoHHN BpeMeHa Unu TemnepaTypy, pasfimiHu OT NocoYeHnTe, MoraT Aa [AoBeAaT A0 NorpeLlHu
pesyntaTu. BesikakBu noaobHM npomenu Tpsibea Aa 6baaT Banuaupaxy ot notpedutens.

WHcTpyKumm 3a ynotpeba

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e paspaboteH 3a ynotpeba ¢ aBTomaTuampaHata cuctema BOND (BkntouBa cuctema Leica
BOND-MAX u cuctema Leica BOND-III) B komBuHauus ¢ Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution 1 BOND Polymer Refine
Detection. MpenopbunTenHusT npotokon 3a ousetsBaHe 3a HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e ISH Protocol B. Mpenopbysa ce
EH31MHO NpeaBapuTenHo TpetupaHe 3a 15 MuHyT ¢ nomoluta Ha BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1.

BuHarn TpﬂGBa Aa ce 13nons3eart NnogxoaaLwm KOHTPON Ha TbKaHn U peakTusn. npOTOKOJ'I'bT 32 KOHTPONMnUTE Ha TbKaHU U peakTMeu
TpsibBa Aa cboTBETCTBA Ha To3n 3a HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

KauecTBeH koHTpon

Pasnuuusita B o6paboTkaTa Ha TbkaHUTe 1 TeXHUYeckuTe npoLiedypy B nabopaTtopusita Ha noTpebuTens Morat fa foBeaat Ao
3HAUMTENHO BapupaHe Ha pe3ynTaTuTe, Hanarallo PeiOBHO N3BBLPLUBAHE HA BbTPELUEH KOHTPOI B AOMbIHEHWE KbM CrieaHUTe
npoleaypu.

Mo3uTnBHA TbKaHHa KOHTpona
WM3nonaga ce, 3a fa ce nokaxar NpaBUITHO NPUTOTBEHU TbKaHW 1 NpaBUITHN TEXHUKN Ha OLBETSBaHE.

EfHa no3uTuBHa ThbkaHHa KOHTpona TpsibBa Aa Gbae BKIOYeHa 3a BCEKU CET C TECTOBU YCNOBUS NpU BCsika cepusi Npobu 3a
oupeTsiBaHe. ThkaH CbC Crnabo No3nTUBHO OLBETSIBAHE € No-NoaxoAsila OT TbKaH CbC CUITHO MO3UTWBHO OLIBETSIBaHE 3a onTUManeH
Ka4eCTBEH KOHTPOS U 3a OTKPUBaAHE Ha No-Manku HMBa Ha Aerpafaums Ha peakTtuea.

HeratuBHa TbkaHHa KOHTpona

TPRGBa Aa ce nscnefea crnej no3utTMBHaTa TbKaHHa KOHTpoOna, 3a Aa ce nposepun CI'IELll/Iq)I/I‘-lHOCTTa Ha MapKnpaHeTo Ha uenesuns
€erieMeHT OT coHaTa.

AnTepHaTUBHO, PasHOOBPa3NeTo OT PasnyHU BUAOBE KIETKYW, MPUCLCTBALLM B MOBEYETO ThKaHHW CPE3N, HYECTO Npeanara MecTa 3a
HeraTuBHa KOHTpona, Ho Toa TpsiGBa a ce NpoBepw OT NoTpebuTens.

HeratuBHa KOHTpoONa Ha peakTuBsa

Manonaeaite DNA Negative Control PB0731 Bmecto HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) cbC cpe3 OT Bceku cnecumeH Ha
nauMeHTa, 3a ja HanpaBuTe oLeHKa Ha HecneLmgUYHOTO OLBETABaHe 1 Aa AafeTe no-Aobpa UHTepnpeTaums Ha cneLmhuyHoTo
oLBeTsIBaHe Ha NPULIENHNS €NIEMEHT.

Mo3nTnBHa KOHTpONa Ha peakTUBa

Wanonagarte DNA Positive Control Probe PB0682 Bmecto HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) cbC cpe3 OT Bceku CrecuMeH Ha
nauueHTa, 3a Aa npegocrasute VIHCbOpMauVIﬂ 3a 3anasBaHeTo Ha HYKNenHOBUTE KNCEeNNHU B TbKaHTa, KaKTO 1 3a AOCTBMHOCTTA Ha
HyKnenHoBwuTe kncenuHu 3a conpara. Ako DNA Positive Control Probe He nokassa no3uTWBHO OLBETSIBaHe, pesyntaTtute ot npobure,
BKIIOYEHW B TecTa, TpsibBa [la ce cumnTaT 3a HeBanuaHu.

THbKaH OT nauuneHTa

CnecumeHnuTe Ha naumeHTH, ouseteHn ¢ HPV probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51), Tpabea Aa ce u3cneasat nocneaHu. HacuteHocTTa
Ha No3WTUBHOTO oLBeTsBaHe Tpsibea Aa 6bae oueHeHa B KOHTEKCTa Ha BCSIKO HecreumndmnyHo oHoBO ouBeTsiBaHe Ha DNA Negative
Control PB0731.

OuyakBaHu pe3yntaTtu

HopmanHu Tbkanm

Mpu nsnonseaxe Ha HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 He ce HabniogaBa ouBeTsiBaHe Npu LLIMPOK Habop oT
HOpMarnHu TbKaHu. EJ'Ie,ClOTO ouBeTsABaHe ce OTKpuBa Npu ennuTenHu KneTku oT npocrara, 61>6pequ KaHan4yeTa, CeKpeTOpHU KINeTkn
oT HanG‘preqHaTa Xnesa u ctomaxa, aunHapHU KNeTkn oT naHkpeaca n MUenongHn KNneTkn ot ganaka. ToBa ouBeTsBaHe He 3acdra
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VHTeprnpeTupaHeTo Ha ouBeTsiBaHeTo. (O6L 6polt Ha oLeHeHUTe HopMmarnHu cnyyan = 82).

ABHOPMHM TbKaHu

PB0829 oupetsiBa 8/15 opohapuHreanHu NioCKOKNETbYHN KapumHoma, 3/4 uepBukaniv uHTpaenutenHu Heonnasuu I, 2/4 uepsrkanHu
KapumHoma u 1/1 reHutannu 6paaasuum (condylomata acuminata). He ce Habntogasa ouseTsiBaHe npu Tymopw Ha siidHuumTe (0/3),
TYMOPW Ha WuToBKaHaTa xnesa (0/3), Tymopwu Ha YepHus Apob (0/2), Tymopu Ha mneyHaTa xnesa (0/2), 6enoapobHu Tymopu (0/2),
MeTacTaTu4HN TyMOpPU C HendBecTHa eTnonorus (0/2), Mo3buHu Tymopu (0/2), Tymopw Ha Tectucute (0/2), koxHu Tymopw (0/2),
LepBuKanHa uHTpaenutenya Heonnasus I/11 (0/1), Tymop Ha o6opHoTo Yepso (0/1), Tymop Ha ctomaxa (0/1), pektaneH Tymop (0/1) n
Tymop Ha Tumyca (0/1). (OB Bpoit Ha oueHeHWUTe aGHOPMHYM cryyam = 49).

PB082 npenopbLYB TKpuBaHe Ha BupycHa [1IHK na HPV (noaTtunose 16. 1 1 1).

CneuncdnyHn orpaHny4eHns Ha npoayKTa

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) e onTumuanpaH o Leica Biosystems 3a ynotpe6a c Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash
Solution, BOND Polymer Refine Detection n cnomaratenyu peaktveun BOND Bbpxy dhukcupana ¢ hopmanuH, BrpageHa B napaduvH
LiepBuKarnHa TbKaH.

MotpebuTenuTe, KOUTO Ce OTKMNOHABAT OT NPenopbYaH1TE NpoLieaypu 3a TecTBaHe, TpsAGBa [Ja NoemaT OTTOBOPHOCT 3a UHTeprpeTaumusTa
Ha pesynTaTuTe Ha nauueHTUTe npn Tesan obcTosTencTea. BpemeTpaeHeTo No NpoTokon MoXe [a Bapupa nopaay Bapuauum B TUna Ha
TbkaHTa, chukcauusita n obpaborkara. B 4onbriHeHVe KOHLEHTpaumsTa u BpeMeTo 3a nHkybaums npu BOND Enzyme moxe aa nancksat
ONTUMM3aLIMSA B 3aBUCMMOCT OT TUNa TbKaH, ycroBusiTa 3a obpaboTka u coukcaumsi. Tpsibsa Aa ce 13MNon3BaT HeraTBHK KOHTPOMW Ha
peareHTUTe NMpK ONTUMW3MPAHE Ha YCIOBKSTa 3a NPefBapUTENHO TPETUPaHe N BPEMETPAEHETO Ha NPOTOKONUTE.

HaGopuTe npobu ca onTUMmU3MpaHu, N3NON3Baikn CTPUKTHM YCIOBUS HA NPOMUBKA MO BpeMe Ha Xubpuansaums u u cnep Hes,

HO NoTeHUManHaTta KpbcTocaHa xubpuansaums Mexay XOMoNnornyH1Te NoaTunoBe Tpsibea Aa ce oT4unTa Npu MHTEpNpeTUpaHe Ha
pesynTaTuTe OT OLBETSIBAHETO'™.

OTCTpaHﬂBaHe Ha Hen3npaBHOCTU

PedbepeHuusa 14 moxe Aa NognoMorHe npu Kopurmpatum 4eicTBust.
TecToBuTe Npobu TpsibBa Aa 6bAT AOMBIHEHN OT NOAXOASLIMTE KOHTPOMNM Ha ThKaHW U PeaKTUBU.
CebpxeTe ce ¢ Balums mecteH ancTpubyTop Unv pernoHanHus oguc Ha Leica Biosystems, 3a fa cbobLumuTe 3a Heobu4aHo oLBeTsIBaHe.

OonbnHutenHa nHdopmaums

[onbnHuTenHa nHgopmaums 3a in situ xubpuamsauus ¢ peareHtr BOND moxete aa HamepuTe B ,YnoTpeba Ha peareHTn BOND*

BbB BallaTa [JokyMeHTauus 3a notpebutens Ha BOND nop 3arnasusTa ,[puHumMn Ha npoueayparta“, ,Heobxoaumu matepuanu®,
,MpuroTesiHe Ha cnecumen”, ,KoHTpon Ha kayecTBoTo", ,MoTBbpXKAaBaHe Ha aHanusa“, ,MIHTepnpeTaums Ha ouBeTsiBaHeTo", JlereHaa Ha
cUMBONUTE Ha eTukeTuTe” n ,O6LWYM orpaHnyeHuns”.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Katal6gusszam: PB0829

Alkalmazasi teriilet
Ez a reagens in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

A HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) préba a human papillomavirus (HPV) kvalitativ azonositasara szolgal formalinban fixalt,
paraffinba agyazott szévetben, in situ hibridizacio (ISH) utjan, automata BOND rendszer (igy a Leica BOND-MAX rendszer vagy a Leica
BOND-III rendszer) hasznalataval. Ez a proba 6t magas kockazatu HPV-altipushoz kotédik: 16, 18, 31, 33 és 51.

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

Osszefoglalas és magyarazat

A human papillomavirusnak (HPV) tébb mint 100 ismert tipusa ismert, de csak korllbelll 40 fertézi meg az anogenitalis epitheliumot'.
AHPV a szexudlis uton leggyakrabban terjesztett virus, és a HPV prevalencidja a becslések szerint régiotol fliggéen tobb mint 20%?2.
Avirus az epithelium bazalis sejtjeit fert6zi meg mikrosériiléseken keresztiil, és hozzavetéleg 8000 bazisparbol allo kettds szalu DNS-
episzémaként a sejtmagban marad fenn®. A korai HPV gének, kiiléndsen az E1, E2, E6 és E7 aktivalasanak hatasara a virusgenom
replikalodik, és tartos sejtproliferacio kdvetkezik be. A HPV-fert6zott sejtek tehat a normalis epitheliumtdl eltéréen benne maradnak

a sejtciklusban, és megérzik sejtmagjukat, mikézben az epithelium bazalis rétege feldl a felliletes rétegekbe vandorolnak. Mikézben

a sejtek a fellletes hamrétegekbe vandorolnak, megtorténik a kapszidfehérjéket kodold késéi gének (L1 és L2) expresszidja és
Osszeszerelédése, ezaltal érett, tokkal rendelkezd virusrészecskék keletkeznek, amelyek a ham felsé rétegeirdl lesodrédnak.

A HPV-fertézés szamos rosszindulatl és jéindulati elvaltozast elidézhet, ezek kdzé tartozik a genitélis szemdlcs, az anogenitalis
rosszindulatl daganatok, valamint a szjlregi és fej-nyaki daganatok®”. A méhnyakrakos esetek tobb mint 95%-anak hatterében
a legjelentésebb HPV-altipusok allnak®®. Kévetkezésképp a HPV-altipusokat széles kérben magas, illetve alacsony kockazatuként

a jéindulatu elvaltozasok kialakulasaban (alacsony kockazat)®. 15 HPV-altipust osztalyoznak magas kockazatuként, beleértve a
16-0s, 18-as, 31-es, 33-as és 51-es altipust, és a 16-0s és a 18-as altipust hozzak leggyakrabban ¢sszefliggésbe a méhnyaki
karcinogenezissel, ezek a méhnyakrakos esetek 71%-anal kimutathatok®'°. Jelenleg széleskoriien elfogadott, hogy HPV-fertézés
szlikséges a méhnyakrak progressziojahoz, azonban tovabbi sejti események, példaul a HPV DNS-integracids statusza és a
virusterhelés is kulcstényezok a rak progresszidjaban'.

AHPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) prébaval végzett DNS ISH a HPV DNS kimutatasara szolgal formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szévetben. A moédszer reprodukalhato, és barna magfestédést eredményez a HPV DNS-t tartalmazo sejtekben. Ez a festédési
mintazat az elsésorban bazalis hamsejtekben észlelhetd pontszeri jeldetektalas és a diffiz nuklearis jeldetektalas kozott valtozhat.

A citoplazma fest6dése szintén megfigyelhetd, és HPV RNS jelenlétét jelzi'2.

Biztositott reagensek

AHPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) egy hibridizalé oldatban talalhaté DNS-préba.

Teljes mennyiség = 6,25 ml

Higitas és elegyités

A HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) hasznalatra kész. Nem szlikséges a reagens feloldasa, elegyitése, higitasa vagy titralasa.
Sziikséges, de nem biztositott anyagok

A minta kezeléséhez és a BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel) végzett in situ
hibridizacios festéshez sziikséges anyagok teljes listajat lasd a BOND felhasznaléi dokumentacio ,BOND reagensek hasznalata” cim{i
részében.

Tarolas és stabilitas

2-8 °C-on tarolando. A termék ilyen korllmények kdzott a tartaly cimkéjén jelzett lejarati datumig stabil marad.
Nincsenek szennyezddésre és/vagy instabilitasra utalé egyértelmi jelek. A vizsgalt szovettel egy idében a megfeleld pozitiv és negativ
szovetkontrollok futtatasat is el kell végezni.

Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2—8 °C kozotti hémérsékletre.
Afentiekben el6irtaktol eltéré tarolasi feltételeket a felhasznalénak ellenériznie kell™.

Ovintézkedések
« Ezatermék in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.
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HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Karosithatja a sziiletend6 P201: Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkozd

16, 18, 31, 33, 51) gyermeket. killénleges utasitasokat.

Formamidot tartalmaz (<70%). P202: Ne hasznalja addig, amig az 6sszes biztonsagi
GHSO08: Egészségi veszély. ovintézkedést el nem olvasta és meg nem értette.
Jelzészok: Veszély. P260: A por/fiist/gaz/kod/gézok/permet belélegzése tilos.

P280: Védodkesztyli/védbruha/szemvédd/arcvédd
hasznalata kételezd.

P308+313: Expozicié vagy annak gyanuja esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

P314: Rosszullét esetén orvosi ellatast kell kérni.
Kizarélag szakemberek altali felhasznalasra.

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

« A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a veliik érintkez6 6sszes anyagot fert6zések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriltekintéssel kell artalmatlanitani'*. Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba kertlje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terllettel 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 csékkenteni a reagensek mikrobialis szennyezédését, kiilonben megndvekedhet a nem specifikus festédés.

* A megadottaktdl eltéré enzimes emésztési inkubacios idok és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalonak
minden ilyen jellegl valtoztatast validalnia kell.

Hasznalati atmutaté

AHPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) préba automata BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica
BOND-III rendszerrel) és az Anti-Biotin Antibody antitesttel, a Stringency Wash Solution moséoldattal és a BOND Polymer Refine
Detection kittel valo egylttes hasznalatra lett kifejlesztve. A HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) prébahoz javasolt festési protokoll
a ISH Protocol B. Az enzimes elékezeléshez a BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 oldat 15 percig tarté alkalmazasa javasolt.

Mindig kell megfelelé szovet- és reagenskontrollokat alkalmazni. A szévet- és reagenskontrollokhoz tartozé protokollnak meg kell felelnie
a HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) préba protokolljanak.

Mindség-ellenérzés

A felhasznald laboratériumaban alkalmazott szvetfeldolgozasi és technikai eljarasok eltérései jelentds kilonbséget okozhatnak az
eredményekben, ami az alabbi eljarasokon tul belsé kontrollok rendszeres futtatasat teszi sziikségessé.

Pozitiv szovetkontroll
A megfeleld szovet-elkészités és festési technikak ellendrzésére hasznalatos.

Minden tesztelési korlilményegydttes esetében és minden megfestési sorozatban kell alkalmazni egy pozitiv szévetkontrollt. A gyengén
pozitiv festédésii szévet alkalmasabb az erésebben pozitiv festédésii szovetnél az optimalis minéség-ellenérzéshez, valamint a
kismértéki reagensbomlas észleléséhez.

Negativ szévetkontroll
A pozitiv szévetkontroll utan azért kell megvizsgalni, hogy a préba célnak megfelel6 jeldlésének specificitasat ellendrizni lehessen.

Ezenkivil a legtobb szévetmetszetben jelen 1évé kiildnb6z6 sejttipusok gyakran hasznalhaték negativ kontrollként, de ezeket a
felhasznalonak kell ellendriznie.

Negativ reagenskontroll

A nem specifikus festédés kiértékeléséhez és a célsejtekben létrejové specifikus festédés jobb értelmezéséhez a HPV Probe (Subtypes
16, 18, 31, 33, 51) préba helyett alkalmazza a DNA Negative Control PB0731 készitményt minden betegminta esetén egy metszetnél.

Pozitiv reagenskontroll

A nukleinsavak szdveti megtartottsagaval, valamint a nukleinsavak préba altali hozzaférhetéségével kapcsolatos informaciok
szerzéséhez a HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) préba helyett alkalmazza a DNA Positive Control Probe PB0682 készitményt
minden betegminta esetén egy metszetnél. Ha a DNA Positive Control Probe nem mutat pozitiv festédést, a vizsgalt mintak eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

Betegszovet

AHPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) prébaval festett betegmintakat vizsgalja meg utolséként. A pozitiv festédés intenzitasat a
DNA Negative Control PB0731 esetleges nem specifikus hattérfestédésének viszonylataban értékelje.

Varhaté eredmények
Normaél szévetek

AHPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 alkalmazasaval szamos kiilonbéz6 széveten nem volt festédés megfigyelheto.

A prosztata hamsejtjeiben, a vesetubulusokban, a mellékvese és a gyomor szekretoros sejtjeiben, a hasnyalmirigy acinaris sejtieiben
és a lép myeloid sejtjeiben halvany festédés volt észlelhetd. A festédés nem zavarja meg a festés értelmezését. (Vizsgalt normal esetek
Osszesitett szama = 82).
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Koéros szbvetek

A PB0829 8/15 garati laphamsejtes karcinémat, 3/4 méhnyaki intraepithelialis neoplazia Ill-at, 2/4 méhnyaki karcinémat és 1/1
condylomata acuminatat festett meg. Nem volt festédés észlelhetd petefészek-daganatok (0/3), pajzsmirigydaganatok (0/3),
majdaganatok (0/2), emlédaganatok (0/2), tidédaganatok (0/2), ismeretlen eredetli metasztatikus daganatok (0/2), agydaganatok (0/2),
heredaganatok (0/2), bérdaganatok (0/2), méhnyaki intraepithelidlis neoplazia I/11 (0/1), vastagbéldaganat (0/1), gyomordaganat (0/1),
végbéldaganat (0/1) és a csecsemdmirigy tumora (0/1) esetén. (Vizsgalt koros esetek Osszesitett szama = 49).

Termékspecifikus korlatozasok

AHPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) prébat a Leica Biosystems az Anti-Biotin Antibody antitesttel, a Stringency Wash Solution
mosooldattal, a BOND Polymer Refine Detection kittel €s a BOND segédreagensekkel valé hasznalatra optimalizalta formalinban fixalt,
paraffinba agyazott méhnyakszovethez.

Atesztelési eljarasoktol vald eltérés esetén a felhasznald feleléssége a betegeredmények értelmezése az adott koriilmények kozott. A
protokollok végrehajtasahoz sziikséges id6 a szovettipus, a fixalas és a feldolgozas eltérései miatt valtozhat. Ezenkivil a szévettipustol,
valamint a fixalasi és feldolgozasi koriilményektdl fliggéen szilkség lehet a BOND Enzyme koncentracidjanak és az inkubacios idének
az optimalizalasara. Az el6kezelési korlilmények és a protokollidék optimalizalasakor negativ reagenskontrollokat kell hasznalni.

A prébakészleteket szigoru hibridizacios és poszthibridizaciés mosasi kérilmények alkalmazasaval optimalizalték, azonban a festési
eredmények értelmezésénél szamolni kell a homoldg altipusok kozétti esetleges kereszthibridizacio lehetéségével.

Hibaelharitas

A 14. szamu hivatkozas segithet a javito intézkedéseket illetéen.
A vizsgaland6 mintakat a megfelel6 szévet- és reagenskontrollokkal kell kiegésziteni.
Szokatlan festédés bejelentéséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz.

Tovabbi informaciok
A BOND reagensekkel végzett in situ hibridizaciéra vonatkozé tovabbi informaciokat a BOND felhasznaléi dokumentacio ,BOND
reagensek hasznalata” cimii részében talal a kovetkez6 szakaszokban: Az eljaras elve, Sziikséges anyagok, A mintak el6készitése,

Mindség-ellendrzés, A teszt ellendrzése, A festddés értelmezése, A cimkéken szerepld szimbolumok magyarazata és Altalanos
korlatozasok.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Nr. catalog: PB0829

Utilizare prevazuta
Acest reactiv este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) este prevazuta pentru utilizare in identificarea calitativa a ADN-ului Papilomavirusului Uman
(HPV) in tesut fixat cu formalina si incorporat in parafina, prin hibridizare in situ (ISH) utilizand sistemul automatizat BOND (include
sistemul Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III). Proba se leaga la cele cinci subtipuri HPV de risc ridicat, 16, 18, 31, 33 si 51.

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

Rezumat si explicatie

Exista peste 100 de tipuri cunoscute de Papilomavirus Uman (HPV), dar numai 40 dintre acestea sunt cunoscute ca infectand epiteliul
anogenital’. HPV este cel mai comun virus cu transmitere sexuala, iar prevalenta HPV a fost estimata ca fiind peste 20%, in functie de
regiune?. Virusul infecteaza celulele bazale ale epiteliului prin microabraziuni si este mentinut in nucleu aproximativ ca un epizom de

8 kb de ADN dublu®. Activarea genelor timpurii HPV, in mod specific E1, E2, E6 si E7, duce la replicarea genomului viral si proliferare
celulara persistenta. Prin urmare, spre deosebire de epiteliul normal, celulele infectate cu HPV raman in ciclul celular si isi pastreaza
nucleii prin miscare din straturile bazale in cele superficiale ale epiteliului. Pe masura ce celulele migreaza spre straturile superficiale ale
epiteliului, genele tarzii (L1 si L2), care codifica proteinele capside, sunt exprimate si se autoasambleaza pentru a forma particule virale
mature incapsulate care sunt indepartate din straturile superioare ale epiteliului.

Infectiile cu HPV au fost asociate cu mai multe leziuni maligne si benigne, care includ veruci genitale, cancere anogenitale si canceruri
ale gurii, capului si gatului*”. Cele mai notabile sub-tipuri de HPV au fost asociate cu peste 95% din cancerurile cervicale®®. Ca
urmare, sub-tipurile HPV sunt clasificate in general in cele cu risc ridicat si risc scazut, in functie de incidenta cu care sunt asociate

cu transformarea maligna (risc ridicat) si dezvoltarea de leziuni benigne (risc redus)®. Exista 15 subtipuri de HPV clasificate ca fiind de
risc ridicat, care includ 16, 18, 31, 33 si 51, dar subtipurile HPV 16 si 18 sunt cele mai frecvente subtipuri asociate cu carcinogeneza
cervicala si sunt detectate in pana la 71% din cancerele de col uterin®'°. Este acum larg acceptat faptul ca o infectie cu HPV este
necesara pentru evolutia cancerului de col uterin; anumite evenimente celulare, cum ar fi starea de integrare a ADN-ului HPV si
incarcatura virala sunt de asemenea factori cheie asociati cu evolutia cancerului'.

ISH de ADN utilizand HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) este utilizata in detectarea ADN-ului HPV in tesut fixat cu formalina

si incorporat in parafind. Metoda este reproductibila si ar trebui sa duca la o coloratie nuclearé intensa cafenie a celulelor care contin
ADN HPV. Acest model de colorare poate varia de la detectia de semnale punctuale, in special in celule epiteliale bazale, la detectia de
semnal nuclear difuz. Poate fi, de asemenea, observata colorarea citoplasmica, reprezentand detectarea ARN-ului HPV'2,

Reactivi furnizati

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) este o proba de ADN furnizata in solutie de hibridizare.
Volum total = 6,25 ml.

Diluare si amestecare

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) este gata de utilizare. 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 pentru o listd completéd a
materialelor necesare pentru tratarea specimenelor si colorarea prin hibridizare in situ utilizand sistemul BOND (care include sistemul
Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

Depozitare si stabilitate

A se depozita la 2-8 °C. Produsul este stabil in aceste conditii pana la data expirarii indicata pe eticheta recipientului.
Nu existd semne evidente care sa indice contaminarea si/sau instabilitatea. Trebuie utilizate tesuturi de control adecvate, pozitive si
negative, in acelasi timp cu tesutul de test.

A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare.
Alte conditii de depozitare decét cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator'.

Precautii
« Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.
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HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Poate dauna fatului. P201: Procurati instructiuni speciale fnainte de utilizare.

16, 18, 31, 33, 51) P202: A nu se manipula decat dupa ce au fost citite si
Contine formamida (<70%). intelese toate masurile de securitate.

GHSO08: Pericol pentru P260: Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/
sanatate. vaporii/pulverizarea.

Cuvinte de avertizare: Pericol. P280: Purtati ménusi de protectie/imbracaminte de

protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament
de protectie a fetei.

P308+313: In caz de expunere sau de posibil&
expunere: Consultati medicul.

P314: Consultati medicul, daca nu va simtiti bine.
Numai pentru utilizatori profesionisti.

« Pentru a obtine o copie a fisei tehnice de securitate a materialului, luati legatura cu distribuitorul dvs. local sau cu biroul regional al
Leica Biosystems sau, ca alternativa, vizitati site-ul web al Leica Biosystems, www.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 ludnd 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 asistentd medicala.

« Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea la deseuri a oricaror componente cu
potential toxic.

* Reduceti la minim contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a coloratiei nespecifice.

« Timpii de incubatie la digestia enzimatica sau temperaturile care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice
astfel de modificare trebuie validata de catre utilizator.

Instructiuni de utilizare

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) a fost dezvoltata pentru utilizarea pe sistemul automat BOND (care include sistemul Leica
BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III) in combinatie cu Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution si BOND Polymer Refine
Detection. Protocolul de coloratie recomandat pentru HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) este ISH Protocol B. Se recomanda
pretratarea enzimatica utilizand BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, timp de 15 minute.

Trebuie utilizate intotdeauna tesuturi si reactivi de control corespunzatori. Protocolul pentru tesuturile si reactivii de control trebuie sa
corespunda cu cel al HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Controlul calitatii

Diferentele in ceea ce priveste procesarea tesutului si procedurile tehnice in laboratorul utilizatorului pot cauza o variabilitate
semnificativa a rezultatelor, necesitand efectuarea cu regularitate de controale interne, in plus fatad de urmatoarele proceduri.

Tesutul de control pozitiv
Folosit pentru a indica tesuturile pregatite corect si tehnicile de colorare adecvate.

O proba de tesut de control pozitiv trebuie sa fie inclusa pentru fiecare set de conditii de testare in fiecare etapa de colorare. Un tesut cu
coloratie pozitiva slaba este mai adecvat decat un tesut cu coloratie pozitiva puternica in vederea unui control optim al calitatii si pentru a
detecta nivelurile minore de degradare a reactivului.

Tesutul de control negativ
Trebuie examinat dupé tesutul de control pozitiv pentru a verifica specificitatea informatiilor etichetarii probei fata de tinta.

Ca alternativa, varietatea de tipuri diferite de celule prezente in majoritatea sectiunilor tisulare ofera frecvent locuri de control negativ, dar
acest lucru trebuie verificat de catre utilizator.

Reactivul de control negativ

Folositi DNA Negative Control PB0731 in locul HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) cu o sectiune din specimenul fiecarui pacient
pentru a evalua colorarea nespecifica si a permite o mai buna interpretare a colorérii specifice la tinta.

Reactivul de control pozitiv

Folositi DNA Positive Control Probe PB0682 in locul HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) cu o sectiune din specimenul fiecarui
pacient pentru a furniza informatii despre conservarea acizilor nucleici in tesut precum si accesibilitatea acizilor nucleici pentru proba.
Daca DNA Positive Control Probe nu demonstreaza coloratia pozitiva, rezultatele obtinute cu specimenele testate trebuie considerate
nevalide.

Tesutul pacientului

Examinati probele pacientului colorate cu HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ultimele. Intensitatea coloratiei pozitive trebuie
evaluata in contextul oricarei coloratii de fundal nespecifice a DNA Negative Control Probe PB0731.

Rezultate asteptate

Tesuturi normale

La utilizarea HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 nu s-a observat vreo colorare la o varietate de tesuturi normale. A fost
detectata o colorare vaga in celulele epiteliale ale prostatei, tubulele renale, celulele secretoare din glandele suprarenale si stomac,
celulele acinare ale pancreasului si celulele mieloide ale splinei. Aceasta colorare nu afecteaza interpretarea colorarii. (Numarul total al
cazurilor normale evaluate = 82).
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Tesuturi anormale

PB0829 a colorat 8/15 carcinoame orofaringiene cu celule scuamoase, 3/4 neoplazii intraepiteliale cervicale Ill, 2/4 carcinoame de col
uterin si 1/1 condylomata acuminata. Nu s-a observat colorare la tumori ovariene (0/3), tumori tiroidiene (0/3), tumori hepatice (0/2),
tumori mamare (0/2), tumori pulmonare (0/2), tumori metastatice de origine necunoscuta (0/2), tumori cerebrale (0/2), tumori testiculare
(0/2), tumori de piele (0/2), o neoplazie intraepiteliala cervicala I/l (0/1), o tumoare de colon (0/1), o tumoare gastrica (0/1), o tumoare
rectald (0/1) si o tumoare a timusului (0/1). (Numarul total al cazurilor anormale evaluate = 49).

PB0829 este recomandata pentru detectarea ADN-ului viral HPV (subtipurile 16. 18. 31, 33, 51).
Restrictii specifice produsului

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) a fost optimizata la Leica Biosystems pentru utilizarea cu Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash
Solution, BOND Polymer Refine Detection si reactivii auxiliari BOND pe tesut cervical fixat cu formalina si incorporat in parafina.

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 din cauza variatiilor tipului de tesut, fixarii si procesarii. in plus,
concentratia Enzimei BOND si timpul de incubatie pot necesita o optimizare in functie de tipul de tesut, conditiile de prelucrare si fixare.
Atunci cand se optimizeaza conditiile de pretratare si timpii protocolului, trebuie sa fie utilizati reactivi de control negativ.

Seturile de probe au fost optimizate utilizand conditii stringente de spalare la hibridizare si dupa hibridizare, dar trebuie luat in
considerare potentialul de hibridizare incrucisata intre sub-tipurile omoloage la interpretarea rezultatelor colorarii'.

Rezolvarea problemelor

Referinta 14 poate ajuta la actiunile de remediere.
Esantioanele de test trebuie completate cu tesuturi si reactivi de control adecvati.
Contactati distribuitorul dumneavoastra local sau biroul regional al Leica Biosystems pentru raportarea colorérii neobisnuite.

Informatii suplimentare

Informatii suplimentare referitoare la hibridizarea in situ cu reactivi BOND, sub titlurile Principiul procedurii, Materiale necesare,
Pregatirea specimenului, Controlul calitatii, Verificarea analizei, Interpretarea colorarii, Explicarea 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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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Homep no karasaory: PB0829

HasHauyeHue
OTOT peakTuB npeaHasHayYeH Ansa AnarHoCTUku in vitro.

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) npegHasHaveH Ans kadyecTBeHHoro onpeaenenus OHK Bupyca nanunnomsl Yenoseka (HPV)
B (OMKCMPOBaHHbIX (hOPManNUHOM 1 3anuTbix B napaduH obpasuax TkaHel nyTem rubpuamsaumm in situ (in situ hybridization (ISH))

C CMorb30BaHNeM aBTomMaTnanpoBaHHom cuctemsl BOND (BkntodatoLer cuctemsl Leica BOND-MAX u Leica BOND-III). 3ToT 30HA
cBsi3bIBaETCS C NATbio nogTunamu 16, 18, 31, 33 n 51 HPV Bbicokoro pucka.

KnuHnueckas nHTepnpeTauus no6oro okpalmBaHWs Un ero oOTCYTCTBUSA AOMKHa ObITb AOMNONHEHa MOPONOrnyeckumMm
MCCNEAOoBaHUSIMU C HaZeXaLLMMN KOHTPOMSIMU U AOMKHA BbITh OLeHEHa KBannduUMpoBaHHbLIM NaTONOrOM C y4eTOM aHaMHe3a
nauveHTa n opyrux anarHoCTU4eCcKux TecToB.

KpaTKoe U3noxeHue U NossCHeHUe

Cyuwlectyet 6onee 100 N3BeCTHbIX TUMOB BUpYyca nanunnomsl Yenoseka (HPV), HO n3secTHoO nub okono 40, koTopble 3apaxarot
aHoreHuTanbHbIi anuTenuit’. HPV siBnsieTcs Hanbonee pacnpocTpaHeHHbIM BUPYCOM, NepeaatoLLMCst NOroBbIM NyTeM, 1
pacnpocTtpaHeHHocTb HPV, no oueHkaMm, Ha 20 % Bbille B 3aBUCMMOCTU OT pervioHa?. Bupyc 3apaxaet 6asanbHble KNeTku anuTenmsi
Yepe3 MUKPOCCaZUHbI 1 OCTaBNSET B siApax KNeTok npubnuautensHo 8kb anvucombl, NpeacTaBnsioler coboi apyxuenodedHyto JHKS.
AxTnBaumsa paHHux reHoB HPV, B yactHocTn E1, E2, E6 1 E7, npuBoauT K pennunkaumum BUPYCHbIX FEHOMOB 1 CTOMKOW KIETOYHOW
nponudepauun. Takum o6pa3om, B OTNINHME OT HOPMArILHOTO AMUTENWS, KNETKU, UHPULMPOBaHHble HPV, ocTaloTcsi B KNETOYHOM Livkrie
1 COXPaHSIIOT siApa BO BPeMsi ABUXEHMS! OT 6a3anbHOro k NOBEPXHOCTHBIM CrosiM anuTenusi. o Mepe Toro, kak KrneTku MUrpypyHoT k
NMOBEPXHOCTHBIM CNOsSM anuTenusi, no3gHue rexbl (L1 un L2), koTopble kogupytoT Benku kancuaa, 9KCnpeccupyroTes n camocobupatotcs
Anst POPMUPOBaHWSI 3peribiX MHKANCYNMPOBaHHbIX BUPYCHBIX YacTUL, KOTOpbIE PACcMpPOCTPaHSAIOTCS Yepe3 BEPXHWE CIIoN dNUTenusi.

HPV-MHMeKUMM accoLmmpytoTest C paaoM 3rokadecTBeHHbIX U J06pokayecTBeHHbIX HOBOOBpa3oBaHUi, BKNYas reHnTanbHble
6Goponasku, pa3BUTHE paka B aHoreHuTanbHo obnacTu, a Takke paka nofiocTv pTa, ronosbl 1 Wwen*’. Hanbonee N3BeCTHbIE NOATUMbI
HPV accoumnvpytoTcs ¢ pUckom pasBuTUS paka Lenkv MaTku, npesbiluatowmm 95 %89, Kak pesynsrat, noatunsl HPV B 06Lmx Yeptax
KJ'IaCCVICbVILlVIpyIOTC;I Ha XapakTepusyrLwmecsi BbICOKUM U HU3KUM PUCKOM B 3aBMCMMOCTW OT YacCcTOTbl BOSHUKHOBEHMS NaTtonoruu,
KOTOpasi C HUIMU accoLMMPYeTCs: Onyxoresasi TpaHC(opMaLIMs KNETOK LUEWKN MaTKv — BbICOKUIA pUCK, pa3BuTHE 106pOKavecTBEHHbIX
onyxonei — H13kunit puck®. CyuiecTsyet 15 nogTunos HPV, knaccubuumpoBaHHbIX Kak NOATUMbI BbICOKOTO pucka, B TOM uucne 16,

18, 31, 33 1 51, a nogTunsl 16 1 18 HPV siBnsitoTcst Hanbonee pacnpocTPaHEHHLIMU NOATUNAMM, CBSA3AaHHLIMU C KaHLEPOreHe30M
LUeiKkn MaTku, X oBHapyxuBatoT B 10 71 % cnyyaes paka ek maTkn® %, B HacTosiLiee BpeMsi 0BLLeNnpU3HaHHO, 4To UHdekums HPV
Heobxoauma Ans pasBuUTUS paka LWenKu MaTkv; OAHaKO [OMONHUTENbHBIE KIIETOYHbIE UBMEHEHUS!, Takue Kak cTaTyc 3apaxeHus [HK
HPV 1 BupycHasi Harpyska, Takke SBNSKTCS KIYEBbIMM hakTopamu, CBsi3aHHbIMU C pasBuTMeM paka'’.

DNA ISH ucnonbaytot ¢ HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) ans o6Hapyxenus [JHK HPV B cukcupoBaHHbIx hopmanHom 1
3anuTbix B napaduH obpasuax TkaHei. [laHHbI MeToA SIBNSETCH BOCMPOU3BOAUMBIM U AOMKEH NPUBOAUTL K KOPUYHEBOMY SiiepPHOMY
oKkpaLu1BaHuio kneTok, coaepxatumx [IHK ¢ HPV. 3ToT xapakTep okpalunBaHWsi MOXET MEHSITbCSt OT 0BHapYXeHWUs! MPepbIBUCTOrO
curHana, ocobeHHo B cnyyae 6asanbHbix aNUTenManbHbIX KNeTok, 40 AeTekunn anddysHoro saepHoro curHana. Lintonnasmatuyeckoe
oKpallMBaHWe Takke MOXeT HabnioaaThesa 1 AeMOHCTpUpoBaTh 06HapyxeHue PHK Bupyca nanunnomsl Yenoseka (HPV)'2.

PeakTuBbl, BXxogsiiMe B KOMMNIEKT NOCTaBKU

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) npeacrasnset coboit [JHK-30HA, nocTaBnsiemblii B pacTBope Ans rubpuansasmu.
O6wwmin obbem = 6,25 Mn

Pa3BegeHue n cMellMBaHue

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) rotoB k npumMeHeHUt0. ATOT peakTUB He HYX/AAeTCA B BOCCTAHOBMEHWNWN, CMELUMBAHNN,
pasBeAeHUN Unn TUTPOBaHNN.

Heobxoaumble MaTepuanbl, He BXxoAsLmMe B KOMMIEKT NOCTaBKK

MonHbIN cnncok maTepuanos, HeobxoAuMbIX Anst 06paboTKM U UMMYHOTMCTOXMMUYECKOTO OKpaluuBaHus in situ obpasLoB B cucteme
BOND (Bkntovatoweit cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnanum Leica), umeetcs B pasaene «[pumeHeHve peaktreso BOND»
[oKyMeHTaLum nonb3sosatens cucrembl BOND.

XpaHeHue n cTabunbHOCTb

XpaHuTb npu Temnepatype 2—8 °C. B aTvx yCrnoBusiX NPoAYyKUMs OCTAETCst CTabUNbHOM 0 UCTEYEHUSI CPOKA FOAHOCTM, KOTOPLIN ykasaH
Ha 3TUKeTKe KOHTeNHepa.

He cyLuecTByeT 04eBUAHBIX NPU3HAKOB, CBUAETENBCTBYOLMX O KOHTAMUHALMU U/MNN HECTaBUNbHOCTU (peakTuea). TkaHu,
ncnonb3yrLuinecs B Ka4eCtee COOTBETCTBYHOLLMX NOMTOXKNTESTbHOIO 1 OTpULLATENbHOIO KOHTPOMSA, creayeT No4roTaenvMeBaTth B TO Xe
camoe Bpewms4, 4TO U uccnenyemMbole TKaHW.

HemenneHHo nocne NpuMeHeHUst BEPHYTb Ha XpaHeHwve npu 2—8 °C.
YCnoBWs XpaHEHNS, OTAIMYAIOLLMECS OT YKa3aHHbIX Bbllle, AOMKHbI BbITb BEPUBULMPOBaHDI Nonb3oBaTenem!s.

Mepbl NPeaoCTOPOXHOCTU
«  OTOT NpOAYKT NpeaHasHayeH Ans AMarHoCTuKM in vitro.
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HPV PROBE (SUBTYPES H360D: MoxeT HaHecTV Bpeq, P201: Mepep vcnonb3oBaHWeM HeO6X0AMMO NOMyYUTb

16, 18, 31, 33, 51) HEPOXAEHHOMY pebeHky. cneunanbHble ykasaHust.

CopepxuT hopmamug P202: He ncnonb3oBaTtb A0 Tex nop, noka He byoyT
(Formamide) (<70%). NPOYTEHbI U MPUHATLI K CBEIEHUIO BCE YKasaHusa no
GHS08: OnacHocTb Ans TexHuke 6e3onacHocTu.

3[0pOBbSI YeroBeka. P260: He BabixanTe nbinb, AblM, ra3, TyMaH, napbl 1
CwurHanbHoe croso: OnacHo. pacnblneHusi.

P280: Vicnonb3yiTe 3aluTHblEe NepyaTku, 3aLlnTHYO
ofexay, 3almTy rnas 1 nuua.

P308+313: B cnyyae Bo3geicTBus Unun
obecnokoeHHoCTW: obpaTuTech 3a MeAULIMHCKOM
MOMOLLIbIO.

P314: O6paTuTech 3a MEAULMHCKOW NOMOLLbIO/
KOHCYymbTaLye, eCv Bbl OTMEYaeTe yxyaLleHne
CaMOYyBCTBUS.

TonbKo Ansi NpoecCroHanbHOTo NCMOMNb30BaHUS.

« [ins nonyyexus konuu nacnopta 6esonacHocTu xummnyeckoi npoaykuum (Material Safety Data Sheet) o6paTtutech k MmecTHOMY
[AVCTPUBHLIOTOPY UMK B permoHarbHbIi ouc komnaHum Leica Biosystems. B kayecTBe anbTepHaTUBbLI NoceTUTe BEG-CANT KOMMNaHUM
Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com.

« C obpasuamu (4o v nocne ukcaummn) 1 BCEMU MaTepuanamu, Ha KOTopble OHU BO3AEWCTBYIOT, criedyeT obpaliyarbes kak ¢
NoTeHLMarnbHo CrnocoBHbIMU K Nepeaaye UHEKUMM U yTUNU3MPOBaTh, COBMNoAAas COOTBETCTBYIOLLME MePbl NPefoCTOPOXHOCTM '
Hukorga He HabupaiiTe peakTBbI B NUNETKy pToM. M3Geraite KOHTaKTa peakT1BoB 1 06pasLoB C KOXel 1 CNn3CTbIMK 0Bornoykamu.
B cryyae koHTaKTa peakTMBOB Ui 06pasLioB C YyBCTBUTENbHBIMI 30HaMV MPOMOWTE X GOMbLLMM KOnn4ecTBoM Bogbl. ObpatunTech
3@ MeAULIMHCKOM MOMOLLbIO.

« Tlo Bonpocam yTunuaauum nobbix BO3MOXHO TOKCUHYECKUX KOMMOHEHTOB BbINOMHSNTe TpeboBaHus denepanbHbiX, pervoHanbHbIX
NI MECTHbIX HOPMAaTUBHbIX JOKYMEHTOB.

* MUHUMU3UPYITE MUKPOGHYIO KOHTAMUHALIMIO PEAKTUBOB, YTOGbI HE YCUNUBATL HECMELMUYECKOE OKpaLLMBAHME.

« [pogomxuTenbHOCTb MK TeMnepaTypa UHKyGaumuu, npeanonaraoLme hepMeHTaTUBHOE pacLuenseHne, OTIInYHbIEe OT yKasaHHbIX
napameTpoB, MOTYT MPUBECTY K OLUMGOYHbLIM pe3ynbTartam. Jltobble Noao6HbLIE U3MEHEHWS [JOMKHbI BbiTb BaNMANPOBaHbI
nonb3oBartenem.

WHCTPYKUMS MO NpUMeHeHUIo

HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) 6bin pa3paboTaH Ans “Cnonb30BaHKs B aBToMaTnanposaHHon cucteme BOND (BknitovatoLueit
cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnaHum Leica) B coveTanun ¢ aHTutenamu k 6nonuHy Anti-Biotin Antibody, pactBopom oTmbiBKM
xecTkocTu Stringency Wash Solution u cuctemoii o6HapyxeHus BOND Polymer Refine Detection. PekomeHayembim npoTokonom
MMMYHOMUCTOXMMUYeckoro okpatumeanus ans HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) aBnsietcs ISH Protocol B. MNMpeasaputenbHyo
hepmeHTaTUBHYH0 06paboTKy pekoMeHAyeTcs BbIMOMNHATL C UCMoNb30BaHWeM Habopa npeasaputenbHon 06paboTkn hepmerta BOND
Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 B Te4eHue 15 MuHyT.

Bcer,qa cnefyeTt Ucnonb3oBaTth TKAHW U peakTUBbI, NpeacTasndalolme coboit COOTBETCTBYHOLLNE KOHTPOMN. npoTOKOﬂ, B KOTOpOM
NPUMEHAITCA TKaHU U peaKkTUBbI, ABNAIOLLMECH KOHTPOMNAMW, AOMKEH COOTBETCTBOBATL TOMY, KOTOprVI npoBOAUTCSA C UCNONb30BaHNEM
3oHaa HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

KoHTponb kayecTBa

Pasnuuusi B MeTofiax 06paboTku TKaHem 1 TEXHUYECKVX NpoLEeaypax, BbINOMHSEMbIX B aGopaTopum nomnb30BaTessi, MOryT NpUBECTU K
CyLLLECTBEHHO BapuabernbHOCTU pe3ynbTaTos, B CBSI3W C YeM TpebyeTcs perynsipHoe BbINOMHEHNe BHYTPUNabopaTopHbIX KOHTPOmNen B
[IOMOMHEHUE K yKa3aHHbIM HUXE npoueaypam.

MonoXxutenbHbIA KOHTPOMNb TKaHU
anMeHﬂeTCﬂ ANA NPOBEpPKM NPaBUbHOCTU NOATOTOBKA TKaHen n METOLOB OKpalunBaHUA.

B Ka)KJJ,bII;I Haﬁop yCJ'IOBVIVI TecTa Npu KaXXaoM LMKIie OKpalunBaHUA crieqyeT BKIoYaTb O4WH CPe3 TKaHW ANA NOJTOXKNTENbHOIO KOHTPOnA.
ﬂﬂﬂ ONTUMAaribHOro KOHTPOIA Ka4yecTea n OGHapy)KeHVIﬂ He3HauYnTeNbHbIX ypoaHeﬁ Aerpajaumn peaktmsa Bonee noaxoauT TKaHb CO
cnabbiM NONOXUTENbHBIM OKpalinBaHueMm, Yem TKaHb C CUJTbHbIM MOJTOXKUTENbHBIM OKpalMBaHNEM.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPOSb TKaHU

370 ucnbiTaHve cnefyet BbINOMNHATL NOCIe UCCreaoBaHus TKaHu, I/ICnOJ'Ib3leLLLeIZCH B Ka4yecTBe NOoIoXUTEeNbHOro KOHTPOMs C TeM,
YyTOGbI BepMd)VILlMpOEaTb CI'IeL[VI[bI/NHOCTb MapKnpoBaHusa 30HAa OTHOCUTENbHO Lenun.

KpOMB TOro, pE3H006p63Hble TWUMNbI KNETOK AnA oTpUuaTeribHOro KOHTPOsisA MOXHO 4acTo HanTn B 6OMbLUMHCTBE cpesoB TKaHen, OAHako
Takue npenapartbl OJKHbI BbITb NpoOBepeHbl Nonb3oBaTenem.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb peakTuBa

[Insi oueHKN HecneumnU4ecKoro OKpalMBaHUS 1 NyYLUei UHTEPNpeTaLmMm CneLmMgrUYeckoro okpaLLMBaHWs LeneBoit o6nacti npu
nccrnenoBaHuK CpesoB Kaxaoro obpasuia, B3sToro y naumeHTa, BMecto 3oHaa HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51), ucnonbayiite
DNA Negative Control PB0731 (JHK PB0731, KoTOpbIi CMyXMT B Ka4eCTBE OTPULIATENbHOO KOHTPOMS).

PeakTuB, npeacTaBnsAoWMUN co60i NONOXUTENbHbIN KOHTPONb

[ins nonyy4eHns nHOpMaLMm O COXPAHHOCTU HYKITENHOBLIX KUCIOT B TKaHAX, & Takke 0 BO3MOXHOCTU UX AOCTUYb C MOMOLLbIO

30HAa NpY MCcrefoBaHUM CPe3oB Kaxaoro obpasya, B3AToro y nauueHTa, BMecTo 3oHga HPV probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51),
npegHasHa4YeHHoro Ans ucneltTaHnin, ucnonb3yite DNA Positive Control Probe PB0682, kOTOPbIN CRyXUT B Ka4eCTBE NOMOXUTENBHOTO
koHTpons. Ecnn DNA Positive Control Probe (JHK-30HA, NCNONb3yOWMIACA B Ka4eCTBE NOMOXUTENBHOTO KOHTPOIS), AEMOHCTPUPYET
Hey[0BMNeTBOPUTENbHbIE PesyrbTaThbl C TOUKM 3PEHIst MOMOXUTENBbHOMO OKpaLLMBaHWS, pesyrbTaThbl UCCrefoBaHNs 06pasLoB crieqyeT
PB0829
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CYUTaTb HEAOCTOBEPHbLIMN.
TkaHb, nony4yeHHas y nauueHTa

Wccnenyiite o6pasLibl TkaHu, B3STON Y NaLMEHTa v OKpaLLEHHOW ¢ ncnonb3oBaHueM 3oHaa HPV probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51),
B NOCNeaHI ovepeb. VIHTEHCUBHOCTb NMOMNOXUTENBHOMO OoKpalwimBaHuA cnegyet oueHnBaTb C y4eToOM noboro Hecneumbmqec»(oro
oHoBsoro okpatumsaHus DNA Negative Control PB0731 (OHK, npeacraBnsioLLeit coboi oTpulaTtenbHblii koHTponb PB0731).

Oxupaembie pe3ynbraTthbl
HOQMaJ’IbeIe TKaHu

Mpw ncnone3osanun 3oHaa HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 okpalunBaHua He Habnoganoch B LWMPOKOM AvnanasoHe
HOpMaribHbIX U3y4aeMblx TkaHein. Criaboe okpallmBaHue 06HapyX1Banoch B aNUTENManbHbIX krneTkax npocTaThl, kaHarbLax noyek,
CEKPETOPHbIX KIETKax HaAno4Ye4HNKOB 1 XeryaKa, aLuMHapHbIX KreTkax NompKenyAo4HO xenesbl, a Taloke MUENOUAHbIX KrneTkax
ceneseHku. [laHHOe oKkpallMBaHWe He JOIPKHO MPensiTCTBOBaTb MHTeprpeTauun okpaluvsaHms. (ObLlee Yncno uccnenoBaHHbIX
HOpMarbHbIX TKaHe = 82).

[atonornyeckn N3MeHeHHble TKaHn

PB0829 npogemMoHCTpupoBan okpalumBaHue Ans criefytolwyx cryvaes: opodapuHreanbHble NOCKOKNETOUHbIE KapuuHoMbl (8/15),
VHTpaanuTenuanbHas LepsukanbHas Heonnasus |l (3/4), kapuMHOMbI ek MaTku (2/4) n OCTPOKOHeUHbIe KoHAWMoMbI (1/1).

Mpu cnepyowmx cnyyasx okpalmBaHus He Habnoaanock: onyxonu auynmkos (0/3), onyxonu wuTtoBuaHow xenesbl (0/3), onyxonu
neyenm (0/2), onyxonu monoyHoli xenesbl (0/2), onyxonu nerkoro (0/2), MeTactaTuyeckue onyxonu Hen3BeCTHOTO MPOUCXOXKAEHUS
(0/2), onyxonw ronosHoro moara (0/2), onyxonu sindka (0/2), onyxonu koxu (0/2), nHTpasnuTenuansHas LepsukanbHas Heonnaaus I/11
(0/1), onyxonu ToncTon kuwku (0/1), onyxonu xenyaka (0/1), onyxonu npsmoit kuwwku (0/1) n onyxonu tumyca (0/1). (Obwiee uncno
MCCNeAoBaHHbIX NaTONOrMYeCkn N3MEHeHHbIX 0bpasLoB = 49).

PB0829 pekomeHayetcs ans o6xapyxenna HPV (noatune: 16, 18. 31. 33. 51) BupycHoro OHK.

OrpaHuyeHusi, cneunduyHbIe Ansi 3TOro NpoAayKTa

3oHa HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) onTumusnpoBaH komnaHnueli Leica Biosystems ans npumeHenus ¢ Anti-Biotin
Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection n gonontutensHbiMu peaktnsam BOND ans ovKcrpoBaHHbIX
opManuHoM 1 3anuTbix B NapaduH TKaHewn.

Monb3oBaTenu, OTKNOHSAOLMECSH OT PEKOMEHA0BAHHbIX MPOLeAyp aHanm3a, AoKHbI 6paTh Ha cebs OTBETCTBEHHOCTD 3a
VHTEprpeTaLuio pe3ynbTaToB NCCMNeA0BaHNi MaLUMEeHTOB, BbIMOMHEHHbIX B TakuX YCNoBUsX. MpogomKUTEeNbHOCTL BbINMOMHEHUS
NpoTOKOMNa MOXET BapbupoBaTh M3-3a pa3Hoobpasust TUNoB TkaHel, cnocobos v1x 06paboTku 1 ukcauun. bonee Toro, B 3aBUCMMOCTN
OT TUNa TkaHen, ycnoBuin 06paboTkn 1 crkcauum MoxeT notpeboBaTbCs ONTUMU3ALMSA NPOAOCIHKUTENBHOCTM MHKYBaLmn n
KoHUeHTpauuu peaktea BOND Enzyme. B xoae ontuMusaumm ycnosuii npeasaputenbHoin 06paboTki 1 NpoaormkUTeNbHOCTH
BbIMOHEHUSA MPOTOKONA CrieAyeT UCMONb30BaTb PeaKTVBbl, NPeACTaBnsALLne coboi OTpULLATENbHbBIA KOHTPOITb.

HaGop 30HA0B 6bin OMNTUMU3NPOBAH C UCMONb30BAHWNEM KECTKUX YCIOBUIA rMBpUAK3aLMM U NOCTIMBPUAN3ALMOHHON NPOMbIBKM, OfHAKO
NPV UHTEPNPETaLMI PE3yNLTaToB CrieAyeT NPUHUMAThL BO BHUMaHUE BO3MOXHOCTb KPOCC-MBpUAN3aLnMmM MEXAY roMONMOriiHbIMA
nogtunamm'e.

Mowuck n yctpaHeHue Henonaaok

WcTouHuk (14) MOXET NOMOYb B MPUHATAM MEP MO YCTPaHEHWIO Henonaaok.

Wccnenyemble o6pasLibl HE06X0AVMO AOMOMHNUTL COOTBETCTBYHOLLMMI TKAHSIMU U peakTUBaMM, UCNOMNb3YOLLMMICS B Ka4ecTBe
KOHTpOnSi.

C coobLeHnsiMM 0 HeoBblYHOM OKpalLMBaHUM obpaLLaiTeck K CBOEMY MECTHOMY AUCTPUGLIOTOPY UMK B PerMoHarnbHbIN 0hUC KOMNaHUn
Leica Biosystems.

[OononHutenbHas uHdopmMaumusa

[lononHutenbHas UHopMaLys, kacatoLwasica NpoBefeHUs rmbpuamnsaumm in situ ¢ ncnonb3oBaHnem peaktmsos BOND, cogepxutcs
B pybpukax «MpuHumn meTogdax, «Heobxogmmble matepuanbi», «Ioarotoska ob6pasLoBy», «KoHTponb kavecTBay, «MpoBepka
[OCTOBEPHOCTM aHanusay, «IHTepnpetaums okpalumBaHusy», «3Ha4eHUs CYMBOMOB B MapkUpoBKe Npoaykumun» u «O6Lve
orpaHunyeHnsa» pasgena «MpvmeHenne peaktveos BOND» B gokymeHTaumm nonb3osartens cuctemsl BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Nr katalogowy: PB0829

Przeznaczenie
Ten odczynnik jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.

Preparat HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)jest przeznaczony do ilo$ciowego oznaczania DNA wirusa brodawczaka ludzkiego
(HPV) w utrwalonej formaling tkance zatopionej w parafinie przez hybrydyzacje in situ (ISH) przy uzyciu automatycznego systemu BOND
(w tym systemow Leica BOND-MAX i Leica BOND-III). Sonda ta wigze sie z podtypami 16, 18, 31, 33 i 51 HPV wysokiego ryzyka.

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

Podsumowanie i objasnienie

Istnieje ponad 100 znanych typdw wirusa brodawczaka ludzkiego (HPV), ale tylko okoto 40 infekuje nabtonek odbytu i narzadow
ptciowych'. HPV jest najczestszym wirusem przenoszonym drogg piciowa, a czestos¢ wystepowania HPV szacuje sig na ponad 20% w
zaleznosci od region?. Wirus infekuje podstawne komérki nabtonka poprzez mikro-otarcia i jest przechowywany w jgdrze w postaci okoto
8 kb episomu dwuniciowego DNA3. Aktywacja genéw wczesnych wirusa HPV, w szczegdlnosci E1, E2, E6 i E7, powoduje wirusowg
replikacje genomu i trwatg proliferacje komérkowa. Dlatego w przeciwienstwie do normalnego nabtonka komérki zakazone HPV
pozostajg w cyklu komérkowym i zachowujg swoje jgdra przez caty czas przemieszczania sig z podstawnej do powierzchniowej warstwy
nabtonka. Gdy komérki migrujg do powierzchniowych warstw nabtonka, pdzne geny (L1 i L2), ktére kodujg biatka kapsydu, ulegajg
ekspresji i samoorganizujg sie, tworzac dojrzate otorebkowane czgstki wirusa, ktére sg uwalniane z gérnych warstw nabtonka.

Zakazenia HPV powodujg wiele zmian ztosliwych i tagodnych, w tym brodawki narzgdéw piciowych, raka odbytu oraz raka jamy ustnej

i szyi*’. Najbardziej znaczace podtypy HPV powodujg ponad 95% przypadkéw raka szyjki macicy®®. Dlatego podtypy HPV sg ogélnie
klasyfikowane jako czynniki wysokiego lub niskiego ryzyka, w zaleznosci od czestotliwo$ci powodowania zmian ztosliwych szyjki macicy
(wysokie ryzyko) i tagodnych zmian chorobowych (niskie ryzyko)®. Istnieje 15 podtypow HPV wysokiego ryzyka, w tym 16, 18, 31, 33 i
51, z czego podtypy HPV 16 i 18 sg najczesciej zwigzane z karcynogenezg szyjki macicy i sg wykrywane w az 71% przypadkow raka
szyjki macicy®'°. Obecnie powszechnie uwaza sig, ze w przypadku progresji raka szyjki macicy musiato doj$¢ do zarazenia wirusem
HPV. Jednak dodatkowe zdarzenia komorkowe, takie jak integracja DNA z HPV oraz obcigzenie wirusem sg réwniez kluczowymi
czynnikami zwigzanymi z progresjg nowotworu'.

Preparat DNA ISH wykorzystujgcy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) stuzy do wykrywania HPV DNA w utrwalonej w formalinie
tkance zatopionej w parafinie. Metoda jest powtarzalna i jej efektem powinno by¢ brazowe barwienie jadra komérkowego zawierajacego
DNA HPV. Ten wzér barwienia moze rézni¢ si¢ od przerywanej detekcji sygnatu,

szczegodlnie w podstawnych komérkach nabtonka, powodujgc rozproszenie detekcji sygnatu jadrowego. Mozna réwniez zaobserwowacé
wybarwianie cytoplazmatyczne - oznacza ono wykrycie RNA wirusa HPV2.

Odczynniki znajdujace si¢ w zestawie

Preparat HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) to sonda DNA dostarczana w roztworze do hybrydyzacji.

taczna objetos¢ = 6,25 ml

Rozcienczanie i mieszanie.

Preparat HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) jest gotowy do uzycia. W przypadku tego odczynnika nie jest konieczne dodawanie
wody, mieszanie, rozcienczanie ani miareczkowanie.

Wymagane materiaty niedotagczone do zestawu

Aby uzyskac petng liste materiatéw potrzebnych do przygotowania prébek i barwienia immunohistochemicznego in situ za pomoca
systemu BOND (w tym systeméw Leica BOND-MAX i Leica BOND-III) zob. ,Korzystanie z odczynnikéw BOND” w dokumentacji
uzytkownika BOND.

Przechowywanie i trwatos¢

Przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Produkt jest stabilny w tych warunkach do uptywu daty wazno$ci podanej na etykiecie pojemnika.
Nie istniejg zadne widoczne oznaki skazenia i/lub niestabilnosci. Odpowiednie pozytywne i negatywne kontrole tkankowe nalezy
przeprowadza¢ w tym samym czasie co badanie tkanki.

Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.
Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji uzytkownika'.

Srodki ostroznosci
« Test jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.
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HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Moze dziata¢ szkodliwie P201: Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami

16, 18, 31, 33, 51) na dziecko w tonie matki ostroznosci.

Zawiera formamid (<70%). P202: Nie uzywac przed zapoznaniem sig i zrozumieniem
GHSO08: Zagrozenie dla wszystkich srodkéw bezpieczenstwa.

zdrowia. P260: Nie wdycha¢ pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
Stowa sygnalizujgce: P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
Niebezpieczenstwo. oczu/ochrone twarzy.

P308+313: W przypadku narazenia lub stycznosci: Zasiggna¢
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

P314: W przypadku ztego samopoczucia zasiggng¢ porady/
zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

Wytgcznie do uzytku zawodowego.

« Aby otrzymac¢ egzemplarz karty charakterystyki, nalezy skontaktowac sig z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym biurem Leica
Biosystems, lub odwiedzi¢ strone internetowa, www.LeicaBiosystems.com.

« Z preparatami przed utrwaleniem i po utrwaleniu, jak réwniez ze wszystkimi materiatami, ktére majg z nimi stycznos$é, nalezy
obchodzi¢ sie tak, jak z materiatami potencjalnie zakaznymi i nalezy je utylizowac, zachowujgc odpowiednie $rodki ostroznosci.'
Podczas pobierania pipetg nie wolno zasysa¢ odczynnikéw ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skorg oraz
btonami $luzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub probek ze szczegdlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg
iloscig wody. Nalezy zasiegna¢ porady lekarza.

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

« Nalezy chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwigkszonego barwienia
niespecyficznego.

« Zastosowanie czasow inkubacji trawienia enzymatycznego lub temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac btedne
wyniki. Wszelkie zmiany tego typu musza zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Instrukcja stosowania

Preparat HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) zostat opracowany z myslg o zastosowaniu w automatycznym systemie BOND
(obejmujgcym systemy Leica BOND-MAX i Leica BOND-III ) w potgczeniu z Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution i BOND
Polymer Refine Detection. Zalecany protokét barwienia dla HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) to ISH Protocol B. Zalecana jest
wstena obrébka enzymatyczna przy uzyciu zestawu BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, przez 15 minut.

Zawsze nalezy stosowac¢ odpowiednie kontrole tkanek i odczynnikdw. Protokdét kontroli tkanek i odczynnikéw powinien odpowiadaé
protokotowi HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Kontrola jakosci

Roéznice w przetwarzaniu tkanek i procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga doprowadzi¢ do znacznej zmiennosci
wynikéw, co oznacza konieczno$¢ dodatkowego przeprowadzania regularnych kontroli wewnetrznych.

Tkankowa kontrola pozytywna
Stosowana w celu wskazania prawidtowo przygotowanych tkanek i prawidtowych technik barwienia.

W kazdej serii barwienia kazdy zestaw warunkéw testowych powinien uwzglednia¢ jedng tkankowg kontrolg pozytywng. Do optymalnej
kontroli jakosci i do wykrywania niewielkich poziomoéw degradacji odczynnikéw bardziej nadaje sig tkanka o stabym barwieniu
pozytywnym niz tkanka o silnym barwieniu pozytywnym.

Tkankowa kontrola negatywna
Nalezy jg wykona¢ po tkankowej kontroli pozytywnej, aby sprawdzi¢ swoisto$¢ znakowania docelowej substancji przez sonde.

Ewentualnie tkankowa kontrola negatywna moze obejmowac rézne typy komorek obecne w wiekszosci skrawkéw tkankowych, jednak
powinno to zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Negatywna kontrola odczynnika

Aby przeprowadzi¢ ocene barwienia niespecyficznego oraz umozliwi¢ lepszg interpretacje barwienia specyficznego nalezy uzy¢ DNA
Negative Control PB0731 zamiast HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) na kazdym skrawku z prébki pobranej od pacjenta.

Pozytywna kontrola odczynnika

Aby otrzymac¢ informacje o zachowaniu kwaséw nukleinowych w tkance, a takze o mozliwosci znakowania kwaséw nukleinowych
przez sondg, nalezy uzy¢ DNA Positive Control Probe PB0682 zamiast HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) na kazdym skrawku
z probki pobranej od pacjenta. Jesli DNA Positive Control Probe nie wykaze odpowiedniego pozytywnego barwienia, wyniki testu
przeprowadzonego na prébkach pobranych od pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.

Tkanka pacjenta

Probki pacjenta barwione HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) nalezy badac¢ jako ostatnie. Intensywno$¢ barwienia pozytywnego
nalezy ocenia¢ w kontekscie ewentualnego niespecyficznego barwienia tta odczynnika DNA Negative Control PB0731.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Przy zastosowaniu HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 w wielu tkankach nie stwierdzono barwienia. Stabe barwienie
stwierdzono w komorkach nabtonka gruczotu krokowego, kanalikach nerkowych, komérkach wydzielniczych w nadnerczach i zotadku,
komérkach zrazikowych trzustki i komérkach mieloidalnych $ledziony. Taki rodzaj barwienia nie zakioca interpretaciji. (taczna liczba
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ocenionych prawidtowych przypadkéw = 82).

Tkanki patologiczne

PB0829 wybarwit 8/15 rakéw ptaskonabtonkowych, 3/4 srédnabtonkowe neoplazje szyjki macicy, 2/4 raki szyjki macicy i 1/1 ktykcine
konczystg. Nie stwierdzono barwienia guzoéw jajnika (0/3), guzéw tarczycy (0/3), guzdw watroby (0/2), guzéw sutka (0/2), guzéw

ptuc (0/2), guzédw przerzutowych nieznanego pochodzenia (0/2) guzéw mézgu (0/2), guzéw jader (0/2), nowotwordw skary (0/2),
$rodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy I/Il (0/1), guzéw okreznicy (0/1), guzéw zotadka (0/1), guzéw odbytnicy (0/1) i guzéw grasicy
(0/1). (Laczna liczba ocenionych nieprawidtowych przypadkéw = 49).

Zaleca sie stosowanie PB0829 do wykrywania DNA wirusa HPV (podt 16, 18, 31. 33, 51
Szczegolne ograniczenia dla produktu

Preparat HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) zostat zoptymalizowany w Leica Biosystems pod katem stosowania z Anti-Biotin
Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection i preparatami pomocniczymi BOND na utrwalonej w formalinie
tkance szyjki macicy zatopionej w parafinie.

W tych okolicznosciach uzytkownicy, ktdrzy postepujg niezgodnie z zalecanymi procedurami testowymi muszg wzig¢ odpowiedzialno$¢
za interpretacje wynikdw chorego. Czasy protokotéw moga sie rézni¢ ze wzgledu na réznice w typie tkanki, utrwalaniu i przetwarzaniu.
Ponadto stezenie BOND Enzyme i czas inkubacji moga wymagac¢ optymalizacji w zaleznos$ci od rodzaju tkanki, warunkéw przetwarzania
i utrwalania. Podczas optymalizacji obrébki wstepnej i czaséw protokotéw nalezy stosowac negatywng kontrolg odczynnikéw.

Zestawy sond zostaty zoptymalizowane w restrykcyjnie prowadzonym procesie hybrydyzacji i przeptukiwania po hybrydyzacji. Jednak
podczas interpretacji wynikéw barwienia nalezy uwzgledni¢ mozliwo$¢ hybrydyzacji krzyzowej pomigdzy podtypami homologicznymi'®.

Rozwigzywanie probleméw

Odnosnik 14 moze by¢ pomocny w podejmowaniu dziatan zaradczych.

Probki testowe nalezy uzupetni¢ odpowiednimi kontrolami tkanek i odczynnikow.

W celu zgtoszenia nietypowego barwienia nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub z regionalnym biurem firmy Leica
Biosystems.

Dodatkowe informacje

Dodatkowe informacje dotyczace fluorescencyjnej hybrydyzacii in situ przy uzyciu odczynnikéw BOND opisanej w dziatach ,Zasady
postgpowania”, ,WWymagane materiaty”, ,Przygotowanie prébek”, ,Kontrola Jakosci”, ,Weryfikacja testu”, ,Interpretacja barwienia”,
,Objasnienie symboli na etykietach” i ,Ograniczenia ogélne” mozna znalez¢ w punkcie ,Stosowanie odczynnikéw BOND” w dokumentagiji
uzytkownika systemu BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Kataloska st.: PB0829

Predvidena uporaba
Ta reagent je namenjen diagnosti¢ni uporabi in vitro.

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je namenjena za uporabo v kvalitativni identifikaciji DNA humanega papilomskega
virusa (HPV) v tkivu, fiksiranem s formalinom in vstavljenem v parafin, s hibridizacijo (ISH) in situ z uporabo avtomatiziranega sistema
BOND (vkljucuje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III). Ta sonda se veZe na pet podvrsti z visokim tveganjem: 16, 18, 31,
33in 51.

Kliniéno razlago kakrsnega koli obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske Studije in ustrezni kontrolni vzorci, ki jih v
okviru kliniéne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Povzetek in razlaga

Obstaja ve¢ kot 100 vrst humanih papiloma virusov (HPV), vendar jih samo 40 povzro¢a okuzbo anogenitalnega epitelija’. HPV je
najpogostejsi spolno prenosljivi virus in razsirjenost HPV pri Zenskah je ocenjena na ve¢ kot 20 % v odvisnosti od regije?. Virus okuzi
bazalne celice epitelija preko mikroabrazij. Ohranja se v jedru kot priblizno 8 kb dolg episom dvoverizne DNA3. Aktivacija zgodnjih
genov HPV, zlasti E1, E2, E6 in E7 povzro¢i virusno genomsko replikacijo in vztrajno celi¢no proliferacijo. Celice, okuzene s HPV, zato
za razliko od normalnih epitelijskih celic, ostanejo v celicnem ciklu in ohranijo svoja jedra med potovanjem od bazalnih do povrsinskih
plasti epitelija. Ko celice potujejo do povrsinskih plasti epitelija, se izraZzata pozna gena (L1 in L2), ki kodirata kapsidne proteine. Ti se
samosestavljajo in tvorijo zrele virusne delce s kapsido, ki se spros¢ajo iz zgornjih plasti epitelija.

Okuzbe z virusom HPV so povezane z raznimi malignimi in benignimi lezijami, vklju¢no z bradavicami na spolovilih, anogenitalnimi raki
in rakom v ustih, glavi in vratu*7. Najbolj pomembni podtipi HPV so bili povezani z ve¢ kot 95 % raka materni¢nega vratu®®. Posledi¢no
so podtipi HPV na splo$no razvr§éeni kot visoko- ali nizkotvegani, odvisno od pojavnosti razvoja maligne transformacije materni¢nega
vratu (visokotvegani) in benigne lezije (nizkotvegani)®. Obstaja 15 podvrst virusa HPV, ki so opredeljene z visokim tveganjem, vklju¢no s
16, 18, 31, 33 in 51, vendar pa sta podvrsti virusa HPV 16 in 18 najpogostejsi podvrsti, ki ju povezujemo s karcinogenezo materni¢nega
vratu, in sta zaznani pri do 71 % raka materni¢nega vratu® '°. Splo$no sprejeto dejstvo je, da je za napredovanje raka materni¢nega
vratu potrebna okuzba z virusom HPV. Poleg tega pa so dodatni celi¢ni dogodki, kot sta status integracije DNA virusa HPV in virusna
obremenitev, prav tako klju¢ni dejavniki, povezani z napredovanjem raka'".

DNA ISH z uporabo sonde HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) se uporablja pri zaznavanju HPV DNA v tkivu, fiksiranem s
formalinom in vstavljenem v parafin. Ta metoda je ponovljiva in bi morala povzroditi rjavo barvanje jedra celic, ki vsebujejo DNA HPV.
Vzorec obarvanja se lahko razlikuje od to¢kovnega signala, zlasti v bazalnih epitelijskih celicah, do difuznega jedrskega signala. Prav
tako lahko opazimo obarvanje citoplazeme, kar je posledica zaznavanja RNA HPV'2.

Prilozeni reagenti

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je sonda DNA, dobavljena v raztopini hibridizacije.

Skupna prostornina = 6,25 ml.

Redc¢enje in mesanje

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je pripravljena za uporabo. Rekonstitucija, mesanje, red¢enje ali titracija tega reagenta
niso potrebni.

Potrebni materiali, ki niso prilozeni

Glejte »Uporaba reagentov BOND« v prilozeni dokumentaciji BOND za uporabnika za popoln seznam materialov, ki so potrebni za
obdelavo vzorcev in barvanje s hibridizacijo in situ pri uporabi sistema BOND (vkljuCuje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica
BOND-III).

Shranjevanje in stabilnost

Hraniti pri temperaturi 2-8 °C. Izdelek je stabilen pod temi pogoji do datuma izteka roka uporabnosti, ki je naveden na oznaki vsebnika.
Ni o€itnih znakov, ki bi kazali na kontaminacijo in/ali nestabilnost. Primerno pozitivno in negativno kontrolno tkiva morate obdelati
socasno s testnim vzorcem tkiva.

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.
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Sonda HPV PROBE H360D: Lahko $koduje nerojenemu P201: Pred uporabo pridobiti posebna navodila.

(SUBTYPES 16, 18, 31, otroku. P202: Ne uporabljajte, dokler se ne seznanite z vsemi
33, 51) varnostnimi ukrepi.

Vsebuje formamid (< 70%). P260: Ne vdihavati prahu/dima/plina/meglice/hlapov/
GHSO08: Nevarno za zdravje. razprsila.

Signalne besede: Nevarno. P280: Nositi zas¢itne rokavice/zad¢itno obleko/zas¢ito za

oci/zas¢ito za obraz.

P308+313: Pri izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti:
Poiscite zdravnisko pomoc/oskrbo.

P314: Ob slabem pocutju poiscite zdravnis§ko pomo¢/
oskrbo.

Omejeno na strokovne uporabnike.

« Kopijo varnostnega lista lahko dobite pri lokalnem distributerju ali regionalni pisarni druzbe Leica Biosystems ali na spletnem mestu
www.LeicaBiosystems.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 upostevati ustrezne previdnostne ukrepe.' 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 ob&utljivimi 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, drugace se lahko pojavi nespecifi¢no obarvanje.

« Ce uporabite ¢as ali temperature inkubacije encimskega razkroja, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napaéne rezultate.
Uporabnik mora validirati morebitne spremembe.

Navodila za uporabo

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je bila razvita za uporabo na avtomatiziranem sistemu BOND (vkljucuje sistem Leica
BOND-MAX in sistem Leica BOND-III) skupaj s sistemom Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution in BOND Polymer Refine
Detection. Priporoceni protokol za barvanje za sondo HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je ISH Protocol B. Priporo¢en nacin
encimatske predobdelave je z uporabo BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 za 15 minut.

Vedno morate uporabljati ustrezne kontrolna tkiva in reagente. Protokol za kontrolna tkiva in kontrolne reagente mora biti primeren za
test s sondo HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Kontrola kakovosti

Razlike pri obdelavi tkiva in tehni¢nih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precejSnje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole ucinkovitosti poleg spodaj navedenih postopkov.

Pozitivni kontrolni vzorci tkiva
Uporabite jih za opredelitev pravilno pripravljenih tkiv in ustreznih tehnik barvanja.

Pri vsakem postopku barvanja morate vsakemu sklopu preizkusnih pogojev dodati en pozitiven kontrolni vzorec tkiva. Za najboljSo
kontrolo kakovosti in zaznavanje manj$ih ravni razpadanja reagentov je tkivo s Sibkim pozitivnim obarvanjem bolj primerno kot tkivo z
mocnim pozitivhim obarvanjem.

Negativni kontrolni vzorci tkiva
Pregledati jih morate po pregledu pozitivnih kontrolnih vzorcev tkiva, da preverite specificnost oznacevanja tar¢e s sondo.

Drugace pa se kot negativni kontrolni vzorci pogosto uporablja vrsta razli¢nih celic, ki so prisotne v vecini rezin tkiv, vendar pa mora tako
uporabo preveriti uporabnik.

Negativni kontrolni reagent

Za oceno nespecificnega obarvanja in bolj$o razlago specific(nega obarvanja uporabite kontrolni reagent DNA Negative Control PB0731
namesto testne sonde HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) z eno rezino vsakega vzorca bolnika.

Pozitivni kontrolni reagent

Da preverite ohranjenost nukleinskih kislin v tkivu ter dostopnost nukleinskih kislin sondi, uporabite kontrolni reagent DNVA Positive
Control Probe PB0682 namesto sonde HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) z eno rezino vsakega vzorca bolnika. Ce sonda DNA
Positive Control Probe ne kaze pozitivnega obarvanja, morate rezultate vzorcev $teti za neveljavne.

Bolnikovo tkivo

Nazadnje preglejte bolnikove vzorce, obarvane s sondo HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51). Intenzivnost pozitivnega obarvanja
morate oceniti v kontekstu morebitnega nespecificnega obarvanja ozadja v kontrolnem vzorcu z izdelkom DNA Negative Control PB0731.

Pricakovani rezultati
Normalna tkiva

S sondo HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 niso opazili obarvanja $tevilnih drugih tkiv. Sibko obarvanje so ugotovili v
epitelijskih celicah prostate, v tubulih ledvic, sekretornih celicah v nadledvi¢nih Zlezah in Zelodcu, acinarnih celicah trebusne slinavke in
mieloidnih celicah vranice. To obarvanje ne vpliva na interpretacijo obarvanja. (Skupno $tevilo ocenjenih normalnih primerov = 82).

Nenormalna tkiva

PB0829 je obarval 8/15 orofarangealnih skvamoznih karcinomov, 3/4 interepitelnih neoplazij Ill materni¢nega vratu, 2/4 karcinomov
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materniénega vratu in 1/1 genitalno bradavico. Obarvanja niso opazili v tumorjih na jajénikih (0/3), tumorjih §¢itnice (0/3), tumorjih jeter
(0/2), tumorjih dojke (0/2), tumorjih plju¢ (0/2), metastatskih tumorjih neznanega izvora (0/2), mozganskih tumorjih (0/2), tumorjih testisov
(0/2), tumorijih koze (0/2), intraepitelnih neoplazijah I/Il materni¢nega vratu (0/1), tumorju debelega ¢revesa (0/1), tumorju Zelodca (0/1),
tumorju rektuma (0/1), in tumorju prizeljca (0/1). (Skupno $tevilo ocenjenih anomalnih primerov = 49).

PB0829 je priporoéen za zaznavanje virusne DNA HPV (Subtypes 16. 18. 31. 33. 51).
Specificne omejitve izdelka

Sondo HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je podjetje Leica Biosystems optimiziralo za uporabo skupaj s sistemi Anti-Biotin
Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection in pomoznim regaentom BOND v tkivu, fiksiranem s formalinom in
vstavljenem v parafin.

Uporabniki, ki odstopijo od priporo¢enih preizkusnih postopkov, morajo prevzeti odgovornost za razlago bolnikovih rezultatov pod
temi pogoji. Trajanje protokola se lahko spremeni glede na vrsto tkiva, fiksacijo in obdelavo. Poleg tega bo morda treba optimizirati
koncentracijo encima BOND Enzyme in ¢as inkubacije glede na vrsto tkiva, obdelavo in pogoje pri fiksaciji. Pri optimizaciji pogojev
predhodne obdelave in trajanja protokola morate uporabiti negativne kontrolne reagente.

Kompleti sond so bili optimizirani z uporabo strogih pogojev hibridizacije in izpiranja po hibridizaciji, vendar je pri razlagi rezultatov
barvanja treba upostevati mozno krizno hibridizacijo med homolognimi podtipi™.

Odpravljanje tezav

Referenca 14 lahko pomaga pri ukrepanju za odpravljanju napake.

Testne vzorce morajo spremljati ustrezne kontrole za tkiva in reagente.

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

Dodatne informacije

Dodatne informacije o hibridizaciji in situ z reagenti BOND so na voljo v priloZzeni dokumentaciji za uporabnika »Uporaba reagentov
BOND« v poglavjih Nacelo postopka, Potrebni materiali, Priprava vzorcev, Kontrola kakovosti, Verifikacija testa, Razlaga obarvanja,
Legenda simbolov na oznakah in Splosne omejitve.
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BOND™ Ready-To-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Kat. ¢.: PB0829

Zamyslené pouziti
Tato reagencie je ur€ena k diagnostickému pouziti in vitro.

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je uréena k pouziti pfi kvalitativnim stanoveni DNA lidského papilomaviru (HPV) ve
tkani fixované formalinem a zalité v parafinu hybridizaci in situ (ISH) pomoci automatického systému BOND (vcetné systému Leica
BOND-MAX a Leica BOND-III). Tato sonda se vaze k péti velmi rizikovym podtypim HPV — 16, 18, 31, 33 a 51.

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

Je znamo vice nez 100 typu lidskych papilomavirti (HPV), ale pouze pfiblizné 40 z nich napada anogenitalni epitel’. HPV je nejcastéjsi
sexudlné prenosny virus a jeho prevalence se odhaduje na vice nez 20 % v zavislosti na regionu?. Virus infikuje bazalni buriky epitelu
prostiednictvim mikroabraze a je uchovavan v jadru jako pfiblizné 8kb epizdm dvouvlaknové DNA 3. Aktivace ¢asnych genu HPV,
zejména E1, E2, E6 a E7, vede k replikaci virového genomu a pretrvavajici bunécné proliferaci. Proto na rozdil od normalniho epitelu
zustavaji HPV infikované buriky v bunééném cyklu a zachovavaji sva jadra v pribéhu celého pohybu od bazalnich o povrchové vrstvy
epitelu. Pfi migraci bunék do povrchovym vrstev epitelu jsou exprimovany pozdni geny (L1 a L2), které kdduji proteiny kapsidy a
samostatné vytvareji zralé zapouzdiené ¢astice vir, které jsou odlucovany z povrchovych vrstev epitelu.

HPV jsou spojovany s mnozstvim malignich a benignich |ézi, véetné genitalnich viedd, anogenitalni rakoviny a oralni rakoviny hlavy a
krku #7. Nejvyznamnéjsi podtypy HPV jsou spojovany s vice nez 95 % rakoviny délozniho hrdla.?®. V dusledku toho jsou podtypy HPV
klasifikovany jako vysoko &i nizkorizkové, v zavislosti na incidenci jsou spojovany s cervikalni maligni transformaci (vysoké riziko) a
rozvojem benigni Iéze (nizké riziko)®. 15 podtypt HPV, véetné podtypu 16, 18, 31, 33, a 51, je klasifikovano jako vysoce rizikovych,
ale podtypy HPV 16 a 18 jsou nejcastéji se objevujici podtypy v souvislosti s karcinogenezi délozniho hrdla a jsou zjistény az u 71 %
pfipadu rakoviny délozniho hrdla®™. V dne$ni dobé se uz Siroce pfijima, Ze k progresi rakoviny délozniho hrdla je nutna infekce HPV,
nicméné dal$i bunécné udalosti, jako je stav integrace DNA HPV a virova zatéz, jsou také klicové faktory spojené s progresi rakoviny''.
DNA hybridizace in situ (ISH) vyuZzivajici sondu HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) detekuje DNA HPV ve tkani fixované
formalinem a zalité v parafinu. Tato metoda je reprodukovatelna a méla by vést k hnédému zbarveni jader bunék, které obsahuji DNA
HPV. Tento vzor barveni mlze kolisat od preruSované detekce signalu, zejména u bazalnich epitelialnich bunék, po diflzni nuklearni
detekci signalu. Rovnéz muze byt pozorovano cytoplazmatické barveni, které reprezentuje detekci HPV RNA™2.

Dodavané reagencie

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je DNA sonda dodavana v hybridizacnim roztoku.

Celkovy objem = 6,25 ml

Redéni a michani

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je pfipravena k pouziti. Rekonstituce, michani, fedéni ani titrace této reagencie nejsou
nutné.

Potifebny material, ktery neni soucasti dodavky

Uplny seznam materiald potfebnych ke zpracovani vzorku a k barveni mista hybridizace in situ pomoci systému BOND (vé&etné systému
Leica BOND-MAX a Leica BOND-III) je uveden v bodé ,Pouziti reagencii BOND* v uzivatelské dokumentaci BOND.

Skladovani a stabilita

Uchovaveijte pfi teploté 2—8 °C. Produkt je za téchto podminek stabilni az o datumu exspirace uvedeného na Stitku nadoby.

Neexistuji zjevné znamky indikujici kontaminaci anebo nestabilitu. Sou¢asné s vySetfovanou tkani je tfeba provést i hodnoceni pfislusné
pozitivni a negativni tkarové kontroly.

Okamzité po pouziti vratte do prostfedi s teplotou 2—-8 °C.

Podminky skladovani jiné nez vySe uvedené musi uzivatel™ validovat.

Bezpecénostni opatieni

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

HPV PROBE (SUBTYPES H360D: Mlize poskodit plod v téle P201: Pfred pouzitim si obstarejte specialni instrukce.
16, 18, 31, 33, 51) matky. P202: Nepouzivejte, dokud jste si neprecetli vSechny
Obsahuje formamid (< 70%). bezpec¢nostni pokyny a neporozuméli jim.

GHSO08: OhroZeni zdravi. P260: Nevdechujte prach/dym/plyn/mlh/paru/aerosoly.
Signalni slova: Nebezpedi. P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/

ochranné bryle/obli¢ejovy §tit.

P308+313: Pfi expozici nebo podezfeni na ni:
Vyhledejte lékafskou pomoc/o$etieni.

P314: Necitite-li se dobfe, vyhledejte Iékafskou pomoc/
osetfeni.

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

« Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se vdemi materidly, které s nimi pfiSly do kontaktu, je nutno zachazet, jako by mohly prenaset
infekci, a zlikvidovat je s pouzitim pfislusnych bezpeénostnich opatfeni'*. Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabraiite 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 prostuduite ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.

« Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.

« Doby enzymatické digesce, inkubaéni doby nebo teploty jiné nez specifikované mohou vést k chybnym vysledkim. VSechny takové
zmény musi byt uZivatelem validovany.

Navod k pouziti

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) byla vyvinuta k pouziti v automatickém systému BOND (vcetné systému Leica
BOND-MAX a systému Leica BOND-III) v kombinaci se soupravou Anti-Biotin Antibody, Stringency Wash Solution a BOND Polymer
Refine Detection. Doporuéeny protokol o barveni pro sondu HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je protokol ISH Protocol B.
Enzymaticka pfedbézna Uprava je doporucena za pouziti soupravy BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 na 15 minut.

Vzdy se musi pouzit pfislusné tkarové a reagencni kontroly. Protokol tkariové a reagenéni kontroly musi odpovidat protokolu sondy
HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Kontrola jakosti

Rozdily ve zpracovani tkani a v technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou zplsobit vyznamnou variabilitu vysledkd, coz
vyzaduje kromé nize uvedenych postupt i pravidelné provadéni kontrol v laboratofi.

Pozitivni tkafova kontrola
Pouziva se k prikazu spravné pfipravenych tkani a spravnych barvicich technik.

V kazdém barvicim cyklu musi byt pouzita jedna pozitivni tkafiova kontrola pro kazdy soubor testovacich podminek. Pro optimalni
kontrolu jakosti a k detekci mensiho stupné degradace reagencie je vhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim barvenim nez tkan se silnym
pozitivnim barvenim.

Negativni tkanova kontrola
Musi byt vySetfena po pozitivni tkariové kontrole k ovéfeni specificity oznaceni sondy podle cilové tkané.

Alternativné ¢asto predstavuje mista negativni kontroly fada rtiznych typ bunék pfitomnych ve vétsiné tkanovych fezu, to ale musi
uzivatel validovat.

Negativni reagencni kontrola

K vyhodnoceni nespecifického barveni a umoznéni lepsi interpretace specifického barveni cilové tkané pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta kontrolu DNA Negative Control PB0731 namisto sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Pozitivni reagenéni kontrola

K ziskani informaci o konzervaci nukleovych kyselin ve tkani a pfistupnosti nukleovych kyselin pro sondu pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta kontrolu DNA Positive Control Probe PB0682 namisto sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51). Pokud sonda
DNA Positive Control Probe nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkd povazovany za neplatné.

Tkan pacienta

Nakonec vySettete vzorky pacienta barvené pomoci sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51). Intenzita pozitivniho barveni musi
byt zhodnocena v kontextu se v&im nespecifickym barvenim pozadi u sondy DNA Negative Control Probe PB0731.

Ocekavané vysledky
Normaini tkané

Pfi pouziti sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 nebylo barveni pozorovano u Sirokého spektra normalnich

tkani. Slabé barveni bylo detekovano u epitelialnich bunék prostaty, ledvinovych tubult, sekre¢nich bunék nadledvin a Zaludku,
acinarnich bunék pankreatu a myeloidnich bunék sleziny. Toto barveni neinterferuje s interpretaci barveni. (Celkovy pocet normalnich
vySetfovanych tkani = 82).

Abnormaini tkané

Sonda PB0829 obarvila 8/15 orofaryngealnich dlazdicobunécnych karcinomu, 3/4 cervikalnich intraepitelialnich neoplazii Ill, 2/4
cervikalnich karcinomti a 1/1 condylomata acuminata. Zadné barveni nebylo pozorovano u ovarialnich nadort (0/3), nadort &titné Zlazy
(0/3), nadort jater (0/2), nadort prsu (0/2), nadort plic (0/2) metastatickych nadort neznamého puivodu (0/2), nadorti mozku (0/2),
testikularnich nadoru (0/2), nadort kuze (0/2), cervikalni intraepitelialni neoplazie /11 (0/1), nadoru tlustého stieva (0/1), nadoru zaludku
(0/1), rektalniho nadoru (0/1) a nadoru thymu (0/1). (Celkovy pocet vySetfenych abnormalnich tkani = 49).

Sonda PB0829 je doporucena k detekci virové DNA HPV (podtypt 16. 18, 31, 33, 51).
Omezeni specificka pro tento produkt

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) byla optimalizovana spole¢nosti Leica Biosystems pro pouZiti se soupravou Anti-Biotin
Antibody, Stringency Wash Solution, BOND Polymer Refine Detection a pomocnymi reagenciemi BOND na cervikalni tkani fixované
formalinem a zalité v parafinu.
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UzZivatelé, ktefi se pii vySetfeni odchyli od doporu¢eného postupu, musi za téchto okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci
vysledkd u pacienta. Doby uvedené v protokolu se mohou li$it kvali odliSnému typu tkané, fixace a zpracovani. Dale mohou koncentrace
enzymu BOND Enzyme a doba inkubace vyzadovat optimalizaci v zavislosti na typu tkané, zpracovani a podminkach fixace. Pfi
optimalizaci podminek pfedbézné Upravy a dob v protokolu musi byt pouzity reagencie pro negativni kontrolu.

Soupravy sond byly optimalizovany pomoci stringentni hybridizace a post hybridiza¢nich promyvacich podminek, avSak pfi interpretaci
vysledkd barveni je tieba vzit v Givahu potencialni kfizovou hybridizaci mezi homolognimi podtypy®.

Reseni problémi

Odkaz 14 mGze napomoci pfi provadéni napravnych opatfeni.
Testovaci vzorky je nutné doplnit pfisluSnou tkani a pouzitim kontrolnich reagencii.
S hlasenim neobvyklého barveni kontaktujte mistniho distributora nebo oblastni kancelar spolec¢nosti Leica Biosystems.

Dalsi informace

Dalsi informace o hybridizaci in situ reagenciemi BOND naleznete pod nazvy Princip metody, Potfebné materialy, Pfiprava vzorku,
Kontrola kvality, Ovéfeni testl, Interpretace barveni, Vysvétleni symboll na $titcich a Obecna omezeni v uzivatelské dokumentaci
BOND, v bodé ,Pouziti reagencii BOND".
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BOND™ Ready-to-Use ISH
HPYV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)
Katalogové ¢.: PB0829

Zamyslané pouzitie
Toto ¢inidlo je uréené na diagnostické pouZitie in vitro.

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je urena na kvalitativne stanovenie DNA fudského papilomavirusu (HPV) v tkanive
zaliatom do parafinu a fixovanom formalinom prostrednictvom hybridizacie in situ(ISH) pouzitim automatizovaného systému BOND
(vratane systému Leica BOND-MAX a Leica BOND-III). Tato sonda sa viaze na péat vysokorizikovych subtypov HPV — 16, 18, 31, 33 a 51.

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

Existuje viac ako 100 typov ludského papilomavirusu (HPV), ale len o 40 z nich sa vie, Ze spdsobuju infekciu anogenitélneho epitelu’.
HPV je najznamejsi pohlavne prenosny virus a odhaduje sa, Ze prevalencia HPV je v zavislosti od regionu vy$sia ako 20 %?2. Virus
infikuje bazalne bunky epitelu cez mikroodreniny a zachova sa v jadre priblizne ako epizom velkosti 8 kb s dvojitou $pirdlou DNA®.
Aktivacia skorych génov HPV, konkrétne E1, E2, E6 a E7, spdsobuje replikaciu virusovych genémov a nepretrziti bunkovu proliferaciu.
Bunky infikované virusom HPV preto na rozdiel od normalneho epitelu zostavaju v bunkovom cykle a uchovavaju si jadro aj po¢as
prechodu z bazéalnych do povrchovych vrstiev epitelu. Ako bunky prestupuji do povrchovych epitelovych vrstiev, exprimuju sa neskoré
gény (L1 a L2), ktoré kdduju proteiny kapsidu a samy sa usporiadaju tak, aby vytvorili zrelé zapuzdrené virusové Castice, ktoré sa
odlupia z hornych vrstiev epitelu.

Infekcie virusom HPV sa spajaju s niekolkymi malignymi a benignymi Iéziami, ako st napriklad genitalne bradavice, anogenitalne
onkologické ochorenia a onkologické ochorenia Ust, hlavy a krku®-7. Najvyznamnejsie subtypy HPV suvisia s viac ako 95 % nadorov
krcka® ©. Subtypy HPV sa preto bezne klasifikuju ako vysokorizikové alebo nizkorizikové v zavislosti od incidencie ich spojitosti

s malignou transformaciou kréka (vysokorizikové) a vznikom benignej [ézie (nizkorizikové)®. Existuje 15 subtypov HPV, ktoré su
klasifikované ako vysokorizikové, vratane subtypu 16, 18, 31, 33 a 51, pricom subtypy 16 a 18 su najcastejsie subtypy asociované s
cervikalnou karcinogenézou a deteguju sa az v 71 % pripadov rakoviny kréka maternice®'°. V sticasnosti existuje rozsireny nazor, ze
infekcia HPV je potrebna z hladiska progresie rakoviny krcka maternice. S progresiou rakoviny kréka maternice st v§ak spojené aj
kracové faktory, ktorymi su dal$ie bunkové udalosti, ako napriklad stav integracie DNA HPV a virusova zataz'.

ISH DNA pomocou sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) sa pouziva na detekciu DNA HPV v tkanive zaliatom do parafinu

a fixovanom formalinom. Metéda je reprodukovatelna a mala by viest k hnedému nukledrnemu zafarbeniu buniek obsahujticich DNA
HPV. Tento vzor zafarbenia sa moze li$it' od vyraznejSej detekcie signalu, a to najméa v bazalnych epitelovych bunkach, kde sa rozptyluje
detekcia signalu v jadre. Pozorovat mozno aj zafarbenie cytoplazmy, ¢o predstavuje detekciu RNA HPV™2,

Dodané ¢inidla

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je sonda DNA dodavana v hybridizacnom roztoku.

Celkovy objem = 6,25 ml

Riedenie a mieSanie

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je pripravena na okamzité pouzitie. Rekonstitticia, mieSanie, riedenie ani titracia tohto
¢inidla nie su potrebné.

Potrebny nedodany material

Uplny zoznam materialov potrebnych na pripravu vzorky a zafarbenie pri hybridizacii in situ pomocou systému BOND (zahffia systémy
Leica BOND-MAX a Leica BOND-III) si pozrite v ¢asti ,Pouzivanie ¢inidiel BOND* v pouzivatel'skej dokumentécii k systému BOND.
Uskladnenie a stabilita

Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Za tychto podmienok su vSetky komponenty stabilné az do datumu exspiracie, ktory sa uvadza na stitku
zasobnika.

Neexistuju Ziadne evidentné znamky signalizujuce kontaminaciu alebo nestabilitu. Sucasne s testovanym tkanivom treba analyzovat aj
kontroly s pozitivnym aj negativnym tkanivom.

Okamzite po pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C.

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

Bezpecénostné opatrenia
« Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro.
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SONDA HPV PROBE H360D: MéZe poskodit nenarodené P201: Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi

(Subtypes 16, 18, 31, 33, 51)  dieta. pokynmi.

Obsahuje formamid (<70%). P202: Nepouzivajte, kym si neprecitate a nepochopite
GHSO08: Nebezpecny pre vSetky bezpeénostné opatrenia.

zdravie. P260: Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly.
Signalne slova: P280: Noste ochranné rukavice/ochranny odev/
Nebezpecenstvo. ochranné okuliare/ochranu tvare.

P308+313: Po expozicii alebo podozreni z nej:
Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.

P314: Ak pocitujete zdravotné problémy, vyhladajte
lekarsku pomoc/starostlivost.

Urcené iba pre odbornikov.

* Materialovy bezpe¢nostny list vam poskytne miestny distributor alebo regionalna pobocka spolo¢nosti Leica Biosystems, pripadne
navstivte webovu lokalitu spolo¢nosti Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.

« So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prili do kontaktu, je nutné manipulovat ako s potencialne
infek&nymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajtcich bezpe&nostnych opatrni*4. Cinidla nikdy nepipetujte Ustami a zabraite
kontaktu ¢inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostant do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich
velkym mnozstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

« Likvidaciu pripadnych potencidlne toxickych sucasti definuju federalne, Statne alebo miestne predpisy.

* Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu ¢inidiel. V opaénom pripade méze dojst k zvySeniu nespecifického zafarbenia.

« Nedodrzanie predpisanych inkubaénych dob alebo teplét enzymatického zahustenia méze viest k nespravnym vysledkom. VSetky
takéto zmeny si vyzaduju validaciu pouzivatelom.

Navod na pouzitie

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) bola vytvorena na pouzitie v automatizovanom systéme BOND (zahffia systémy Leica
BOND-MAX a Leica BOND-III) v spojitosti s protilatkou Anti-Biotin Antibody, roztokom Stringency Wash Solution a so systémom BOND
Polymer Refine Detection. Odportcany protokol farbenia pre sondu HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) je ISH Protocol B. Na
enzymaticku predpripravu sa odporuca pouzit supravu BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, po dobu 15 minut.

VZzdy sa musia pouzivat vhodné kontroly tkanivom a ¢inidlom. Protokol pre kontroly tkanivom a €inidlom musi zodpovedat’ protokolu pre
sondu HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51).

Kontrola kvality

Rozdiely v spracovani tkaniva a technickych postupoch v laboratériu pouzivatela mézu viest k vyznamnému kolisaniu vysledkov, ¢o si
vyzaduje, okrem nasledujicich postupov, aj pravidelné interné kontroly.

Pozitivna kontrola tkanivom
Identifikuje spravne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia.

Kazda suprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia musi obsahovat jednu pozitivhu kontrolu tkanivom. Tkanivo so
slabym pozitivnym farbenim je pre optimalnu kontrolu kvality a na detekciu slab$ej degradacie ¢inidla vhodnejSie nez tkanivo so silnym
pozitivnym farbenim.

Negativna kontrola tkanivom
Nutné vysetrit po pozitivnej kontrole tkanivom s cielom overit' $pecificitu znacenia sondy na cieli.

Ako negativnu kontrolu je mozné pouzit' aj rézne typy buniek pritomné vo vacsine tkanivovych rezov, takyto postup si v8ak vyzaduje
validaciu pouzivatelom.

Negativna kontrola ¢inidlom

Na vyhodnotenie ne$pecifického zafarbenia pouzite kontrolu DNA Negative Control PB0731 miesto sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18,
31, 33, 51) s rezom jednotlivych vzoriek pacienta, o umozni lepsiu interpretaciu $pecifického farbenia ciela.

Pozitivna kontrola ¢inidlom

Pouzitie sondy DNA Positive Control Probe PB0682 namiesto sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) s ¢astou vzorky
jednotlivych pacientov poskytne informacie o zachovani nukleovych kyselin v tkanive, ako aj o dostupnosti nukleovych kyselin pre
sondu. Ak sonda DNA Positive Control Probe nebude vykazovat pozitivne zafarbenie, vysledky testovanych vzoriek je nutné povazovat
za neplatné.

Tkanivo pacienta

Pacientske vzorky zafarbené sondou HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) preskimajte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia
je nutné vyhodnotit' v kontexte pripadného nespecifického zafarbenia sondy DNA Negative Control Probe PB0731 na pozadi.

Ocakavané vysledky
Normaélne tkaniva

Pri pouziti sondy HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) PB0829 nebolo pozorované Ziadne zafarbenie na Sirokej $kale r6znych
tkaniv. Slabé zafarbenie bolo zistené v epitelovych bunkach prostaty, tubuloch obli¢ky, sekre¢nych bunkach nadobli¢iek a Zaludka,
acinarnych bunkach pankreasu a myeloidnych bunkach sleziny. Toto zafarbenie nema vplyv na interpretaciu farbenia. (Celkovy pocet
normalnych vySetrenych pripadov = 82).
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Abnormalne tkaniva

Sonda PB0829 zafarbila 8/15 orofaryngeéalnych skvamocelularnych karcinémov, 3/4 cervikalnych intraepitelovych neoplazii Ill. stupnia,
2/4 cervikalnych karcinémov a 1/1 condylomata acumnata. Zafarbenie nebolo pozorované pri nadoroch vaje¢nika (0/3), nadoroch
Stitnej Zlazy (0/3), nadoroch pecene (0/2), nadoroch prsnika (0/2), nadoroch pltc (0/2), metastatickych nadoroch neznameho pévodu
(0/2), nadoroch mozgu (0/2), nadoroch semennika (0/2), nadoroch koze (0/2), cervikalnej intraepitelovej neoplazii I/Il. stupria (0/1),
nadore hrubého ¢reva (0/1), nadore Zaludka (0/1), nadore konec¢nika (0/1) a nadore detskej zl'azy (0/1). (Celkovy pocet abnormalnych
vySetrenych pripadov = 49).

Sonda PB0829 sa odporuca na detekciu virusovej DNA HPV (Subtypes 16, 18. 31, 33, 51).
Specifické obmedzenia pre tento vyrobok

Sonda HPV Probe (Subtypes 16, 18, 31, 33, 51) bola v spolo¢nosti Leica Biosystems optimalizovana na pouZitie s protilatkou Anti-
Biotin Antibody, roztokom Stringency Wash Solution, so systémom BOND Polymer Refine Detection a pomocnymi ¢inidlami BOND v
cervikalnom tkanive zaliatom do parafinu a fixovanom formalinom.

Pouzivatelia, ktori sa odchylia od odpori¢anych testovacich postupov, musia akceptovat zodpovednost za interpretaciu vysledkov
pacienta za tychto okolnosti. Casy podra protokolov sa mdzu lidit z dévodu odli$nosti v type tkaniva, fixacie a spracovania. Okrem
toho koncentracia a doba inkubacie produktu BOND Enzyme si moZe vyzadovat optimalizaciu v zavislosti od typu tkaniva, podmienok
spracovania a fixacie. Pri optimalizacii podmienok predpripravy a ¢asov podla protokolov je potrebné pouzit ¢inidla negativnej kontroly.
Supravy sond boli optimalizované v prisnych podmienkach umyvania pocas hybridizacie a po hybridizacii, pri interpretéacii vysledkov
zafarbenia vSak treba zvazit moznost krizovej hybridizacie homolégnych podtypov™.

Riesenie problémov

Pri ndprave moze byt napomocna referencia 14.
Testovacie vzorky maju dopliia vhodné kontrolné tkaniva a kontrolné ¢inidla.
Neobvyklé zafarbenie ohlaste miestnemu distributorovi alebo regionalnej pobocke spolo¢nosti Leica Biosystems.

Dalsie informacie
Dalsie informacie o hybridizacii in situ s ¢inidlami BOND néajdete v &astiach Princip postupu, Pozadované materialy, Priprava vzorky,

Kontrola kvality, Overenie testu, Interpretacia zafarbenia, Legenda k symbolom na oznaceni a VSeobecné obmedzenia v pouzivatelskej
dokumentécii k systému BOND ,Pouzivanie ¢inidiel BOND*.
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