HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

Collabration Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Intended Use:
For in vitro Diagnostic Use

HLA-B [BC43] is a mouse monoclonal antibody that is intended for laboratory
use after the initial diagnosis of tumor has been made by conventional
histopathology using nonimmunologic histochemical stains, in the qualitative
identification of HLA-B protein by immunohistochemistry (IHC) in formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) human tissues. The clinical interpretation of
any staining or its absence should be complemented by morphological
studies using proper controls and should be evaluated within the context of
the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified
pathologist as an aid in making any other clinical determinations.

Summary and Explanation:

HLA-B is a highly polymorphic protein encoding gene for the major
histocompatibility class I (MHC-I) complex.!> MHC class I molecules are
expressed on the cell surface, binding and presenting antigenic peptides to
CD8+ T lymphocytes to mediate immune responses against intracellular
pathogens and cancers.®

Principle of Procedure:

This antibody product may be used as the primary antibody in
immunohistochemistry testing of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
sections. In general, immunohistochemical (IHC) staining techniques allow
for the visualization of antigens via the sequential application of a specific
antibody to the antigen (primary antibody), a secondary antibody to the
primary antibody (optional link antibody/probe), an enzyme complex and a
chromogenic substrate with interposed washing steps. The enzymatic
activation of the chromogen results in a visible reaction product at the
antigen site. The specimen may then be counterstained, and cover slipped.
Results are interpreted using a light microscope and aid in the differential
diagnosis of pathophysiological processes, which may or may not be
associated with a particular antigen.

Materials and Methods:

Reagents Provided:

Host Source: Mouse monoclonal

Species Reactivity: Human; other species not tested.

Clone: BC43

Isotype: IgG1 kappa

Protein Concentration: See vial label for lot specific concentration.
Specific IgG Concentration: Contact Biocare’s Technical Support
Specificity: HLA-B

Cellular Localization: Cell membrane

Method: Affinity purified mouse monoclonal

Reconstitution, Mixing, Dilution, Titration:

Prediluted antibody reagent is optimally diluted for use with the above listed
staining systems. Further dilution may result in loss of antigen staining.
Further dilution may result in loss of antigen staining. The user must validate
any such change. 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 (see Quality Control
section).

Concentrated reagent requires dilution as indicated in table above.
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Known Applications:
Immunohistochemistry (formalin-fixed paraffin-embedded tissues)

Supplied As: Buffered saline solution, 5.9-7.4, containing a protein carrier
and less than 0.1% sodium azide preservative. See Safety Data Sheet for
additional details.

Materials and Reagents Needed but Not Provided:
Microscope slides positively charged.
Positive and negative tissue controls
Desert Chamber (or similar Drying oven)
Xylene or xylene substitute

Ethanol or reagent alcohol

Decloaking Chamber (Pressure cooker)
Deionized or distilled water

Wash buffer

Pretreatment reagents

Peroxidase block

Protein block (optional)

Detection probe and polymer

Negative control reagents

Chromogens

Hematoxylin (counterstain)

Bluing reagent

Mounting medium

Coverglass

Light Microscope (40-400X magnification)
*Configurations of the antibody product are available for use on the
instruments indicated in the table above.

Storage and Stability:
Store at 29C to 8°C. The product is stable to the expiration date printed on

the vial label, when stored under these conditions. Do not use after expiration
date. Storage under any condition other than those specified must be
verified. Diluted reagents should be used promptly; store any remaining
reagent at 2°C to 8°C. The stability of user diluted reagent has not been
established by Biocare.

Positive and negative controls should be run simultaneously with all patient
specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by
variations in laboratory procedures and a problem with the antibody is
suspected, contact Biocare's Technical Support at 1-800-542-2002 or via the
technical support information provided on biocare.net.

Specimen Preparation:
Tissues fixed in formalin are suitable for use prior to paraffin embedding.

Osseous tissues should be decalcified prior to tissue processing to facilitate
tissue cutting and prevent damage to microtome blades. 2

Properly fixed and embedded tissues expressing the specified antigen target
should be stored in a cool place. The Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) of 1988 requires in 42 CFR §493.1259(b) that “The laboratory must
retain stained slides at least ten years from the date of examination and
retain specimen blocks at least two years from the date of examination.”?
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Treatment of Tissues Prior to Staining:
Perform Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) per recommended protocol

below. The routine use of HIER prior to IHC has been shown to minimize
inconsistency and standardize staining. 4>

Warning and Precautions:

1. This antibody contains less than 0.1% sodium azide. Concentrations less
than 0.1% are not reportable hazardous materials according to U.S. 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard communication and EC Directive 91/155/EC.
Sodium azide (NaNs) used as a preservative is toxic if ingested. Sodium azide
may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal
azides. Upon disposal, flush with large volumes of water to prevent azide
build-up in plumbing. (Center for Disease Control, 1976, National Institute of
Occupational Safety and Health, 1976)6

2. 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 and specimens. If reagents
or specimens come into contact with sensitive areas, wash with copious
amounts of water.”

3. Microbial contamination of reagents may result in an increase in
nonspecific staining.

4. Incubation times or temperatures other than those specified may give
erroneous results. The user must validate any such change.

5. Do not use reagent after the expiration date printed on the vial.

6. Prediluted antibody reagent is optimally diluted for use. Further dilution
may result in loss of antigen staining.

7. Dilution of concentrated antibody reagent must be validated before use.
Any diluent used that is not specifically recommended also must be validated
for compatibility and stability.

8. The SDS is available upon request and is located at http://biocare.net.

Instructions for Use:
Recommended Staining Protocols for HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX and manual use:

API3289 for intelliPATH FLX and manual use, has been
standardized with MACH 4 detection system. Use TBS for
washing steps.

Peroxide Block for 5 minutes with Peroxidazed 1.
Block:

Perform heat retrieval using Reveal
Pretreatment: | Decloaker. Refer to the Reveal Decloaker

data sheet for specific instructions.
Incubate for 5-10 minutes at RT with

Protein Block

(Optional): Background Punisher.
Primary .
Antibody: Incubate for 30 minutes at RT.
Probe: Incubate for 10 minutes at RT with
. a secondary polymer.
Detection: Polymer: Incubate for 20 minutes at RT
with a tertiary polymer.
Incubate for 5 minutes at RT with
Chromogen: Biocare’s DAB — OR -Incubate for 5-7

minutes at RT with Warp Red.

Counterstain with hematoxylin. Rinse with
deionized water. Apply Tacha's Bluing
Solution for 1 minute. Rinse with deionized
water.

Counterstain:
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ONCORE Pro Automated Slide Staining System:
OPAI3289 is intended for use with the ONCORE Pro. Refer to
the User Manual for specific instructions for use. Protocol
parameters in the Protocol Editor should be programmed as
follows:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template

(Description): Ms HRP Template 1
Dewaxing (DS Buffer R

Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR AR2. low bH: 101°C
Option): ! P

Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, _ . o
Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 is intended for use with the BenchMark ULTRA. Refer
to the User Manual for specific instructions for use.
Recommended protocol parameters are as follows:
Template/Detection: OptiView DAB IHC
Pretreatment Protocol: | CC1 32 minutes

Pre-Primary Peroxidase
Inhibitor

8 minutes, 36°C

Peroxidase:

Primary Antibody:

Q Series — For Leica BOND-III:
ALI3289 is intended for use with the Leica BOND-III. Refer to

the User Manual for specific instructions for use.
Recommended protocol parameters are as follows:
Chromogen Staining Option | DAB

Protocol Name: IHC Protocol F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min with ER1
Peroxide Block: 5 min

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min

Quality Control:

Refer to CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 20118

Positive Tissue Control: Tonsil

External Positive control materials should be fresh specimens fixed,
processed, and embedded as soon as possible in the same manner as the
patient sample(s). Positive tissue controls are indicative of correctly prepared
tissues and proper staining techniques. One positive external tissue control
for each set of test conditions should be included in each staining run.

The tissues used for the external positive control materials should be selected
from patient specimens with well-characterized low levels of the positive
target activity that gives weak positive staining. The low level of positivity for
external positive controls is designed to ensure detection of subtle changes
in the primary antibody sensitivity from instability or problems with the IHC
methodology. Commercially available tissue control slides or specimens
processed differently from the patient sample(s) validate reagent
performance only and do not verify tissue preparation.

Known positive tissue controls should only be utilized for monitoring the

correct performance of processed tissues and test reagents, rather than as
an aid in formulating a specific diagnosis of patient samples. If the positive
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tissue controls fail to demonstrate positive staining, results with the test
specimens should be considered invalid.

Negative Tissue Control:

Use a negative tissue control (known to be HLA-B negative) fixed, processed,
and embedded in a manner identical to the patient sample(s) with each
staining run to verify the specificity of the IHC primary antibody for
demonstration of the target antigen, and to provide an indication of specific
background staining (false positive staining). Also, the variety of different cell
types present in most tissue sections can be used by the laboratorian as
internal negative control sites to verify the IHC's performance specifications.
The types and sources of specimens that may be used for negative tissue
controls are listed in the Performance Characteristics section.

If specific staining (false positive staining) occurs in the negative tissue
control, results with the patient specimens should be considered invalid.

Nonspecific Negative Reagent Control:

Use a nonspecific negative reagent control in place of the primary antibody
with a section of each patient specimen to evaluate nonspecific staining and
allow better interpretation of specific staining at the antigen site. Ideally, a
negative reagent control contains an HLA-B [BC43] IgG1 Kappa antibody
produced from tissue culture supernatant in the same way as the primary
antibody but exhibits no specific reactivity with human tissues in the same
matrix/solution as the Biocare antibody. Dilute a negative control antibody to
the same immunoglobulin or protein concentration as the diluted primary
antibody using the identical diluent. If fetal calf serum is retained in the neat
antibody after processing, fetal calf serum at a protein concentration
equivalent to the diluted primary antibody in the same diluent is also suitable
for use. (Refer to reagent provided). Diluent alone may be used as a less
desirable alternative to the previously described negative reagent controls.
The incubation period for the negative reagent control should correspond to
that of the primary antibody.

When panels of several antibodies are used on serial sections, the negatively
staining areas of one slide may serve as a negative/nonspecific binding
background control for other antibodies. To differentiate endogenous
enzyme activity or nonspecific binding of enzymes from specific
immunoreactivity, additional patient tissues may be stained exclusively with
substrate-chromogen or enzyme complexes (PAP, avidin-biotin, streptavidin)
and substrate-chromogen, respectively.

Assay Verification:

Prior to initial use of an antibody or staining system in a diagnostic procedure,
the user should verify the antibody’s specificity by testing it on a series of in-
house tissues with known immunohistochemical performance characteristics
representing known positive and negative tissues. Refer to the quality control
procedures previously outlined in this section of the product insert and to the
quality control recommendations of the CAP Certification Program?® for
Immunohistochemistry and/or the NCCLS IHC guideline!®). These quality
control procedures should be repeated for each new antibody lot, or
whenever there is a change in assay parameters. Tissues listed in the
Performance Characteristics Section are suitable for assay verification.

Troubleshooting:
Follow the antibody specific protocol recommendations according to the data
sheet provided. If atypical results occur, contact Biocare's Technical Support
at 1-800-542-2002.

Interpretation of Staining:

Positive Tissue Control:

The positive tissue control stained with indicated antibody should be
examined first to ascertain that all reagents are functioning properly. The
appropriate staining of target cells (as indicated above) is indicative of
positive reactivity. If the positive tissue controls fail to demonstrate positive
staining, any results with the test specimens should be considered invalid.
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The color of the reaction product may vary depending on substrate
chromogens used. Refer to substrate package inserts for expected color
reactions. Further, metachromasia may be observed in variations of the
method of staining.!

When a counterstain is used, depending on the incubation length and
potency of the counterstain used, counterstaining will result in a coloration
of the cell nuclei. Excessive or incomplete counterstaining may compromise
proper interpretation of results. Refer to protocol(s) for recommended
counterstain.

Negative Tissue Control:

The negative tissue control should be examined after the positive tissue
control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the
primary antibody. The absence of specific staining in the negative tissue
control confirms the lack of antibody cross reactivity to cells/cellular
components. If specific staining (false positive staining) occurs in the
negative external tissue control, results with the patient specimen should be
considered invalid.

Nonspecific staining, if present, usually has a diffuse appearance. Sporadic
staining of connective tissue may also be observed in sections from
excessively formalin-fixed tissues. Use intact cells for interpretation of
staining results. Necrotic or degenerated cells often stain nonspecifically.

Patient Tissue:

Examine patient specimens stained with indicated antibody last. Positive
staining intensity should be assessed within the context of any nonspecific
background staining of the negative reagent control. As with any
immunohistochemical test, a negative result means that the antigen was not
detected, not that the antigen was absent in the cells/tissue assayed. If
necessary, use a panel of antibodies to identify false-negative reactions.

A T
[BC43] antibody

Refer to Summary and Explanation, Limitations, and Performance
Characteristics for specific information regarding indicated antibody
immunoreactivity.

Limitations:

General Limitations:

1. For /n vitro diagnostic Use

2. This product is for professional use only: Immunohistochemistry is a
multistep diagnostic process that consists of specialized training in the
selection of the appropriate reagents; tissue selection, fixation, and
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processing; preparation of the IHC slide; and interpretation of the
staining results.

3. Tissue staining is dependent on the handling and processing of the tissue
prior to staining. Improper fixation, freezing, thawing, washing, drying,
heating, sectioning or contamination with other tissues or fluids may
produce artifacts, antibody trapping, or false negative results.
Inconsistent results may be due to variations in fixation and embedding
methods, or to inherent irregularities within the tissue.!?

4. Excessive or incomplete counterstaining may compromise proper
interpretation of results.

5. The clinical interpretation of any positive or negative staining should be
evaluated within the context of clinical presentation, morphology, and
other histopathological criteria. The clinical interpretation of any positive
or negative staining should be complemented by morphological studies
using proper positive and negative internal and external controls as well
as other diagnostic tests. It is the responsibility of a qualified pathologist
who is familiar with the proper use of IHC antibodies, reagents, and
methods to interpret all the steps used to prepare and interpret the final
IHC preparation.

6. The optimum antibody dilution and protocols for a specific application
can vary. These include, but are not limited to fixation, heat-retrieval
method, incubation times, tissue section thickness and detection kit
used. Due to the superior sensitivity of these unique reagents, the
recommended incubation times and titers listed are not applicable to
other detection systems, as results may vary. The data sheet
recommendations and protocols are based on exclusive use of Biocare
products. Ultimately, it is the responsibility of the investigator to
determine optimal conditions.

7. This product is not intended for use in flow cytometry. Performance
characteristics have not been determined for flow cytometry.

8. Tissues from persons infected with hepatitis B virus and containing
hepatitis B surface antigen (HBsAg) may exhibit nonspecific staining with
horseradish peroxidase.!3

9. Reagents may demonstrate unexpected reactions in previously untested
tissues. The possibility of unexpected reactions even in tested tissue
groups cannot be completely eliminated due to biological variability of
antigen expression in neoplasms, or other pathological tissues.'* Contact
Biocare's Technical Support at 1-800-542-2002, or via the technical
support information provided on biocare.net, with documented
unexpected reaction(s).

10. Normal/nonimmune sera from the same animal source as secondary
antisera used in blocking steps may cause false-negative or false-positive
results due to autoantibodies or natural antibodies.

11. False-positive results may be seen due to non-immunological binding of
proteins or substrate reaction products. They may also be caused by
pseudo peroxidase activity (erythrocytes), endogenous peroxidase
activity (cytochrome C), or endogenous biotin (e.g., liver, breast, brain,
kidney) depending on the type of immunostain used.!2

Product Specific Limitations:
There are no additional limitations known.

Performance Characteristics:
Sensitivity, specificity, and cross-reactivity are summarized in Tables 1 and
2, respectively.

Reproducibility:

Reproducibility of antibody performance was verified by testing select normal
and tumor tissue on various days and various instruments with multiple
operators. Staining of the select tissues was consistent and performed as
expected.

Intra-run reproducibility of staining was determined by staining five tissues
containing the same tissue on multiple instruments.

Inter-run reproducibility of staining was determined by staining five slides
containing the same tissue on three days/runs on the same instrument. All
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testing passed with the same scores, as defined by Biocare’s internal scoring
guidelines.

Immunoreactivity:
The following positive and negative
demonstrated in Tables 1 and 2 below.

immunoreactivities have been

The list provided below is not exhaustive but characterizes the types of
immunoreactivities observed with the indicated antibody.

Summary of Expected Results:

This antibody was found to be immunoreactive with all types of tissues on
which it was tested, including all types of lymphomas and normal human
tissue. The staining is predominantly membranous but can also appear
cytoplasmic when in high expression samples. Staining is present
predominantly in endothelial cells and lymphocytes with lower prevalence in
epithelial cells in some tissue.

Table 1: Sensitivity and specificity were determined by testing formalin-
fixed, paraffin-embedded diseased tissues.

) Positive Total

Tissue
Cases Cases

Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Fax: 925-603-8080
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Table 2: Tissue cross-reactivity was determined by testing formalin-fixed,
paraffin-embedded normal tissues.

Positive Total
Cases Cases

Cerebrum 5 6
Cerebellum
Adrenal

Tissue

Ovary
Pancreas
Lymph Node

Trachea

Testis
Thyroid
Breast

Spleen
Tonsil

Thymus

Bone Marrow

Lung
Heart
Esophagus
Stomach

Small Intestine

Colon

Liver

Salivary Gland
Kidney
Prostate

Uterus

Cervix

Skeletal Muscle
Skin
Peripheral Nerve

Lining Cells

Eye

WIWINIWININIWIW[WWIW[WWIWINVN [ WIW[WIW|WW(AMA|INWLNNIWW[([W|IN|W|W
WIWINIWIN[WDWW[W W W[WWW[WWW[WW|WWA|INWULNNW[W[W|W|W|W

Larynx

Troubleshooting:

1. No staining of any slides — Check to determine appropriate positive
control tissue, antibody, and detection products have been used.

2. Weak staining of all slides — Check to determine appropriate positive
control tissue, antibody, and detection products have been used.

3. Excessive background of all slides — There may be high levels of
endogenous biotin (if using biotin-based detection products),
endogenous HRP activity converting chromogen to colored end product
(use peroxidase block), or excess non-specific protein interaction (use a
protein block, such as serum- or casein-based blocking solution).

4. Tissue sections wash off slides during incubation — Check slides to ensure
they are positively charged.

5. Specific staining too dark — Check protocol to determine if proper
antibody titer was applied to slide, as well as proper incubation times for
all reagents. Additionally, ensure the protocol has enough washing steps
to remove excess reagents after incubation steps are completed.
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Ultraline antibodies are developed solely by Biocare Medical LLC and do not
imply approval or endorsement of Biocare antibodies by Ventana Medical
Systems, Inc or Roche. Biocare, Ventana and Roche are not affiliated,
associated, or related in any way. Ventana®, BenchMark®, ultraView and
OptiView are trademarks of Roche.

Q Series antibodies are developed solely by Biocare Medical LLC and do not
imply approval or endorsement of Biocare antibodies by Leica Biosystems.
Biocare and Leica Biosystems are not affiliated, associated, or related in any
way. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX, and BOND-III are trademarks of
Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

NpeaHasHayeHue:
3auHBuTPO QnarHoctnyHa ynotpeba

HLA-B [BC43] e Mu1LIe MOHOK/IOHA/IHO @HTUTSINO, KOETO € NpefHa3Ha4yeHo 3a
nabopatopHa yrnoTpeba, cnea KaTto MbpBOHaYanHaTta AvarHo3a Ha Tymopa e
HanmpaBeHa uYpe3  KOHBEHUMOHaNHa  XWCTOMaTomnorus,  U3ron3saikui
HEUMYHONMOMMYHMN  XMCTOXUMUYHWM  OLBETSIBaHUS, MpU  KayecTBeHaTa
naeHTudvkaums Ha HLA-B npotemH upe3 wmmyHoxuctoxumms (IHC) B
YOBELLKM TbKaHu, (UKCMpaHu BbB (popManvH, Brpaaeny B napaduH (FFPE).
KnuHnyHaTa MHTepnpeTaums Ha BCAKO OLBETSBaAHE WK nuncata My Tpsibsa
fa 6bae pombiHeHa OT MOPMOSIOTUYHM M3CNEABaHMS, KaTo ce u3nonssaT
noaxoAswWwm KOHTponiu W TpsibBa Aa Obae oueHeHa B KOHTEKCTa Ha
KIMHWYHATa MCTOpUS Ha nNauueHTa W ApYrn AWarHOCTUYHM TecTose OT
KBanUMUUMpaH NaTonor Kato MOMOLL NpW B3EMaHETO Ha ApYrn KIUHWUYHU
ornpeaeneHus.

Pe3tome u o6sicHeHue:

HLA-B e cunHo nonumopdeH NpoTenH, KOAMpaLL, reH 3a raBHUSi KOMMIEKC
Ha xwuctocbBMecTMocT knac I (MHC-I).s MHC knac I monekynu ce
eKCNpecupaT BbpXy KieTbyHaTa NMOBbPXHOCT, CBbP3Baiku M NpeacTaBsyiku
a@HTUreHHu nenTuam kbMm CD8+ T numdounTy, 3a Aa MeaumpaT UMyHHWUTE
OTrOBOPU CpelLLly BbTPEK/IETBYHU NATOreHN U pakoBu 3abonsiBaHus. s

MpuHUMN Ha npoueaypara:

ToBa aHTUTANO MOXe f[a Ce M3MoNn3Ba KaTo MbpPBUYHO aHTUTSNO MpuU
MMYHOXUCTOXMMWUYHO M3CneaBaHe Ha puKcMpaHy BbB (OPManvH, BrpageHn
B napacdvH TbKaHHM cpe3ose. KaTto usno mMyHoxuctoxumuyHute (IHC)
TEXHVUKWUTE Ha OLBETSIBaHE MO3BOMSIBAT BM3yanM3auus Ha aHTUreHu 4ypes
nocnefoBaTesiHoO npuiaraHe Ha a Cneuu@uyHo aHTUTANO KbM aHTUreHa
(MbPBMYHO @HTUTANO), BTOPUYHO QHTUTSIO KbM MbPBUYHOTO aHTUTAIO (MO
1360p CBLP3BALLO AHTUTSNO/COHAA), EH3MMEH KOMMIEKC U XPOMOreHeH
CybCTpaT C BMbKHATU CTbMKM Ha MpOMMBaHe. EH3MMHOTO akTuBMpaHe Ha
XpOMOreHa BOAM [0 BUAWMM peakLMOHEH NPOAYKT Ha MACTOTO Ha aHTureHa.
Cnep ToBa 06paseLbT MOXe Aa 6bae HacpeLHO OLBETEH M MOKPUT C Kanak.
Pesyntatute ce WHTepnpeTMpaT C MOMOLWITA Ha CBET/IMHA MWKPOCKOM WU
nomoLy, nNpy audepeHumanHata gvarHosa Ha naTtoduanonornyHK npouecu,
KOUTO MOraT MM MOXe Aa He ca CBbP3aHu C OMpeaesieH aHTUreH.

MaTtepuanu n meroaum:

OcnrypeHu peareHTu:

W3TOYHMK Ha XOCT:MULLIKa MOHOK/IOHANHA

PeakTUBHOCT Ha BuaoBeTe:4oBeK; Apyrn BUAOBE He Ca TECTBaHMU.
KnoHuHr:BC43

N3otun:IgGl kana

KoHueHTpauusa Ha NpoTeunH:BkTe eTnkeTa Ha hnakoHa 3a cneunduyHa
3a napTvaaTta KoHUeHTpauus.

CneunduyHa KkoHUeHTpaumst Ha IgG: CBbpxeTe ce C TexHuyeckaTa
noaapwbXka Ha Biocare

CneumduuHocT:HLA-B

KnetbuHa nokanusaums: KnetbyHata membpaHa

MeTtoa:ADMHUTETHO NPEYNCTEH MULLIN MOHOK/IOHaNEH

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

PasTBapsiHe, cMecBaHe, pa3pexaaHe, TUTpyBaHe:

MpeaBapuTeNnHO pa3pefeHVsIT peareHT 3a aHTUTeNa € ONTUMasHO paspeaeH
3a u3non3BaHe C M3bpoeHWTe Mo-rope cucteMn 3a oueTsiBaHe. [lo-
HaTaTbLUHOTO pa3pexaaHe Moxe fAa foBede A0 3aryba Ha aHTUreHHO
ougeTaBaHe. Mo-HaTaTLLWHOTO paspexaaHe MoXe fa Aoseae Ao 3aryba Ha
AHTUreHHO ouBeTsiBaHe. MoTpebutenat TpsbBa Aa NOTBbPAM BCSKa Takasa
npomsiHa. Pasnimku B 06paboTkaTa Ha TbKaHWUTE U TEXHUYeCKUTE npoueaypu
B nabopaTopusiTa Ha MOTpebuTens Moxe fa [oBede A0 3HauMTENHa
NPOMEHNIMBOCT B PE3yNTaTuTe, KOETO Hanara pefoBHO M3BbpLUBAHE Ha
BbTPELUHWU KOHTPONu (BWXTe pa3aena 3a KOHTPO/ Ha KayecTBOTO).
KOHUEHTpUpaHUST peareHT M3WUCKBA paspexzaHe, KakTo e MOCOYeHO B
TabnuuaTa no-rope.

W3BeCTHU NpUIOKEHUS:
MMyHoXMCTOXMMUS  (PUKCUpaHM BbB (DOPManuH TbKaHW, BrpajgeHu B

napaguH)

[ocTtaBs ce kaTo:bydepupaH dusvonornyeH pasteop, 5,9-7,4,coabpxall
NPOTENHOB HOCUTEN U KOHCEPBAHT Mo-Manko oT 0,1% HaTpues asug. Bxte
VHdopMaLMOHHUS NUCT 3a 6e30MacHOCT 3a AOMb/IHUTENHM NOAPO6HOCTY.

HeobxoanMu, HO HEOCUTYPEHW MaTepPUanu U peakTUBK:
MMKPOCKOMCKW NpeaMETHU CTbKI1a Ca NMOJSIOXUTENHO 3apeaeHu.
MoNoXuTENHN 1 OTpULLATENHN TbKaHHU KOHTPOIN
MycTuHHa kamepa (nm NofobHa CyLIMIHS)

KcuneH vnu 3amectuten Ha KcuneH

ETaHon unu peakTvs ankoxon

Kamepa 3a paskpuaHe (TeHaXepa nog, HansraHe)
[elioHn3npaHa unu aectunnpaHa Boaa

M3mmBaw 6ydep

PeareHTV 3a npeaBapuTenHa obpaboTka
MepokcvaaseH 6ok

MpoTtenHoB 610k (No n3bop)

CoHpa 3a oTKpMBaHe 1 nonmMep

PeareHTV 3a oTpyuaTenHa KOHTpona

XpomoreHu

XeMaToKCunnH (KOHTpaoLBeTsBaHe)

PeareHT 3a nocuHsiBaHe

MoHTaxHa cpefa

MOKpPMBHO CTHKIO

CeeTnuHeH mukpockon (40-400 nbTu yBenuyeHue)
*KoHurypauumte Ha NpoAyKTa C aHTUTEeNa Ca HalW4HU 3a M3Mon3BaHe Ha
MHCTPYMEHTUTE, NMOCOYEHU B TabnuuaTta no-rope.

CbxpaHeHue U cTabunHocT:
CobxpaHsiBaiiTe npu 2°C ao 8°C. MpoayKTbT e cTabueH Ao Cpoka Ha FOAHOCT,

oTrneyaTaH BbpXy €TMKEeTa Ha ciakoHa, KOraTo ce CbXpaHsiBa Mpu Tesu
ycnosus. [la He ce u3non3Ba CleA M3TUHAHE Ha CPoka Ha FOAHOCT.
CbXpaHEeHWETO MpW YCNOBUS, pPasfiMiHM OT MocoyeHuTe, TpsibBa aa 6bae
nposepeHo. PaspeaeHnTe peareHTV TpsibBa Aa ce M3non3saT He3abaBHO;
CbXpaHsiBalTe ocTaHanusi peareHT npu 2°C go 8°C. CrabunHocTta Ha
pa3spefeHus OT NOTpebUTeNs peareHT He e ycTaHoBeHa OT Biocare.

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080
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MonoxuTenHute M OTpuUUATENHUTE KOHTpOnM TpsibBa fa ce npoBexaat
€[]HOBPEMEHHO C BCMYKM npobu OT naumeHT. Ako ce Habnioaasa
HEeoYaKBaHO OLBETSIBAHE, KOETO He MoXe fa ce o0b6scHM C Bapuauuv B
nabopaTopHuTe npoueaypy WM ce nogosvpa npobneM C  aHTUTSIOTO,
CBbPXETeE Ce C TexHnYyeckaTa noaapwmxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 nnum
ype3 WHdopMauMsaTa 3a TexHMYecka noaApbXka, MNpefoCTaBeHa Ha
biocare.net.

NopnroroBka Ha npo6ara:

TbkaHu, puKcupaHy BbB (OpManuH ca MOAXOASLUM 33 M3MoN3BaHe Mpeau
napadvHoBO  BrpaxgaHe. KocTtHuTe TbkaHum TpsibBa pna ©6baar
fekanuuduumpadn npeau obpaboTkaTa Ha TbKaHUTE, 3a Aa Ce YNEeCHM
pa3psi3BaHETO Ha TbKaHWTE W Aa ce NpeAoTBpaT NoBpeaa Ha ocTpueTaTa
Ha MUKPOTOMA. 2

MpaBUNHO PUKCMPaHW U BrpafieHn TbKaHW, ekcrpecupalun onpeaeneHaTa
aHTUreHHa uen, Tpsbea Aa ce CbXpaHsBaT Ha XMaAHO MSACTO. 3aKOHLT 3a
nopobpsieBaHe Ha knMHMYHaTa nabopatopus (CLIA) ot 1988 r. usncksa B 42
CFR8493.1259(b), ue ,Jlabopatopusita TpsibBa Aa CbXpaHsiBa OLBETEHU
CnaifoBe Hali-Manko feceT TrOAMHWM OT pAaTata Ha u3cneaBaHe U
CbxpaHsiBaiiTe 6/10koBeTe C NPobu Hall-Manko ABE roAuHW OT AaTaTta Ha
n3cnensaHero."™

TperupaHe Ha ThbKaHW Npeau oLBeTsABaHe:

M3BbpLueTe MHAYUMPaHO OT TOMIMHA u3BnMyaHe Ha enuton (HIER) cernacHo
npenopbyaHns NPoToKoN No-Aosy. [loka3aHo e, Ye pyTUHHOTO M3Non3BaHe
Ha HIER npean IHC MWHMMM3Mpa HECLOTBETCTBMETO W CTaHAApTU3Mpa
OLIBETSABAHETO. s

MpeaynpexxaeHne u npeanasHu MepKu:

1. Toea aHTMTANO CbAabpxa no-Manko ot 0,1% HaTpues asua.
KoHueHTpaumn no-manku ot 0,1% He ca onacHW MaTepuanu, KOUTO He
noanexaT Ha AoknagBaHe, cbrnacHo U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA
cboblueHne 3a onacHocT v [upektvea 91/155/EC Ha EO. Hatpues asup
(NaN;), u3non3BaH KaTO KOHCEPBAHT, € TOKCMYEH Mpu MOMbLUaHe.
HaTpveBunaT a3va Moxe fa pearmpa C 0/I0BHW U MefjHW BOAONPOBOAK, 3a Aa
obpasyBa CWIHO €KCNO3VWBHWU MeTanHu asuau. [lpu  M3XBbpAsHe,
M3NNakHeTe C TrofeMuM KOIWYecTBa BOAa, 3a Aa NpeaoTeBpaTute
HaTpynBaHETO Ha a3vA BbB BOAOMNPOBOAHATa MHCTanauus. (LleHTbp 3a
KOHTpON Ha 3abonseanuaTa, 1976 r., HaunoHaneH MHCTUTYT no 6e3onacHocT
1 3apaBe npu paboTta, 1976 r.)s

2. MpobuTe, Npeamn n cien GUKCMpaHe, U BCUMKM MaTepuanu, U3NOXKEHU Ha
Tax, TpsibBa fa ce TpeTupaT KaTo cnocobHn Aa npeaaaaT MHdekums 1 aa ce
M3XBbPNST C MOAXOAsWM MpeanasHu Mepku. Hukora He nuneTupaiite
peareHTM C ycta W u3bArBalTe KOHTAKT Ha KoXaTa W NUraBuumte C
peareHTUTE M npobuTe. AKO peakTMBU WM MPObWU BNS3aT B KOHTaKT C
UYBCTBUTEMHW 30HW, U3MUIATE T C OBUIHO KONMYECTBO BOAA.”

3. MukpobHOTO 3aMbpcsiBaHe Ha peareHTUTe MOXe fa JAosede Ao
yBennyaBaHe Ha HecrneundUYHOTO OLBETSBaHE.

4. NHKy6aumMoHHN BpeMeHa WM TeMnepaTypu, pasfiMyHuU OT MOCOYEHUTE,
MoraTt da AajaT rpewHu pesyntatu. MotpebutensaTt TpsbBa aa noTBbpau
BCSIKa TakaBa NpoMsiHa.

5. He u3nonsBaiiTe peareHT Cied CpPOKa Ha rOAHOCT, OTnevyaTaH Bbpxy
dnakoHa.

6. MNpeaBapvTenHo paspedeH peareHT Ha aHTUTSNO € ONTUMANHO pa3peseH
3a ynoTpeba. Mo-HaTaTbWHOTO pa3pexaaHe MoXe Aa AoBeae Ao 3aryba Ha
QHTUIEHHO OLBETSBaHe.

7. PaspexpaaHeTo Ha KOHLEHTPUpaHWUs peareHT 3a aHTUTAIo Tpsibsa Aa 6bae
BanuaMpaHo npeau ynotpeba. Bceku v3nonsBaH paspeauTes, KOWTO He e
CreuvanHo NpenopbyaH, cbllo Tpsibea Aa 6bae BanuanpaH 3a CbBMECTUMOCT
1 CTabunHoCT.

8. Wb e pocTbneH npy nouckBaHe u ce Hammpa Ha http://biocare.net.
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UHcTpykumm 3a ynorTpeba:
MpenopbunTEeNnHM NPOTOKONM 3a ouBeTsiBaHe 3a HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX 1 pb4yHa ynorpe6a:
API3289 3a intelliPATH FLX 1 pbyHa ynotpeba e ctaHaapTvanpaH ¢ MACH
4 cucTeMa 3a OTKpYBaHe. M3nonsgaiite TBS 3a CTbMNKWTE HA U3MKBAHE.

Peroxide Block: Bnokupatite 3a 5 MuHyTM C Peroxidazed 1.

M3BbpLueTe n3BMYaHe Ha TOMIMHA C MOMOLLTA Ha
Reveal Decloaker. O6bpHeTe ce kbM
nHdopmMaLumnoHHna nncT Ha Reveal Decloaker 3a
KOHKPETHU MHCTPYKLIMU.

MHky6upaiite 3a 5-10 MuHyTV Npu RT ¢

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher.
Primary "
Antibody: WHkybupawTe 3a 30 MUHYTV npum RT.
CoHpa: VHky6upaiite 3a 10 MUHYTH npu RT ¢
Detection: BTOPUYEH NosmMMep. _
Monumep: NHkybupaiiTe 3a 20 MUHYTK Npun
CTaliHa TemnepaTypa C TPETUYEH nonmMep.
MHky6upaiiTe 3a 5 MUHYTU Npu CTaliHa
Chromogen: TeMnepatypa ¢ DAB Ha Biocare — UIN —

WHKky6mpaiiTe 3a 5-7 MUHYTV Npu CTalHa
Temnepatypa ¢ Warp Red.

KoHTpaoLBeTsBaHe C XeMaTOKCU/IVH. M3nnakHeTe
C AelioHn3vpaHa Boaa. HaHeceTe Tacha's Bluing

n in: -
Countersta Solution 3a 1 MuHyTa. U3nnakHeTe

.qe1710Hv13MpaHa BoAa.

ABTOMaTM3MpaHa cucTeMa 3a OUBEeTsSBaHE Ha craiigoBe
ONCORE Pro:

OPAI3289 e npegHa3HayeH 3a usnon3saHe ¢ ONCORE Pro. O6bpHeTe ce
KbM PbKOBOACTBOTO 3a NOTPebuTENs 3a KOHKPETHW MHCTPYKUMM 3a
ynoTtpeba. apameTpuTe Ha NPOTOKOMA B peAakTtopa Ha MpOTOKOMU
TpsibBa Aa 6baT NporpamMmnpaHu, KakTo cneasa:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP Template 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, low pH; 101°C

Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 e npeaHasHayeH 3a u3nonssaHe ¢ BenchMark ULTRA. O6bpHeTe
Ce KbM PbKOBOACTBOTO 3@ NOTPebUTENS 3@ KOHKPETHU WHCTPYKUMM 33
ynotpeba. [llpenopbunTeNnHUTE MapaMeTpu Ha MNPOTOKOMA Ca KakTo
cneaga:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 MuHyTH

MpeaBapuTeneH UHXMBUTOP Ha
nepokcuaasaTa

Peroxidase:

Primary Antibody: 8 MUHYTH, 36°C

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080
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Cepus Q — 3a Leica BOND-III:
ALI3289 e npegHasHayeH 3a n3nonseaHe ¢ Leica BOND-III. O6bpHeTe ce
KbM pPbKOBOACTBOTO 3a MOTPEOMUTENS 3a KOHKPETHW WMHCTPYKUMM 3a
ynoTtpeba. [lpenopbyuTesHUTE MapaMeETPU Ha MPOTOKOMA Ca KakTo
cnegga:

Onuus 3a oyBeTABaHEe C XpOMOreH

Protocol Name:

DAB
IHC Protocol F

Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min with ER1
Peroxide Block: 5 min

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min

KoHTpon Ha kauecTBOTO:

ObbpHeTe ce KbM CTaHAapTWTe 3a KavecTBo Ha CLSI 3a npoekTvpaHe u
npunaraHe Ha WMYHOXUCTOXMMWYHW aHanuaun; OpobpeHo pbKOBOACTBO-
BTOpO M3aaHue (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA CALL (www.clsi.org). 2011 r=

MonoxuTeneH TbkaHeH KOHTPON: CAMBULIA

MaTepuanuTe 3a BbHLUHA NONOXMWTENHA KOHTPOna TpsibBa Aa 6baaT npecHn
npo6bu, ukcupaHy, o6paboTeHn W BrpafieHy Bb3MOXHO Haii-CKOpo o
CblUMA HauMH kaTo npobaTa(MTe) Ha naumeHTa. MoONOXKUTENHUTE TbKaHHM
KOHTPOSIN Ca NoKasaTeSiHX 3a MPaBWIHO MOATOTBEHW TbKaHU W MOAXOASLUMN
TEXHUKM 3a OLBeTsBaHe. BbB BCEKM LMKBN Ha OuBeTsBaHe Tpsbea fa ce
BKJTIOUM efiHa NOSIOKWTENHA BbHLUHA TbKaHHa KOHTpOsia 3a BCcekn Habop ot
yCcnoBsus Ha TecTa.

TbKaHUTE, U3M0N3BaHN 3a MaTepUanMTe 3a BbHLUHA MOMOXWUTENHA KOHTPONa,
TpsbBa pga 6bgat wm3bpaHn OT npobu OT naumeHTM C  Agobpe
OXapaKTepu3vpaHy HUCKM HUBA Ha MONOXMUTENHA LieneBa akTUBHOCT, KOSITO
faBa ¢nabo MONOXUTENHO ouBeTsiBaHe. HWCKOTO HWMBO Ha MONOXMTENHOCT
33 BBHLWHW MOMIOXMTENHN KOHTPOAW € rMpedHasHayeHo Aa  ocurypu
OTKPUBaHe Ha (PV1HW NPOMEHN B YYBCTBUTEIHOCTTA HA MbPBUYHOTO aHTUTSNO
OT HecTabunHocT unu npobnemu ¢ IHC metoponorusta. lMNpeanaraHute B
TbproeckaTa Mpexa npeMeTHM CTbK/a 3@ KOHTPOJ Ha TbKaHu WUiu npobu,
o06paboTeHun No pasnuueH HaunH oT npobaTta(ute) Ha NauMeHTa, Bannanpat
camMo edeKTMBHOCTTa Ha peareHTa M He MpoBepsiBaT MOArOTOBKaTa Ha
TbKaHuTe.

M13BECTHM MONOXMUTENHN TbKaHHW KOHTPOM TpsibBa Aa Ce M3Mo/3BaT caMo
3a Hab/oaeHre Ha npaBuHaTa paboTa Ha 06pPaboTEHUTE TbKaHU 1 TECTOBU
peareHTH, a He KaTo nomoLy Npu (opMynMpaHe Ha KOHKPETHA AMarHo3a Ha
Npo6u OT NauMeHTU. AKO NONOXWUTENHUTE TbKaHHW KOHTPOMIN He ycnesT Aa
MoKaXaT MOJMIOXKMTENHO OLBETABAHE, Pe3ynTatute C TeCcToBUTE Mpobu
TpsibBa Aa Ce CYMTAT 3a HEeBAIUAHM.

OTpuuaTeneH TbkaHeH KOHTPO:

M3non3gaiite oTpuuaTeNHa TbkKaHHa KOHTpona (M3BecTHa kaTo HLA-B
oTpuuatenHa), dumkcMpaHa, obpaboTeHa M BrpaeHa No HauuH, MAEHTUYEH
C npobata(uTe) Ha MauMeHTa NpU BCAKO OLBETsIBAHe, 3a fa NpoBepuTe
cneumdmyHocTTa Ha IHC MbpBMYHOTO aHTUTANO 3a AEMOHCTpauus Ha
LieNleBMs aHTUreH 1 3a NpeocTaBsiHe Ha MHAKMKaLUMS 3a cneunduyHo hoHOBO
oupeTsBaHe (danwmBo NONOXWUTENHO ougeTsiBaHe). OcBeH ToBa
pa3HO0bpa3neTo OT pas/iMyHW BUAOBE KIETKW, MPUCLCTBALLM B MOBEYETO
TbKaHHM Cpe30Be, MOXe Aa 6bdaT u3non3eaHn OT nabopaTopusita KaTo
BbTPELLUHM OTPULIATENHM KOHTPOJSTHM MeCTa 3a NpoBepka Ha paboTaTta Ha IHC
cneundmkaumn. TUNoBeTe M U3TOUHMLMTE Ha Npobu, KOWTO MoraT Aa ce
13ron3eaTt 3a OTpuuUaTeNHa TbKaH KOHTponuTe ca u3bpoeHu B paspena
XapakTepucTuKM Ha edekTUBHOCTTa.

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
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Ako ce nosBM cneunmduyHo ouBeTsiBaHe ((anmBo  MONOXMTENHO
OLBETSIBAHE) B OTpMLaTENHaTa TbKaHHa KOHTPONa, pe3ynTaTuTe oT npobute
Ha nauueHTa TpsibBa Aa ce cumMTaT 3a HEBANMAHU.

HecneumnduyeH oTpuLaTeneH KOHTPONIEH peareHT:

M3nonsgaiite HecneundunyHa OTpuUATENHa KOHTpONMa Ha peareHTa Ha
MSICTOTO Ha MbPBUYHOTO QHTUTSIO CbC CEKUMS OT BCsika Npoba OT NaumeHT,
3a Aa oueHnTe HecrneundryHOTO OLBETSIBaHE U

nossonsiBaT no-Aobpa MHTEpnpeTauusl Ha CreumM@UYHOTO OLBETSIBAHE Ha
QHTUIEHHOTO MsCTO. B mpeanHus ciydaii oTpuuaTenHaTta peakTuBHa
KOHTpona cbabpxa HLA-B [BC43] IgG1 Kappa aHTUTANO, npoussBeaeHo ot
CynepHaTaHTa Ha TbKaHHa KynTypa MO CblUMsS Ha4MH KaTo MbPBUYHOTO
@HTUTANO, HO He NposBsiBa crieundunHa peakTMBHOCT C YOBELLKN ThKaHu B
cbluaTa MaTpuua/pa3TBop KaTo Biocare aHTUTSNO. Pa3peaeTe oTpuuaTenHo
KOHTPOSTHO @HTUTSIO A0 CblaTa KOHLEHTPaUWsi Ha MMYHOrNOBYyNuH Wiu
NpoTEMH KaTo paspeAeHOTO MbPBUYHO aHTWUTSANO, KaTo Ce M3Mon3Bea
MaeHTMYeH paspeauTten. Ako eTaneH Tenewku cepyMm ce 3aabpxa B
YUCTOTO aHTUTANO cnes obpabotkata, @eTaneH Tenewku CcepyMm C
NpOTEMHOBAa KOHLEHTPaLMs, eKBMBANeHTHa Ha pa3spedeHaTa MbpPBUYHO
QHTUTANO B CblUMs paspeauTen CbLio e noaxoaswo 3a ynotpeba. (Buxre
npenocTaBeHus peareHT). CaMo paspeauTen MoXe Aa ce U3non3ea KaTo no-
ManKko >KenaHa anTepHaTMBa Ha OMUCaHWTEe MO-rope  OTpuuaTeNHU
peakTUBHU KOHTponu. WHKy6auUMOHHWMST nepuoA 3a oTpuuaTenHata
peakTMBHa KOHTpona TpsibBa Aa CbOTBETCTBA Ha TO3W Ha MbPBUYHOTO
aHTUTSO.

KoraTo ce U3Moni3BaT naHesn OT HAKOSKO aHTUTENa BbPXY CEPUIHM Cpe3oBe,
30HUTE C OTPULIATENHO OLIBETABAHE Ha €AMH Crlaia MoraT [a CiyXxaT KaTo
oTpuuaTenHa/HecneuncdmnyHa CBbp3Bala (OHOBA KOHTPOMA 3a Apyru
aHTMTeNa. 3a pasrpaHMyaBaHe Ha EHAOTEHHA EH3MMHA aKTWUBHOCT Wi
HeCneumndnUYHO CBbP3BaHE Ha €H3UMM OT CrieLMdrUYHa UMYHOPEaKTUBHOCT,
[OMb/HATENIHA TbKaHM Ha MauueHTa MoraT fAa 6baaT OuBEeTeHM
U3K/IOUYMTENHO CbC CyBCTPaT-XPOMOTeH WM eH3WMHM KoMmnnekcu (PAP,
ABUAMH-BMOTUH, CTPENTaBMAMH) U CbOTBETHO CyGCTPaT-XPOMOreH.

[poBepka Ha aHanu3a:

Mpean MbpBOHAYANHOTO W3MOM3BaHE Ha aHTUTANO WAM cUCTeMa 3a
OLIBETSIBAHE B AMArHOCTMYHa npoueaypa, noTpebuTensT Tpsibea Aa npoBepu
cneun@uyHOCTTa Ha aHTUTANOTO, KaTo ro TecTBa BbpxXy nopeauua oT
BbTPEWHN TbKaHW C W3BECTHU WMYHOXUCTOXUMUYHW XapaKTEpUCTUKH,
NpeAcTaBnsiBally  WM3BECTHW MOMOXWUTENHA U OTPUUATENHWM  TbKaHW.
O6bpHeTe ce KbM MpoLEeAypUTe 3a KOHTPO Ha KayecTBOTO, NOCOYEHM MO-
paHO B TO3¥ pasgen Ha NNCTOBKATa Ha NPOAyKTa, U KbM MpenopbkuTe 3a
KOHTPOJST Ha KayecTBOTO Ha mporpamaTta 3a cepTuduumpaHe Ha CAP: 3a
MMYHOXUCTOXMMUS U/munn HacokuTe 3a IHC Ha NCCLSw). Te3u npouenypv 3a
KOHTPOJT Ha KayecTBOTO TpsibBa [a ce MOBTapsAT 3a BCAka HOBa NapTvaa
QHTUTANO MM BMHArW, KOrato MMa MpoMsiHa B NMapaMeTpuTe Ha aHanusa.
TbkaHuTe, M36poeHN B pa3fena 3a XapakTepucTukuTe Ha edeKkTUBHOCTTa,
Ca NoaxoAsLLM 3a NpoBepKa Ha aHanusa.

OTcTpaHsiBaHe Ha HEU3NPaBHOCTU:

CnepBaiiTe npenopbkuTe 3a crieumduyeH NPOTOKON 3a aHTUTENa CbriacHo
npefocTaBeHnst JICT C AaHHU. AKO Bb3HUKHAT HETUMWYHM pe3ynTat,
CBBbpXKETe Ce C TeXHMYeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002.

TbNKyBaHe Ha OLUBETABaAHETO:!

MONOXMTENEH ThKAHEH KOHTPO:

MoNoXMTENHATa TbKaHHA KOHTPOSa, OUBETEHA C MOCOYEHOTO AHTUTANO,
TpsibBa MbPBO Aa CE M3C/eaBa, 3a Aa Ce YCTaHOBM, Y€ BCUYKM pPeareHTy
(DYHKUMOHMPAT nNpaBunHo. ToaxoAAalloTO OLBETSBAHE Ha MpULIENIHUTE
KneTkn (KakTo € MOCOYEHO MO-rOpe) € MOKA3aTeNHO 3a MOSIOKMTENHA
PEAKTMBHOCT. AKO MOJIOKUTESIHATE TbKaHHM KOHTPOSM He YycresT Aaa
MOKaXaT MOMOXUTENHO OLBETABaHE, BCUUKM PE3YTATH C TECTOBUTE Npobu

Fax: 925-603-8080
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TpsibBa fa ce cuMTaT 3a HeBaNNAHW. LIBETHLT Ha peakUMOHHUS NPOAYKT MOXe
[1a Bapvpa B 3aBUCUMMOCT OT U3MOM3BaHWUTe CybCTpaTHU XpoMoreHu. Buxre
JIMCTOBKWTE Ha OMakoBKaTa Ha CybcTpaTa 3a o4akBaHWTe LBETHW peakLuu.
OcBeH TOBa MeTaxpomasusiTa MOXe fa ce HabnogaBa Npu Bapvauum Ha
MEeTOoAa Ha OuUBeTsBaHe. !

Korato ce wu3non3Ba MpoOTUBOOLBETSIBAaHE, B  3aBUCMMOCT  OT
NpOABL/HKUTENHOCTTa Ha MHKybauusTa U eduKacHOCTTa Ha M3MON3BaHOTO
NpOTVBOOLBETSIBaHE, MPOTUBOOLIBETSIBAHETO LU A0Beae [0 OLBETSBaHE Ha
KNeTb4yHUTE fa4pa. HDEKOMepHOTO WM HENMbIHO KOHTPACTHO OLBETsBaHe
MOXe fla KOMNPOMETUPa NPaBUHOTO Th/IKyBaHe Ha pesynTaTtute. O6bpHeTe
ce KbM NpoTokona(MTe) 3a NPENOPbYaHOTO KOHTPaoLBETSIBAHE.

OTpuLaTeneH ThKaHeH KOHTPON:

OTpuuaTenHaTa TbKaHHa KOHTpona TpsbBa fa Ce u3cnedsa cneqn
MOMOXMTE/HATa ThKaHHa KOHTPO/Ia, 3a Aa Ce NPOBEPY CrieLmMdUUHOCTTa Ha
MapKMPaHETO Ha LieNeBUst aHTUreH OT MbPBUYHOTO aHTUTS/O0. JlncaTta Ha
cneuncdunyHoO  OUBETABAHE B OTpMUATENHATa TbKaHHa  KOHTposa
MOTBbPXKAABa /MNCaTa Ha KPbCTOCaHa PEaKTUBHOCT Ha aHTUTENa KbM
KNETKN/KNETbYHN KOMMOHEHTU. AKO Ce MOSiBU CreLmdUyHO OLBETSBaHe
(hanwmBo NONOXKMTENHO OLIBETABAHE) B OTpULATENHATA BbHLIHA TbKaHHA
KOHTPOJIa, pesynTatute oT npobaTta OT nauueHTa TpsAbBa Aa ce cuuTar 3a
HEeBaNMAHN.

HecneuudnyHOTO OLBETABaHE, ako € Hanule, OBMKHOBEHO MMa Andy3eH
Bua. CropaavuHo OLBETABaHe Ha CbheAMHUTENHaTa TbKaH MOXe fa ce
HabntoaaBa M B CPE30BE OT MPEKOMEPHO (HUKCMPaHU C GopManuH TbKaHM.
M3ron3BaiiTe HEMOKbTHATU KNETKM 3@ TbAKYBaHE Ha pesyntatute OT
OLBETABAHETO. HEKPOTMUHUTE WM  [EreHepupany KIeTKM 4YecTo ce
OLBETABAT HECmeundnyHo.

TbkaH Ha nauueHTa:

M3cnepgaiite npobu OT MAUMEHTW, OLBETEHU C MOCOYEHOTO aHTUTSIO
nocnepHo. TMONOXWUTENHUAT WHTEH3UTET Ha OuBETsBaHe TpsibBa fAa ce
OLiEHSIBA B KOHTEKCTA Ha BCSIKO HecreumduuHo (OHOBO OLBETSIBAHE Ha
oTpuLaTeNHaTa KOHTPOJIa C peareHT. KaKTo Npu BCEKU MMYHOXUCTOXMMUYEH
TECT, OTPULIATENHUSAT Pe3y/TaT 03HaYaBa, Ye aHTUIEHbT He € OTKPUT, a He
Ye aHTUreHbT NIUNCBA B WU3C/IeABaHWUTE KNETKU/TbKaH. AKO e HeobxoauMmo,
M3MoM3BaiTe NaHen OT aHTUTena 3a wuaeHTUdUUMpaHe Ha anwmeo-
OTpULATENHM peakumu.

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |
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O6bpHeTe ce kbM Pe3stoMe 1 065ICHEHME, OrpaHUYEHNSI U XapaKTEPUCTUKM Ha

eeKTUBHOCTTa 3a KOHKpeTHa WHdopMaums OTHOCHO MNocoyeHaTa
MMYHOPEaKTUBHOCT Ha aHTUTena.

OrpaHnyeHms:

O6LM orpaHnyeHus:

1. 3awHBMTPO pMarHoctTnyHa ynotpeba

2. To3n npoaykT e camMo 3a npodecuoHanHa  ynotpeba:

VIMyHOXUCTOXMMUSITA € MHOrOETaneH ANarHOCTUYEH MpoLEeC, KOUTO ce
CbCTOM OT ChneumanusmpaHo obyuyeHne 3a u360p Ha MoAXOAsLUM
peareHTu; noabop, dukcvpaHe n 0bpaboTka Ha TbKaHW; NOAroTOBKa
Ha IHC cnaipa; v uHTepnpeTaums Ha pesynTaTuTe OT OLBETSIBAHETO.

3. OueTsiBAHETO Ha TbKaHTa 3aBWUCK OT obpaboTkaTa M obpaboTkaTta Ha
TbKaHTa npeau  OuBeTsABaHeTo.  HempaBunHOTO  hUKCUpaHe,
3aMpassiBaHe, pa3MpassiBaHe, UW3MMBaHe, CylleHe, HarpsiBaHe,
Hapsi3BaHe WX 3aMbpcsiBaHe C APYry TbKaHU UM TEYHOCTU MOXeE Aa
posefe A0 aptedakTy, ynaBsHe Ha aHTUTena wnu  danwueo
oTpuuaTenHun pesyntat. HenocnegoeaTtenHUTe pesynTaTti MOXe Aa ce
Ob/DKAT Ha Bapuaummn B MeToauTe 3a UKCUpaHe 1 BrpaxxaaHe unu Ha
NPUCBLUN HEPEAHOCTMU B TbKaHTa.»

4. TIpeKOMepHOTO WM HEMbIHO KOHTPACTHO OUBETSBaHE MoOXe jJa
KOMMPOMETMpa NPaBUIHOTO Thb/IKyBaHe Ha pe3ynTaTuTe.

5.  KnuHuyHata wuHTepnpeTauusi Ha  BCSKO  MOSIOXKUTENHO  W/M
OTpULUATENHO OLUBeTsBaHe TpsibBa Ja Ce OUEeHsiBa B KOHTEKCTa Ha
KIMHWUYHOTO NpeAcTaBsHe, MopdonorusiTa U ApyrM XMCTONATONOrMYHM
KpuTepun. KnuHuYHaTa MHTEPRpEeTaums Ha BCAKO MOSIOXKMUTESHO MU
oTpuUaTENHO oOuBeTsIBaHe TpsbBa pJda 6bae JonbiHeHa OT
MOpPGONOrMYHM  U3CNEeABaHMS, KaTo Ce WU3Mon3BaT  MOAXOAALLM
NOMOXWUTENHN U OTPULATESNHN BLTPELLHM U BbHLUHW KOHTPOSIN, KaKTo U1
OpYrM  OvarHOCTMYHM TectoBe. OTroBOPHOCT Ha KBanuduumpaH
MaTosior, KOMTO € 3aro3HaT C MpaBWIHOTO M3non3sBaHe Ha IHC
aHTWUTena, peareHT W MeToau, € fAa WHTEPNpeTUpa BCUYUKWU CTBIKMK,
M3MoN3BaHu 3a NOArOTOBKA U Th/IKyBaHe Ha kpaiHus IHC npenapart.

6. OnTMManHOTO paspeXaaHe Ha aHTUTANIOTO WM MPOTOKONWUTE 33
KOHKPETHO MpUWIoXeHWe MoraT fAa BapupaT. Te BKIOYBAT, HO He ce
orpaHuyaeaT A0 (uKCMpaHe, MeToA 3a W3BAMYaHe Ha TOMNauHa,
BpeMeHa Ha MHKybauus, fnebennHa Ha TbKaHHWS Y4acTbK M U3MON3BaH
KOMMNEKT 3a OTKpuBaHe. Mopaan NpeBb3xoAHaTa YyBCTBUTENHOCT Ha
Te3U YHUKaNIHW peareHTn, NMOCOYEHWUTE MPEenopbYMTESIHN BPEMEHa Ha
MHKY6aLmWs 1 TUTPU He ca MPUIOXKMMU 33 APYrM CUCTEMU 33 OTKPUBAHE,
Tl KaTo pe3yNTaTUTE MOXE [a Bapupart. [IpenopbkuTe 1 NpoToKouTe
B MH(MOPMALMOHHMS JIMCT Ce OCHOBAaBaT Ha MW3K/IIOYUTENHOTO
13rosn3BaHe Ha NpoaykTuTe Biocare. B kpaliHa cMeTka OTrOBOPHOCT Ha
n3cnegosaTtens e fa onpeaeny onTUManHUTE yCnoBusI.

7. To3n npoaykT He € npeAHa3HayeH 3a M3Moni3BaHe B MOTOYHA
LUMTOMETpUS. XapaKTepucTukuTe Ha edeKTMBHOCTTa He ca onpeaeneHu
3a NOTOYHA LUTOMETPUS.

8. TbkaHu OT XOpa, 3apa3eHu C BMpyca Ha XermatuT B u cbabpxalum
NMOBBbPXHOCTEH aHTUreH Ha xenatwt B (HBsAg), moraT aa nposiBaT
HecneundunyHO ouBeTABaHE C NepPOKCMAA3a OT XPsiH.=

9. PeareHTuTe MoraT Aa MoOKaXaT HEOYaKBaHW peakuum B HeTecTBaHu
npeav ToBa TbKaHW. Bb3MOXHOCTTa 3a HEOYaKBaHW peakuun Aopu B
TEeCTBaHN TbKaHHW rpynu He Moxe da 6bfe HambiHO eNUMWMHMPaHa
nopagu 6uonornyHaTa BapuMabuHOCT Ha eKCrpecusiTa Ha aHTUreH B
HEeoMnasMM WM Apyrv NaToNOrMYHM  ThbKaHW.: CBbpXeTe ce C
TexHuyeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 wnu ypes
nHdopMaumaTa 3a TexHuyecka noAaApbXkKa, MpeaocTaBeHa Ha
biocare.net, ¢ AOKyMEHTMpPaHN HEOYaKBaHN peakLmy.

10. HopManHuTe/HEMMYHHU CEPYMM OT CbLUMS XKMBOTUHCKM U3TOYHUK KaTO
BTOPUYHUTE @aHTUCEPYMU, U3MON3BaHM B €TanuTe Ha 6nokvupaHe, MoraT
[a NpUYMHAT (anwmeo oTpuuaTenHn wunmn GanwmeBo MNOMOXKUTENHU
pe3ynTaTi Nopaau aBToaHTUTENa UM eCTECTBEHN aHTUTeNa.

11. MoraT pa ce HabnogasaT danwmBy NOMOXUTENHM pe3yNTaTh nopaav
HEVMYHONIOTMYHO CBbp3BaHe Ha MNPOTEMHWM WM  MPOAYKTU Ha
cybcTpatHa peakums. Te MoraT CblWoO Aa 6baaT NpUUMHEHM OT

Fax: 925-603-8080
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ncesonepokcnaasHa aKTUBHOCT (epuTpoumnTh), eHaoreHHa
nepoKkcMaasHa akTMBHOCT (UuToxpoM C) uim eHgoreHeH 6MoTuH (Hanp.
yepeH apo6, rbpan, Mo3bK, 6bOpek) B 3aBMCMMOCT OT BMAA Ha
M3MO0/3BaHOTO MMYHOOLIBETSIBAHE. 2

CneundunyHun 3a NpoayKTa OrpaHNYeHmns:
He ca u3BeCcTHu AOMbITHUTESIHN OrPaHNYEHNS.

XapaKTepuCTUKM Ha U3MbJIHEHME:
YyBCTBMTENHOCTTA, CNeUM@PUYHOCTTa
0606LLEHN CbOTBETHO B Tabnmum 1 m 2.

N KPbCTOCaHaTa pPeaKTUBHOCT Ca

Bb3npon3BoanMMocT:

Bb3npoussoanMocTTa Ha edeKTMBHOCTTa Ha aHTUTANOTO belle nposepeHa
ypes TecTBaHe Ha usbpaHa HOpManHa M TYMOPHa TbKaH B PasfiUyHN AHW U
pas3nyHM  MHCTPYMEHTM C MHOXEeCTBO onepaTopu. OuBeTsiBaHETO Ha
n3bpaHute TbkaHW Oele nOCNefoOBaTENHO W M3BBPLUEHO Criopes
OYaKBaHusTa.

Bb3npou3BoanMOCTTa Ha OLBETSBAaHETO B LWMKbA Ce onpefens 4pes
ouBETABaHE Ha NET TbKaHW, CbAbpXalwu €AHa U Cblla TbKaH, BbpXy
MHOXXECTBO UHCTPYMEHTU.

Bb3npon3BoanMoCTTa Ha OLBETSBAHETO MeXAy LMKbna ce onpeaens ypes
OUBETABaHe Ha neT NpeaMeTHU CTbK/a, CbAbpXalluM efjHa U Cblia TbKaH 3a
TPV [OHW/NPOBEXAAHUA Ha €AuMH W Cblly WHCTPYMeHT. Bcuuku TecToBe
npemMmnHaxa C e4HN U CblUM pe3ynTaTu, KakTo e onpeaeneHo OT BbTpewHuTe
HaCoKM 3a oueHsiBaHe Ha Biocare.

MIMyHOpeaKTUBHOCT:
CnegHnTe  MOMOXUTENHWM U OTpULIATENHU
[IeEMOHCTpUpaHu B Tabnvum 1 v 2 no-gony.

MMYHOPEaKTUBHOCTU  Ca

npeLlOCI'aBeHVIﬂT no-Aony CNUCbK HE € M34vepnaTtenieH, HO XapaKTepusupa
BUAOBETE UMYHOPEAKTUBHOCT, HabstoaaBaHM C MOCOYEHOTO aHTUTSINO.

0b60bL1eHNE Ha 0YAKBAHUTE PE3Y/ITATU.

YCTaHOBEHO €, Ye TOBa aHTUTSNIO € MMYHOPEAKTMBHO C BCWUYKM BUAOBE
TbKaHM, BbpXYy KOUTO € TECTBAHO, BK/THOUMTENHO BCUYKM BUAOBE IMMEBOMM U
HOpMafiHa YoBelka TbKaH. OLBETABAHETO € MPEAMMHO MEM6paHHO, HO
MOXE Zia U3rNeX/a Y LUTOMIa3MeHo, KOraTo € B Npobu C BUCOKA EKCMpecus.
OuBEeTSABaHETO NPUCHCTBA MPEANMHO B EHAOTENHUTE KNNETKU U IMM@OLMTUTE
C MO-HWUCKO Pa3npPOCTPAHEHNE B ENUTENHUTE KNIETKU B HAKOU TbKaHMU.

Maca 1:4yBcTBMTENHOCTTA U CNELMPUYHOCTTa Ce ONpeaensT Ypes TecTBaHe
Ha (MKCUpaHW BbB POpManuH, BrpageHn B napaduH 60HM TbKaHu.

Tissue Positive Cases | Total Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15

Mycosis fungoides

Diffuse T cell Lymphoma

Hodgkin’s Lymphoma 10 10

Diffuse Large B Cell Lymphoma | 6 6

M Biocare Medical
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Tabnuua 2:TbkaHHaTa KpbCTOCaHa PEeaKTMBHOCT Ce onpedens 4pes
TecTBaHe Ha duKcMpaHn BbB (pOpManvH, BrpageHn B napaduH HOpMasHu
TbKaHW.

TbkaH MonoxuTtenHu ciydan | O6wo ciyyan

Mo3b4yeH Mo3bK

Manbk MO3bK

HapbwbpeyHa

ANYHUK

MaHkpeac

JNumcbeH Bb3en

TpaxesTa

Tectuc

LLinToBuaHa »xnesa

Mpan

Aanak

cnuBuUa

Tumyc

KocTeH Mo3bk

bsn apo6

cbpue

XpaHonpoBog,

Cromax

TbHKO YepBO

[ebeno yepso

YepeH apob

CnoH4YeHa xnesa

Brbpek

MNpocTaTa

MaTka

MaTouHa wuiika

CKeneTHu MycKkynm

KOXa

MNepudepeH Heps

O6nNLIOBBYHUN KIETKU

OKO

WIWINIWININIW[W W W[WWW[WIN|WwWfw|WwW[wW(w|MIN[WN[W[W|W|IN[W|W|WU
WIWINIWIN[WW[W W W[W W W[W W W[WW|W[W|W|DA[NVNWLNN[WWW[WW|W O

NapuHkca

www.biocare.net

OTCcTpaHsiBaHe Ha HEU3NpPaBHOCTU:
1.

Hama ouBeTsiBaHe Ha npeaMeTHM cTbkna — [lpoBepeTe, 3a fAa
onpegenqTe, Ye ca M3MNos3BaHN NOAXOASALM ThKaHW 3@ NOMOXMUTENHA
KOHTPO/Ia, aHTUTeNa U NpoAyKTU 3a OTKpUBAHE.

Cnabo ouBeTsiIBaHe Ha BCMYKM NpeAMETHU CTbkna — [MpoBepeTe, 3a Aa
onpezenvTe, Yye ca M3Mos3BaHN NOAXOASALM ThKaHW 3a MONOXUTENHA
KOHTPO/Ia, aHTUTeNa U NpoAyKTW 3a OTKPUBAHE.

MpekaneH OH Ha BCUYKM NPeaMETHM CTbKia — Bb3MOXHO e aa uma
BMCOKM HMBa Ha eHaoreHeH 6MOTWH (ako ce M3Mon3BaT MpoAyKTM 3a
OTKkpuBaHe Ha 6a3aTa Ha 6MOTWMH), eHpgoreHHa HRP aKTMBHOCT,
npeBpblualla XpoMOreHa B OLBETEH KpaeH MpoaykT (u3nonssainte
nepokcvaaseH 6710K) MM NPeKoMepHO HecrneunduyHo NPOTEMHOBO
B3auMMmogelcTBue (M3nonsgaiiTe npoTeuMH 650K, KaTo 61oKupaLy,
pa3TBOp Ha 6asaTta Ha CepyM WUnu KaseuH).

| Fax: 925-603-8080
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4. TbKaHHUTe Cpe3oBe Ce U3MMBAT OT NpeAMETHUTE CTbK/a No BpeMe Ha
MHKybaumsita — MNpoBepeTe NpeaMeTHUTE CTbKIIA, 3a Aa Ce YBepuTe, Ye
ca MONOXMUTENHO 3apefeHu.

5.  CneumduyHo ouBeTsBaHe e TBbpAe TbMHO — [TpoBepeTe NPOTOKO/a, 3a
Aa onpeaenute Aanu KbM NpeaMeTHOTO CTbKII0 € NMPUNoXKEH npaBuiieH
TUTBP Ha aHTUTEeNa, KakTo W MpaBUIHWTE BpeMeHa Ha MHKybaums 3a
BCUYKM peareHTW. OcBeH ToBa Ce yBepeTe, 4Ye MPOTOKOMbLT WUMa
[OCTaTbyHO CTBMKW Ha NPOMMBAHE, 3a Aa Ce OTCTPAHAT U3NULIHUTE
peareHTn cnea nNpuKnYBaHe Ha CTbMKUTE Ha I/IHKy6aL|,VI9I.
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Ultraline aHTuTenaTa ca pa3paboTeHn eanHCTBEHO OT Biocare Medical LLC n
He 03HayaBaT ofobpeHune unu ogobpeHune Ha Biocare aHTuTena ot Ventana
Medical Systems, Inc unu Roche. Biocare, Ventana n Roche He ca cBbp3aHu,
CBbp3aHM WM CBbP3aHM MO HWKakbB HauuH. Ventana®, BenchMark®,
ultraView n OptiView ca Tbproecku mapku Ha Roche.

AHTUTENaTa oT cepusita Q ca pa3paboTeHn eamHCTBEHO OT Biocare Medical
LLC v He npeanonarat ofobpeHvie unu ofobpeHne Ha aHTUTenaTta Biocare
oT Leica Biosystems. Biocare u Leica Biosystems He ca cBbp3aHu, CBbp3aHu
WM CBbP3aHM MO HUKAKbB HauumH. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX u
BOND-III ca TbproBcku Mapku Ha Leica Biosystems.

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

Tel: 800-799-9499 |  www.biocare.net
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A
HEIRERYIER: B, B, BE. B
N7 AR SRR

HLA-B [BC43] 2—MuNF AT A, fEERIFRRBRAERERETE
HUARRIEA X TS, MSIe=GEM, BT HA-B lEME
T BEREARNE (IHC) ERIMEEGERIE (FFPE) AMKAR
NEBR. HIREIRBRENIGRERIEN B (EREELXRIIRSS
HRskAbTE, FRAEREBOIGARR B SRR P R TATE ABIZ R
R TETITE, LSEMEETRAIRRRE.

BES5IRR:

HLA-B REERIUEFE [ 38 (MHC]) EARNEESSMEERARREER.
s MHC I (5 FEMIBREREL, SETURMIHGES®S CD8+ T #HEH
12, NSHERNERAIEENRERL, -

ERFEN:

ZRT R BFERDMER. AtSEIERERT RRREARNFAEN
PE—I. —BSkiR, BREARUE (HC) REIARIFEBIESENBTR
EAIMCHR FURBSSMERR (—) . — BT (TSERR/R
i) . BESYNEERYLNENTFLE. BRIBEESEEN
R RAREF ). ARTLNHEARTESR, HELEkA. &
FHRAER BHGTENTRRIRSELRIZHT, XrTREaL PRe S
EFURTR.

HHEG%:

AR

ENKR: NEERE

YIFhRRIME: ASEEMARRRIL.
TafE: BC43

FI#hEL: IgG1 kappa

BEARRE: EXIXSERE, B2 RIVERE.
B{K IgG iR BLR Biocare RIS
1550 HLA-B

TN MRERE

Tk FEREANR BRI
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TGRS RIERR, T5 LIARERE—BER. #—PHR
RS SETRRGBREL. H—EPHEITRSSEIRAEEE. BFLM
RIEEAERER. EANMIAOAEAEFBNER
APFERETNERATRSTEBENTN, ELFEEERHITRERNEE
(BRREEFED) .

RN F IR R LR TR,

(=51 B
RRALZNE (BRIMEEAEEIEELR)

RMAHR: BHEER, 5.9-7.4 3BEARSANDT 0.1% SRS
#l. BXESHAER, BERREHER.

EEERRAAIRFNAR:
EHREIR AR,
PEMEANBRMEAELITR
WIRE (EEUESTIERE)
R _RERELR
ZEzEgi IR

BE=E (RER)
EEFKEEREK
TRENR

Frgk e

S E A IBERERT

BHRER (7K
MR IR S

FRERI BRI

EEF

THAKE (B3)

FERF

HER

=RA

NFEHER (40-400X FAIEER)
AT RASECE R BT ERATRAYYES.

IS ED :
7T 2°C = 8°C, TEXEEMTHETRRY, % M IViinE EENRIRYERL
HARREN. B2EEXEIEER. SIIESEREIMYUEEEYT
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Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

Chinese (Simplified)

THIfETr. HREGEIXFIRRASGER, EArERIFIFIMEEFE 2°C Z8°CT.

Biocare ERHER PR FIRVEEM.

PRIEFIRBMER RN SATE BERA R #HIT. MRMRAZIRE, BRE
B =RFAIRMRER, HEMENAFERE, {H5E 1-800-542-
2002 8iEid biocare.net EIRHAIRIASHHERERS Biocare AHRASTHE.

HEmRBIE:
BREMEENER EEEAEEEZAER. FRAMEZRIRIEEER
iS5, LAFIFEEIEIFAB LR RN A, -

FHEENSERASEN R B AN REER R, 1988 FEIfFRST
INEEHOHIAZR (CLIA) E3K 42 CFR§493.1259(b) R LI =R R E
BRBEREZ BEED+F REHEREAREREZ HEZEDWE.

RERIAARIIME:
RIETEEFENARHTRESRAES (HIER), 7 HC ZRIEHER
HIER EHGET LIS AR DA S HEREINEL.,

ZEMEEER:

1 iZRAESBET 0.1% NEEHH. RIE U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA
febaEHRAN EC $§< 91/155/EC, RERT 0.1% ABTFAIRERKYIR. &
SR (NaN,) FEERSIER, WMRBARES. BRAWIRESHENREEE
RERN, FREEBEENSEERMLY. LB, BXENKE, L
IFEEUYESEPRE. (FERENPO, 1976 F, BRAZE5H#
EREARFT, 1976 &) «

2. EERIERIRALR B RETHPRIM R MR R B RS
BHTAMIE, FREESNTAMSEERTGE. 20BEREAR, Frefmid
FIRIARAIZ RO RAFORGRE, SISRIFIERA RIS, BREARKE
.

3. R SR TR SR S R M I IN.

4. KIEENBE SN ESEER ST~ EERNER. B YRS
BH.

5. WA LENEEMEREE0ER.

6. TEENMNARIRIERERSER. #—SHBEURSSEIRRETEX.
7. RGBTSR IR R AR R IIE. (ARSI FERNHRE
Flthp i RS RIS E L,

8. SDS FIHRIEESRIZ M, (7T http://biocare.net,

fEFiRER :
HETFAT HLA-B [BC43] 5 E:

IntelliPATH FLX F1E{EE:
API3289 FBF intelliPATH FLX F1Fa0{ER, Ei@id MACH 4 #{TiREL
MRS, #/ TBS BHTIEREE.

Peroxide Block: | FRIELY 1 i 5 Hf

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

Tel: 800-799-9499 |  www.biocare.net

{s5F9 Reveal Decloaker HifT#W&ZR. BXEK
Pretreatment:

BH, 15£07 Reveal Decloaker #iE%,
Protein Block P SRS O
(Optional): RS SETSBESE NMYS 5-10 £,

Primary Antibody: | Z=ig¥5 30 H%h.

it AEE T SHERSY—EFS 105

o,
Detection: i N
ReY: AEETS=%RSY—EES 205
o,
{55/ Biocare R DAB fEZ=iE FMI¥E 5 HfF — &
Chromogen:

— 5 Warp Red =R MES 5-7 £,

BBAESS. BEEFKRE. R Tacha
HEEWAER 1 D8, BEETFKE.

Counterstain:

ONCORE Pro Bahiig & R%:

OPAI3289 i&FF ONCORE Pro, E{MMEFAHIESIHBREM. YR
IEEE RN S ENARIN R A R :

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): HRP 7 -4&#R 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, {EpH{E; 101C

Block Option: g

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 9¥f, 25°C

Ventana Bz ULTRA:

AVI3289 S7£5 BenchMark ULTRA —i2fsifH, EAERAiIRBESFEAR
F. HEFMYSERIT:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 1%
Peroxidase: BRI EAESID T

Primary Antibody: 8 7§, 36°C

Q X5l — iEAF < BOND-III:

ALI3289 S7E5 Leica BOND-III Et&f#MA. EMAERIRBEIESRAFFE
fft. HEEMINSEGNT:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC 5= F
Detection: HEREYIEE
HIER: ER1 10 9%k
Peroxide Block: 5

Marker (Primary Antibody): 15 5%

| Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

Chinese (Simplified)

Post Primary: 8 D
Polymer: 8 D
Mixed Chromogen Refine: 10 4
Hematoxylin: 55

FREFEH:
BESH CLSI AR ARSI FISCIERIRENE, SRR - R
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org), 20114«

SNERPRMEXS IR IR S A, IS BEFAERNARRERE. E
e, PAMERAXIRERBIERHEAALFIIERIRERA. 8XReEE
TP AR ENH AR — A MNRARXIRR,

FBFHNERRAMES B H A0 RN R B BA RIFRERYRX IR REER
BETE, ZEEEEMERG. SNEBRMEXRRERIMEKT STERRIEN
BT HC J3E s SEe— g AR . TERERY
R F S BE A TGS ARISIDRATIERE, FAMITARGIE.

EAIRRALNY R AR A T IS I A BRI IR IE M RE, T
FREHEBEFANERSHT, IMRMAMERSRARERILIAERE,
U AR ER PSR I TR

PRMLRANIER -

RRen, FRSEEFAMERNARER. SEMGEBMARR
(B3 HLA-B [BiE) , LUSIE IHC —HikMSRME BRBiniR, FHRMt

BEBRRAEMNIETR (RIMERE) . Wi, RSHARYFPFESHA
RIRIEIESEY, AILA LI = AR ARV EPIRBIBMERI BRALARLAIRIE IHC ROtERE

Hitg. DTATRRMBRAMRAEEAIRIR EHIFEIES T IEREHE 2B

MRBHARRPHIUSRIERE (RIAERE) | NBERARNERN
BARRFESL.

IEE SRR FINTER :

FRIRFRUERERARINBRRE L, FHERENBE AR A RITEIE
SRMRET

AL EFIERRRARISRERE. BERERT, EEd7NESE
HLA-B [BC43] IgG1 Kappa #ifk, LAS—itEEMNATMBLRLSF EiER+
=&, BEES—HTERNER/ERPSARALATRNBRFRER BT,
VPRSI, BIEMYRREREE SHEN—ERNR R EEHE
BERRE FUAERERHER. NRGEEETARERFE, N
A MENERRIRERS THRREEINNRE., E—RRPIN—ntE
BFEAE.  (SUREER) . B eT LR ERREARIBE R
MEBIARIBENENRR. B RNES BN S—RE St EE
xSRI,

SEESY) R EERSMUAER, —SKEIRARIRRERIERTLR R D
TURIG/AREREEEERNER. AT KONRES SIS RILS

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |

14/150

www.biocare.net |

BERRERERNE, TUSBIARY-CREEESY (PAP, FEME-E
IR, SEFNR) IRY-SRE INEMBREASRHTRE.

MEIEE :

EZHERTERERARERERAZA, BRNBIE—RIIEERE
ERPRMEFIRM AR SRR AR R EAINERAR EBH TSk
KWIERARERE. BERrmiRBB AT At r R EIERF R
CAP TAIETH IR EEHIEIN - BT REBRE#F0/8¢ NCCLS IHC 35Rg ©)
MFEMTEIOR, SESNESHRERN, BUESXLREEE
2R, MRERHERRD Y IERERES AT UERIE.

HREHERR :
RIERMHAIEUER, BENMSELREN. NRHIIFARBER, EHE
1-800-542-2002 BXZ Biocare BRI AR,

FEREE:

[{S{E2IZEAVOER

MESCRBEREENAREIIRMTARAR, LISEMEXAYERTIE.

IBMMERIIESRE (W LFA) RIPEMAMKRL. WNSREAMELIRREE

BHAMERE, NEEAREAERIS NN ATT. R RERERT
BEIRERTERNR R BEMEN. BXTUHRSERN, BEREME
N, Mo, EREITENZUFAILIREIRSR, -

LERSLRAN, RENSKENRASANII], EXESEERRE
&, SESFTENSRTESHMERIERERE. B2HENNERT

=

=

FEMEAEARIRR:

RIERAMH AR ERIHALRNR, LIS E—nCEiRIS R,
PR R R R S R R EIESE T LA SERM/ BB A D R ER R AL
. MRAEBUIMBARRPHISSERE (RIRERE) | NBER
AR RHR T,

IHERERE (NRER) BESREEIMN. EIERRDMERENAR
PAPHALMRIIEHFARNTERS. ERTENMEERRELEER.
SRR ARERE S HIHHSRIERE.

BEAN:

REREENARAEHNEETS &E. BIEREREREREAIIRRA
HUIHSREERRENE R THTIHE. SEMREEARHCENN—F,
IAMERERERCNER, MARMENEMENE/ BRPMFERR. W
BE, ER—ERKRIRBIRAMSEREL,

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody

901-3289-090623

SR

JEIRA HLA-B [BCA3] 05

BXREENHRERNENENER, SSTREER. REIFIERERIE.

PRS-

—HRBRE:

1. AT HSCRg

2. ZFERUEELAR: RREREEE— I SSBINSINIRE, aEk
FELEFNEI S, BLREE. EEFfGE; HC HIRAAHIE,
AR EERIRRE,

3. ARREEATRERALFRMEILE, FERNERE. QK. Bk

. TR IR YR ERREMBRERI S RATRERT .
RS RIAM AR, BRA—HIRE R TEEMBRNITIENEL,
BARRARERRARNIE, -

. S EESASEIIS RAT RS RN SRA ERRRE.

5 (HUPRMEIREREHIGRREEN GRS, FSFMEMALRRE
FINERNER TR TG, (SRR eRIa AR RLEE
FRIEZ AR RN P BRFIS NI RRA R RIS M RIS TR R
#hFE. R IHC HUR, MR 2 AR F RS IRERTES
TNRRRERLS THC SIRIFTE L%,

6. EIXSENBNSENAEREESETRESBMAE. XEEEER

FRTEE. BEWDTE. BEE. BRIFEEMGERMEIINRIE,

HTRERHIFIEESBNREE, R SRfRERE
FBTHAMGNRS, EHAERAIESERAR. SUERENMNET
Biocare F-mAMEZRMEMR., &2, MABEERITRERERM.
FrERANERTRIVERA. RIVERARRIM R ARIE.
RERZBFTRMEH B ZEITERETUR (HBsAg) FIARIARRATRES
HI RIS EERARE RERE, -

9. HAIATRERTEAIRNINAV AR RN E ORISR AL, BTiEeL
HFRERAPHFRIANENERY, BIEEUKAERE R
TEHREIMNZRAIATREN. « EEFE 1-800-542-2002 BXR Biocare KJ

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

AR, BB biocare.net LIRMHAMIASHFERER, FERE
SN

10. BTESTURSRATIE, SHALERPERN_NNEREERM
KIRIIER/AFREMER sEa SEURB IR AR,

11. BATEARSEYMRLMAFIRAFREES, TRSHIRATER. B
IIEARERRRERUYEEEE (THIE) . RIRESSYEsELE
(fEReER C) HWIRIEEMR (FIaNFFE. ZLIR. M. '8) 51, B
VREURT AR EBATsRE, =

PR R
IRE CHIFIENRE,

TEREYS
RYE. FRMNRX RS BISETER 1 fik 2 .

EE
B S MREREARR B EIF AR MRS e E AR IMERR,
ISIE THYAMBER BN, FRBRRIRE—E R R T.

BEAES MU LA SHERARNA MR TREREREEITH
Bt

FEIETEBENMTELER —XEE Y E SERARN AR T=
RIBITHIRERIEE, TRIE Biocare WERTHIERANEN, ATENIKIALME
B SHIET.

RN

PAUTBRMANBB M o iR R B TR 1 F0 2 PISENIESE,

TERHNFIFRATFER, BERT B RAREIR 2R R MBS
fE.

TR

Mz SEWKOrE LB AREEERE R, SEMEREN
MEBNESARAR, REFTEEE LY, EESKAFRPHATEHI
MR, RFEFEFEETARARMHEART, EREAN ARG
REZRR.

* 1 BEURERDHER. AtiaIRnBRASRREs R S =,

. Positive Total
Tissue
Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080
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Chinese (Simplified)

| Diffuse Large B Cell Lymphoma | 6 | 6

F 2: BERERDMER. AREENERALRBEARST RS,

B IEmEZEH) UL
KA
/N
B AR
ER]
fRiR
WRESES

SE

2R
BRI
faEp

o))

ELRES
frapR

<
WIWIN[WININMNWW W W[W[W[WWINWW[WW|W|W|A[N[WN|WW|W|N[WWw|WU
WIWIN[WIN[WWWWW[W[W[WWWWW[WWWW|AR[NVN[ WM WWW|W[W W

MIREHERR

1L (HIRRAERRE - REUREREEATELAMAEIRER. 7
RO .

2. FTEHIKARISSRE - RELRERRERTESMHEXIRREAR. il
RO .

3. FEHRANERESE - TREEKTFHINRENR (WRERET
EMRORNTm) . BEEEANEERETINRIRE HRP &

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

(ERIEEER) BTEIMSRMERRIEEIER (EREAK
HIOR, PUNETEEERERNEINR) .

4. BUIREPARFSNEIR A EtE—aEHIR R LR e THE
F,

5. RRMRENR - ELRHRIUMEREXIEIR A T R
TBELUNFEEANERSSE. W, BROZEEBINEALE,
DS LB EHRRE R,

1. Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

2. Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

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

4. Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.

5. Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

6. Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.
CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts."

7. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.

8. CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

9. College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Immunohistochemistry. Northfield IL. Http://www.cap.org (800) 323-
4040.

10. O'Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes
PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed
guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.

11. Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

12. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.

13. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of
horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a possible source
of error in immunohistochemistry. AmJ Clin Path 1980; 73:626.

14. Herman GE and Elfont EA. The taming of immunohistochemistry: the new
era of quality control. Biotech & Histochem 1991; 66:194.

15. Olson E, Geng J, Raghavan M. Polymorphisms of HLA-B: influences on
assembly and immunity. Curr Opin Immunol. 2020 Jun;64:137-145.

16. Rizvi SM, Salam N, Geng J, et al. Distinct assembly profiles of HLA-B

molecules. J Immunol. 2014 Jun 1;192(11):4967-76.

Ultraline $T#KH Biocare Medical LLC 23 A&, FA=LkE Ventana Medical
Systems, Inc 2B Bt &ESRIATT Biocare #iff, Biocare, Ventana FIZEKA
EFHEEAKE. *BEEiXE, Ventana®. BenchMark®. ultraView #0
OptiView 2% YRR,

Q E5IAH Biocare Medical LLC BihFFA, FA=LKE Leica Biosystems
%t Biocare HifARIESIAA, Biocare F[ Leica Biosystems A<fE{E(E{alfft
JB. XBELEXEE, Leica. Leica Biosystems. BOND-MAX 1 BOND-III 2
Leica Biosystems AURGHR.

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

Chinese (Traditional)

Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A
FETRERYIER]: Bi5. 2. W B
R7T s 2R

HLA-B [BC43] 22—/ NREETIENEE, EFERIERRESEraNERA
BRIRSHIERmEI T2 EE, (HER=ER, AR HLA-B RUEMHEE 18
BfRERHNE (IHC) MRS EIE RIS IR (FFPE) ABBAEMSTRISRE
B, (HuREs i m i IiERAEE FEISB 5 FE ¥ BRI AR 52
W7, WEEEENEREEARARRIESRIETHEBZERRNES
TETHE, EB IR ARRE,

BEELRER:

HLA-B 2FEAGERM [ 8 (MHC]) HABNSESRIERERSER.
= MHC | 85 FREAIIERERE, SSTNRRIISHEERE CD8+ T #HEA
12, NEHEERNEREIEENRERE. -

EFFA:

ZNMEERTBERERENER. AEaRAST FNRRAaS A
PR, —RRRER, REESHE (IHC) RERMATBIREERRETR
RAMRUHR FURAVSEMRE (—) . —RINTHR (NREEnE/R
#) . BEAYINEEEMURBANLIEEE, GROEEMEERRMA
BESCTRNREEY. AETLERAETESR, WE LSRR, ER
AT FESRIE IR IRIBAEA BRI, IS ATASE TALESER

HHEG%:

TRAAEE:

EHORIR: NRERE

YIERIEN: NS EtERalE.
TafE: BC43

F#EEL: IgG1 kappa

EAEEE: ARXSTERE, B2RIVERER.
B8 I9G JERE: B2 Biocare RIS
5820 HLA-B

BTN A

ik BN B iR

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |
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www.biocare.net |

TR RRBRERE, THE EIARERA—RER. E—SHE
AREEEERRGEREL. E—LHETREERHRRERE. BFLA
EECALEER. 4N IANERTEFMNER

(ZREEEHRS) .
IR R R L RTNE TR,

SHFER:
REERNE (EREMEEAEEIRAM)

RAN: EEERR, 5974 3BF0EHEIOR 0.1% BRIANE
El. BHESHEER, F2RRERE.

BEEREMHA IR
FEREI A RIERE,
PRIEANRR AR IR
WIRE (SEEUESTIERE)
CHRERRERE
ZBEEE AR

REE (RER)
FEEFKEEREK
EIREER

FERR A
BEYIBEREER

BOER (&)
TRRRE IR S

et AR

gz

BAKE (18

FEE

HEE

ERA

FCERFEER (40-400X FAMER)
RS EE R AVECE T A ERATRAYEERS.

(EFHEEN:
7R 2°C = 8°C, TEELRM T, ERL/IVMEE CEDRIFYERN
HAZRSEN. S2TEXEIRER. BRRETEIEEREIMYEEIRE:

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

Chinese (Traditional)

THIHTr. HEERSEIENRIGER, SArERREEIRHEE 2°CE8°CT.

Biocare e FMEEINEEME.

PRI RERE R EEARRET. WRERIBINRE, BEE
EREREEFAESMRERE, ERETEEFARE, FHE 1-800-542-
2002 EjjEifd biocare.net EIRHHURATSIIFHEREHER Biocare AIRHATSTHF.

EmEE:
EEEMEERAS: EAEAEEIE IR, ERSRIECBIESSas
BRE5, LARIGSARAEIEINGRS LB BT . -

FREEESERESEN/RICENESEREERTE. 1988 FhFRE
BSOS AZE (CLIA) EsK 42 CFR§493.1259(b) e B WERERrE S
BRBEREZ BEED+F" $EIRRIEAEERE HEZEOME.

ERIHSAIERIE
RIE T EEBNS RPTHRRERMEE (HIER), 7 HC ZRIERER
HIER E#GEIETLARABR MR A — S A EAREE, -

EEIISEE:

1. ZHIEEREEA 0.1% HIESILIN, 1RIR U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA
feRiEERAN EC $§< 91/155/EC, JEE(RAR 0.1% ABRERSEmE. &
SEEN (NaN,) FVEBHIEE], MRBASES. BRNINATAERRTIREEE
BERE, TFREEREENSBERWY. REE, BXEKHE, LB
IFESAYESETRER. (BREHFPL, 1976 F, EREELSHE
ERIfi5AR, 1976 £F) «

2. EERIEINERLUNK B S ERERI R e RS EE R A
ETRE, WREIEENTEEEETRE. RAEREEE, hens
EIFEREBEEINME, WRAESREAEBISRER, BRARKE
. 7

3. A ER A ST A B E S E M N,

4. KIEENESHESRER R EEERNER. BEY/ERE AL
258

5. B _EENEE XA EEDER.

6. FERENEREREREEER. E—SRETREEERAETEL,
7. B R R IR, (TR RNEE
Bl B BRI E MR

8. SDS FIiRIBEIR(L, A% http://biocare.net,

fEFIERER :
HEESAY HLA-B [BC43] a5 .

IntelliPATH FLX FIFE){ER:
API3289 FAAS intelliPATH FLX F1FEhfER, Si@iE MACH 4 EfTIE#E(
RIS, (#F8 TBS BT,

| FmE 13988 5 HiE.

Peroxide Block:

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |
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www.biocare.net

Pretreatment:

{$5F8 Reveal Decloaker $1{T#WRE, AR
:REE, 35203 Reveal Decloaker 8%,

Protein Block
(Optional):

EATSASREER NS 5-10 9.

Primary Antibody:

ERES 30 DiE,

et A=A TEERSY—EFS 105

Detection: — — —
REY: AERRTHE=ZFRSY—EFE 205
i,
{55/ Biocare R DAB fE=iE FMI¥E 5 & - &
Chromogen:

— {5 Warp Red =R MES 5-7 Hi&E,

Counterstain:

FEERAKERE . FEEF KL, fER Tacha
HEEAR 1 DB, BREFKIE.

ONCORE Pro BHENEH & RGK:

OPAI3289 j#EFEHY ONCORE Pro, EREFF:RIEE2EREFM. Bk
BRI RS SRR T ARz

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): HRP 7 -4&#R 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, {EpH{E; 101C
Block Option: &

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 9§&, 25°C

Ventana E#HIz

ULTRA:

AVI3289 S7E£Ed BenchMark ULTRA —it2(siFH. EESEFRB:E2EAE
F. HEEGESEWT:

Template/Detection:

OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol:

CC1 32 HiE

Peroxidase:

BITARB S IEEHN R

Primary Antibody:

8 1988, 36°C

Q %7 — iB A ¥k BOND-III:

ALI3289 S7£Ed Leica BOND-III Bi&{EFE. Ef(ERREE2EAESE
fit. HEERESEWT:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC 5= F
Detection: HEREYIEIR
HIER: ER1 10 1otE
Peroxide Block: 55388

Marker (Primary Antibody): 15 558E

| Fax: 925-603-8080
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901-3289-090623

Chinese (Traditional)

Post Primary: 8 piE
Polymer: 8 &
Mixed Chromogen Refine: 10 388
Hematoxylin: 598

BEEEH:
B20 CLSI REASIHICSIRRIRATIISENEEIZE, S - £
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, EEESERIEMN (www.clsi.org), 20114 s

SN MEHIRMRERHEIESR, DEEBEGAERNSARREE. RE
e, BHESHRRPIEREBIAAMSIIERIRERM. SXREE
TP EAEEERERER—ER I N ASRR.

FERONERIG S R AR E R B B8 RIS ERY K B EEE R
BEES, ZEEEHEHBIERG. JNEREEHRIREMKT SRR
HRS HC J3iE R EafREmME s — gAML, THERASS
RER A BEBEFA T RRENSRANEREEENEE, WAREAMSRE.

EAIRRRIAR S R R R AR BRI R B AV BT I A IR IEREMRE, T
FRENHEEEGANERZE. MRBHTESHRRERRHBIERE,
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Available Product Formats
Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A
Namjena: Razlike u obradi tkiva i tehnickim postupcima

Zain vitro Dijagnosticka upotreba

HLA-B [BC43] je misje monoklonsko protutijelo koje je namijenjeno za
laboratorijsku upotrebu nakon Sto je pocetna dijagnoza tumora postavljena
konvencionalnom histopatologijom koristenjem neimunoloskih histokemijskih
boja, u kvalitativnoj identifikaciji HLA-B proteina imunohistokemijom (IHC) u
ljudskim tkivima fiksiranim u formalinu i ugradenim u parafin (FFPE). Klinicko
tumacenije bilo kakvog bojenja ili njegovog izostanka trebalo bi nadopuniti
morfoloskim studijama uz koriStenje odgovarajucih kontrola i trebalo bi ga
ocijeniti u kontekstu pacijentove klinicke povijesti i drugih dijagnostickih
testova od strane kvalificiranog patologa kao pomo¢ u donosenju drugih
klini¢kih odluka.

Sazetak i objasnjenje:

HLA-B je visoko polimorfni protein koji kodira gen za glavni kompleks
histokompatibilnosti klase I (MHC-I).» Molekule MHC klase I eksprimiraju se
na povrsini stanice, vezu i prezentiraju antigene peptide CD8+ T limfocitima
da posreduju u imunoloskim odgovorima protiv intracelularnih patogena i
karcinoma.:

Princip postupka:

Ovaj proizvod s antitijelima moZe se koristiti kao primarno antitijelo u
imunohistokemijskom testiranju isjeCaka tkiva fiksiranih formalinom, u
parafinu. Opcenito, imunohistokemijski (IHC) tehnike bojenja omogucuju
vizualizaciju antigena putem sekvencijalne primjene a specifi¢no protutijelo
na antigen (primarno protutijelo), sekundarno protutijelo na primarno
protutijelo (opcionalna veza protutijelo/sonda), enzimski kompleks i
kromogeni supstrat s umetnutim koracima ispiranja. Enzimska aktivacija
kromogena rezultira vidljivim produktom reakcije na mjestu antigena. Uzorak
se zatim moZe obojiti i prekriti. Rezultati se tumace pomocu svjetla mikroskop
i pomo¢ u diferencijalnoj dijagnozi patofizioloskih procesa, koji mogu ili ne
moraju biti povezani s odredenim antigenom.

Materijali i metode:

PriloZeni reagensi:

Izvor hosta:Mis monoklonski

Reaktivnost vrste:ljudski; ostale vrste nisu ispitane.

Klon:BC43

Izotip:I1gG1 kapa

Koncentracija proteina:Za koncentraciju specificnu za seriju pogledaijte
naljepnicu na bodici.

Specifitna koncentracija IgG: Kontaktirajte tehnicku podrsku tvrtke Biocare
Specificnost:HLA-B

Stanicna lokalizacija: Stanicna membrana

metoda:Afinitetno prociséen misji monoklonski

Rekonstitucija, mijesanje, razrjedivanje, titracija:

Prethodno razrijedeni reagens za antitijela optimalno je razrijeden za
upotrebu s gore navedenim sustavima bojenja. Daljnje razrjedivanje moze
rezultirati gubitkom antigenske boje. Daljnje razrjedivanje moze rezultirati
gubitkom antigenske boje. Korisnik mora potvrditi svaku takvu promjenu.
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u laboratoriju korisnika moZe proizvesti znaCajnu varijabilnost u rezultatima
zbog Cega je potrebno redovito obavljanje internih kontrola (vidi odjeljak
Kontrola kvalitete).

Koncentrirani reagens zahtijeva razrjedivanje kako je navedeno u gornjoj
tablici.

Poznate primjene:
Imunohistokemija (tkiva fiksirana formalinom i parafinom)

Isporucuje se kao:Puferirana fizioloSka otopina, 5,9-7,4 koji
sadrZi proteinski nosa¢ imanje od 0,1% konzervansa natrijevog azida.
Pogledajte Sigurnosno-tehnicki list za dodatne pojedinosti.

Potrebni materijali i reagensi koji nisu isporuceni:
Mikroskopska stakalca pozitivho nabijena.
Pozitivne i negativne kontrole tkiva

Pustinjska komora (ili slicna pecnica za susenje)
Ksilen ili zamjena za ksilen

Etanol ili reagens alkohol

Komora za skidanje maske (lonac pod pritiskom)
Deionizirana ili destilirana voda

Pufer za pranje

Reagensi za prethodnu obradu

Blok peroksidaze

Proteinski blok (po izboru)

Sonda za detekciju i polimer

Reagensi za negativnu kontrolu

Kromogeni

Hematoksilin (kontrabojenje)

Reagens za plavljenje

Montazni medij

Pokrivno staklo

Svjetlosni mikroskop (40-400X povecanje)
*Konfiguracije proizvoda s antitijelima dostupne su za upotrebu na
instrumentima navedenim u gornjoj tablici.

Skladistenje i stabilnost:

Cuvati na temperaturi od 2°C do 8°C. Proizvod je stabilan do isteka roka
valjanosti otisnutog na naljepnici bocice, kada se Cuva pod ovim uvjetima.
Ne koristiti nakon isteka roka valjanosti. Mora se provijeriti skladiStenje pod
bilo kojim uvjetima osim navedenih. Razrijedene reagense treba upotrijebiti
odmah; pohranite preostali reagens na 2°C do 8°C. Biocare nije utvrdio
stabilnost reagensa razrijedenog korisnikom.

Pozitivne i negativne kontrole treba provesti istovremeno sa svim uzorcima
pacijenata. Ako se primijeti neoCekivano bojenje koje se ne moze objasniti
varijacijama u laboratorijskim postupcima i ako se sumnja na problem s
antitijelima, obratite se Biocareovoj tehnickoj podrsci na 1-800-542-2002 ili
putem informacija o tehnickoj podrsci na biocare.net.
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Priprema uzorka:

Tkiva fiksirana u formalinu prikladni su za upotrebu prije ugradnje parafina.
Kostana tkiva treba dekalcificirati prije obrade tkiva kako bi se olaksalo
rezanje tkiva i sprijeCilo ostecenje ostrica mikrotoma.:»

Ispravno fiksirana i ugradena tkiva koja eksprimiraju specificirani ciljni
antigen trebaju biti pohranjena na hladnom mjestu. Zakon o poboljsanju
klinickog laboratorija (CLIA) iz 1988. zahtijeva u 42 CFR8§493.1259(b) da
Jaboratorij mora Cuvati obojena stakalca najmanje deset godina od datuma
ispitivanje i Cuvati blokove uzoraka najmanje dvije godine od datuma
ispitivanja.”

Obrada tkiva prije bojenja:

Provedite toplinski inducirano vracanje epitopa (HIER) prema dolje
preporucenom protokolu. Pokazalo se da rutinska uporaba HIER-a prije IHC-
a smanjuje nedosljednost i standardizira bojenje.+s

Upozorenje i mjere opreza:

1. Ovo antitijelo sadrZi manje od 0,1% natrijevog azida. Koncentracije manje
od 0,1% nisu opasni materijali koji se mogu prijaviti prema U.S. 29 CFR
1910.1200, OSHA obavijesti o opasnostima i EC Direktivi 91/155/EC. Natrijev
azid (NaN) koji se koristi kao konzervans je otrovan ako se proguta. Natrijev
azid moZze reagirati s olovnim i bakrenim vodovodnim instalacijama stvarajuci
vrlo eksplozivne metalne azide. Nakon odlaganja, isperite velikom koli¢inom
vode kako biste sprijecili nakupljanje azida u vodovodu. (Centar za kontrolu
bolesti, 1976., Nacionalni institut za sigurnost i zdravlje na radu, 1976.)s

2. Uzorcima, prije i nakon fiksacije, i svim materijalima koji su im bili izlozeni
treba rukovati kao da mogu prenijeti infekciju i treba ih zbrinuti uz
odgovaraju¢e mjere opreza. Nikada nemojte pipetirati reagense ustima i
izbjegavajte kontakt koZe i sluznice s reagensima i uzorcima. Ako reagensi ili
uzorci dodu u dodir s osjetljivim podrucjima, operite ih velikom koli¢inom
vode.’

3. Mikrobna kontaminacija
nespecifitnog bojenja.

4. Vremena inkubacije ili temperature koje nisu navedene mogu dati
pogresne rezultate. Korisnik mora potvrditi svaku takvu promjenu.

5. Nemojte koristiti reagens nakon isteka roka valjanosti otisnutog na bodici.
6. Prethodno razrijedeni reagens za antitijela je optimalno razrijeden za
upotrebu. Daljnje razrjedivanje moze rezultirati gubitkom antigenske boje.
7. Razrjedivanje koncentriranog reagensa protutijela mora se provijeriti prije
upotrebe. Svaki koristeni razrjedivac koji nije izriCito preporucen takoder
mora biti validiran za kompatibilnost i stabilnost.

8. STL je dostupan na zahtjev i nalazi se na http://biocare.net.

reagensa moze rezultirati povecanjem

Upute za koristenje:
Preporuceni protokoli bojenja za HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX i ruc¢na upotreba:
API3289 za intelliPATH FLX i runu upotrebu, standardiziran je s MACH 4
sustav detekcije. Koristite TBS za korake pranja.

Peroxide Block: Blokirajte 5 minuta s Peroxidazed 1.

Izvrsite povrat topline koriste¢i Reveal Decloaker.
Konkretne upute potrazite u podatkovnoj tablici
Reveal Decloaker.

Inkubirajte 5-10 minuta na sobnoj temperaturi uz

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher.

Primary - ) . .

Antibody: Inkubirajte 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Sonda: Inkubirajte 10 minuta na sobnoj

Detection: temperaturi sa sekundarnim polimerom.

Polimer: Inkubirajte 20 minuta na sobnoj
temperaturi s tercijarnim polimerom.

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |

23/150

www.biocare.net |

Inkubirajte 5 minuta na sobnoj temperaturi s

Chromogen: Biocare DAB — ILI — Inkubirajte 5-7 minuta na
sobnoj temperaturi s Warp Red.
Kontrabojanje hematoksilinom. Isprati
. deioniziranom vodom. Nanesite Tachinu Bluing
Counterstain:

otopinu na 1 minutu. Isprati deioniziranom
vodom.

ONCORE Pro automatizirani sustav za bojenje stakalca:
OPAI3289 je namijenjen za koristenje s ONCORE Pro. Posebne upute za
uporabu potrazite u korisnickom prirucniku. Parametri protokola u
uredivacu protokola trebaju biti programirani na sljede¢i nacin:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP predlozak 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, niski pH; 101°C
Block Option: Pufer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 je namijenjen za koristenje s BenchMark ULTRA. Posebne upute
za uporabu potrazite u korisnickom prirucniku. Preporuceni parametri
protokola su sljedeci:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minute

Pre-primarni inhibitor

Peroxidase: peroksidaze

Primary Antibody: 8 minuta, 36°C

Serija Q — za Leica BOND-III:

ALI3289 je namijenjen za koristenje s Leica BOND-III. Posebne upute za
uporabu potrazite u korisnickom prirucniku. Preporuceni parametri
protokola su sljededi:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC protokol F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min s ER1
Peroxide Block: 5 minuta

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 minuta

Kontrola kvalitete:
Pogledaijte standarde kvalitete CLSI za dizajn i provedbu imunohistokemijskih
testova; Odobrene smjernice-drugo izdanje (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA SAD
(www.clsi.org). 2011s

Pozitivna kontrola tkiva: Krajnik

Materijali za vanjsku pozitivnu kontrolu trebaju biti svjezi uzorci fiksirani,
obradeni i ugradeni Sto je prije moguce na isti nacin kao i uzorci pacijenata.
Pozitivne kontrole tkiva indikativne su za pravilno pripremljena tkiva i pravilne
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tehnike bojenja. Jedna pozitivna vanjska kontrola tkiva za svaki niz uvjeta
ispitivanja treba biti uklju¢ena u svako bojenje.

Tkiva koja se koriste za materijale za vanjsku pozitivnu kontrolu trebaju se
odabrati iz uzoraka pacijenata s dobro karakteriziranim niskim razinama
pozitivne ciljne aktivnosti koja daje slabo pozitivno bojenje. Niska razina
pozitivnosti za vanjske pozitivne kontrole osmisljena je kako bi se osiguralo
otkrivanje suptilnih promjena u primarnoj osjetljivosti antitijela zbog
nestabilnosti ili problema s IHC metodologijom. Komercijalno dostupna
kontrolna stakalca tkiva ili uzorci obradeni na drugaciji nacin od uzorka(a)
pacijenta potvrduju samo ucinkovitost reagensa, a ne potvrduju pripremu
tkiva.

Poznate pozitivne kontrole tkiva trebale bi se koristiti samo za pracenje
ispravne ucinkovitosti obradenih tkiva i testnih reagensa, a ne kao pomoc¢ u
formuliranju specificne dijagnoze uzoraka pacijenata. Ako pozitivne kontrole
tkiva ne pokazu pozitivno bojenje, rezultate testnih uzoraka treba smatrati
nevaze¢ima.

Negativna kontrola tkiva:

Upotrijebite negativnu kontrolu tkiva (za koju se zna da je HLA-B negativna)
fiksiranu, obradenu i ugradenu na nacin identican uzorcima pacijenta sa
svakim bojenjem kako biste potvrdili specificnost IHC primarnog protutijela
za demonstracija ciljnog antigena i davanje indikacije specificnog
pozadinskog bojenja (lazno pozitivno bojenje). Takoder, raznolikost razlicitih
tipova stanica prisutnih u vecini dijelova tkiva moZe koristiti ih laboratorij kao
mjesta interne negativne kontrole za provjeru rada IHC-a tehnicki podaci.
Vrste i izvori uzoraka koji se mogu koristiti za negativno tkivo kontrole su
navedene u odjeljku Karakteristike izvedbe.

Ako dode do specificnog bojenja (lazno pozitivno bojenje) u negativnoj
kontroli tkiva, rezultate s uzorcima pacijenata treba smatrati nevaze¢ima.

Nespecifitna negativna kontrola reagensa:

Upotrijebite nespecificnu negativnu kontrolu reagensa umjesto primarnog
protutijela s dijelom svakog pacijentovog uzorka za procjenu nespecificnog
bojenja i

omogucuju bolje tumacenje specificnog bojenja na mjestu antigena. Idealno,
negativna kontrola reagensa sadrzi HLA-B [BC43] IgG1l Kappa antitijelo
proizvedeno iz supernatanta kulture tkiva na isti nacin kao primarno antitijelo,
ali ne pokazuje specifi¢nu reaktivnost s l[judskim tkivima u istoj matrici/otopini
kao i Biocare antitijela. Razrijedite negativno kontrolno protutijelo na istu
koncentraciju imunoglobulina ili proteina kao razrijedeno primarno antitijela
koriStenjem identicnog razrjedivaca. Ako se fetalni tele¢i serum zadrZi u
Cistom antitijelu nakon obrade, fetalni telec¢i serum u koncentraciji proteina
koja je jednaka razrijedenom primarno protutijelo u istom razrjedivacu
takoder je prikladno za upotrebu. (Pogledajte isporuCeni reagens). Sam
razrjedivaC moZe se koristiti kao manje poZeljna alternativa prethodno
opisanim negativnim kontrolama reagensa. Razdoblje inkubacije za
negativnu kontrolu reagensa treba odgovarati onom primarnog protutijela.

Kada se paneli nekoliko protutijela koriste na serijskim presjecima, negativho
obojena podrudja jednog stakalca mogu posluziti kao negativna/nespecificna
pozadinska kontrola za druga protutijela. Kako bi se razlikovala endogena
aktivnost enzima ili nespecificno vezanje enzima od specificne
imunoreaktivnosti, dodatna tkiva bolesnika mogu se obojiti iskljucivo
supstrat-kromogenom ili enzimskim kompleksima (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) odnosno supstrat-kromogenom.

Provjera testa:
Prije pocetne upotrebe antitijela ili sustava bojenja u dijagnostickom

postupku, korisnik bi trebao potvrditi specificnost antitijela testiranjem na
nizu internih tkiva s poznatim karakteristikama imunohistokemijske

M Biocare Medical

60 Berry Drive
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ucinkovitosti koja predstavljaju poznata pozitivna i negativna tkiva.
Pogledaijte postupke kontrole kvalitete prethodno navedene u ovom odjeljku
uputa za proizvod i preporuke za kontrolu kvalitete CAP programa
certifikacijec za imunohistokemiju i/ili NCCLS IHC smjernicev). Ove postupke
kontrole kvalitete treba ponoviti za svaku novu seriju antitijela ili kad god
dode do promjene parametara testa. Tkiva navedena u Odjeliku o
karakteristikama rada prikladna su za provjeru testa.

Rjesavanje problema:

Slijedite preporuke protokola specifi¢nih za antitijela u skladu s dostavljenom
podatkovnom tablicom. Ako dode do netipicnih rezultata, kontaktirajte
Biocare tehnicku podrsku na 1-800-542-2002.

Tumacenje bojenja:

Pozitivna kontrola tkiva:

Prvo treba ispitati pozitivnu kontrolu tkiva obojenu navedenim protutijelima
kako bi se utvrdilo da svi reagensi ispravno funkcioniraju. Odgovarajuce
bojenje ciljnih stanica (kako je gore navedeno) pokazatelj je pozitivne
reaktivnosti. Ako pozitivne kontrole tkiva ne pokazu pozitivno bojenje, sve
rezultate s ispitnim uzorcima treba smatrati nevaZze¢ima. Boja produkta
reakcije moZe varirati ovisno o koriStenim kromogenima supstrata. Za
oCekivane reakcije boja pogledajte upute za pakiranje supstrata. Nadalje,
metakromazija se moze uoCiti u varijacijama metode bojenja.:

Kada se koristi protubojenje, ovisno o duljini inkubacije i jacini koristenog
protubojanja, suprotno bojenje ¢e rezultirati obojenjem stanicnih jezgri.
Pretjerano ili nepotpuno kontrastno bojenje moze ugroziti pravilno tumacenje
rezultata. Pogledajte protokol(e) za preporuceno kontrastno bojenje.

Negativna kontrola tkiva:

Negativnu kontrolu tkiva treba pregledati nakon pozitivhe kontrole tkiva kako
bi se potvrdila specificnost obiljezavanja cilinog antigena primarnim
protutijelom. Odsutnost specificnog bojenja u negativnoj kontroli tkiva
potvrduje nedostatak unakrsne reaktivnosti protutijela na stanice/stanicne
komponente. Ako dode do specificnog bojenja (lazno pozitivno bojenje) u
negativnoj vanjskoj kontroli tkiva, rezultate uzorka s pacijenta treba smatrati
nevaze¢ima.

Nespecificno bojenje, ako je prisutno, obicno ima difuzan izgled. Sporadi¢no
bojenje vezivnog tkiva takoder se moze primijetiti u dijelovima tkiva koji su
previse fiksirani formalinom. Koristite intaktne stanice za tumacenje rezultata
bojenja. Nekroticne ili degenerirane stanice Cesto se boje nespecifi¢no.

Tkivo pacijenta:

Pregledajte uzorke pacijenata obojene navedenim protutijelima posljednii.
Intenzitet pozitivnog bojenja treba procijeniti u kontekstu bilo kojeg
nespecifitnog pozadinskog bojenja negativne kontrole reagensa. Kao i kod
svakog imunohistokemijskog testa, negativan rezultat znaci da antigen nije
otkriven, a ne da antigen nije bio prisutan u testiranim stanicama/tkivu. Ako
je potrebno, upotrijebite panel protutijela za identifikaciju lazno negativnih
reakcija.

Fax: 925-603-8080
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Pogledajte SaZetak i objasnjenje, OgraniCenja i Radne karakteristike za
specifitne informacije u vezi s indiciranom imunoreaktivnoscu protutijela.

Ogranicenja:

Opca ogranienja:

1. Zain vitro dijagnosticka upotreba

2. Ovaj proizvod je samo za profesionalnu upotrebu: Imunohistokemija je
viSestupanjski dijagnosticki proces koji se sastoji od specijalizirane
obuke u odabiru odgovarajucih reagensa; selekcija, fiksacija i obrada
tkiva; priprema IHC stakalca; i tumacenje rezultata bojenja.

3. Bojanje tkiva ovisi o rukovanju i obradi tkiva prije bojenja.
Neodgovarajuce fiksiranje, zamrzavanje, odmrzavanje, pranje, susenje,
zagrijavanje, rezanje ili kontaminacija drugim tkivima ili teku¢inama
moze proizvesti artefakte, hvatanje antitijela ili lazno negativne
rezultate. Nedosljedni rezultati mogu biti posljedica varijacija u
metodama fiksacije i ugradnje ili inherentnih nepravilnosti unutar tkiva.

4. Pretjerano ili nepotpuno kontrastno bojenje moZe ugroziti praviino
tumacenije rezultata.

5. Klini¢ku interpretaciju bilo kojeg pozitivnog ili negativnog bojenja treba
procijeniti u kontekstu klinicke slike, morfologije i drugih histopatoloskih
kriterija. Klinicku interpretaciju bilo kojeg pozitivnog ili negativnog
bojenja treba nadopuniti morfoloskim studijama uz koriStenje
odgovarajucih pozitivnih i negativnih unutarnjih i vanjskih kontrola, kao
i drugih dijagnostickih testova. Odgovornost je kvalificiranog patologa
koji je upoznat s pravilnom upotrebom IHC protutijela, reagensa i
metoda za tumacenje svih koraka koristenih za pripremu i tumacenje
konacnog IHC pripravka.

6. Optimalno razrjedenje protutijela i protokoli za odredenu primjenu
mogu varirati. To ukljuCuje, ali nije ograni¢eno na fiksaciju, metodu
vracanja topline, vrijeme inkubacije, debljinu presjeka tkiva i koristeni
pribor za otkrivanje. Zbog vrhunske osjetljivosti ovih jedinstvenih
reagensa, navedena preporuCena vremena inkubacije i titri nisu
primjenjivi na druge sustave detekcije jer rezultati mogu varirati.
Preporuke i protokoli u podatkovnom listu temelje se na iskljucivoj
uporabi Biocare proizvoda. U konacnici, odgovornost je istrazivaca da
odredi optimalne uvjete.

7. Ovaj proizvod nije namijenjen za upotrebu u protocnoj citometriji.
Radne karakteristike nisu utvrdene za protocnu citometriju.

8. Tkiva osoba zaraZenih virusom hepatitisa B i koja sadrze povrsinski
antigen hepatitisa B (HBsAg) mogu pokazivati nespecificno obojenje
peroksidazom hrena.s
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9. Reagensi mogu pokazati neoCekivane reakcije u prethodno netestiranim
tkivima. Mogucnost neocekivanih reakcija Cak ni u ispitivanim
skupinama tkiva ne moze se u potpunosti eliminirati zbog bioloske
varijabilnosti ekspresije antigena u novotvorinama, odnosno drugim
patoloskim tkivima.« Obratite se Biocare tehnickoj podrsci na 1-800-
542-2002 ili putem informacija o tehnickoj podrsci na biocare.net, uz
dokumentirane neocekivane reakcije.

10. Normalni/neimuni serumi iz istog Zivotinjskog izvora kao i sekundarni
antiserumi koristeni u koracima blokiranja mogu izazvati lazno
negativne ili lazno pozitivne rezultate zbog autoantitijela ili prirodnih
antitijela.

11. Lazno pozitivni rezultati mogu se vidjeti zbog neimunoloskog vezanja
proteina ili proizvoda reakcije supstrata. Takoder mogu biti uzrokovane
aktivnos¢u pseudo peroksidaze (eritrociti), endogenom aktivnoscu
peroksidaze (citokrom C) ili endogenim biotinom (npr. jetra, dojka,
mozak, bubreg) ovisno o vrsti koristenog imunoloskog bojenja.:

Specifi¢na ograni¢enja proizvoda:
Nema poznatih dodatnih ogranicenja.

Karakteristike izvedbe:
Osjetljivost, specificnost i krizna reaktivnost sazeti su u tablicama 1i 2.

Ponovljivost:
Ponovljivost ucinka protutijela potvrdena je testiranjem odabranog
normalnog i tumorskog tkiva razli¢itim danima i razliitim instrumentima s
viSe operatera. Bojanje odabranih tkiva bilo je dosljedno i izvedeno prema
oCekivanjima.

Reproducibilnost bojenja unutar serije odredena je bojenjem pet tkiva koja
sadrze isto tkivo na viSe instrumenata.

Reproducibilnost bojenja izmedu ciklusa odredena je bojenjem pet stakalca
koja sadrze isto tkivo tijekom tri dana/programa na istom instrumentu. Sva
su testiranja prosla s istim rezultatima, kako je definirano Biocareovim
internim smjernicama za bodovanje.

Imunoreaktivnost:
Sljedece pozitivne i negativne imunoreaktivnosti prikazane su u tablicama 1
i 2 u nastavku.

Dolje navedeni popis nije iscrpan, ali karakterizira vrste imunoreaktivnosti
uocene s navedenim protutijelima.

SaZetak ocekivanih rezultata:

Utvrdeno je da je ovo protutijelo imunoreaktivno na sve vrste tkiva na kojima
je testirano, ukljuCujudi sve vrste limfoma i normalno ljudsko tkivo. Bojenje
je pretezno membransko, ali se moze pojaviti i citoplazmati¢no u uzorcima s
visokom ekspresijom. Bojenje je prisutno pretezno u endotelnim stanicama i
limfocitima s manjom prevalencijom u epitelnim stanicama u nekim tkivima.

Stol 1:Osjetljivost i specificnost odredene su testiranjem oboljelih tkiva
fiksiranih formalinom i parafinom.

] Positive Total
Tissue
Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1

Fax: 925-603-8080
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Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tablica 2:Krizna reaktivnost tkiva odredena je testiranjem normalnih tkiva

fiksiranih u formalinu i u parafinu.

Tkivo

Pozitivni slucajevi

Ukupno slucajeva

Veliki mozak

Cerebelum

Nadbubrezne Zlijezde

Jajnik

GusteraCa

Limfni ¢vor

Dusnik

Testis

Stitnjaca

Grudi

Slezena

Krajnik

Thymus

Kostana srz

Plu¢a

Srce

Jednjak

Trbuh

Tanko crijevo

Debelo crijevo

Jetra

Zlijezda slinovnica

Bubreg

Prostata

Maternica

Cerviks

Skeletni misi¢

Koza

Periferni Zivac

Oblaganje stanica

Oko

Grkljan
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Rjesavanje problema:
1.

Nema bojanja niti na jednom predmetnom stakalcu — Provjerite jesu li
koristena odgovarajuca pozitivna kontrola tkiva, antitijela i proizvoda za

otkrivanje.

2. Slabo bojenje svih stakalca — Provjerite je li koristeno odgovarajuce

tkivo pozitivhe kontrole, antitijela i proizvodi za otkrivanje.

M Biocare Medical
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Prevelika pozadina svih stakalca — Mogu postojati visoke razine
endogenog biotina (ako se koriste proizvodi za detekciju na bazi biotina),
endogena HRP aktivhost koja pretvara kromogen u obojeni krajnji
proizvod (koristite blok peroksidaze) ili prekomjerna nespecificna
interakcija proteina (koristite protein blok, kao Sto je otopina za
blokiranje na bazi seruma ili kazeina).

Dijelovi tkiva ispiru se sa stakalca tijekom inkubacije — Provijerite
stakalca kako biste bili sigurni da su pozitivno nabijena.

Specifino bojenje pretamno — Provjerite protokol kako biste utvrdili je
li na stakalcu primijenjen ispravan titar protutijela, kao i ispravna
vremena inkubacije za sve reagense. Osim toga, osigurajte da protokol
ima dovoljno koraka ispiranja za uklanjanje viska reagensa nakon
zavrsetka koraka inkubacije.

Reference:

1.

2.

ou

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
New York: Pergamon Press 1981.

Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.

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

Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. J Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.
Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.

Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.
CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts."

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.

CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011

College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Immunohistochemistry. Northfield IL. Http://www.cap.org (800) 323-
4040.

O’Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes
PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed
guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.

Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.

Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of
horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a possible source
of error in immunohistochemistry. AmJ Clin Path 1980; 73:626.

Herman GE and Elfont EA. The taming of immunohistochemistry: the new
era of quality control. Biotech & Histochem 1991; 66:194.

Olson E, Geng J, Raghavan M. Polymorphisms of HLA-B: influences on
assembly and immunity. Curr Opin Immunol. 2020 Jun;64:137-145.
Rizvi SM, Salam N, Geng J, et al. Distinct assembly profiles of HLA-B

molecules. J Immunol. 2014 Jun 1;192(11):4967-76.

Antitijela Ultraline razvila je iskljucivo tvrtka Biocare Medical LLC i ne
impliciraju odobrenje ili podrsku Biocare antitijela od strane Ventana Medical
Systems, Incili Roche. Biocare, Ventana i Roche nisu ni na koji nacin povezani,
povezani ili povezani. Ventana®, BenchMark®, ultraView i OptiView zastitni
su znakovi tvrtke Roche.

Protutijela serije Q razvila je iskljuivo tvrtka Biocare Medical LLC i ne
podrazumijevaju odobrenje ili podrsku Biocare protutijela od strane Leica

Biosystems. Biocare i Leica Biosystems nisu ni na koji nacin povezani,

povezani ili povezani. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX i BOND-III zastitni

su znakovi tvrtke Leica Biosystems.
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Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Zamyslené pouziti:
Pro/n vitro Diagnostické pouZiti

HLA-B [BC43] je mysi monoklonalni protilatka, ktera je urcena pro laboratorni
pouziti po prvotni diagnéze nadoru konvencni histopatologii pomoci
neimunologického histochemického barveni, pfi kvalitativni identifikaci HLA-
B proteinu imunohistochemicky (IHC) v lidskych tkénich fixovanych v
parafinu (FFPE) fixovanych ve formalinu. Klinicka interpretace jakéhokoli
zbarveni nebo jeho nepfitomnosti by méla byt dopinéna morfologickymi
studiemi s pouzitim vhodnych kontrol a méla by byt vyhodnocena v kontextu
pacientovy klinické anamnézy a dalSich diagnostickych testd kvalifikovanym
patologem jako pom(icka pfi provadéni jakychkoli dalsich klinickych stanoveni.

Shrnuti a vysvétleni:

HLA-B je vysoce polymorfni protein kodujici gen pro hlavni komplex
histokompatibility I. tfidy (MHC-I).:s Molekuly MHC tfidy I jsou exprimovany
na bunécném povrchu, vazou se a prezentuji antigenni peptidy CD8+ T
lymfocytlim, aby zprostfedkovavaly imunitni reakce proti intraceluldrnim
patogenim a rakovinam.:

Princip postupu:

Tento protilatkovy produkt méZe byt pouzit jako primarni protilatka pfi
imunohistochemickém testovani formalinem fixovanych, parafinem zalitych
tkanovych rezd. Obecné plati, Ze imunohistochemické (IHC) techniky barveni
umoznuji vizualizaci antigend prostrednictvim sekvencni aplikace a specificka
protildtka k antigenu (primarni protilatka), sekundarni protilatka k primarni
protilatce  (volitelnd vazba protildtka/sonda), enzymovy komplex a
chromogenni substrat s viozenymi promyvacimi kroky. Enzymaticka aktivace
chromogenu vede k viditelnému reakénimu produktu v misté antigenu.
Vzorek pak mize byt kontrastné obarven a kryt nasunut. Vysledky jsou
interpretovany pomoci svétla mikroskop a pomécka pfi diferencidlni
diagnostice patofyziologickych procesti, které mohou popf nemusi byt spojen
s konkrétnim antigenem.

Materialy a metody:

Dodévana cinidla:

Zdroj hostitele:MyS monoklonalni

Druhova reaktivita:Clovék; ostatni druhy nebyly testovany.
Klonovat:BC43

izotyp:IgG1 kappa

Koncentrace bilkovin:Koncentraci specifickou pro Sarzi viz Stitek lahvicky.
Specificka koncentrace IgG: Kontaktujte technickou podporu Biocare
Specificnost:HLA-B

Bunécna lokalizace: Bunéna membrana

Metoda:Afinitné purifikovand mysi monoklonaini

Rekonstituce, michani, Fedéni, titrace:

Pfedredéné protilatkové cinidlo je optimalné naredéno pro pouZiti s vyse
uvedenymi barvicimi systémy. Dalsi Fedéni mlze vést ke ztraté barveni
antigenu. Dalsi fedéni mdZze vést ke ztraté barveni antigenu. UZivatel musi
kazdou takovou zménu potvrdit. Rozdily ve zpracovani tkani a technickych
postupech
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v laboratofi uzivatele mlze zplsobit znacnou variabilitu vysledk(l, coz
vyZzaduje pravidelné provadéni internich kontrol (viz Cast Kontrola kvality).
Koncentrované Cinidlo vyZaduje fedéni, jak je uvedeno v tabulce vyse.

Znamé aplikace:
Imunohistochemie (tkané zalité v parafinu fixované formalinem)

Dodavano jako:Pufrovany fyziologicky roztok, 5,9-7,4,0bsahujici
proteinovy nosi¢ a méné nez 0,1 % konzervacni latky azid sodny. Dalsi
podrobnosti viz Bezpe¢nostni list.

Potiebné materidly a Cinidla, které nejsou soucasti dodavky:
Mikroskopicka sklicka kladné nabita.
Pozitivni a negativni tkarové kontroly
Poustni komora (nebo podobna susarna)
Xylen nebo nahrada xylenu

Ethanol nebo reagenéni alkohol
Odmast'ovaci komora (tlakovy hrnec)
Deionizovana nebo destilovana voda
Promyvaci pufr

Cinidla pro pfedupravu

Peroxidazovy blok

Proteinovy blok (volitelné)

Detekéni sonda a polymer

Negativni kontrolni Cinidla

Chromogeny

Hematoxylin (kontrabarva)

Blueingovo cinidlo

Montazni médium

Kryci sklo

Svételny mikroskop (40-400x zvétseni)
*Konfigurace protilatkového produktu jsou k dispozici pro pouZiti s nastroji
uvedenymi v tabulce vyse.

Skladovani a stabilita:

Skladujte pri teploté 2°C az 8°C. Pfi skladovani za téchto podminek je
pfipravek stabilni do data exspirace vytisténého na Stitku lahvicky.
NepouZivejte po uplynuti doby pouZitelnosti. Skladovani za jakychkoliv jinych
nez uvedenych podminek musi byt ovéfeno. Zfedéna cinidla by méla byt
pouzita okamzité; veskeré zbyvajici Cinidlo skladujte pfi teploté 2°C az 8°C.
Stabilita uZivatelem nafedéného cinidla nebyla spolecnosti Biocare stanovena.

Pozitivni a negativni kontroly by mély byt provadény soucasné se vsemi
vzorky pacientl. Pokud zpozorujete neolekdvané zbarveni, které nelze
vysvétlit odchylkami v laboratornich postupech, a mate podezieni na problém
s protilatkou, kontaktujte technickou podporu spolecnosti Biocare na Cisle 1-
800-542-2002 nebo prostrednictvim informaci o technické podpore na webu
biocare.net.

Fax: 925-603-8080
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Priprava vzorku:

Tkané fixované ve formalinu jsou vhodné pro pouziti pred zalitim parafinem.
Kostni tkané by mély byt pred zpracovanim tkané odvapnény, aby se
usnadnilo fezani tkané a zabranilo se poskozeni Cepeli mikrotomu.:=

Spravné fixované a zapusténé tkané exprimujici specifikovany cilovy antigen
by mély byt skladovany na chladném misté. Clinical Laboratory Improvement
Act (CLIA) z roku 1988 vyZaduje v 42 CFR§493.1259(b), ze ,Laboratof musi
uchovavat obarvena sklicka nejméné deset let od data vySetreni a uchovavat
bloky vzorkd nejméné dva roky od data vysetfeni."

Osetfeni tkani pied barvenim:

Provedte Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) podle doporuceného
protokolu nize. Ukazalo se, Ze rutinni pouziti HIER pfed IHC minimalizuje
nekonzistenci a standardizuje barveni.:s

Upozornéni a bezpecnostni opatieni:

1. Tato protildtka obsahuje méné nez 0,1 % azidu sodného. Koncentrace
nizsi nez 0,1 % nejsou podle U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard
communication a EC direktivy 91/155/EC nebezpecné materialy, které nelze
hlasit. Azid sodny (NaN,) pouZity jako konzervacni prostfedek je pfi poziti
toxicky. Azid sodny mlZe reagovat s olovénym a médénym potrubim za
vzniku vysoce vybusnych azidd kov@. Po likvidaci vyplachnéte velkym
mnozstvim vody, abyste zabranili usazovani azidd v potrubi. (Centrum pro
kontrolu nemoci, 1976, Narodni institut bezpeCnosti a ochrany zdravi pfi praci,
1976):

2. Se vzorky pred a po fixaci a se véemi materialy, které jim byly vystaveny,
je tfeba zachazet tak, jako by mohly pfenaset infekci, a likvidovat je s
nalezitymi opatfenimi. Nikdy nepipetujte reagencie Usty a vyhnéte se
kontaktu kdZe a sliznic s reagenciemi a vzorky. Pokud se ¢inidla nebo vzorky
dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim
vody.’

3. Mikrobidlni kontaminace cinidel mdze vést ke zvyseni nespecifického
zbarveni.

4. Jiné nez specifikované doby inkubace nebo teploty mohou vést k chybnym
vysledkdim. UZivatel musi kazdou takovou zménu potvrdit.

5. Nepouzivejte Cinidlo po uplynuti doby pouZitelnosti vytiSténé na lahvicce.

6. Predfedéné protilatkové Cinidlo je pro pouZiti optimalné nafedéno. Dalsi
fedéni mlze vést ke ztraté barveni antigenu.

7. Redéni koncentrované protilatky musi byt pfed pouZzitim validovano.
Jakékoli pouzité fedidlo, které neni vyslovné doporuceno, musi byt také
ovéreno z hlediska kompatibility a stability.

8. BezpeCnostni list je k dispozici na vyzadani a je umistén na
http://biocare.net.

Navod k pouZiti:
Doporucené protokoly barveni pro HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX a rucni pouZiti:
API3289 pro intelliPATH FLX a rucni pouZiti, byl standardizovan s MACH 4
detekéni systém. Pro promyvaci kroky pouZzijte TBS.

Peroxide Block: Blokujte po dobu 5 minut pomoci Peroxidazed 1.

Provedte ziskani tepla pomoci Reveal Decloaker.
Konkrétni pokyny naleznete v datovém listu
zafizeni Reveal Decloaker.

Inkubujte 5-10 minut pfi teploté mistnosti pomoci

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher.

Primary . . - . .
Antibody: Inkubujte 30 minut pfi teploté mistnosti.
Detection: Sonda: Inkubujte 10 minut pfi teploté mistnosti

se sekundarnim polymerem.
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Polymer: Inkubujte 20 minut pfi teploté mistnosti
s terciarnim polymerem.

Inkubujte 5 minut pfi RT s Biocare DAB — NEBO —

Chromogen: Inkubuijte 5-7 minut pfi RT s Warp Red.
Kontrabarva hematoxylinem. Oplachnéte
. deionizovanou vodou. Aplikujte Tacha's Blueing
Counterstain:

Solution na 1 minutu. Oplachnéte deionizovanou
vodou.

Automatizovany systém barveni sklicek ONCORE Pro:

OPAI3289 je urcen pro pouziti s ONCORE Pro. Konkrétni pokyny k pouziti
naleznete v uzivatelské pfirucce. Parametry protokolu v Editoru protokolu
by mély byt naprogramovany nasledovné:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Sablona pani HRP 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, nizké pH; 101C
Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25 °C

BenchMark Ventana ULTRA:
AVI3289 je urCen pro pouziti s BenchMark ULTRA. Konkrétni pokyny k
pouziti naleznete v uzivatelskeé prirucce. Doporucené parametry protokolu
jsou nasledujici:

Template/Detection:

OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minut
Peroxidase: Pre-pr_lrr]arnl inhibitor
peroxidazy

Primary Antibody: 8 minut, 36 °C

Rada Q — pro Leica BOND-III:

ALI3289 je urcen pro poufZiti s Leica BOND-III. Konkrétni pokyny k pouziti
naleznete v uZivatelské prirucce. Doporucené parametry protokolu jsou
nasledujici:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: Protokol IHC F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 minut s ER1
Peroxide Block: 5 minut

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 minut

Kontrola kvality:

Viz standardy kvality CLSI pro navrh a implementaci imunohistochemickych
testll; Schvalena smérnice — druhé vydani (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA
(www.clsi.org). 2011s

Pozitivni tkanova kontrola: Mandle
Materialy pro externi pozitivni kontrolu by mély byt Cerstvé vzorky fixované,
zpracované a zalité co nejdfive stejnym zplisobem jako vzorky pacienta.

Fax: 925-603-8080
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Pozitivni tkanové kontroly ukazuji na spravné pripravené tkané a spravné
techniky barveni. V kazdém cyklu barveni by méla byt zahrnuta jedna
pozitivni externi tkariova kontrola pro kazdou sadu testovacich podminek.

Tkané pouzité pro externi materidly pro pozitivni kontrolu by mély byt
vybrany ze vzork{ pacientli s dobfe charakterizovanou nizkou trovni pozitivni
cilové aktivity, ktera poskytuje slabé pozitivni barveni. Nizka Groven pozitivity
externich pozitivnich kontrol je navrzena tak, aby zajistila detekci jemnych
zmén citlivosti primarni protilatky z nestability nebo problémd s metodikou
IHC. Komercné dostupna tkanova kontrolni sklicka nebo vzorky zpracované
odlisné od vzorku (vzork(l) pacienta pouze ovéfuji Ucinnost reagencii a
neovéruji pripravu tkané.

Znamé pozitivni tkariové kontroly by se mély pouzivat pouze pro
monitorovani spravného vykonu zpracovanych tkani a testovacich Cinidel,
spiSe nez jako poméicka pfi formulovani specifické diagndézy vzorkd pacientd.
Pokud pozitivni tkénové kontroly nevykazuji pozitivni zabarveni, vysledky s
testovacimi vzorky by mély byt povaZovany za neplatné.

Negativni tkariova kontrola:

Pouzijte negativni tkanovou kontrolu (znamou jako HLA-B negativni),
fixovanou, zpracovanou a zalitou stejnym zplsobem jako vzorek (vzorky)
pacienta pfi kazdém cyklu barveni, abyste ovéfili specifitu primarni IHC
protilatky pro prokazani cilového antigenu a poskytnuti indikace specifického
barveni pozadi (falesné pozitivni barveni). Také mlze byt rozmanitost
rlznych typl bunék pfitomnych ve vétsiné tkafovych fezll byt pouzivany
laboratofi jako interni negativni kontrolni mista k ovéfeni vykonu IHC
Specifikace. Typy a zdroje vzorkd, které |ze pouZit pro negativni tkan ovladaci
prvky jsou uvedeny v Casti Vykonové charakteristiky.

Pokud se u negativni tkanové kontroly objevi specifické zbarveni (falesné
pozitivni barveni), vysledky se vzorky pacienta by mély byt povazovany za
neplatné.

Nespecificka kontrola negativnich Cinidel:

PouZijte nespecifickou negativni reagencéni kontrolu misto primarni protilatky
s fezem kazdého vzorku pacienta k vyhodnoceni nespecifického zbarveni a
umoznuji lepsi interpretaci specifického zbarveni v misté antigenu. V idealnim
pfipadé obsahuje negativni reagencni kontrola protilatku HLA-B [BC43] IgG1
Kappa produkovanou ze supernatantu tkanové kultury stejnym zplsobem
jako primarni protildtka, ale nevykazuje Zadnou specifickou reaktivitu s
lidskymi tkanémi ve stejné matrici/roztoku jako Biocare protilatka. Nafed'te
negativni kontrolni protilatku na stejnou koncentraci imunoglobulinu nebo
proteinu jako nafedéna primarni protilatka protilatka za pouZiti identického
fedidla. Pokud fetalni teleci sérum zlistane po zpracovani v ¢isté protilatce,
pouzijte fetalni teleci sérum v koncentraci proteinu ekvivalentni zfedéné
primarni protilatka ve stejném fedidle je také vhodna pro pouziti. (Viz dodané
¢inidlo). Samotné fedidlo m@ze byt pouzito jako méné Zadouci alternativa k
dfive popsanym negativnim reagencnim kontrolam. Inkubacni doba pro
negativni reagencni kontrolu by méla odpovidat inkubacni dobé primarni
protilatky.

Kdyz se na sériovych fezech pouziji panely nékolika protilatek, negativné
barvené oblasti jednoho sklicka mohou slouzit jako negativni/nespecificka
vazebna kontrola pozadi pro jiné protilatky. Pro odliSeni endogenni enzymové
aktivity nebo nespecifické vazby enzymi od specifické imunoreaktivity
mohou byt dalSi tkané pacienta obarveny vyhradné substrat-chromogen
nebo komplexy enzym@ (PAP, avidin-biotin, streptavidin) a substrat-
chromogen, v daném poradi.

Ovéreni testu:
Pfed prvnim pouzitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostickém
postupu by mél uzivatel ovéfit specifitu protildtky testovanim na fadé
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vlastnich tkani se znamymi imunohistochemickymi charakteristikami, které
predstavuji znamé pozitivni a negativni tkané. Viz postupy kontroly kvality
drive uvedené v této Casti pribalové informace k produktu a doporuceni
kontroly kvality certifikacniho programu CAP: pro imunohistochemii a/nebo
doporuceni NCCLS IHCr). Tyto postupy kontroly kvality by se mély opakovat
pro kazdou novou SarZi protilatek nebo kdykoli dojde ke zméné parametrd
testu. Tkané uvedené v Casti Vykonnostni charakteristiky jsou vhodné pro
ovéreni testu.

Odstrafovani problémii:

Dodrzujte doporuceni specifického protokolu protilatek podle dodaného
datového listu. Pokud se objevi atypické vysledky, kontaktujte technickou
podporu Biocare na Cisle 1-800-542-2002.

Interpretace barveni:

Pozitivni tkanova kontrola:

Pozitivni tkanova kontrola obarvena indikovanou protilatkou by méla byt
nejprve vySetiena, aby se zjistilo, ze vSechna Cinidla funguiji spravné. Vhodné
barveni cilovych bunék (jak je uvedeno vyse) svédci o pozitivni reaktivité.
Pokud pozitivni tkériové kontroly nevykazuji pozitivni zabarveni, jakékoli
vysledky s testovacimi vzorky by mély byt povaZovany za neplatné. Barva
reakéniho produktu se mize liSit v zavislosti na pouZitych substratovych
chromogenech. Ocekdvané barevné reakce naleznete v pribalovych
informacich substratu. Dale mdZze byt ve variantach zplsobu barveni
pozorovana metachromazie.:

Kdyz se pouZzije kontrastni barvivo, v zavislosti na délce inkubace a sile
pouzitého kontrastniho barviva, povede kontrastni barvivo ke zbarveni
bunécnych jader. Nadmérné nebo nelplné kontrastni barveni miize ohrozit
spravnou interpretaci vysledkl. DoporuCené kontrastni barvivo viz
protokol(y).

Negativni tkanova kontrola:

Negativni tkanova kontrola by méla byt vySetfena po pozitivni tkanové
kontrole, aby se ovéfila specificita znaceni cilového antigenu primarni
protilatkou. Absence specifického barveni v negativni tkanové kontrole
potvrzuje nedostatek zkfizené reaktivity protilatek s burikami/bunéénymi
slozkami. Pokud se u negativni externi tkafové kontroly objevi specifické
zbarveni (falesné pozitivni barveni), vysledky se vzorkem pacienta by mély
byt povaZzovany za neplatné.

Nespecifické zbarveni, pokud je pfitomno, ma obvykle difuzni vzhled.
Sporadické barveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fezech z tkani
nadmérné fixovanych formalinem. Pro interpretaci vysledk{ barveni pouzijte
neporusené buriky. Nekrotické nebo degenerované burky se Casto barvi
nespecificky.

Pacientska tkan:

Prohlédnéte si vzorky pacientl obarvené indikovanou protilatkou posledni.
Intenzita pozitivniho zbarveni by méla byt posouzena v kontextu jakéhokoli
nespecifického zbarveni pozadi negativni kontroly reagencii. Jako u kazdého
imunohistochemického testu negativni vysledek znamena, Ze antigen nebyl
detekovan, nikoli Ze antigen v testovanych burikach/tkani chybél. V pfipadé
potteby pouZijte panel protilatek k identifikaci faleSné negativnich reakci.
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Slezina obarvend protilatkou HLA-B [BC43]
Specifické informace tykajici se indikované imunoreaktivity protilatek
naleznete v Casti Souhrn a vysvétleni, omezeni a vykonnostni charakteristiky.

Omezeni:

Obecné omezeni:

1. Pro/n vitro diagnostické pouZiti

2. Tento produkt je urcen pouze pro profesiondlni poufZiti:
Imunohistochemie je vicestupriovy diagnosticky proces, ktery se sklada
ze specializovaného Skoleni ve vybéru vhodnych cinidel; vybér, fixace a
zpracovani tkané; priprava podlozniho sklicka IHC; a interpretaci
vysledk{ barveni.

3. Barveni tkané zavisi na manipulaci a zpracovani tkdné pred barvenim.
Nespravna fixace, zmrazovani, rozmrazovani, myti, suseni, zahfivani,
krajeni nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami mze

zpUsobit artefakty, zachyceni protilatek nebo faleSné negativni vysledky.

Nekonzistentni vysledky mohou byt zpisobeny odchylkami v metodach
fixace a zalévani nebo pfirozenymi nepravidelnostmi v tkani.:

4. Nadmérné nebo nelplné kontrastni barveni mlze ohrozit spravnou
interpretaci vysledkd.

5. Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho nebo negativniho zbarveni
by méla byt vyhodnocena v kontextu klinické prezentace, morfologie a
dalsich histopatologickych kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli
pozitivniho nebo negativniho zbarveni by méla byt doplnéna
morfologickymi studiemi s pouZitim spravnych pozitivnich a negativnich
internich a externich kontrol, jakoZ i dalsich diagnostickych testd. Je
odpovédnosti  kvalifikovaného patologa, ktery je obeznamen se
spravnym pouZitim IHC protilatek, Cinidel a metod, aby interpretoval
vsechny kroky pouZité k prfipravé a interpretaci konecného IHC
pripravku.

6.  Optimalni fedéni protilatky a protokoly pro konkrétni aplikaci se mohou
liSit. Mezi né patfi mimo jiné fixace, metoda ziskavani tepla, inkubacni
doby, tloustka fezu tkané a pouzitd detekéni souprava. Vzhledem k
vynikajici citlivosti téchto jedinecnych Cinidel nelze uvedené doporucené
inkubaCni doby a titry pouzit pro jiné detekcni systémy, protoze
vysledky se mohou lisit. Doporuceni a protokoly datovych listd jsou
zalozeny na vyhradnim pouZiti produkt(l Biocare. V konecném ddisledku
je odpovédnosti vySetfovatele urcit optimalni podminky.

7. Tento produkt neni uren pro pouziti v pritokové cytometrii.
Vykonnostni  charakteristiky nebyly pro préitokovou cytometrii
stanoveny.
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8. Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy
antigen hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické barveni
krenovou peroxidazou.:

9. Reagencie mohou vykazovat neocekdvané reakce v dfive

netestovanych tkanich. Moznost neocekavanych reakci i u testovanych

skupin tkani nelze zcela eliminovat z dfivodu biologické variability
exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkanich.=

Kontaktujte technickou podporu spolecnosti Biocare na Cisle 1-800-542-

2002 nebo prostiednictvim informaci o technické podpore uvedenych

na biocare.net se zdokumentovanymi neoCekavanymi reakcemi.

NormaélIni/neimunitni séra ze stejného zvifeciho zdroje jako sekundarni

antiséra pouzita v blokovacich krocich mohou zpdsobit falesné negativni

nebo falesné pozitivni vysledky v ddsledku autoprotilatek nebo
prirozenych protilatek.

11. FaleSné pozitivni vysledky mohou byt pozorovany v désledku
neimunologické vazby proteind nebo produkt(i reakce substratu. Mohou
byt také zplsobeny pseudoperoxidazovou aktivitou (erytrocyty),
endogenni peroxidazovou aktivitou (cytochrom C) nebo endogennim
biotinem (napf. jatra, prsa, mozek, ledviny) v zavislosti na typu
pouzitého imunobarveni.=

10.

Specifickd omezeni produktu:
Nejsou znama Zadnd dalsi omezeni,

Vykonové charakteristiky:
Senzitivita, specificita a zkfizena reaktivita jsou shrnuty v tabulkach 1 a 2, v
daném poradi.

Reprodukovatelnost:

Reprodukovatelnost Ucinnosti protilatek byla ovéfena testovanim vybrané
normalni a nadorové tkané v rliznych dnech a na rliznych pfistrojich s vice
operatory. Barveni vybranych tkani bylo konzistentni a provedlo se podle
ocekavani.

Reprodukovatelnost barveni v ramci cyklu byla stanovena barvenim péti tkani
obsahujicich stejnou tkan na vice pfistrojich.

Reprodukovatelnost barveni mezi sériemi byla stanovena barvenim péti
sklicek obsahuijicich stejnou tkan ve tfech dnech/béhech na stejném pristroji.
Vsechna testovani proSla se stejnym skoére, jak je definovano v internich
smérnicich Biocare pro hodnoceni.

Imunoreaktivita:
V tabulkdch 1 a 2 nize byly prokazany nasledujici pozitivni a negativni
imunoreaktivity.

Nize uvedeny seznam neni vyCerpavajici, ale charakterizuje typy

imunoreaktivity pozorované u uvedené protilatky.

Shrnuti ocekdvanych vysledkd:

Bylo zjisténo, Ze tato protildtka je imunoreaktivni se vSemi typy tkani, na
kterych byla testovana, véetné vsech typl lymfomd a normalni lidské tkané.
Barveni je pfevazné membranové, ale ve vzorcich s vysokou expresi se mize
jevit také jako cytoplazmatické. Barveni je pfitomno prevazné v
endotelidlnich burikach a lymfocytech s nizSi prevalenci v epitelidinich
burikach v nékterych tkanich.

Stdl 1:Senzitivita a specificita byly stanoveny testovanim nemocnych tkani
fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.
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CCreen |
=
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabulka 2:KfiZova reaktivita tkani byla stanovena testovanim normalnich
tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.

Tkan Pozitivni pripady | Celkem pripadd

Mozek
Mozecek
Nadledvinky
Vajecnik

Slinivka bFisni

Lymfaticka uzlina

Prddusnice

Testis

Stitna zlaza

Prsa

Slezina
Mandle
Brzlik
Kostni dren

Plice

Srdce

Jicen
Zaludek
Tenké stfevo

Dvojtecka

Jétra

Slinna Zlaza

ledviny

Prostata
Déloha
Cipek
Kosterni sval

Kéze

Periferni nerv

Vystelkové bunky
Oko
Hrtan
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Odstrafiovani problémii:

1. Zadné barveni sklicek — Zkontrolujte, zda byly pouzity vhodné pozitivni
kontrolni tkané, protilatky a detekcni produkty.

2. Slabé zabarveni vSech sklicek — Zkontrolujte, zda byly pouzity vhodné
pozitivni kontrolni tkané, protilatky a detekcni produkty.
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3. Nadmérné pozadi vSech preparatd — Mohou existovat vysoké hladiny
endogenniho biotinu (pokud pouZivate detek¢ni produkty na bazi
biotinu), endogenni aktivita HRP pfeménujici chromogen na barevny
koneCny produkt (pouZijte peroxidazovy blok) nebo nadmérna
nespecificka proteinova interakce (pouZijte protein blok, jako je
blokovaci roztok na bazi séra nebo kaseinu).

4. Tkanové fezy smyjte sklicka béhem inkubace — Zkontrolujte sklicka,
abyste se ujistili, Ze jsou kladné nabita.

5. Specifické barveni je prilis tmavé — Zkontrolujte protokol, abyste zjistili,
zda byl na sklicko aplikovan spravny titr protilatek, a také spravné
inkubacni doby pro vsechna cinidla. Dale zajistéte, aby protokol
obsahoval dostatek promyvacich krokl k odstranéni prebytecnych
Cinidel po dokonéeni inkubacnich krok@.
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Protilatky Ultraline jsou vyvinuty vyhradné spoleCnosti Biocare Medical LLC a
neznamenaji schvaleni nebo schvaleni protilatek Biocare spolecnosti Ventana
Medical Systems, Inc nebo Roche. Biocare, Ventana a Roche nejsou Zzadnym
zplsobem pfidruZzeny, spojeny ani propojeny. Ventana®, BenchMark®,
ultraView a OptiView jsou ochranné zndmky spole¢nosti Roche.

Protilatky fady Q jsou vyvinuty vyhradné spolecnosti Biocare Medical LLC a
neznamenaji schvaleni nebo schvéleni protilatek Biocare spolecnosti Leica
Biosystems. Biocare a Leica Biosystems nejsou zadnym zplsobem pFidruzeny,
pfidruzeny ani propojeny. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX a BOND-III
jsou ochranné znamky spoleCnosti Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Anvendelsesformal:
Tilin vitro Diagnostisk brug

HLA-B [BC43] er et muse monoklonalt antistof, der er beregnet til
laboratoriebrug, efter at den indledende diagnose af tumor er blevet stillet
ved konventionel histopatologi ved anvendelse af ikke-immunologiske
histokemiske farvninger, i den kvalitative identifikation af HLA-B protein ved
immunhistokemi (IHC) i formalinfikseret paraffin-indlejret (FFPE) humant
veev. Den Kkliniske fortolkning af enhver farvning eller dens fravaer bgr
suppleres med morfologiske undersggelser med brug af passende kontroller
og bgr evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre
diagnostiske tests af en kvalificeret patolog som en hjeelp til at foretage andre
kliniske bestemmelser.

Sammenfatning og forklaring:

HLA-B er et meget polymorft protein, der koder for gen for det store
histokompatibilitetsklasse I (MHC-I) kompleks.s MHC klasse I molekyler
udtrykkes pd celleoverfladen, binder og praesenterer antigene peptider til
CD8+ T-lymfocytter for at mediere immunresponser mod intracelluleere
patogener og cancere.:

Procedureprincip:

Dette antistofprodukt kan anvendes som det primeere antistof i
immunhistokemisk testning af formalinfikserede, paraffinindlejrede vaevssnit.
Generelt immunhistokemisk (IHC) farvningsteknikker muligggr visualisering
af antigener via sekventiel pdfgring af en specifikt antistof til antigenet
(primaert antistof), et sekundaert antistof til det primaere antistof (valgfrit
link-antistof/probe), et enzymkompleks og et kromogent substrat med
indskudte vasketrin. Den enzymatiske aktivering af kromogenet resulterer i
et synligt reaktionsprodukt pd antigenstedet. Prgven kan derefter modfarves
og daekslet glides. Resultater fortolkes ved hjeelp af et lys mikroskop og hjeelp
til differentialdiagnose af patofysiologiske processer, som evt er muligvis ikke
forbundet med et bestemt antigen.

Materialer og metoder:

Medfglgende reagenser:

Vaertskilde:Mus monoklonal

Artsreaktivitet:Human; andre arter ikke testet.

Klon:BC43

Isotype:IgG1 kappa

Proteinkoncentration:Se hzetteglasset for partispecifik koncentration.
Specifik IgG-koncentration: Kontakt Biocares tekniske support
Specificitet:HLA-B

Cellulzer lokalisering: Celle membran
Metode:Affinitetsoprenset mus monoklonal

Rekonstitution, blanding, fortynding, titrering:

Forfortyndet antistofreagens er optimalt fortyndet til brug med de ovenfor
anfgrte farvningssystemer. Yderligere fortynding kan resultere i tab af
antigenfarvning. Yderligere fortynding kan resultere i tab af antigenfarvning.
Brugeren skal validere enhver sddan aendring. Forskelle i vaevsbehandling og
tekniske procedureri brugerens laboratorium kan give betydelige variationer
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i resultater, hvilket ngdvendiggar regelmaessig udfgrelse af interne kontroller
(se afsnittet Kvalitetskontrol).
Koncentreret reagens kraever fortynding som angivet i tabellen ovenfor.

Kendte applikationer:
Immunhistokemi (formalinfikseret paraffinindlejret vaev)

Leveres som:Bufret saltvandsoplgsning, 5,9-7,4,indeholdende  en
proteinbzerer og mindre end 0,1 % natriumazidkonserveringsmiddel. Se
sikkerhedsdatabladet for yderligere detaljer.

Ngdvendige, men ikke medfglgende materialer og reagenser:
Objektglas til mikroskop positivt ladet.

Positive og negative vaevskontroller
@rkenkammer (eller lignende tgrreovn)

Xylen eller xylenerstatning

Ethanol eller reagens alkohol
Afdaekningskammer (trykkoger)

Deioniseret eller destilleret vand

Vaskebuffer

Forbehandlingsreagenser

Peroxidase blokering

Proteinblok (valgfrit)

Detektionssonde og polymer

Negative kontrolreagenser

Chromogener

Haematoxylin (modfarvning)

Bldreagens

Monteringsmedium

Daekglas

Lysmikroskop (40-400X forstgrrelse)
*Konfigurationer af antistofproduktet er tilgeengelige til brug p& de
instrumenter, der er angivet i tabellen ovenfor.

Opbevaring og stabilitet:

Opbevares ved 2°C til 8°C. Produktet er stabilt til den udlgbsdato, der er
trykt p& haetteglasetiketten, ndr det opbevares under disse forhold. M3 ikke
bruges efter udlgbsdatoen. Opbevaring under alle andre forhold end de
specificerede skal verificeres. Fortyndede reagenser bgr anvendes omgéende;
Opbevar eventuelt resterende reagens ved 2°C til 8°C. Stabiliteten af

brugerfortyndet reagens er ikke blevet fastsldet af Biocare.

Positive og negative kontroller skal kgres samtidigt med alle patientprgver.
Hvis der observeres uventet farvning, som ikke kan forklares med variationer
i laboratorieprocedurer, og der er mistanke om et problem med antistoffet,
skal du kontakte Biocares tekniske support p& 1-800-542-2002 eller via den
tekniske supportinformation, der findes pé biocare.net.

Prgveforberedelse:

Veev fikseret i formalin er velegnede til brug fgr paraffinindstgbning. Ossgst
vaev bgr afkalkes fgr vaevsbehandling for at lette vaevsskaering og forhindre
beskadigelse af mikrotomblade.:
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Korrekt fikserede og indlejrede veev, der udtrykker det specificerede
antigenmél, skal opbevares p& et kgligt sted. Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) fra 1988 kraever i 42 CFR8493.1259(b), at
"Laboratoriet skal opbevare farvede objektglas mindst ti &r fra datoen for
undersggelse og behold prgveblokke mindst to dr fra eksamensdatoen.":

Behandling af vaev fgr farvning:
Udfgr Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) i henhold til den anbefalede

protokol nedenfor. Den rutinemaessige brug af HIER fgr IHC har vist sig at
minimere inkonsistens og standardisere farvning.s

Advarsel og forholdsregler:
1. Dette antistof indeholder mindre end 0,1 % natriumazid. Koncentrationer

mindre end 0,1 % er ikke rapporterbare farlige materialer i henhold til U.S.
29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication og EC-direktiv 91/155/EC.
Natriumazid (NaN.) brugt som konserveringsmiddel er giftigt, hvis det
indtages. Natriumazid kan reagere med bly- og kobberrgr og danne
hgjeksplosive metalazider. Efter bortskaffelse skylles med store maengder
vand for at forhindre ophobning af azid i rgrledninger. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)s
2. Prgver far og efter fiksering og alle materialer, der udsaettes for dem, skal
hé&ndteres, som om de er i stand til at overfgre infektion og bortskaffes med
passende forholdsregler. Pipettér aldrig reagenser gennem munden, og
undgd at komme i kontakt med hud og slimhinder med reagenser og prgver.
Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med fglsomme omrdder, skal
du vaske med rigelige maengder vand.’

3. Mikrobiel kontaminering af reagenser kan resultere i en stigning i uspecifik
farvning.

4. Andre inkubationstider eller temperaturer end de angivne kan give
fejlagtige resultater. Brugeren skal validere enhver sddan aendring.

5. Brug ikke reagens efter den udlgbsdato, der er trykt pd haetteglasset.

6. Forfortyndet antistofreagens er optimalt fortyndet til brug. Yderligere
fortynding kan resultere i tab af antigenfarvning.

7. Fortynding af koncentreret antistofreagens skal valideres fgr brug. Ethvert
anvendt fortyndingsmiddel, der ikke specifikt anbefales, skal ogsd valideres
for kompatibilitet og stabilitet.

8. SDS er tilgeengeligt efter anmodning og findes p& http://biocare.net.

Brugsanvisning:
Anbefalede farvningsprotokoller til HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX og manuel brug:
API3289 til intelliPATH FLX og manuel brug, er blevet standardiseret med
MACH 4 detektionssystem. Brug TBS til vasketrin.

Bloker i 5 minutter med Peroxidazed 1.

Udfar varmegenvinding ved hjeelp af Reveal
Decloaker. Se Reveal Decloaker-databladet for
specifikke instruktioner.

Inkuber i 5-10 minutter ved stuetemperatur med

Peroxide Block:

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher.

Primary . .

Antibody: Inkuber i 30 minutter ved stuetemperatur.
Probe: Inkuber i 10 minutter ved stuetemperatur

. med en sekundaer polymer.

Detection: Polymer: Inkuber i 20 minutter ved
stuetemperatur med en tertizer polymer.
Inkuber i 5 minutter ved RT med Biocares DAB —

Chromogen: ELLER — Inkuber i 5-7 minutter ved RT med

Warp Red.
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Modfarv med haematoxylin. Skyl med deioniseret
vand. P&fgr Tacha's Blueing Solution i 1 minut.
Skyl med deioniseret vand.

Counterstain:

ONCORE Pro Automated Slide Staining System:

OPAI3289 er beregnet til brug med ONCORE Pro. Se brugervejledningen
for specifikke instruktioner til brug. Protokolparametre i protokoleditoren
skal programmeres som fglger:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP skabelon 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, lav pH; 101°C
Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 er beregnet til brug med BenchMark ULTRA. Se
brugervejledningen for specifikke instruktioner til brug. De anbefalede
protokolparametre er som fglger:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minutter

Peroxidase: Prae-primaer peroxidasehaemmer

Primary Antibody: 8 minutter, 36°C

_Q-serien — til Leica BOND-III:

ALI3289 er beregnet til brug med Leica BOND-III. Se brugervejledningen
for specifikke instruktioner til brug. De anbefalede protokolparametre er
som fglger:

Chromogen Staining Option DAB
Protocol Name: IHC-protokol F
Detection: Bond Polymer Forfin
HIER: 10 min med ER1
Peroxide Block: 5 min
Marker (Primary Antibody): 15 min
Post Primary: 8 min
Polymer: 8 min
Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min
Kvalitetskontrol:
Se CLSI kvalitetsstandarder for design og implementering af

immunhistokemiske analyser; Godkendt guideline-anden udgave (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Positiv veevskontrol: Mandel

Eksternt positivt kontrolmateriale skal vaere friske prgver, fikseret, behandlet
og indlejret s8 hurtigt som muligt p& samme made som patientpraven/-erne.
Positive vaevskontroller er tegn pd korrekt forberedt vaev og korrekte
farvningsteknikker. En positiv ekstern vaevskontrol for hvert saet af
testbetingelser bgr inkluderes i hver farvningskgrsel.

De vaev, der anvendes til de eksterne positive kontrolmaterialer, bgr veelges
fra patientprgver med velkarakteriserede lave niveauer af den positive
malaktivitet, der giver svag positiv farvning. Det lave niveau af positivitet for
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eksterne positive kontroller er designet til at sikre pdvisning af subtile
aendringer i det primaere antistoffglsomhed fra ustabilitet eller problemer
med IHC-metoden. Kommercielt tilgaengelige vaevskontrolobjektglas eller -
praver, der er behandlet anderledes end patientprgven(-erne), validerer kun
reagensydelse og verificerer ikke vaevsforberedelse.

Kendte positive vaevskontroller bgr kun bruges til at overvdge den korrekte
ydeevne af behandlet vaev og testreagenser, snarere end som en hjeelp til at
formulere en specifik diagnose af patientprgver. Hvis de positive
veevskontroller ikke viser positiv farvning, bgr resultaterne med testprgverne
betragtes som ugyldige.

Negativ vaevskontrol:

Brug en negativ veevskontrol (kendt for at veere HLA-B-negativ) fikseret,
behandlet og indlejret pd en made, der er identisk med
patientprgven/patienterne med hver farvningskgrsel for at verificere
specificiteten af det primaere IHC-antistof for demonstration af mélantigenet
og for at give en indikation af specifik baggrundsfarvning (falsk positiv
farvning). Det kan ogs& de mange forskellige celletyper, der findes i de fleste
veevssnit bruges af laboratoriet som interne negative kontrolsteder for at
verificere IHC's ydeevne specifikationer. Typer og kilder til prgver, der kan
bruges til negativt vaev kontroller er angivet i afsnittet Ydelsesegenskaber.

Hvis der forekommer specifik farvning (falsk positiv farvning) i den negative
veevskontrol, bgr resultaterne med patientprgverne betragtes som ugyldige.

Ikke-specifik negativ reagenskontrol:

Brug en uspecifik negativ reagenskontrol i stedet for det primaere antistof
med et udsnit af hver patientprgve til at evaluere uspecifik farvning og
tillade bedre fortolkning af specifik farvning pd antigenstedet. Ideelt set
indeholder en negativ reagenskontrol et HLA-B [BC43] IgG1 Kappa-antistof
produceret fra vaevskultursupernatant pd samme made som det primaere
antistof, men udviser ingen specifik reaktivitet med humant vaev i samme
matrix/oplgsning som Biocare antistof. Fortynd et negativt kontrolantistof til
samme immunglobulin- eller proteinkoncentration som det fortyndede
primaere antistof under anvendelse af det identiske fortyndingsmiddel. Hvis
fotalt kalveserum tilbageholdes i det rene antistof efter forarbejdning, skal
fgtalt kalveserum i en proteinkoncentration svarende til det fortyndede
primaert antistof i samme fortyndingsmiddel er ogsd egnet til anvendelse. (Se
det medfglgende reagens). Fortyndingsmiddel alene kan anvendes som et
mindre gnskeligt alternativ til de tidligere beskrevne negative
reagenskontroller. Inkubationsperioden for den negative reagenskontrol skal
svare til den for det primaere antistof.

N&r paneler af flere antistoffer anvendes pd serielle snit, kan de negativt
farvningsomrdder pd et objektglas tiene som en negativ/uspecifik
bindingsbaggrundskontrol for andre antistoffer. For at differentiere endogen
enzymaktivitet eller uspecifik binding af enzymer fra specifik
immunreaktivitet, kan yderligere patientvaev udelukkende farves med
henholdsvis substrat-chromogen eller enzymkomplekser (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) og substrat-chromogen.

Assaybekreeftelse:

Fgr den fgrste brug af et antistof eller farvningssystem i en diagnostisk
procedure, skal brugeren verificere antistoffets specificitet ved at teste det
p& en rekke interne veev med kendte immunhistokemiske
praestationskarakteristika, der repreesenterer kendte positive og negative
veev. Se de kvalitetskontrolprocedurer, der tidligere er beskrevet i dette afsnit
af produktindlaegget og til kvalitetskontrolanbefalingerne fra CAP-

certificeringsprogrammet til immunhistokemi og/eller NCCLS IHC guideliner).

Disse kvalitetskontrolprocedurer bgr gentages for hvert nyt antistoflot, eller
ndr der er en aendring i assayparametrene. Vaayv, der er anfgrt i afsnittet om
ydeevnekarakteristika, er egnede til assayverifikation.

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |

34/150

www.biocare.net |

Fejlfinding:

Fglg de antistofspecifikke protokolanbefalinger i henhold til det medfglgende
datablad. Hvis der opstdr atypiske resultater, skal du kontakte Biocares
tekniske support pé 1-800-542-2002.

Fortolkning af farvning:

Positiv vaevskontrol:

Den positive vaevskontrol farvet med det angivne antistof bgr undersgges
farst for at sikre, at alle reagenser fungerer korrekt. Den passende farvning
af malceller (som angivet ovenfor) er tegn pd positiv reaktivitet. Hvis de
positive vaevskontroller ikke viser positiv farvning, bgr alle resultater med
testprgverne betragtes som ugyldige. Farven pd reaktionsproduktet kan
variere afhaengigt af de anvendte substratkromogener. Se substratets
indlaegssedler for forventede farvereaktioner. Yderligere kan metakromasi
observeres i variationer af farvningsmetoden.:

Nar der anvendes en modfarvning, vil modfarvning, afhaengigt af
inkubationslaengden og styrken af den anvendte modfarvning, resultere i en
farvning af cellekernerne. Overdreven eller ufuldsteendig modfarvning kan
kompromittere korrekt fortolkning af resultater. Se protokollen(er) for
anbefalet modfarvning.

Negativ veevskontrol:

Den negative vaevskontrol bgr undersgges efter den positive vaevskontrol for
at verificere specificiteten af maerkningen af malantigenet med det primeere
antistof. Fraveeret af specifik farvning i den negative vaevskontrol bekraefter
manglen pd antistofkrydsreaktivitet over for celler/cellulaere komponenter.
Hvis specifik farvning (falsk positiv farvning) forekommer i den negative
eksterne vaevskontrol, bgr resultaterne med patientprgven betragtes som
ugyldige.

Uspecifik farvning, hvis den er til stede, har normalt et diffust udseende.
Sporadisk farvning af bindeveev kan ogsd observeres i snit fra
formalinfikseret vaev. Brug intakte celler til fortolkning af farvningsresultater.
Nekrotiske eller degenererede celler farves ofte uspecifikt.

Patientvaev:

Undersgg patientprgver farvet med angivet antistof sidst. Positiv
farvningsintensitet bgr vurderes i sammenhaeng med enhver uspecifik
baggrundsfarvning af den negative reagenskontrol. Som med enhver
immunhistokemisk test betyder et negativt resultat, at antigenet ikke blev
pdvist, ikke at antigenet var fraveerende i de analyserede celler/veev. Brug
om ngdvendigt et panel af antistoffer til at identificere falsk-negative
reaktioner.

Fax: 925-603-8080
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Milt farvet med HLA-B [BC43] antistof

Se Resumé og forklaring, begraensninger og ydeevnekarakteristika for
specifik information vedrgrende indiceret antistof-immunreaktivitet.

Begraensninger:

Generelle begreenshinger:

1. Tilin vitro diagnostisk brug

2. Dette produkt er kun til professionel brug: Immunhistokemi er en
flertrins diagnostisk proces, der bestdr af specialiseret traening i
udveelgelsen af de passende reagenser; veevsudveelgelse, fiksering og
behandling; forberedelse af IHC-glasset; og fortolkning af
farvningsresultaterne.

3. Veevsfarvning er afhaengig af hdndtering og behandling af vaevet for
farvning. Forkert fiksering, frysning, optgning, vask, tgrring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andre veev eller
vaesker kan producere artefakter, antistoffangning eller falsk negative
resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings-
og indlejringsmetoder eller iboende uregelmaessigheder i vaevet.»

4.  Overdreven eller ufuldstaendig modfarvning kan kompromittere korrekt
fortolkning af resultater.

5. Den kliniske fortolkning af enhver positiv eller negativ farvning bgr
evalueres i ss mmenhaeng med klinisk praesentation, morfologi og andre
histopatologiske kriterier. Den kliniske fortolkning af enhver positiv eller
negativ farvning bgr suppleres med morfologiske undersggelser med
korrekte positive og negative interne og eksterne kontroller samt andre
diagnostiske tests. Det er en kvalificeret patologs ansvar, som er
fortrolig med den korrekte brug af IHC-antistoffer, reagenser og
metoder, at fortolke alle de trin, der bruges til at forberede og fortolke
det endelige IHC-praeparat.

6.  Den optimale antistoffortynding og protokoller til en specifik anvendelse
kan variere. Disse omfatter, men er ikke begraenset til fiksering,
varmehentningsmetode, inkubationstider, veaevssnittykkelse og det
anvendte detektionskit. P& grund af den overlegne fglsomhed af disse
unikke reagenser er de anbefalede inkubationstider og titere, der er
anfgrt, ikke anvendelige for andre detektionssystemer, da resultaterne
kan variere. Databladets anbefalinger og protokoller er baseret pa
eksklusiv brug af Biocare-produkter. I sidste ende er det efterforskerens
ansvar at bestemme optimale forhold.

7. Dette produkt er ikke beregnet til brug i flowcytometri.
Ydeevnekarakteristika er ikke blevet bestemt for flowcytometri.
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8. Veev fra personer inficeret med hepatitis B-virus og indeholdende
hepatitis B-overfladeantigen (HBsAg) kan udvise uspecifik farvning med
peberrodsperoxidase.=

9. Reagenser kan udvise uventede reaktioner i tidligere utestede vaev.

Muligheden for uventede reaktioner selv i testede veevsgrupper kan

ikke fuldstaendigt elimineres pd grund af biologisk variabilitet af

antigenekspression i neoplasmer eller andre patologiske veev.:+ Kontakt

Biocares tekniske support pd 1-800-542-2002 eller via de tekniske

supportoplysninger, der er angivet pd biocare.net, med dokumenterede

uventede reaktioner.

Normale/ikke-immune sera fra samme dyrekilde som sekundaere

antisera, der anvendes i blokeringstrin, kan fordrsage falsk-negative

eller falsk-positive resultater pd grund af autoantistoffer eller naturlige
antistoffer.

11. Falsk-positive resultater kan ses p& grund af ikke-immunologisk binding
af proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ogsd veere
fordrsaget af pseudoperoxidaseaktivitet (erythrocytter), endogen
peroxidaseaktivitet (cytochrom C) eller endogen biotin (f.eks. lever,
bryst, hjerne, nyre) afhaengigt af den anvendte type immunfarvning.=

10.

Produktspecifikke begraensninger:
Der er ingen yderligere begraensninger kendt.

Ydelseskarakteristika:
Sensitivitet, specificitet og krydsreaktivitet er opsummeret i henholdsvis tabel
10g 2.

Reproducerbarhed:

Reproducerbarheden af antistofydelse blev verificeret ved at teste udvalgt
normalt vaev og tumorvaev pd forskellige dage og forskellige instrumenter
med flere operatgrer. Farvning af de udvalgte vaev var konsistent og udfagrt
som forventet.

Intra-run reproducerbarhed af farvning blev bestemt ved at farve fem vaev
indeholdende det samme vaev pé flere instrumenter.

Inter-run reproducerbarhed af farvning blev bestemt ved farvning af fem
objektglas indeholdende det samme vaev pd tre dage/kersler p& det samme
instrument. Alle test bestod med de samme scores, som defineret af Biocares
interne retningslinjer for scoring.

Immunreaktivitet:
Felgende positive og negative immunreaktiviteter er blevet pdvist i tabel 1
0g 2 nedenfor.

Listen nedenfor er ikke udtgmmende, men karakteriserer de typer af
immunreaktiviteter, der observeres med det angivne antistof.

Oversigt over forventede resultater:

Dette antistof viste sig at veere immunreaktivt med alle typer vaev, som det
blev testet pd, inklusive alle typer lymfomer og normalt humant vaev.
Farvningen er overvejende membrangs, men kan ogsd forekomme
cytoplasmatisk i prgver med hgj ekspression. Farvning er overvejende til
stede i endotelceller og lymfocytter med lavere praevalens i epitelceller i
noget vaev.

Tabel 1:Sensitivitet og specificitet blev bestemt ved at teste

formalinfikserede, paraffinindlejrede syge vaev.

Total
Cases

Positive

Tissue
Cases
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Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabel 2:Vaevskrydsreaktivitet blev bestemt ved at teste formalinfikserede,
paraffinindlejrede normale vaev.

Veev

Positive tilfelde Sager i alt

Cerebrum

Lillehjernen

Binyre

Ovarie

Bugspytkirtel

Lymfeknude

Luftrgr

Testis

Skjoldbruskkirtel

Bryst

Milt

Mandel

Thymus

Knoglemarv

Lunge

Hjerte

Spisergret

Mave

Tyndtarm

Kolon

Lever

Spytkirtlen

Nyre

Prostata

Livmoder

Livmoderhalsen

Skelet muskel

Hud

Perifer nerve

Foring celler

[%)(2
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Fejlf
1.

2.

3.

inding:

Ingen farvning af nogen objektglas — Tjek for at fastsld, om der er brugt
passende positivt kontrolvaev, antistof og detektionsprodukter.
Svag farvning af alle objektglas — Tjek for at fastsld, om der er anvendt
passende positivt kontrolvaev, antistof og detektionsprodukter.
Overdreven baggrund af alle objektglas - Der kan vaere hgje niveauer
af endogent biotin (hvis der bruges biotinbaserede

M Biocare Medical

60 Berry Drive
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detektionsprodukter), endogen HRP-aktivitet, der omdanner kromogen
til farvet slutprodukt (brug peroxidaseblok) eller overskydende uspecifik
proteininteraktion (brug et protein blokering, sdsom serum- eller
kaseinbaseret blokeringsoplgsning).

Vaevssektioner vasker objektglas af under inkubation — Tjek objektglas
for at sikre, at de er positivt ladede.

Specifik farvning for mgrk — Tjek protokollen for at bestemme, om
korrekt antistoftiter blev anvendt pd objektglasset, samt korrekte
inkubationstider for alle reagenser. Sgrg desuden for, at protokollen har
nok vasketrin til at fjerne overskydende reagenser, efter at
inkubationstrinene er afsluttet.
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Ultraline-antistoffer udvikles udelukkende af Biocare Medical LLC og
indebaerer ikke godkendelse eller godkendelse af Biocare-antistoffer fra
Ventana Medical Systems, Inc. eller Roche. Biocare, Ventana og Roche er
ikke tilknyttet, associeret eller relateret pd nogen made. Ventana®,
BenchMark®, ultraView og OptiView er varemaerker tilhgrende Roche.

Q-seriens antistoffer udvikles udelukkende af Biocare Medical LLC og
indebaerer ikke godkendelse eller godkendelse af Biocare-antistoffer fra Leica
Biosystems. Biocare og Leica Biosystems er ikke tilknyttet, associeret eller
relateret pd nogen made. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX og BOND-III
er varemaerker tilhgrende Leica Biosystems.
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Available Product Formats
Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Beoogd gebruik:
Voorin vitro Diagnostisch gebruik

HLA-B [BC43] is een monoklonaal muizenantilichaam dat bedoeld is voor
laboratoriumgebruik nadat de initi€le diagnose van een tumor is gesteld door
middel van conventionele histopathologie met behulp van niet-
immunologische histochemische kleuringen, bij de kwalitatieve identificatie
van HLA-B eiwit door immunohistochemie (IHC) in in formaline gefixeerde,
in paraffine ingebedde (FFPE) menselijke weefsels. De klinische interpretatie
van eventuele kleuringen of de afwezigheid ervan moet worden aangevuld
met morfologisch onderzoek met behulp van de juiste controles en moet
worden geévalueerd binnen de context van de klinische geschiedenis van de
patiént en andere diagnostische tests door een gekwalificeerde patholoog als
hulpmiddel bij het maken van andere klinische bepalingen.

Samenvatting en uitleg:

HLA-B is een zeer polymorf eiwit dat codeert voor het belangrijkste
histocompatibiliteitsklasse I (MHC-I) complex.: MHC klasse I-moleculen
worden tot expressie gebracht op het celopperviak, waarbij ze antigene
peptiden binden en presenteren aan CD8+ T-lymfocyten om immuunreacties
tegen intracellulaire pathogenen en kankers te mediéren.:

Principe van procedure:

Dit antilichaamproduct kan worden gebruikt als het primaire antilichaam bij
immunohistochemische tests van in formaline gefixeerde, in paraffine
ingebedde weefselcoupes. In het algemeen immunohistochemisch (IHC)
kleuringstechnieken maken de visualisatie van antigenen mogelijk via de
opeenvolgende toepassing van a specifiek antilichaam tegen het antigeen
(primair antilichaam), een secundair antilichaam tegen het primaire
antilichaam (optioneel verbindingsantilichaam/probe), een enzymcomplex en
een chromogeen substraat met tussenliggende wasstappen. De
enzymatische activering van het chromogeen resulteert in een zichtbaar
reactieproduct op de antigeenplaats. Het monster kan vervolgens worden
tegengekleurd en afgedekt. De resultaten worden geinterpreteerd met
behulp van een lamp microscoop en hulp bij de differentiéle diagnose van
pathofysiologische processen, die mogelijk is mogelijk niet geassocieerd met
een bepaald antigeen.

Materialen en methodes:

Meegeleverde reagentia:

Hostbron:Monoklonaal muis

Soortreactiviteit:Menselijk; andere soorten niet getest.

Kloon:BC43

Isotype:IgG1l-kappa

Eiwitconcentratie:Zie het etiket op het flesje voor de partijspecifieke
concentratie.

Specifieke IgG-concentratie: Neem contact op met de technische
ondersteuning van Biocare

Specificiteit:HLA-B

Mobiele lokalisatie: Celmembraan

Methode:Affiniteitsgezuiverde monoklonale muis

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

Reconstitutie, mengen, verdunnen, titratie:

Voorverdund antilichaamreagens wordt optimaal verdund voor gebruik met
de hierboven genoemde kleursystemen. Verdere verdunning kan leiden tot
verlies van antigeenkleuring. Verdere verdunning kan leiden tot verlies van
antigeenkleuring. De gebruiker moet een dergelijke wijziging valideren.
Verschillen in  weefselverwerking en technische procedures
in het laboratorium van de gebruiker kan aanzienlijke variabiliteit in de
resultaten veroorzaken, waardoor regelmatige uitvoering van interne
controles noodzakelijk is (zie het hoofdstuk Kwaliteitscontrole).
Geconcentreerd reagens vereist verdunning zoals aangegeven in de
bovenstaande tabel.

Bekende toepassingen:
Immunohistochemie (formaline-gefixeerde, in paraffine ingebedde weefsels)

Geleverd als:Gebufferde zoutoplossing, 5,9-7,4,met een eiwitdrager en
minder dan 0,1% natriumazideconserveermiddel. Zie het
veiligheidsinformatieblad voor aanvullende details.

Benodigde maar niet meegeleverde materialen en reagentia:
Microscoopglaasjes positief geladen.

Positieve en negatieve weefselcontroles

Woestijnkamer (of soortgelijke droogoven)

Xyleen of xyleenvervanger

Ethanol of reagensalcohol

Onthulkamer (snelkookpan)

Gedeioniseerd of gedestilleerd water

Wasbuffer

Reagentia voor voorbehandeling

Peroxidase-blok

Eiwitblok (optioneel)

Detectiesonde en polymeer

Negatieve controlereagentia

Chromogenen

Hematoxyline (tegenkleuring)

Blauwingsreagens

Montage medium

Dekglaasje

Lichtmicroscoop (40-400x vergroting)

*Configuraties van het antilichaamproduct zijn beschikbaar voor gebruik op
de instrumenten aangegeven in de bovenstaande tabel.

Opslag en stabiliteit:
Bewaren bij 2°C tot 8°C. Het product is stabiel tot de vervaldatum die op het

etiket van de injectieflacon staat, indien bewaard onder deze
omstandigheden. Niet gebruiken na de vervaldatum. Opslag onder alle
andere omstandigheden dan gespecificeerd moet worden geverifieerd.
Verdunde reagentia moeten onmiddellijk worden gebruikt; bewaar het
resterende reagens bij 2°C tot 8°C. De stabiliteit van door de gebruiker
verdund reagens is niet vastgesteld door Biocare.

Positieve en negatieve controles moeten gelijktijdig met alle patiéntmonsters
worden uitgevoerd. Als er onverwachte kleuring wordt waargenomen die niet
kan worden verklaard door variaties in laboratoriumprocedures en er wordt
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vermoed dat er een probleem is met het antilichaam, neem dan contact op
met de technische ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002 of via de
technische ondersteuningsinformatie op biocare.net.

Monstervoorbereiding:

Weefsels gefixeerd in formaline zijn geschikt voor gebruik voorafgaand aan
het inbedden van paraffine. Botweefsel moet voor de weefselverwerking
worden ontkalkt om het snijden van het weefsel te vergemakkelijken en
schade aan de microtoombladen te voorkomen.:

Goed gefixeerde en ingebedde weefsels die het gespecificeerde antigeendoel
tot expressie brengen, moeten op een koele plaats worden bewaard. De
Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) van 1988 vereist 42
CFR8493.1259(b) dat “Het laboratorium gekleurde objectglaasjes ten minste
tien jaar vanaf de datum van onderzoeken en monsterblokken ten minste
twee jaar na de datum van onderzoek bewaren.”

Behandeling van weefsels voorafgaand aan kleuring:
Voer Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) uit volgens het aanbevolen

protocol hieronder. Er is aangetoond dat het routinematige gebruik van HIER
voorafgaand aan IHC de inconsistentie minimaliseert en de kleuring
standaardiseert.:s

Waarschuwing en voorzorgsmaatregelen:
1. Dit antilichaam bevat minder dan 0,1% natriumazide. Concentraties van

minder dan 0,1% zijn geen gevaarlijke materialen die moeten worden
gerapporteerd volgens U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication
en EC-richtlijn  91/155/EC.  Natriumazide (NaN.) gebruikt als
conserveermiddel is giftig bij inslikken. Natriumazide kan reageren met loden
en koperen leidingen en zeer explosieve metaalaziden vormen. Wanneer u
het afvoert, moet u het met grote hoeveelheden water spoelen om ophoping
van azide in de leidingen te voorkomen. (Centrum voor Ziektebestrijding,
1976, Nationaal Instituut voor Veiligheid en Gezondheid op het werk, 1976)s
2. Monsters, voor en na fixatie, en alle materialen die eraan worden
blootgesteld, moeten worden behandeld alsof ze infecties kunnen
overdragen, en moeten met de juiste voorzorgsmaatregelen worden
verwijderd. Pipetteer reagentia nooit via de mond en vermijd contact van de
huid en slijmvliezen met reagentia en monsters. Als reagentia of monsters in
contact komen met gevoelige gebieden, spoel ze dan met grote
hoeveelheden water.’

3. Microbiéle contaminatie van reagentia kan resulteren in een toename van
niet-specifieke kleuring.

4. Andere incubatietijden of temperaturen dan gespecificeerd kunnen
foutieve resultaten opleveren. De gebruiker moet een dergelijke wijziging
valideren.

5. Gebruik geen reagens na de vervaldatum die op de injectieflacon staat
vermeld.

6. Voorverdund antilichaamreagens wordt optimaal verdund voor gebruik.
Verdere verdunning kan leiden tot verlies van antigeenkleuring.

7. De verdunning van geconcentreerd antilichaamreagens moet voor gebruik
worden gevalideerd. Elk gebruikt verdunningsmiddel dat niet specifiek wordt
aanbevolen, moet ook worden gevalideerd op compatibiliteit en stabiliteit.
8. Het veiligheidsinformatieblad is op aanvraag verkrijgbaar en bevindt zich
op http://biocare.net.

Gebruiksaanwijzing:
Aanbevolen kleurprotocollen voor HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX en handmatig gebruik:
API3289 voor intelliPATH FLX en handmatig gebruik, is gestandaardiseerd
met MACH 4 detectie systeem. Gebruik TBS voor wasstappen.

Peroxide Block: Blokkeer gedurende 5 minuten met Peroxidazed 1.

M Biocare Medical
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Voer warmteterugwinning uit met Reveal
Decloaker. Raadpleeg het gegevensblad van de
Reveal Decloaker voor specifieke instructies.
Protein Block Incubeer gedurende 5-10 minuten bij
(Optional): kamertemperatuur met Background Punisher.
Primary Incubeer gedurende 30 minuten bij

Antibody: kamertemperatuur.

Sonde: Incubeer gedurende 10 minuten bij
kamertemperatuur met een secundair polymeer.
Polymeer: Incubeer gedurende 20 minuten bij
kamertemperatuur met een tertiair polymeer.
Incubeer gedurende 5 minuten bij
kamertemperatuur met DAB van Biocare — OF —
Incubeer gedurende 5-7 minuten bij
kamertemperatuur met Warp Red.

Pretreatment:

Detection:

Chromogen:

Tegenkleuring met hematoxyline. Spoelen met
gedeioniseerd water. Breng Tacha's Blueing
Solution aan gedurende 1 minuut. Spoelen met
gedeioniseerd water.

Counterstain:

ONCORE Pro geautomatiseerd kleuringssysteem voor

objectglaasjes:
OPAI3289 is bedoeld voor gebruik met de ONCORE Pro. Raadpleeg de

gebruikershandleiding voor specifieke gebruiksinstructies.
Protocolparameters in de Protocol-editor moeten als volgt worden
geprogrammeerd:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Mevrouw HRP-sjabloon 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, lage pH; 101C

Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 is bedoeld voor gebruik met de BenchMark ULTRA. Raadpleeg
de gebruikershandleiding voor specifieke gebruiksinstructies. Aanbevolen
protocolparameters zijn als volgt:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minuten

Peroxidase: Preprimaire peroxidaseremmer

Primary Antibody: 8 minuten, 36°C

_Q-serie — voor Leica BOND-III:

ALI3289 is bedoeld voor gebruik met de Leica BOND-III. Raadpleeg de
gebruikershandleiding voor specifieke gebruiksinstructies. Aanbevolen
protocolparameters zijn als volgt:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC-protocol F
Detection: Bond Polymeer Verfijnen
HIER: 10 minuten met ER1
Peroxide Block: 5 minuten

Marker (Primary Antibody): 15 minuten

Post Primary: 8 minuten

Polymer: 8 minuten

Mixed Chromogen Refine: 10 minuten
Hematoxylin: 5 minuten

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]

Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

[[Duteh ]

Kwaliteitscontrole:

Raadpleeg de CLSI-kwaliteitsnormen voor ontwerp en implementatie van
immunohistochemische tests; Goedgekeurde richtlijn-tweede editie (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011-

Positieve weefselcontrole: Tonsil

Externe positieve controlematerialen moeten verse monsters zijn die zo snel
mogelijk op dezelfde manier zijn gefixeerd, verwerkt en ingebed als de
patiéntmonsters. Positieve weefselcontroles duiden op correct geprepareerde
weefsels en juiste kleuringstechnieken. Bij elke kleuringsrun moet voor elke
reeks testomstandigheden één positieve externe weefselcontrole worden
meegenomen.

De weefsels die voor de externe positieve controlematerialen worden
gebruikt, moeten worden geselecteerd uit patiéntspecimens met goed
gekarakteriseerde lage niveaus van de positieve doelactiviteit die een zwakke
positieve kleuring veroorzaken. Het lage niveau van positiviteit voor externe
positieve controles is bedoeld om detectie van subtiele veranderingen in de
primaire antilichaamgevoeligheid als gevolg van instabiliteit of problemen
met de IHC-methodologie te garanderen. In de handel verkrijgbare
objectglaasjes of monsters voor weefselcontrole die op een andere manier
zijn verwerkt dan het/de patiéntmonster(s), valideren alleen de prestaties
van het reagens en verifiéren de weefselpreparatie niet.

Bekende positieve weefselcontroles mogen alleen worden gebruikt voor het
monitoren van de juiste prestatie van verwerkte weefsels en testreagentia,
en niet als hulpmiddel bij het formuleren van een specifieke diagnose van
patiéntmonsters. Als de positieve weefselcontroles geen positieve kleuring
vertonen, moeten de resultaten met de testmonsters als ongeldig worden
beschouwd.

Negatieve weefselcontrole:

Gebruik bij elke kleuringsrun een negatieve weefselcontrole (waarvan
bekend is dat deze HLA-B-negatief is), gefixeerd, verwerkt en ingebed op
een manier die identiek is aan het/de patiéntmonster(s) om de specificiteit
van het primaire IHC-antilichaam te verifiéren. demonstratie van het
doelantigeen, en om een indicatie te geven van specifieke
achtergrondkleuring (vals-positieve kleuring). Ook de verscheidenheid aan
verschillende celtypen die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn, kan dat
doen door het laboratorium worden gebruikt als interne negatieve
controlelocaties om de prestaties van de IHC te verifiéren specificaties. De
soorten en bronnen van specimens die voor negatief weefsel kunnen worden
gebruikt bedieningselementen vindt u in het gedeelte Prestatiekenmerken.

Als er specifieke kleuring (vals-positieve kleuring) optreedt in de negatieve
weefselcontrole, moeten de resultaten met de patiéntspecimens als ongeldig
worden beschouwd.

Niet-specifieke negatieve reagenscontrole:

Gebruik een niet-specifieke negatieve reagenscontrole in plaats van het
primaire antilichaam met een deel van elk patiéntmonster om niet-specifieke
kleuring en

maken een betere interpretatie van specifieke kleuring op de antigeenplaats
mogelijk. Idealiter bevat een negatieve reagenscontrole een HLA-B [BC43]
IgG1 Kappa-antilichaam dat op dezelfde manier uit
weefselkweeksupernatant wordt geproduceerd als het primaire antilichaam,
maar vertoont geen specifieke reactiviteit met menselijke weefsels in
dezelfde matrix/oplossing als het Biocare-antilichaam. Verdun een negatief
controle-antilichaam tot dezelfde immunoglobuline- of eiwitconcentratie als
het verdunde primaire antilichaam antilichaam met behulp van hetzelfde
verdunningsmiddel. Als foetaal kalfsserum na verwerking in het zuivere
antilichaam achterblijft, moet foetaal kalfsserum met een eiwitconcentratie
equivalent aan de verdunde primair antilichaam in hetzelfde
verdunningsmiddel is ook geschikt voor gebruik. (Zie het meegeleverde
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reagens). Alleen verdunningsmiddel kan worden gebruikt als een minder
wenselijk alternatief voor de eerder beschreven negatieve reagenscontroles.
De incubatietijd voor de negatieve reagenscontrole moet overeenkomen met
die van het primaire antilichaam.

Wanneer op seriéle secties panels van verschillende antilichamen worden
gebruikt, kunnen de negatief kleurende gebieden van één objectglaasje
dienen als een negatieve/niet-specifieke bindende achtergrondcontrole voor
andere antilichamen. Om endogene enzymactiviteit of niet-specifieke binding
van enzymen te onderscheiden van specifieke immuunreactiviteit, kunnen
extra patiéntweefsels uitsluitend worden gekleurd met respectievelijk
substraat-chromogeen of enzymcomplexen (PAP,  avidine-biotine,
streptavidine) en substraat-chromogeen.

Assayverificatie:

Voorafgaand aan het eerste gebruik van een antilichaam of kleursysteem in
een diagnostische procedure moet de gebruiker de specificiteit van het
antilichaam verifiéren door het te testen op een reeks interne weefsels met
bekende immunohistochemische prestatiekenmerken die bekende positieve
en negatieve weefsels vertegenwoordigen. Raadpleeg de
kwaliteitscontroleprocedures die eerder in dit gedeelte van de
productbijsluiter zijn beschreven en de aanbevelingen voor kwaliteitscontrole
van het CAP-certificeringsprogramma: voor immunohistochemie en/of de
NCCLS IHC-richtlijn=). Deze kwaliteitscontroleprocedures moeten worden
herhaald voor elke nieuwe partij antilichamen, of telkens wanneer er een
verandering in de testparameters optreedt. Weefsels vermeld in de sectie
Prestatiekenmerken zijn geschikt voor assayverificatie.

Probleemoplossen:

Volg de antilichaamspecifieke protocolaanbevelingen volgens het
meegeleverde gegevensblad. Als er atypische resultaten optreden, neem dan
contact op met de technische ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002.

Interpretatie van kleuring:

Positieve weefselcontrole:

De positieve weefselcontrole, gekleurd met het aangegeven antilichaam,
moet eerst worden onderzocht om er zeker van te zijn dat alle reagentia goed
functioneren. De juiste kleuring van doelcellen (zoals hierboven aangegeven)
is indicatief voor positieve reactiviteit. Als de positieve weefselcontroles geen
positieve kleuring vertonen, moeten alle resultaten met de testmonsters als
ongeldig worden beschouwd. De kleur van het reactieproduct kan variéren
afhankelijk van de gebruikte substraatchromogenen. Raadpleeg de bijsluiters
van het substraat voor de verwachte kleurreacties. Verder kan
metachromasie worden waargenomen bij variaties op de kleuringsmethode.
Wanneer een tegenkleuring wordt gebruikt, zal de tegenkleuring, afhankelijk
van de incubatieduur en de sterkte van de gebruikte tegenkleuring,
resulteren in een verkleuring van de celkernen. Overmatige of onvolledige
tegenkleuring kan de juiste interpretatie van de resultaten in gevaar brengen.
Raadpleeg protocol(len) voor aanbevolen tegenkleuring.

Negatieve weefselcontrole:

De negatieve weefselcontrole moet na de positieve weefselcontrole worden
onderzocht om de specificiteit van de labeling van het doelantigeen door het
primaire antilichaam te verifiéren. De afwezigheid van specifieke kleuring in
de negatieve weefselcontrole bevestigt het ontbreken van kruisreactiviteit
van antilichamen met cellen/cellulaire componenten. Als er specifieke
kleuring (vals-positieve kleuring) optreedt in de negatieve externe
weefselcontrole, moeten de resultaten met het patiéntmonster als ongeldig
worden beschouwd.

Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, heeft gewoonlijk een diffuus
uiterlijk. Sporadische kleuring van bindweefsel kan ook worden
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waargenomen in coupes van overmatig formalinegefixeerd weefsel. Gebruik
intacte cellen voor de interpretatie van kleuringsresultaten. Necrotische of
gedegenereerde cellen kleuren vaak niet-specifiek.

Patiéntenweefsel:

Onderzoek patiéntenspecimens die zijn gekleurd met het aangegeven
antilichaam laatst. De positieve kleurintensiteit moet worden beoordeeld
binnen de context van eventuele niet-specifieke achtergrondkleuring van de
negatieve reagenscontrole. Zoals bij elke immunohistochemische test
betekent een negatief resultaat dat het antigeen niet is gedetecteerd, en niet
dat het antigeen afwezig was in de geteste cellen/weefsels. Gebruik indien
nodig een panel antilichamen om vals-negatieve reacties te identificeren.

o »\.. - ‘- (4 ',

gekleurd met HLA-B [BC43]-antilich

Raadpleeg de Samenvatting en uitleg, beperkingen en prestatiekenmerken
voor specifieke informatie over de aangegeven immunoreactiviteit van
antilichamen.

Beperkingen:

Algemene beperkingen:

1. Voor/n vitro diagnostisch gebruik

2. Dit product is uitsluitend bedoeld voor professioneel gebruik:
Immunohistochemie is een uit meerdere stappen bestaand diagnostisch
proces dat bestaat uit gespecialiseerde training in de selectie van de
juiste reagentia; weefselselectie, fixatie en verwerking; voorbereiding
van het IHC-glaasje; en interpretatie van de kleuringsresultaten.

3. Weefselkleuring is afhankelijk van de behandeling en verwerking van
het weefsel voorafgaand aan de kleuring. Onjuiste fixatie, invriezen,
ontdooien, wassen, drogen, verwarmen, snijden of contaminatie met
andere weefsels of vloeistoffen kan artefacten, het opsluiten van
antilichamen of vals-negatieve resultaten veroorzaken. Inconsistente
resultaten kunnen te wijten zijn aan variaties in de fixatie- en
inbeddingsmethoden, of aan inherente onregelmatigheden in het
weefsel.»

4.  Overmatige of onvolledige tegenkleuring kan de juiste interpretatie van
de resultaten in gevaar brengen.

5. De klinische interpretatie van elke positieve of negatieve kleuring moet
worden beoordeeld binnen de context van de klinische presentatie,
morfologie en andere histopathologische criteria. De klinische
interpretatie van elke positieve of negatieve kleuring moet worden
aangevuld met morfologisch onderzoek waarbij gebruik wordt gemaakt
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van de juiste positieve en negatieve interne en externe controles,
evenals andere diagnostische tests. Het is de verantwoordelijkheid van
een gekwalificeerde patholoog die bekend is met het juiste gebruik van
IHC-antilichamen, reagentia en methoden om alle stappen te
interpreteren die worden gebruikt om het uiteindelijke IHC-preparaat
voor te bereiden en te interpreteren.

6. De optimale antilichaamverdunning en protocollen voor een specificke
toepassing kunnen variéren. Deze omvatten, maar zijn niet beperkt tot,
de fixatie, de warmtewinningsmethode, de incubatietijden, de dikte van
de weefselsectie en de gebruikte detectiekit. Vanwege de superieure
gevoeligheid van deze unieke reagentia zijn de vermelde aanbevolen
incubatietijden en titers niet van toepassing op andere
detectiesystemen, omdat de resultaten kunnen variéren. De
aanbevelingen en protocollen in het gegevensblad zijn gebaseerd op
exclusief gebruik van Biocare-producten. Uiteindelijk is het de
verantwoordelijkheid van de onderzoeker om optimale omstandigheden
te bepalen.

7. Dit product is niet bedoeld voor gebruik bij flowcytometrie.
Prestatiekenmerken zijn niet bepaald voor flowcytometrie.

8.  Weefsels van personen die zijn geinfecteerd met het hepatitis B-virus
en die hepatitis B-oppervlakteantigeen (HBsAg) bevatten, kunnen niet-
specifieke kleuring vertonen met mierikswortelperoxidase.:

9. Reagentia kunnen onverwachte reacties vertonen in niet eerder geteste
weefsels. De mogelijkheid van onverwachte reacties, zelfs in geteste
weefselgroepen, kan niet volledig worden uitgesloten vanwege de
biologische variabiliteit van antigeenexpressie in neoplasmata of andere
pathologische weefsels.« Neem contact op met de technische
ondersteuning van Biocare op 1-800-542-2002, of via de technische
ondersteuningsinformatie op biocare.net, met gedocumenteerde
onverwachte reactie(s).

10. Normale/niet-immune sera uit dezelfde dierlijke bron als secundaire
antisera die bij blokkeringsstappen worden gebruikt, kunnen vals-
negatieve of vals-positieve resultaten veroorzaken als gevolg van auto-
antilichamen of natuurlijke antilichamen.

11. Er kunnen vals-positieve resultaten optreden als gevolg van niet-

immunologische binding van eiwitten of substraatreactieproducten. Ze
kunnen ook worden veroorzaakt door pseudo-peroxidase-activiteit
(erytrocyten), endogene peroxidase-activiteit (cytochroom C) of
endogene biotine (bijv. Lever, borst, hersenen, nier), afhankelijk van
het gebruikte type immunokleuring.»

Productspecifieke beperkingen:
Er zijn geen aanvullende beperkingen bekend.

Prestatiekenmerken:
Gevoeligheid, specificiteit en kruisreactiviteit zijn respectievelijk samengevat
in Tabellen 1 en 2.

Reproduceerbaarheid:

De reproduceerbaarheid van de antilichaamprestaties werd geverifieerd door
het testen van geselecteerd normaal weefsel en tumorweefsel op
verschillende dagen en verschillende instrumenten met meerdere operators.
De kleuring van de geselecteerde weefsels was consistent en werd
uitgevoerd zoals verwacht.

De reproduceerbaarheid van de kleuring binnen een run werd bepaald door
vijf weefsels die hetzelfde weefsel bevatten, op meerdere instrumenten te
kleuren.

De reproduceerbaarheid van de kleuring tussen runs werd bepaald door het
kleuren van vijf objectglaasjies met hetzelfde weefsel gedurende drie
dagen/runs op hetzelfde instrument. Alle tests zijn geslaagd met dezelfde
scores, zoals gedefinieerd door de interne scorerichtlijnen van Biocare.
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Immunoreactiviteit:

De volgende positieve en negatieve immuunreactiviteiten zijn aangetoond in

de onderstaande tabellen 1 en 2.

De onderstaande lijst is niet uitputtend, maar karakteriseert de soorten
immuunreactiviteiten die worden waargenomen met het aangegeven

antilichaam.

Samenvatting van verwachte resultaten:

Dit antilichaam bleek immuunreactief te zijn met alle soorten weefsels
waarop het werd getest, inclusief alle soorten lymfomen en normaal
menselijk weefsel. De kleuring is overwegend vliezig, maar kan ook
cytoplasmatisch lijken in monsters met hoge expressie. Kleuring komt
voornamelijk voor in endotheelcellen en lymfocyten, maar komt in sommige

weefsels minder vaak voor in epitheelcellen.

formaline gefixeerde, in paraffine ingebedde zieke weefsels.

) Positive Total

Tissue
Cases Cases

Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Dubbele punt 3 3
Lever 3 3
Speekselklier 3 3
Nier 3 3
Prostaat 3 3
Baarmoeder 3 3
Baarmoederhals 3 3
Skeletachtige spier | 2 3
Huid 2 2
Perifere zenuw 3 3
Voerende cellen 2 2
Oog 3 3
Strottenhoofd 3 3

Probleemoplossen:
Tafel 1:Gevoeligheid en specificiteit werden bepaald door het testen van in 1.

2.

3.

Tafel 2:De kruisreactiviteit van het weefsel werd bepaald door het testen

van in formaline gefixeerde, in paraffine ingebedde normale weefsels.

Zakdoek Positieve gevallen | Totaal aantal gevallen

Hersenen

Cerebellum

Bijnier

Eierstok

Alvleesklier

Lymfeklier

Luchtpijp
Testis
Schildklier
Borst

Milt
Tonsil

Thymus

Beenmerg

Long
Hart
Slokdarm
Maag
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Geen kleuring van objectglaasjes — Controleer of er geschikt positief
controleweefsel, antilichaam en detectieproducten zijn gebruikt.
Zwakke kleuring van alle objectglaasjes — Controleer of er geschikt
positief controleweefsel, antilichaam en detectieproducten zijn gebruikt.
Overmatige achtergrond van alle objectglaasjes — Er kunnen hoge
niveaus van endogeen biotine zijn (bij gebruik van op biotine
gebaseerde  detectieproducten), endogene HRP-activiteit die
chromogeen omzet in gekleurd eindproduct (gebruik peroxidaseblok)
of overmatige niet-specifieke eiwitinteractie (gebruik een eiwit blok,
zoals een blokkeeroplossing op basis van serum of caseine).
Weefselcoupes worden tijdens de incubatie van de objectglaasjes
gewassen — Controleer de objectglaasjes om er zeker van te zijn dat ze
positief geladen zijn.

Specifieke kleuring te donker — Controleer het protocol om te bepalen
of de juiste antilichaamtiter op het objectglaasje is aangebracht,
evenals de juiste incubatietijden voor alle reagentia. Zorg er bovendien
voor dat het protocol voldoende wasstappen heeft om overtollige
reagentia te verwijderen nadat de incubatiestappen zijn voltooid.

Referenties:

1.

2.
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Ultraline-antilichamen zijn uitsluitend ontwikkeld door Biocare Medical LLC en
impliceren geen goedkeuring of goedkeuring van Biocare-antilichamen door
Ventana Medical Systems, Inc of Roche. Biocare, Ventana en Roche zijn op
geen enkele manier verbonden, geassocieerd of gerelateerd. Ventana®,
BenchMark®, ultraView en OptiView zijn handelsmerken van Roche.

Antilichamen uit de Q-serie zijn uitsluitend ontwikkeld door Biocare Medical
LLC en impliceren geen goedkeuring of goedkeuring van Biocare-
antilichamen door Leica Biosystems. Biocare en Leica Biosystems zijn op geen
enkele manier geaffilieerd, geassocieerd of gerelateerd. Leica, Leica
Biosystems, BOND-MAX en BOND-III zijn handelsmerken van Leica
Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Moeldud kasutamiseks:
Sest/n vitro Diagnostiline kasutamine

HLA-B [BC43] on hiire monoklonaalne antikeha, mis on ette nahtud
laboratoorseks kasutamiseks parast seda, kui kasvaja esmane diagnoos on
tehtud tavapdrase histopatoloogilise ~meetodiga, kasutades HLA-B
kvalitatiivseks tuvastamiseks mitteimmunoloogilisi histokeemilisi plekke. valk
immunohistokeemia (IHC) abil formaliiniga fikseeritud parafiiniga
manustatud (FFPE) inimese kudedes. Mis tahes varvimise voi selle
puudumise kliinilist tdlgendamist peaksid tdiendama morfoloogilised
uuringud, milles kasutatakse nduetekohast kontrolli, ning kvalifitseeritud
patoloog peaks seda hindama patsiendi Kkliinilise ajaloo ja muude
diagnostiliste testide kontekstis, et aidata teha muid Kliinilisi maaramisi.

Kokkuvote ja selgitus:

HLA-B on dlimalt polimorfne valku kodeeriv geen, mis kodeerib peamist
histotihilduvusklassi I (MHC-I) kompleksi.s MHC I klassi molekulid
ekspresseeritakse rakupinnal, sidudes ja esitledes antigeenseid peptiide
CD8+ T-limfotsliiitidele, et vahendada immuunvastuseid rakusiseste
patogeenide ja vahkkasvajate vastu.s

Menetluse pohimote:

Seda antikehaprodukti vGib kasutada primaarse antikehana formaliiniga
fikseeritud, parafiiniga manustatud koeldikude immunohistokeemia testimisel.
Uldiselt  immunohistokeemiline (IHC) vérvimistehnikad vdimaldavad
visualiseerida antigeene, kasutades jarjestikku a antigeeni vastane
spetsiifiline antikeha (primaarne antikeha), primaarse antikeha sekundaarne
antikeha (valikuline linkantikeha/sond), enstitimikompleks ja kromogeenne
substraat, millesse on paigutatud pesemisetapid. Kromogeeni ensiimaatiline
aktiveerimine annab antigeeni kohas ndhtava reaktsiooniprodukti. Seejarel
vOib proovi varvida ja kaane libistada. Tulemusi tdlgendatakse valguse abil
mikroskoop ja abi patofiisioloogiliste protsesside diferentsiaaldiagnostikas,
mis voivad voi ei pruugi olla seotud konkreetse antigeeniga.

Materjalid ja meetodid:

Kaasasolevad reaktiivid:

Hosti allikas:Hiir monoklonaalne

Liigi reaktsioonivéime:Inimene; muud liigid, mida ei ole testitud.
Kloonimine:eKr 43

Isotiiiip:1gG1 kappa

Valgu kontsentratsioon:Partiipdhise kontsentratsiooni kohta vaadake
viaali etiketti.

Konkreetne IgG kontsentratsioon: votke (ihendust Biocare'i tehnilise toega
Spetsiifilisus:HLA-B

Mobiilne lokaliseerimine: Rakumembraan

Meetod:Afiinsuspuhastatud hiire monoklonaalne

Lahustamine, segamine, lahjendamine, tiitrimine:

Eellahjendatud antikehareaktiiv  on (laltoodud varvimissiisteemidega
kasutamiseks optimaalselt lahjendatud. Edasine lahjendamine vGib
pohjustada antigeeni varvumise kadumise. Edasine lahjendamine vGib
pohjustada antigeeni varvumise kadumise. Kasutaja peab kdik sellised
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muudatused kinnitama.
protseduurides

kasutaja laboris voivad tulemused olla méarkimisvaarsed, mistottu on vaja
regulaarselt labi viia ettevottesiseseid kontrolle (vt jaotist Kvaliteedikontroll).
Kontsentreeritud reaktiiv vajab lahjendamist, nagu on ndidatud iilaltoodud
tabelis.

Erinevused kudede todtlemises ja tehnilistes

Tuntud rakendused:
Immunohistokeemia (formaliiniga fikseeritud parafiiniga kaetud koed)

Tarnitakse jargmiselt:Puhverdatud soolalahus, 5,9-7,4,mis sisaldab
valgukandjat ja vahem kui 0,1% naatriumasiidi sdilitusainet. Lisateabe
saamiseks vaadake ohutuskaarti.

Vajalikud materjalid ja reaktiivid, mida pole kaasas:
Mikroskoobi slaidid on positiivselt laetud.
Positiivsed ja negatiivsed koekontrollid
Desert Chamber (vdi sarnane kuivatusahi)
Ksiileen voi ksiileeni asendaja

Etanool voi reaktiivalkohol
Deklaratsioonikamber (survepliit)
Deioniseeritud voi destilleeritud vesi
Pesupuhver

Eeltddtlusreaktiivid

Peroksidaasi blokaad

Valguplokk (valikuline)

Tuvastussond ja poliimeer

Negatiivsed kontrollreaktiivid
Kromogeenid

Hematoksiiliin (vastuvarv)

Sinistamise reaktiiv

Paigaldusvahend

Katteklaas

Valgusmikroskoop (40-400X suurendus)
*Antikehatoote konfiguratsioonid on saadaval kasutamiseks (Ulaltoodud
tabelis ndidatud instrumentidel.

Séilitamine ja stabiilsus:

Hoida temperatuuril 2°C kuni 8°C. Toode on sellistes tingimustes sailitamisel
stabiilne kuni viaali etiketile triikitud aegumiskuupéevani. Arge kasutage
parast aegumiskuupdeva. Sdilitamist muudes tingimustes kui ette ndhtud
tuleb kontrollida. Lahjendatud reaktiivid tuleb kohe &ra kasutada; Hoidke
jarelejaanud reaktiivi temperatuuril 2 °C kuni 8 °C. Biocare ei ole kindlaks
teinud kasutaja lahjendatud reaktiivi stabiilsust.

Positiivsed ja negatiivsed kontrollid tuleb labi viia samaaegselt k3igi patsiendi
proovidega. Kui taheldatakse ootamatut varvimist, mida ei saa seletada
erinevustega laboratoorsetes protseduurides, ja kahtlustate probleemi
antikehaga, votke Gihendust Biocare'i tehnilise toega numbril 1-800-542-2002
vOi veebisaidil biocare.net pakutava tehnilise toe teabe kaudu.

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]

Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

[ estonian_|

Proovi ettevalmistamine:

Formaliinis fikseeritud koed sobivad kasutamiseks enne parafiini manustamist.
Luukuded tuleb enne kudede t66tlemist katlakivi eemaldada, et holbustada
kudede Ioikamist ja valtida mikrotoomi labade kahjustamist.:

Korralikult fikseeritud ja sisestatud kudesid, mis ekspresseerivad maaratud
sihtmarkantigeeni, tuleb hoida jahedas. 1988. aasta Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) nduab 42 CFR-i§493.1259(b), et ,Labor peab
sdilitama varvitud objektiklaase vahemalt kimme aastat alates uurige ja
sailitage prooviplokid véhemalt kaks aastat alates uurimise kuupaevast.":

Kudede té6tlemine enne varvimist:

Tehke kuumuse pohjustatud epitoopide otsimine (HIER) vastavalt allolevale
soovitatud protokollile. On ndidatud, et HIER-i rutiinne kasutamine enne IHC-
d vdhendab ebakolasid ja standardiseerib varvimist.s

Hoiatus ja ettevaatusabindud:

1. See antikeha sisaldab vahem kui 0,1% naatriumasiidi. Alla 0,1%
kontsentratsioonid ei ole USA standardi 29 CFR 1910.1200, OSHA ohuteate
ja EU direktiivi 91/155/EU kohaselt ohtlikud materjalid. Naatriumasiid (NaN)
sdilitusainena kasutatav on allaneelamisel mirgine. Naatriumasiid voib
reageerida plii ja vase torustikuga, moodustades vdga plahvatusohtlikke
metalliasiide. Utiliseerimisel loputage suure koguse veega, et valtida asiidi
kogunemist torustikku. (Haiguste tGrje keskus, 1976, riiklik todohutuse ja
tootervishoiu instituut, 1976)s

2. Proove enne ja parast fikseerimist ning kdiki nendega kokkupuutuvaid
materjale tuleb kasitseda nii, nagu need oleksid vdimelised nakkust edasi
kandma, ja kdrvaldada asjakohaste ettevaatusabindudega. Arge kunagi
pipeteerige reaktiive suu kaudu ning valtige reaktiivide ja proovidega
kokkupuudet naha ja limaskestadega. Kui reaktiivid voi proovid puutuvad
kokku tundlike piirkondadega, peske neid rohke veega.’

3. Reaktiivide mikroobne saastumine voib pdhjustada mittespetsiifilise
varvumise suurenemist.

4. Maaratletust erinevad inkubatsiooniajad voi temperatuurid vGivad anda
ekslikke tulemusi. Kasutaja peab koik sellised muudatused kinnitama.

5. Arge kasutage reaktiivi parast viaalile triikitud kélblikkusaega.

6. Eellahjendatud antikehareaktiiv on kasutamiseks optimaalselt lahjendatud.
Edasine lahjendamine vGib pShjustada antigeeni varvumise kadumise.

7. Kontsentreeritud antikehareagendi lahjendamine tuleb enne kasutamist
valideerida. Koik kasutatavad lahjendid, mida ei ole spetsiaalselt soovitatavad,
tuleb samuti Ghilduvuse ja stabiilsuse osas valideerida.

8. Ohutuskaart on saadaval ndudmisel ja asub aadressil http://biocare.net.

Kasutusjuhend:
HLA-B [BC43] soovitatavad varvimisprotokollid:

IntelliPATH FLX ja kdsitsi kasutamine:
API3289 intelliPATH FLX ja kasitsi kasutamiseks on standarditud MACH 4-

ga tuvastussiisteem. Kasutage pesemisetappideks TBS-i.

Peroxide Block: Blokeerige 5 minutit Peroxidazed 1-ga.

Tehke soojuse otsimine, kasutades Reveal
Decloakerit. Tapsemate juhiste saamiseks
vaadake Reveal Decloakeri andmelehte.

Inkubeerige 5-10 minutit toatemperatuuril

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisheriga.

Primary ) — .

Antibody: Inkubeerige 30 minutit toatemperatuuril.
Sond: inkubeerida 10 minutit toatemperatuuril

Detection: sekundaarse poliimeeriga.

Poliimeer: inkubeerida 20 minutit
toatemperatuuril tertsiaarse poliimeeriga.
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Inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril Biocare'i

Chromogen: DAB-ga — VOI — Inkubeerige 5-7 minutit
toatemperatuuril Warp Rediga.
Vastuvarvimine hematoksiiliiniga. Loputage
Counterstain: deioniseeritud veega. Kandke 1 minutiks Tacha

sinistamislahust. Loputage deioniseeritud veega.

ONCORE Pro automaatne slaidivirvimissiisteem:
OPAI3289 on moeldud kasutamiseks koos ONCORE Proga. Tapsemaid

kasutusjuhiseid leiate  kasutusjuhendist.  Protokolli  parameetrid
protokolliredaktoris tuleks programmeerida jargmiselt.

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP mall 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, madal pH; 101°C
Block Option: Puhver

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min, 25 °C

Ventana BenchMark ULTRA:
AVI3289 on moeldud kasutamiseks koos BenchMark ULTRAga.
Tapsemaid kasutusjuhiseid leiate kasutusjuhendist. Soovitatavad
protokolli parameetrid on jargmised:
Template/Detection:
Pretreatment Protocol:

OptiView DAB IHC

CC1 32 minutit
Pre-primaarne peroksidaasi
inhibiitor

8 minutit, 36°C

Peroxidase:

Primary Antibody:

ALI3289 on ette ndhtud kasutamiseks koos Leica BOND-III-ga.
Tapsemaid kasutusjuhiseid leiate kasutusjuhendist. Soovitatavad
protokolli parameetrid on jargmised:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC protokoll F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min ER1-ga
Peroxide Block: 5 min

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min

Kvaliteedi kontroll:

Vaadake CLSI kvaliteedistandardeid immunohistokeemiliste analiliside
kavandamiseks ja rakendamiseks; Heakskiidetud juhiste teine vdljaanne
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011. aastals

Positiivne koekontroll: Tonsil

Valised positiivsed kontrollmaterjalid peaksid olema varsked proovid, mis on
fikseeritud, to0deldud ja sisestatud voimalikult kiiresti samamoodi nagu
patsiendi proov(id). Positiivsed koekontrollid naitavad digesti ettevalmistatud
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kudesid ja digeid varvimistehnikaid. Igasse varvimistsiklisse tuleks lisada tiks
positiivne valine koekontroll iga katsetingimuste komplekti kohta.

Valiste positiivsete kontrollmaterjalide jaoks kasutatavad koed tuleks valida
patsiendi proovidest, millel on hasti iseloomustatud madal positiivse
sihtaktiivsuse tase, mis annab ndrga positiivse varvumise. Valiste positiivsete
kontrollide madal positivsuse tase on loodud selleks, et tagada
ebastabiilsusest voi IHC metoodikaga seotud probleemidest tingitud vaikeste
muutuste tuvastamine primaarse antikeha tundlikkuses. Kaubanduslikult
saadavad koekontrolli objektiklaasid voi patsiendi proovidest erinevalt
toodeldud proovid kinnitavad ainult reaktiivi toimivust ega kontrolli koe
ettevalmistamist.

Teadaolevaid positiivseid koekontrolle tuleks kasutada ainult té6deldud
kudede ja testreaktiivide Oige toimimise jalgimiseks, mitte abivahendina
patsiendi proovide spetsiifilise diagnoosi koostamisel. Kui positiivsed
koekontrollid ei naita positiivset varvumist, tuleks analiilisitavate proovide
tulemused lugeda kehtetuks.

Negatiivsete kudede kontroll:

Kasutage igas varvimistsiiklis negatiivset koekontrolli (teadaolevalt HLA-B
negatiivne), mis on fikseeritud, téodeldud ja manustatud patsiendi
proovi(de)ga identsel viisil, et kontrollida IHC primaarse antikeha
spetsiifilisust. sihtantigeeni demonstreerimine ja spetsiifilise taustavarvimise
indikaator (valepositiivne varvimine). Samuti vGivad enamikus koeosades
esinevad erinevad rakutilibid labori poolt kasutada sisemiste negatiivsete
kontrollikohtadena, et kontrollida IHC toimivust spetsifikatsioonid. Negatiivse
koe jaoks kasutatavate proovide tiilibid ja allikad juhtelemendid on loetletud
jaotises Toimivusnaitajad.

Kui  negatiivse koekontrolli puhul ilmneb spetsiifiine varvumine
(valepositiivne varvumine), tuleb patsiendi proovide tulemusi lugeda
kehtetuks.

Mittespetsiifiline negatiivse reaktiivi kontroll:

Kasutage primaarse antikeha asemel mittespetsiifilist negatiivset reagendi
kontrolli koos iga patsiendi proovi osaga, et hinnata mittespetsiifilist varvimist
ja

voimaldavad paremini tGlgendada spetsiifilist varvumist antigeeni saidil.
Ideaalis sisaldab negatiivne reaktiivi kontroll HLA-B [BC43] IgGl Kappa
antikeha, mis on toodetud koekultuuri supernatandist samamoodi nagu
primaarne antikeha, kuid sellel ei ole spetsiifilist reaktsioonivoimet inimese
kudedega samas maatriksis/lahuses Biocare antikehad. Lahjendage
negatiivne  kontrollantikeha sama  immunoglobuliini  v&i  valgu
kontsentratsioonini kui lahjendatud primaarne antikeha, kasutades identset
lahjendit. Kui vasika loote seerum jaab pdrast to6tlemist puhtas antikehas
alles, siis vasika loote seerumit valgukontsentratsiooniga, mis on samavaarne
lahjendatud kontsentratsiooniga. kasutamiseks sobib ka primaarne antikeha
samas lahjendis. (Vt kaasasolevat reaktiivi). Ainuiiksi lahjendit voib kasutada
vahem soovitava alternatiivina eelnevalt kirjeldatud negatiivsete reaktiivide
kontrollidele. Negatiivse reaktiivi kontrolli inkubatsiooniperiood peaks
vastama primaarse antikeha inkubatsiooniperioodile.

Kui seerialdikudel kasutatakse mitme antikeha paneele, voivad (ihe
objektiklaasi negatiivselt varvunud alad toimida negatiivse/mittespetsiifilise
seondumise taustakontrollina teiste antikehade jaoks. Endogeense enstiiimi
aktiivsuse vGi ensliimide mittespetsiifilise seondumise eristamiseks
spetsiifilisest immunoreaktiivsusest vOib tdiendavaid patsiendi kudesid
varvida ainult substraat-kromogeeni vGi ensliimi kompleksidega (PAP,
avidiin-biotiin, streptavidiin) ja substraat-kromogeeniga.
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Testi kinnitamine:

Enne antikeha vdi vérvimissiisteemi esmakordset kasutamist diagnostilises
protseduuris peaks kasutaja kontrollima antikeha spetsiifilisust, testides seda
mitmel ettevottesisesel kudedel, millel on teadaolevad
immunohistokeemilised omadused, mis esindavad teadaolevaid positiivseid
ja negatiivseid kudesid. Vaadake eelnevalt selles tootelehe jaotises
kirjeldatud kvaliteedikontrolli protseduure ja CAP sertifitseerimisprogrammi
kvaliteedikontrolli soovitusi.© immunohistokeemia ja/vi NCCLS IHC juhiste
jaoksv). Neid kvaliteedikontrolli protseduure tuleks korrata iga uue
antikehapartii puhul vGi alati, kui analllisiparameetrid muutuvad. Katse
kontrollimiseks sobivad toimivusnditajate jaotises loetletud koed.

Veaotsing:

Jargige antikehaspetsiifilise protokolli soovitusi vastavalt kaasasolevale
andmelehele. Ebatiipiliste tulemuste ilmnemisel votke (ihendust Biocare'i
tehnilise toega numbril 1-800-542-2002.

Véarvimise tolgendamine:

Positiivne koekontroll:

Naidatud antikehaga varvitud positiivset koekontrolli tuleks esmalt uurida, et
teha kindlaks, kas koik reaktiivid tootavad korralikult. Sihtrakkude sobiv
varvimine (nagu Ulalpool ndidatud) néitab positiivset reaktsioonivdimet. Kui
positiivsed koekontrollid ei ndita positiivset varvumist, tuleks katseproovide
tulemused lugeda kehtetuks. Reaktsiooniprodukti varvus vGib varieeruda
sOltuvalt kasutatud substraadi kromogeenidest. Oodatavate
varvireaktsioonide kohta vaadake aluspinna pakendi infolehti. Lisaks vGib
metakromaasiat taheldada varvimismeetodi variatsioonides.:

Kui kasutatakse vastuvarvi, olenevalt kasutatud vastuvarvi inkubatsiooni
pikkusest ja tohususest, pohjustab vastuvarvimine raku tuumade vérvuse.
Liigne vOi mittetdielik vastuvarvimine voib kahjustada tulemuste Giget
tolgendamist. Soovitatud vastuvarvimise kohta vaadake protokolli/protokollis.

Negatiivsete kudede kontroll:

Negatiivset koekontrolli tuleks uurida parast positiivset koekontrolli, et
kontrollida sihtantigeeni margistamise spetsiifilisust primaarse antikehaga.
Spetsiifilise varvumise puudumine negatiivses koekontrollis kinnitab
antikehade ristreaktiivsuse puudumist rakkude/rakukomponentide suhtes.
Kui negatiivse valiskoe kontrolli korral ilmneb spetsiifiline varvumine
(valepositiivne varvumine), tuleb patsiendi proovi tulemusi lugeda kehtetuks.

Mittespetsiifiline varvumine, kui see on olemas, on tavaliselt hajusa
valimusega. Sidekoe juhuslikku vérvimist voib taheldada ka liigselt
formaliiniga fikseeritud kudede Idikudes. Varvimistulemuste t6lgendamiseks
kasutage terveid rakke. Nekrootilised vGi degenereerunud rakud varvuvad
sageli mittespetsiifiliselt.

Patsiendi kude:

Uurige ndidatud antikehaga varvitud patsiendi proove viimane. Positiivset
varvimise intensiivsust tuleks hinnata negatiivse reaktiivi kontrolli mis tahes
mittespetsiifilise taustavarvimise kontekstis. Nagu iga immunohistokeemilise
testi puhul, tdhendab negatiivhe tulemus seda, et antigeeni ei tuvastatud,
mitte seda, et antigeen ei olnud analiilisitud rakkudes/koes. Vajadusel
kasutage valenegatiivsete reaktsioonide tuvastamiseks antikehade paneeli.

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

S v

3 SRR o R
HLA-B [BC43] antikehaga vaérvitud porn

Tapsemat teavet ndidatud antikehade immunoreaktiivsuse kohta leiate
jaotisest Kokkuvdte ja selgitus, Piirangud ja Toimivusomadused.

Piirangud:

Uldised piirangud:

1. Sestin vitro diagnostika kasutamine

2. See toode on mdeldud ainult professionaalseks kasutamiseks:
Immunohistokeemia on mitmeastmeline diagnostiline protsess, mis
koosneb sobivate reaktiivide valimise erikoolitusest; kudede valik,
fikseerimine ja todtlemine; IHC slaidi ettevalmistamine; ja
varvimistulemuste tdlgendamine.

3. Kudede vérvimine sOltub koe kasitsemisest ja toGtlemisest enne
varvimist. Ebadige fikseerimine, kiilmutamine, sulatamine, pesemine,
kuivatamine, kuumutamine, IGikamine voi saastumine teiste kudede vGi
vedelikega vGib pohjustada artefakte, antikehade kinnijaamist voi
valenegatiivseid tulemusi. Ebajarjekindlad tulemused vodivad olla
tingitud fikseerimis- ja kinnistamismeetodite erinevustest voi koe
omastest ebakorraparasustest.:

4.  Liigne voi mittetaielik vastuvarvimine vGib kahjustada tulemuste Giget
tolgendamist.

5. Iga positivse vOi negatiivse varvumise Kliinilist tdlgendust tuleks
hinnata kliinilise pildi, morfoloogia ja muude histopatoloogiliste
kriteeriumide kontekstis. Positiivse v0i negatiivse varvumise kliinilist
tolgendamist tuleks tdiendada morfoloogiliste uuringutega, milles
kasutatakse nduetekohast positiivset ja negatiivset sise- ja valiskontrolli
ning muid diagnostilisi teste. Kvalifitseeritud patoloog, kes tunneb IHC
antikehade, reaktiivide ja meetodite Giget kasutamist, vastutab kdigi
IHC I6pliku preparaadi ettevalmistamiseks ja tdlgendamiseks kasutatud
etappide tolgendamise eest.

6. Antikehade optimaalne lahjendus ja konkreetse rakenduse protokollid
voivad erineda. Nende hulka kuuluvad (kuid mitte ainult) fikseerimine,
kuumuse taastamise meetod, inkubatsiooniajad, koeldike paksus ja
kasutatud tuvastamiskomplekt. Nende ainulaadsete reaktiivide Glima
tundlikkuse tottu ei ole loetletud soovitatavad inkubatsiooniajad ja tiitrid
muude tuvastamissiisteemide puhul kohaldatavad, kuna tulemused
voivad erineda. Andmelehe soovitused ja protokollid pohinevad ainult
Biocare toodete kasutamisel. LOppkokkuvGttes vastutab uurija
optimaalsete tingimuste kindlaksmaadramise eest.

7. See toode ei ole ette nahtud kasutamiseks voolutsiitomeetrias.

Voolutsiitomeetria joudlusnéitajaid ei ole maaratud.
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8.  B-hepatiidi viirusega nakatunud ja B-hepatiidi pinnaantigeeni (HBsAQ)
sisaldavate inimeste kudedel voib ilmneda méadardika peroksiidaasiga
mittespetsiifiline varvumine.»

9. Reaktiivid voivad avaldada ootamatuid reaktsioone varem testimata

kudedes. Ootamatute reaktsioonide vdimalust isegi testitud

koerilhmades ei saa tdielikult valistada antigeeni ekspressiooni
bioloogilise varieeruvuse tottu kasvajates vGi muudes patoloogilistes
kudedes.» Dokumenteeritud ootamatu(te) reaktsiooni(de)ga votke

Gihendust Biocare'i tehnilise toega numbril 1-800-542-2002 voi

veebisaidil biocare.net pakutava tehnilise toe teabe kaudu.

Normaalsed/mitteimmuunsed seerumid, mis péarinevad samast

loomsest allikast kui blokeerimisetappides kasutatavad sekundaarsed

antiseerumid, voivad autoantikehade voi looduslike antikehade tGttu
pohjustada valenegatiivseid voi valepositiivseid tulemusi.

11. Valepositiivseid tulemusi vdib néha valkude vdi substraadi
reaktsiooniproduktide mitteimmunoloogilise seondumise tottu. Need
voivad olla pOhjustatud ka pseudoperoksidaasi —aktiivsusest
(ertitrotsiitidid), endogeense peroksidaasi aktiivsusest (tsiitokroom C)
vOi endogeensest biotiinist (nt maks, rind, aju, neer), olenevalt
kasutatavast immunovarvi tlilbist.=

10.

Tootepdhised piirangud:
Téiendavaid pifranguid ei ole teada.

Joudlusnditajad:
Tundlikkus, spetsiifilisus ja ristreaktiivsus on kokku voetud vastavalt tabelites
1ja 2.

Reprodutseeritavus:
Antikehade toimivuse reprodutseeritavust kontrolliti, testides valitud

normaalset ja kasvajakudet erinevatel pdevadel ja erinevatel instrumentidel
mitme operaatoriga. Valitud kudede varvimine oli jarjepidev ja viidi labi
ootusparaselt.

Varvimise tsiklisisene reprodutseeritavus maarati viie sama koe sisaldava
koe varvimisega mitmel instrumendil.

Varvimise katsetevaheline reprodutseeritavus maadrati viie sama koe
sisaldava slaidi varvimisega kolmel pédeval/kdivitades samal instrumendil.
Koik testid labisid samade skooridega, nagu on maaratletud Biocare'i
sisemiste punktide maaramise juhistega.

Immunoreaktiivsus:
Tabelites 1 ja 2 on ndidatud jargmised positiivsed ja negatiivsed
immunoreaktiivsused.

Allpool esitatud loetelu ei ole ammendav, vaid iseloomustab ndidatud
antikehaga téheldatud immunoreaktiivsuse tiilipe.

Oodatavate tulemuste kokkuvote:

Leiti, et see antikeha on immunoreaktiivne igat tllpi kudedega, milles seda
testiti, sealhulgas igat tllpi limfoomide ja normaalsete inimkudede suhtes.
Varvumine on valdavalt membraanne, kuid vOib kdrge ekspressiooniga
proovides tunduda ka tsiitoplasmaatiline. Varvumine esineb valdavalt
endoteelirakkudes ja limfotstiitides, epiteelirakkudes mdnes koes vahem.

Tabel 1:Tundlikkus ja spetsiifilisus madrati formaliiniga fikseeritud,
parafiiniga manustatud haigete kudede testimise teel.

Fax: 925-603-8080
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=
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabel 2:Kudede ristreaktiivsus maarati formaliiniga fikseeritud, parafiiniga
manustatud normaalsete kudede testimise teel.

Pabertaskuratik Positiivsed juhtumid | Juhtumeid kokku
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Silm
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Veaotsing:

1.  Objektiklaasid ei varvunud — Kontrollige, kas on kasutatud sobivat
positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamisprodukte.

2. KOoigi objektiklaaside nork véarvumine — Kontrollige, kas on kasutatud
sobivat positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamistooteid.
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3. Koigi slaidide liigne taust — voib esineda kdrge endogeense biotiini tase
(kui kasutate biotiinipShiseid tuvastamistooteid), endogeenset HRP
aktiivsust, mis muudab kromogeeni varviliseks l0pptooteks (kasutage
peroksidaasi plokki), vGi vdib esineda liigne mittespetsiifiline valgu
interaktsioon (kasutage valku). blokk, nagu seerumi- vi kaseiinipdhine
blokeeriv lahus).

4.  Koeosad pesevad slaididelt inkubeerimise ajal maha — Kontrollige slaide,
et veenduda, et need on positiivselt laetud.

5.  Spetsiifiline varvumine on liiga tume — kontrollige protokolli, et teha
kindlaks, kas objektiklaasile on rakendatud Gige antikehade tiiter,
samuti kdigi reaktiivide iged inkubatsiooniajad. Lisaks veenduge, et
protokollis on piisavalt pesemisetappe, et eemaldada parast
inkubatsioonietappide 10ppu liigsed reaktiivid.
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14.

Ultraline antikehad on vdlja todtanud ainult Biocare Medical LLC ja see ei
téhenda, et Ventana Medical Systems, Inc v0i Roche on Biocare'i
antikehadele heaks kiitnud voi kinnitanud. Biocare, Ventana ja Roche ei ole
mingil viisil seotud, seotud ega seotud. Ventana®, BenchMark®, ultraView
ja OptiView on Roche kaubamargid.

Q-seeria antikehad on vélja tédtanud ainult Biocare Medical LLC ja need ei
téhenda, et Leica Biosystems on Biocare'i antikehadele heaks kiitnud voi
heaks kiitnud. Biocare ja Leica Biosystems ei ole mingil viisil seotud, seotud
ega seotud. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX ja BOND-III on Leica
Biosystemsi kaubamargid.
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Available Product Formats
Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Kayttotarkoitus:
vartenin vitro Diagnostinen kayttd

HLA-B [BC43] on hiiren monoklonaalinen vasta-aine, joka on tarkoitettu
laboratoriokayttéon sen jalkeen, kun kasvaimen alkuperdinen diagnoosi on
tehty tavanomaisella  histopatologialla  kdyttden ei-immunologisia
histokemiallisia varjayksia HLA-B:n kvalitatiivisessa tunnistamisessa. proteiini
immunohistokemialla (IHC) formaliinilla kiinnitetyissa parafiiniin upotetuissa
(FFPE) ihmiskudoksissa. Kaikkien varjdytymien tai sen puuttumisen kliinista
tulkintaa tulisi tdydentdd@ morfologisilla tutkimuksilla, joissa kdytetaan
asianmukaisia kontrolleja, ja patevan patologin tulee arvioida potilaan
kliinisen historian ja muiden diagnostisten testien yhteydessd muiden
kliinisten maaritelmien avuksi.

Yhteenveto ja selitys:

HLA-B on erittdin polymorfinen proteiinia koodaava geeni padasiallisen
histokompatibiliteettiluokan I (MHC-I) kompleksille.:s MHC-luokan I molekyylit
ekspressoituvat solun pinnalla, sitovat ja esittelevat antigeenisid peptideja
CD8+  T-lymfosyyteille  valittdmdan  immuunivasteita  solunsisdisia
patogeeneja ja syOpia vastaan.:s

Menettelyn periaate:

Tatéd vasta-ainetuotetta voidaan kdyttda ensisijaisena vasta-aineena
formaliinilla  kiinnitettyjen,  parafiiniin  upotettujen  kudosleikkeiden
immunohistokemian testauksessa. Yleensd immunohistokemiallinen (IHC)
varjaystekniikat mahdollistavat antigeenien visualisoinnin soveltamalla
perakkdin a spesifinen vasta-aine antigeenille (primaarinen vasta-aine),
sekundaarinen vasta-aine primaariselle  vasta-aineelle  (valinnainen
linkkivasta-aine/koetin), entsyymikompleksi ja kromogeeninen substraatti,
jossa on pesuvaiheet. Kromogeenin entsymaattinen aktivaatio johtaa
nakyvadn reaktiotuotteeseen antigeenikohdassa. Nayte voidaan sitten
vastavarjatd ja kansi liu'uttaa. Tulokset tulkitaan valon avulla mikroskooppi
ja apu patofysiologisten prosessien erotusdiagnoosissa, jotka voivat tai olla
ei valttamatta liity tiettyyn antigeeniin.

Materiaalit ja menetelmat:

Mukana toimitetut reagenssit:

Isantaldahde:Hiiri monoklonaalinen

Lajien reaktiivisuus:Ihmisen; muita lajeja, joita ei ole testattu.
Klooni:BC43

Isotyyppi:IgG1 kappa

Proteiinipitoisuus:Katso erdkohtainen pitoisuus injektiopullon etiketista.
Erityinen IgG-pitoisuus: Ota yhteyttd Biocaren tekniseen tukeen
Spesifisyys:HLA-B

Mobiililokalisointi: Solukalvo
Menetelma:Affiniteettipuhdistettu hiiren monoklonaalinen

Liuottaminen, sekoitus, laimennus, titraus:

Esilaimennettu  vasta-ainereagenssi on  optimaalisesti laimennettu
kaytettavaksi ylla lueteltujen véarjdysjarjestelmien kanssa. Lisalaimennus voi
johtaa antigeenin varjdytymisen menetykseen. Lisdlaimennus voi johtaa
antigeenin varjaytymisen menetykseen. Kayttdjan on vahvistettava kaikki

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

tallaiset muutokset. Erot kudoskasittelyssd ja teknisissa menetelmissa
kayttdjan laboratoriossa voi tuottaa merkittdvia vaihteluita tuloksissa, mika
edellyttad saanndllista sisaista valvontaa (katso Laadunvalvonta-osio).
Vakeva reagenssi vaatii laimentamisen ylla olevan taulukon mukaisesti.

Tunnetut sovellukset:
Immunohistokemia (formaliinilla kiinnitetyt parafiiniin upotetut kudokset)

Toimitettu nimella:Puskuroitu suolaliuos, 5,9-7,4,sisaltaa
proteiinikantajaa ja alle 0,1 % natriumatsidia. Katso lisatietoja
kayttoturvallisuustiedotteesta.

Tarvittavat materiaalit ja reagenssit, joita ei toimiteta:
Mikroskoopin objektilasit ovat positiivisesti varattuja.
Positiiviset ja negatiiviset kudoskontrollit

Desert Chamber (tai vastaava kuivausuuni)

Ksyleeni tai ksyleenin korvike

Etanoli tai reagenssialkoholi

Peittokammio (painekeitin)

Deionisoitu tai tislattu vesi

Pesupuskuri

Esikasittelyreagenssit

Peroksidaasin esto

Proteiiniblokki (valinnainen)

Tunnistin ja polymeeri

Negatiiviset kontrollireagenssit

Kromogeenit

Hematoksyliini (vastavarjdys)

Sinitysreagenssi

Asennusvaline

Suojalasi

Valomikroskooppi (40-400X suurennus)
*Vasta-ainetuotteen konfiguraatiot ovat kdytettdvissa vylla olevassa
taulukossa mainituissa instrumenteissa.

Varastointi ja vakaus:

Sailyta 2°C - 8°C. Tuote on stabiili injektiopullon etikettiin painettuun
viimeiseen kéyttopaivaan asti, kun sitd sailytetddn ndissd olosuhteissa. Ald
kayta viimeisen kayttdpdivan jdlkeen. Varastointi muissa kuin maaritellyissa
olosuhteissa on tarkistettava. Laimennetut reagenssit tulee kdyttda
viipymatta; Sailyta jdljella oleva reagenssi 2-8 ©C:ssa. Biocare ei ole
vahvistanut kayttdjan laimennetun reagenssin stabiilisuutta.

Positiiviset ja negatiiviset kontrollit tulee suorittaa samanaikaisesti kaikkien
potilasndytteiden kanssa. Jos havaitaan odottamatonta varjdytymista, jota ei
voida selittdaa laboratoriomenetelmien vaihteluilla, ja epadillddn vasta-
aineongelmaa, ota yhteytta Biocaren tekniseen tukeen numeroon 1-800-542-
2002 tai biocare.net-sivustolla olevien teknisen tuen tietojen kautta.

Naytteen valmistus:
Kudokset kiinnitetty formaliiniin soveltuvat kaytettavéksi ennen parafiinin
upottamista. Luukudokset tulee poistaa kalkki ennen kudosten kdsittelya

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]

Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

[Finnish_]

kudoksen leikkaamisen helpottamiseksi ja mikrotomin terien vaurioitumisen
estamiseksi.:2

Asianmukaisesti kiinnitetyt ja upotetut kudokset, jotka ilmentavat maaritettya
antigeenikohdetta, tulee sdilyttaa viiledssé paikassa. Vuoden 1988 Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) -laki edellyttdd 42 CFR:ssd8493.1259(b),
jonka mukaan "Laboratorion on sdilytettdva varjatyt objektilasit vahintdan
kymmenen vuotta tutkia ja sdilyttaa ndytekappaleet vahintaan kaksi vuotta
tutkimuspaivasta.":

Kudosten hoito ennen varjdysta:
Suorita Heat Induced Epitoope Retrieval (HIER) alla suositellun protokollan

mukaisesti. HIER:n rutiininomaisen kdyton ennen IHC:td on osoitettu
minimoivan epdjohdonmukaisuudet ja standardoivan varjaytymistd.s

Varoitukset ja varotoimet:

1. Tama vasta-aine sisdltédd alle 0,1 % natriumatsidia. Alle 0,1 %:n
pitoisuudet eivat ole raportoitavia vaarallisia aineita U.S. 29 CFR 1910.1200:n,
OSHA Hazard communicationin ja EY:n direktiivin 91/155/EC mukaisesti.
Natriumatsidi (NaN) sdilontdaineena kaytettynd on myrkyllistéd nieltyna.
Natriumatsidi voi reagoida lyijy- ja kupariputkiston kanssa muodostaen
erittdin  rajahtdvid metalliatsideja. Havittdmisen yhteydessd huuhtele
runsaalla vedelld, jotta putkistoihin ei kerry atsidija. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)
2. Naytteitd ennen kiinnitystd ja sen jélkeen seka kaikkia niille altistettuja
materiaaleja tulee kasitelld ikdan kuin ne voisivat valittaa infektiota, ja ne on
havitettéva asianmukaisin varotoimin. Ald koskaan pipetoi reagensseja suun
kautta ja valta koskettamasta ihoa ja limakalvoja reagenssien ja naytteiden
kanssa. Jos reagenssit tai ndytteet joutuvat kosketuksiin herkkien alueiden
kanssa, pese runsaalla vedella.’

3. Reagenssien mikrobikontaminaatio voi johtaa epaspesifisen varjdytymisen
lisdantymiseen.

4. Muut kuin ilmoitetut inkubointiajat tai lampétilat voivat antaa virheellisia
tuloksia. Kayttdjan on vahvistettava kaikki téllaiset muutokset.

5. Ald kéytd reagenssia pulloon painetun viimeisen kayttopédivamaaran
jalkeen.

6. Esilaimennettu vasta-ainereagenssi on optimaalisesti laimennettu kayttoa
varten. Lisdlaimennus voi johtaa antigeenin varjdytymisen menetykseen.

7. Vakevan vasta-ainereagenssin laimennus on validoitava ennen kdyttoa.
Kaikki kdytetyt laimennusaineet, joita ei erityisesti suositella, on myds
validoitava yhteensopivuuden ja stabiilisuuden suhteen.

8. Kayttoturvallisuustiedote on saatavilla pyynndstd, ja se sijaitsee
osoitteessa http://biocare.net.

Kéayttdohjeet:
Suositellut varjdysprotokollat HLA-B:lle [BC43]:

IntelliPATH FLX ja manuaalinen kéytto:
API3289 intelliPATH FLX:aa ja manuaalista kaytta varten on standardoitu

MACH 4:n kanssa tunnistusjarjestelma. Kayta TBS:aa pesuvaiheisiin.

Estd 5 minuuttia Peroxidazed 1:11a.

Suorita lammon talteenotto kayttémalla Reveal
Decloakeria. Katso tarkemmat ohjeet Reveal
Decloaker -tietolomakkeesta.

Inkuboi 5-10 minuuttia huoneenldmpdtilassa

Peroxide Block:

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisherin kanssa.
Primary ; ) } o
Antibody: Inkuboi 30 minuuttia huoneenlampétilassa.
. Koetin: Inkuboi 10 minuuttia huoneenldampdtilassa
Detection:

sekundaarisen polymeerin kanssa.

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |

49/150

www.biocare.net |

Polymeeri: Inkuboi 20 minuuttia
huoneenlampétilassa tertidarisen polymeerin
kanssa.

Inkuboi 5 minuuttia huoneenlampdétilassa
Biocaren DAB:n kanssa — TAI — Inkuboi 5-7

Chromogen: minuuttia huoneenlampétilassa Warp Redin
kanssa.
Vastavarjdys hematoksyliinilld. Huuhtele
Counterstain: deionisoidulla vedellad. Levita Tacha's Bluing -

liuosta 1 minuutin ajan. Huuhtele deionisoidulla
vedelld.

ONCORE Pro automaattinen liukuvéarjdysjérjestelma:
OPAI3289 on tarkoitettu kaytettdvaksi ONCORE Pron kanssa. Katso

kayttdoppaasta tarkat kayttoohjeet. Protokollaparametrit Protocol
Editorissa tulee ohjelmoida seuraavasti:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP -malli 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, matala pH; 101°C
Block Option: Puskuri

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min, 25 °C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 on tarkoitettu kaytettavaksi BenchMark ULTRA:n kanssa. Katso
kayttdoppaasta tarkat kayttoohjeet. Suositellut protokollaparametrit ovat
seuraavat:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minuuttia

Esiprimaarinen peroksidaasin

Peroxidase: s
estdja

Primary Antibody: 8 minuuttia, 36 °C

Q-sarja — Leica BOND-III:lle:
ALI3289 on tarkoitettu kaytettévaksi Leica BOND-III:n kanssa. Katso
kayttdoppaasta tarkat kayttoohjeet. Suositellut protokollaparametrit ovat
seuraavat:

Chromogen Staining Option DAB
Protocol Name: IHC-protokolla F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min ER1:1l&
Peroxide Block: 5 min
Marker (Primary Antibody): 15 min
Post Primary: 8 min
Polymer: 8 min
Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min
Laadunvalvonta:
Katso CLSI-laatustandardit immunohistokemiallisten maaritysten

suunnittelua ja toteutusta varten; Hyvaksytty Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011s

Positiivinen kudoskontrolli: Tonsilla
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Ulkoiset positiiviset kontrollimateriaalit tulee olla tuoreita naytteitd, jotka on
kiinnitetty, kasitelty ja upotettava mahdollisimman pian samalla tavalla kuin
potilasnaytteet. Positiiviset kudoskontrollit osoittavat oikein valmistettuja
kudoksia ja asianmukaisia varjdystekniikoita. Yksi positiivinen ulkoinen
kudoskontrolli jokaista testiolosuhteita kohden tulisi sisdllyttdaa jokaiseen
varjaysajoon.

Ulkoisiin positiivisiin kontrollimateriaaleihin kaytetyt kudokset tulee valita
potilasnaytteistd, joissa on hyvin karakterisoitu alhainen positiivinen
kohdeaktiivisuus, joka antaa heikon positiivisen varjdytymisen. Ulkoisten
positiivisten  kontrollien  alhainen positiivisuustaso on  suunniteltu
varmistamaan pienten muutosten havaitseminen primaarisen vasta-aineen
herkkyydessé epastabiilisuudesta tai IHC-metodologian ongelmista.
Kaupallisesti saatavilla olevat kudoskontrollilevyt tai ndytteet, jotka on
kasitelty eri tavalla kuin potilasndyte(t), validoivat vain reagenssin
suorituskyvyn, eivatka ne varmista kudosten valmistelua.

Tunnettuja positiivisia kudoskontrolleja tulee kdyttda vain prosessoitujen
kudosten ja testireagenssien oikean suorituskyvyn seurantaan sen sijaan,
etta ne olisivat apuna potilasndytteiden erityisen diagnoosin laatimisessa. Jos
positiiviset  kudoskontrollit eivat osoita positiivista  varjaytymistd,
testindytteiden tuloksia on pidettava virheellisina.

Negatiivisten kudosten kontrolli:

Kayta negatiivista kudoskontrollia (joka tiedetdan olevan HLA-B-negatiivinen),
joka on kiinnitetty, kasitelty ja upotettu identtiselld tavalla potilasndytteen
(ndytteiden) kanssa jokaisessa varjdysajossa varmistaaksesi IHC:n
primaarisen vasta-aineen spesifisyyden. kohdeantigeenin osoittamiseen ja
spesifisen taustavarjdytymisen osoittamiseen (vaara positiivinen varjays).
My0Os useimmat eri solutyypit, joita esiintyy useimmissa kudosleikkeissd,
voivat laboratorio kayttda niita sisdisina negatiivisina kontrollipaikkoina IHC:n
suorituskyvyn tarkistamiseen tekniset tiedot. Naytetyypit ja -lahteet, joita
voidaan kayttda negatiiviseen kudokseen sadtimet on lueteltu
Suorituskykyominaisuudet-osiossa.

Jos negatiivisessa kudoskontrollissa esiintyy spesifistd varjdytymista (vaara
positiivinen varjaytyminen), potilasndytteilld saatuja tuloksia on pidettava
virheellisind.

Epéspesifinen negatiivinen reagenssikontrolli:
Kayta epaspesifista negatiivista reagenssikontrollia primaarisen vasta-aineen
sijasta kunkin potilasndytteen leikkeen kanssa arvioidaksesi epdspesifista

varjaytymista ja
mahdollistaa spesifisen varjaytymisen paremman tulkinnan
antigeenikohdassa. Ihannetapauksessa negatiivinen reagenssikontrolli

sisaltaa HLA-B [BC43] IgGl Kappa -vasta-aineen, joka on tuotettu
kudosviljelmén supernatantista samalla tavalla kuin primaarinen vasta-aine,
mutta silld ei ole spesifistd reaktiivisuutta ihmiskudosten kanssa samassa
matriisissa/liuoksessa kuin Biocare vasta-aine. Laimenna negatiivinen
kontrollivasta-aine samaan immunoglobuliini- tai proteiinipitoisuuteen kuin
laimennettu  primadrinen  vasta-aine vasta-aine  kdyttden samaa
laimennusainetta. Jos vasikan sikion seerumi jaa puhtaaseen vasta-
aineeseen kasittelyn jalkeen, vasikan sikién seerumi proteiinipitoisuudessa,
joka vastaa laimennettua Primaarinen vasta-aine samassa laimentimessa
soveltuu myds kaytettdvdksi. (Katso toimitettua reagenssia). Pelkkaa
laimennusainetta voidaan kayttda vdahemman toivottavana vaihtoehtona
aiemmin  kuvatuille negatiivisille reagenssikontrolleille.  Negatiivisen
reagenssikontrollin inkubaatioajan tulee vastata primaarisen vasta-aineen
inkubaatioaikaa.

Kun sarjaleikkeissa kaytetddn useiden vasta-aineiden paneeleja, yhden
objektilasin negatiivisesti varjdytyneet alueet  voivat  toimia
negatiivisena/epaspesifisenad sitoutumisen taustakontrollina muille vasta-
aineille. Endogeenisen entsyymiaktiivisuuden tai entsyymien epaspesifisen
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sitoutumisen erottamiseksi spesifisestda immunoreaktiivisuudesta voidaan
potilaan lisdkudoksia varjatd yksinomaan substraatti-kromogeeni- tai
entsyymikomplekseilla (PAP, avidiini-biotiini, streptavidiini) ja substraatti-
kromogeenilla, vastaavasti.

Maadrityksen vahvistus:

Ennen vasta-aineen tai varjaysjarjestelman ensimmaista  kayttda
diagnostisessa toimenpiteessa kdyttdjan tulee varmistaa vasta-aineen
spesifisyys testaamalla se sarjalla yrityksen sisdisia kudoksia, joiden
immunohistokemialliset  suorituskykyominaisuudet tunnetaan ja jotka
edustavat tunnettuja positiivisia ja negatiivisia kudoksia. Tutustu
laadunvalvontamenettelyihin, jotka on kuvattu aiemmin tdssa tuoteselosteen
0sassa ja CAP-sertifiointiohjelman laadunvalvontasuosituksissa.
Immunohistokemiaa ja/tai NCCLS IHC -ohjetta vartenr). Nama
laadunvalvontatoimenpiteet on toistettava jokaiselle uudelle vasta-aineeralle
tai aina, kun madritysparametreissa tapahtuu muutoksia.
Suorituskykyominaisuudet-osiossa luetellut kudokset soveltuvat maarityksen
todentamiseen.

Ongelmien karttoittaminen:

Noudata vasta-ainekohtaisia protokollasuosituksia toimitetun tietolomakkeen
mukaisesti. Jos epatyypillisid tuloksia ilmenee, ota yhteyttd Biocaren
tekniseen tukeen numerossa 1-800-542-2002.

Varjdyksen tulkinta:

Positiivinen kudoskontrolli:

Osoitetuilla vasta-aineilla varjatty positiivinen kudoskontrolli tulee ensin
tutkia sen varmistamiseksi, ettda kaikki reagenssit toimivat oikein.
Kohdesolujen asianmukainen varjdys (kuten edelld on osoitettu) osoittaa
positiivista reaktiivisuutta. Jos positiiviset kudoskontrollit eivdt osoita
positiivista varjdytymistd, testindytteilld saatuja tuloksia on pidettdva
virheellisind. Reaktiotuotteen vari voi vaihdella riippuen kaytetyista
substraattikromogeeneista. Katso  odotetut  vdrireaktiot  alustan
pakkausselosteista. Lisaksi metakromiaa voidaan havaita varjdysmenetelman
muunnelmissa.:

Kun kaytetdan vastavarjdysta, riippuen kdytetyn vastavarjdyksen inkubaation
pituudesta ja tehokkuudesta, vastavarjays johtaa soluytimien varjadmiseen.
Liiallinen tai epatdydellinen vastavarjdys voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan. Katso suositellut vastavarjayskaytannot.

Negatiivinen kudoskontrolli:

Negatiivinen kudoskontrolli tulee tutkia positiivisen kudoskontrollin jalkeen
primaarisen  vasta-aineen  kohdeantigeenin  leiman  spesifisyyden
varmistamiseksi. Spesifisen vdrjdytymisen puuttuminen negatiivisessa
kudoskontrollissa vahvistaa vasta-aineen ristireaktiivisuuden puuttumisen
soluja/solukomponentteja  kohtaan. Jos  negatiivisessa  ulkoisessa
kudoskontrollissa  esiintyy erityistd varjdytymistd (vadra positiivinen
varjdytyminen), potilasndytteen tuloksia on pidettava virheellisina.

Epaspesifinen varjays, jos sitd esiintyy, on yleensa hajanainen. Sidekudoksen
satunnaista varjdytymistd voidaan havaita my0s leikkeissd, jotka ovat
perdisin liilkaa formaliinista kiinnitetyista kudoksista. Kayta ehjia soluja
varjdystulosten tulkitsemiseen. Nekroottiset tai rappeutuneet solut
varjdytyvat usein epaspesifisesti.

Potilaan kudos:

Tutki potilasndytteet, jotka on varjatty osoitetulla vasta-aineella kestaa.
Positiivinen varjaytymisintensiteetti  tulee  arvioida negatiivisen
reagenssikontrollin epaspesifisen taustavarjdyksen yhteydessd. Kuten missa
tahansa immunohistokemiallisessa testissd, negatiivinen tulos tarkoittaa, etta
antigeenia ei havaittu, ei sitd, ettd antigeeni puuttui madritetyistd
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soluista/kudoksesta. Kdyta tarvittaessa vasta-ainepaneelia tunnistaaksesi
vaarat negatiiviset reaktiot.

SN Yeld i o

Perna vérjétty HLA ;B [ BC43] -vasté:a/hee//a‘

Katso Yhteenveto ja selitys, Rajoitukset ja Suorituskykyominaisuudet

saadaksesi erityisia tietoja osoitetusta vasta-aineen immunoreaktiivisuudesta.

Rajoitukset:

Yleiset rajoitukset:

1. vartenin vitro diagnostinen kaytté

2. Tama tuote on tarkoitettu vain ammattikdyttédn: Immunohistokemia
on  monivaiheinen  diagnostinen  prosessi, joka  koostuu
erityiskoulutuksesta sopivien reagenssien valinnassa; kudosten valinta,
kiinnitys ja kasittely; IHC-levyn valmistus; ja varjdystulosten tulkinta.

3. Kudosvarjays riippuu kudoksen kasittelysta ja prosessoinnista ennen
varjaysta. Vaara kiinnitys, jéddyttaminen, sulattaminen, pesu, kuivaus,
kuumennus, leikkaus tai kontaminaatio muilla kudoksilla tai nesteilld voi
aiheuttaa artefakteja, vasta-aineiden vangitsemista tai vaaria
negatiivisia tuloksia. Epdjohdonmukaiset tulokset voivat johtua
vaihteluista kiinnitys- ja upotusmenetelmissa tai kudoksen sisdisista
epasaannollisyyksista.:

4. Liiallinen tai epatdydellinen vastavarjays voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan.

5. Kaikkien positiivisten tai negatiivisten varjdytymien kliininen tulkinta on
arvioitava kliinisen esityksen, morfologian ja muiden histopatologisten
kriteerien yhteydessd. Positiivisen tai negatiivisen vdrjaytymisen
kliinista tulkintaa tulisi tdydentdd morfologisilla tutkimuksilla, joissa
kadytetdan asianmukaisia positiivisia ja negatiivisia sisdisid ja ulkoisia
kontrolleja sekd muita diagnostisia testeja. Pdtevan patologin, joka
tuntee IHC-vasta-aineiden, reagenssien ja menetelmien oikean kayton,
vastuulla on tulkita kaikki vaiheet, joita kdytetddn lopullisen IHC-
valmisteen valmistelussa ja tulkinnassa.

6.  Optimaalinen vasta-aineen laimennus ja protokollat tietylle sovellukselle
voivat vaihdella. Na&itd ovat muun muassa kiinnitys, lammon
talteenottomenetelma, inkubaatioajat, kudosleikkeen paksuus ja
kdytetty havaitsemispakkaus. Naiden ainutlaatuisten reagenssien
ylivoimaisen herkkyyden vuoksi lueteltuja suositeltuja inkubointiaikoja
ja tiittereitda ei voida soveltaa muihin tunnistusjarjestelmiin, koska
tulokset voivat vaihdella. Kayttéturvallisuustiedotteen suositukset ja
protokollat perustuvat Biocare-tuotteiden yksinomaiseen kayttéon.
Viime kadessa on tutkijan vastuulla maarittaa optimaaliset olosuhteet.
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7. Tata tuotetta ei ole tarkoitettu kaytettdvéksi virtaussytometriassa.
Virtaussytometrian suorituskykyominaisuuksia ei ole maaritetty.

8.  Hepatiitti B -viruksella infektoituneiden henkildiden kudoksissa, jotka
sisaltdvat hepatiitti B -pinta-antigeenia (HBsAg), voi esiintya
epaspesifistd piparjuuriperoksidaasin varjdytymista.s

9. Reagenssit voivat osoittaa odottamattomia reaktioita aiemmin
testaamattomissa kudoksissa. Odottamattomien reaktioiden
mahdollisuutta ei edes testatuissa kudosryhmissd voida tdysin
eliminoida antigeenin ilmentymisen biologisen vaihtelun vuoksi
kasvaimissa tai muissa patologisissa kudoksissa.» Ota yhteytta Biocaren
tekniseen tukeen numerossa 1-800-542-2002 tai biocare.net-sivustossa
olevien teknisen tuen tietojen kautta ja kerro dokumentoiduista
odottamattomista reaktioista.

Normaalit/ei-immuuniseerumit samasta eldinlahteesta kuin

estovaiheissa kdytetyt sekundaariset antiseerumit voivat aiheuttaa

vaarid negatiivisia tai vaaria positiivisia tuloksia autovasta-aineista tai
luonnollisista vasta-aineista johtuen.

11. Vaaria positiivisia tuloksia voidaan ndhda johtuen proteiinien tai
substraattireaktiotuotteiden ei-immunologisesta sitoutumisesta. Ne
voivat johtua myds pseudoperoksidaasiaktiivisuudesta (erytrosyytit),
endogeenisesta  peroksidaasiaktiivisuudesta  (sytokromi C) tai
endogeenisesta biotiinista (esim. maksa, rinta, aivot, munuaiset)
riippuen kdytetyn immunovarjayksen tyypista.:

10.

Tuotekohtaiset rajoitukset:
Muita rajoituksia ef tunneta.

Suorituskykyominaisuudet:
Herkkyys, spesifisyys ja ristireaktiivisuus on yhteenveto taulukoissa 1 ja 2,
vastaavasti.

Toistettavuus:

Vasta-aineen suorituskyvyn toistettavuus varmistettiin testaamalla valittua
normaalia ja kasvainkudosta eri pdivina ja erilaisilla instrumenteilla useilla
kayttdjilla. Valittujen kudosten vérjdys oli johdonmukaista ja suoritettiin
odotetulla tavalla.

Varjayksen ajonsisdinen toistettavuus madritettiin varjaamalla viisi kudosta,
jotka sisdlsivat saman kudoksen useilla instrumenteilla.

Ajojen valinen varjayksen toistettavuus maaritettiin varjaamalla viisi objektia,
jotka sisdlsivat saman kudoksen kolmena pdivand/ajoina samalla
instrumentilla. Kaikki testit Iapaisivat samoin arvosanan Biocaren sisdisten
pisteytysohjeiden mukaisesti.

Immunoreaktiivisuus:
Seuraavat positiiviset ja negatiiviset immunoreaktiivisuudet on osoitettu alla
olevissa taulukoissa 1 ja 2.

Alla oleva luettelo ei ole tyhjentavd, mutta se kuvaa ilmoitetun vasta-aineen
yhteydessa havaittuja immunoreaktiivisuustyyppeja.

Yhteenveto odotetuista tuloksista:

Taman vasta-aineen havaittiin olevan immunoreaktiivinen kaikentyyppisten
kudosten kanssa, joissa sitd testattiin, mukaan lukien kaikentyyppiset
lymfoomat ja normaalit ihmiskudokset. Varjdys on pddasiassa kalvomaista,
mutta se voi myOs ndyttdd sytoplasmalta, kun ndytteissd on korkea
ekspressio.  Varjdytymista esiintyy pddasiassa endoteelisoluissa ja
lymfosyyteissa, ja epiteelisoluissa joissakin kudoksissa esiintyy véhemman.
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Poyta 1:Herkkyys ja spesifisyys madritettiin testaamalla formaliinilla

Ongelmien karttoittaminen:

kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja sairaita kudoksia. 1.  Objektilasit ei varjdytyneet — Tarkista, ettd on kaytetty asianmukaista
positiivista kontrollikudosta, vasta-ainetta ja havaitsemistuotteita.
— 2. Kaikkien objektilasien heikko varjdys — Tarkista, ettd on kdytetty
Tissue Positive Total asianmukaista  positiivista  kontrollikudosta,  vasta-ainetta  ja
Cases Cases havaitsemistuotteita.
Diffuse B cell Lymphoma 15 15 3. Kaikkien objektilasien liiallinen tausta — Endogeenistd biotiinia (jos
- - kaytdt biotiinipohjaisia  tunnistustuotteita), endogeenistd HRP-
Myc05|s fungoides 1 1 aktiivisuutta, joka muuttaa kromogeenin varilliseksi lopputuotteeksi
Diffuse T cell Lymphoma E) E) (kéyta  peroksidaasisalpaa), tai  ylimaaraista  epaspesifista
Hodgkin’s Lymphoma 10 10 proteiinivuorovaikutusta (kdyta proteiinia) esto, kuten seerumi- tai
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6 kaseiinipohjainen estoliuos). o .
4. Kudososat pesevat objektilasit pois inkubaation aikana — Tarkista
objektilasit varmistaaksesi, ettd ne ovat positiivisesti varautuneita.
Taulukko 2:Kudosten ristireaktiivisuus madritettiin testaamalla formaliinilla 5. Erityinen varjdys liian tumma — Tarkista protokolla maarittadksesi, onko
kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja normaaleja kudoksia. objektilasiin kdytetty oikea vasta-ainetiitteri, sekd oikeat inkubaatioajat
kaikille reagenssille. Varmista lisaksi, ettd protokollassa on riittévasti
pesuvaiheita ylimaaraisten reagenssien poistamiseksi
Kudos Positiiviset tapaukset | Tapauksia yhteensa inkubointivaiheiden jalkeen.
Viitteet:
Cerebrum 5 6 1. Kiernan JA. Histological and Histochemical Methods: Theory and Practice.
Pikkuaivot 3 3 New York: Pergamon Press 1981. _ )
— - 2. Sheehan DC and Hrapchak BB. Theory and Practice of Histotechnology.
Lisémunuainen | 3 3 St. Louis: C.V. Mosby Co. 1980.
Munasarja 2 3 3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, 57 FR
Haima 3 3 7163, February 28, 1992.
4. Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. ] Histotechnol. 1999 Sep;22(3):177-92.
Imusolmuke 3 3 5. Taylor CR, et al. Biotech Histochem. 1996 Jan;71(5):263-70.
Henkitorvi 3 3 6. Center for Disease Control Manual. Guide: Safety Management, NO.
Kives 5 5 CDC-22, Atlanta, GA. April 30, 1976 "Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts."
Kilpirauhanen 3 3 7. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of
Rinta 2 2 Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved
Guideline-Fourth Edition CLSI document M29-A4 Wayne, PA 2014.
Spleen 4 4 8. CLSI Quality Standards for Design and Implementation of
Tonsilla 3 3 Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011
Kateenkorva 3 3 9. College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Luuydin 3 3 Immunohistochemistry. Northfield IL. Http://www.cap.org (800) 323-
Lung 3 3 4040.

— 10. O'Leary TJ, Edmonds P, Floyd AD, Mesa-Tejada R, Robinowitz M, Takes
Sydan 3 3 PA, Taylor CR. Quality assurance for immunocytochemistry; Proposed
Ruokatorvi 3 3 guideline. MM4-P. National Committee for Clinical Laboratory Standards
Vatsa 5 3 (NCCLS). Wayne, PA. 1997;1-46.

- 11. Koretzik K, Lemain ET, Brandt I, and Moller P. Metachromasia of 3-
Ohutsuoli 3 3 amino-9-ethylcarbazole (AEC) and its prevention in Immunoperoxidase
Kaksoispiste 3 3 techniques. Histochemistry 1987; 86:471-478.

Maksa 3 3 12. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and its
pitfalls. Lab Med 1983; 14:767.
Sylkirauhanen 3 3 13. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of
Munuainen 3 3 horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a possible source
of error in immunohistochemistry. AmJ Clin Path 1980; 73:626.
Eturauhanen 3 3 14. Herman GE and Elfont EA. The taming of immunohistochemistry: the new
Kohtu 3 3 era of quality control. Biotech & Histochem 1991; 66:194.
15. Olson E, Geng J, Raghavan M. Polymorphisms of HLA-B: influences on
Kohdunkaula 3 3 assembly and immunity. Curr Opin Immunol. 2020 Jun;64:137-145.
Luurankolihas | 2 3 16. Rizvi SM, Salam N, Geng J, et al. Distinct assembly profiles of HLA-B
Tho 2 2 molecules. J Immunol. 2014 Jun 1;192(11):4967-76.
Adreishermo 3 3 Ultraline-vasta-aineet on kehittényt yksinomaan Biocare Medical LLC, eivatka
Vuoraussolut 2 2 ne tarkoita, ettd Ventana Medical Systems, Inc. tai Roche olisi hyvaksynyt tai
Silma 3 3 hyvdksyneet Biocare-vasta-aineet. Biocare, Ventana ja Roche eivdt ole
sidoksissa, sidoksissa tai milladn tavalla toisiinsa. Ventana®, BenchMark®,
Kurkunpaa 3 3 ultraView ja OptiView ovat Rochen tavaramerkkeja.
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Q-sarjan vasta-aineet on kehittényt yksinomaan Biocare Medical LLC, eivatka
ne tarkoita, ettd Leica Biosystems olisi hyvdksynyt tai hyvaksynyt Biocare-
vasta-aineet. Biocare ja Leica Biosystems eivat ole millaan tavalla sidoksissa,
sidoksissa tai toisiinsa. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX ja BOND-III ovat
Leica Biosystemsin tavaramerkkeja.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Utilisation prévue :
Pourin vitro Utilisation diagnostique

HLA-B [BC43] est un anticorps monoclonal de souris destiné a étre utilisé en
laboratoire aprés que le diagnostic initial de tumeur ait été posé par
histopathologie conventionnelle utilisant des colorants histochimiques non
immunologiques, pour lidentification qualitative de HLA-B. protéine par
immunohistochimie (IHC) dans des tissus humains fixés au formol et inclus
en paraffine (FFPE). L'interprétation clinique de toute coloration ou de son
absence doit étre complétée par des études morphologiques utilisant des
contrdles appropriés et doit étre évaluée dans le contexte des antécédents
clinigues du patient et d'autres tests diagnostiques par un pathologiste
qualifié pour faciliter toute autre détermination clinique.

Résumé et explication :

HLA-B est une protéine hautement polymorphe codant pour le complexe
majeur d'histocompatibilité de classe I (MHC-I).ss Les molécules du CMH de
classe I sont exprimées a la surface des cellules, liant et présentant des
peptides antigéniques aux lymphocytes T CD8+ pour médier les réponses
immunitaires contre les agents pathogénes intracellulaires et les cancers.:s

Principe de procédure :

Ce produit anticorps peut étre utilisé comme anticorps primaire dans les tests
immunohistochimiques de coupes de tissus fixées au formol et incluses en
paraffine. En général, immunohistochimique (IHC) Les techniques de
coloration permettent la visualisation des antigénes via I'application
séquentielle d'un un anticorps spécifique de I'antigéne (anticorps primaire),
un anticorps secondaire de l'anticorps primaire (lien optionnel
anticorps/sonde), un complexe enzymatique et un substrat chromogénique
avec étapes de lavage interposées. L'activation enzymatique du chromogéne
entraine un produit de réaction visible au site de |'antigéne. L'échantillon peut
ensuite étre contre-coloré et recouvert. Les résultats sont interprétés a l'aide
d'une lumiére microscope et aide au diagnostic différentiel des processus
physiopathologiques, qui peuvent ou peut ne pas étre associé a un antigéne
particulier.

Matériels et méthodes:

Réactifs fournis :

Source de I'hdte :Souris monoclonale

Réactivité des espéces :Humain; autres espéces non testées.
Cloner:BC43

Isotype :IgG1 kappa

Concentration en protéines :Voir I'étiquette du flacon pour connaitre la
concentration spécifique du lot.

Concentration spécifique d'IgG : contactez le support technique de Biocare
Spécificité:HLA-B

Localisation cellulaire : Membrane cellulaire

Méthode:Monoclonal de souris purifié par affinité
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Reconstitution, Mélange, Dilution, Titrage :

Le réactif anticorps prédilué est dilué de maniére optimale pour étre utilisé
avec les systémes de coloration répertoriés ci-dessus. Une dilution
supplémentaire peut entrainer une perte de la coloration antigénique. Une
dilution supplémentaire peut entrainer une perte de la coloration antigénique.
L'utilisateur doit valider une telle modification. Différences dans le traitement
des tissus et les procédures techniques
dans le laboratoire de I'utilisateur peut produire une variabilité significative
des résultats nécessitant la réalisation réguliere de contréles internes (voir la
section Controle qualité).

Le réactif concentré nécessite une dilution comme indiqué dans le tableau ci-
dessus.

Applications connues :
Immunohistochimie (tissus inclus en paraffine fixés au formol)

Fourni comme :Solution saline tamponnée, 5.9-7.4,contenant un support
protéique et moins de 0,1 % de conservateur a base d'azoture de sodium.
Voir la fiche de données de sécurité pour plus de détails.

Matériels et réactifs nécessaires mais non fournis :
Lames de microscope chargées positivement.
Controles tissulaires positifs et négatifs

Chambre du désert (ou four de séchage similaire)
Xyléne ou substitut de xylene

Ethanol ou alcool réactif

Chambre de décoffrage (autocuiseur)

Eau désionisée ou distillée

Tampon de lavage

Réactifs de prétraitement

Blocage de la peroxydase

Bloc de protéines (facultatif)

Sonde de détection et polymére

Réactifs de controle négatif

Chromogénes

Hématoxyline (contre-colorant)

Réactif de bleuissement

Support de montage

Lamelle de verre

Microscope optique (grossissement 40-400X)

*Les configurations du produit anticorps sont disponibles pour une utilisation
sur les instruments indiqués dans le tableau ci-dessus.

Stockage et stabilité :
Conserver entre 2 °C et 8 °C. Le produit est stable jusqu'a la date de

péremption imprimée sur I'étiquette du flacon, lorsqu'il est conservé dans ces
conditions. Ne pas utiliser aprés la date de péremption. Le stockage dans des
conditions autres que celles spécifiées doit étre vérifié. Les réactifs dilués
doivent étre utilisés rapidement ; conserver tout réactif restant entre 2 °C et
8 °C. La stabilité du réactif dilué par I'utilisateur n'a pas été établie par Biocare.

Les controles positifs et négatifs doivent étre effectués simultanément avec
tous les échantillons de patients. Si une coloration inattendue est observée
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qui ne peut pas étre expliquée par des variations dans les procédures de
laboratoire et qu'un probléme avec l'anticorps est suspecté, contactez le
support technique de Biocare au 1-800-542-2002 ou via les informations
d'assistance technique fournies sur biocare.net.

Préparation des échantillons :

Tissus fixés au formol conviennent pour une utilisation avant linclusion en
paraffine. Les tissus osseux doivent étre décalcifiés avant le traitement des
tissus pour faciliter la coupe des tissus et éviter d'endommager les lames du
microtome.:?

Les tissus correctement fixés et intégrés exprimant I'antigéne cible spécifié
doivent étre conservés dans un endroit frais. La loi sur I'amélioration des
laboratoires cliniques (CLIA) de 1988 exige dans 42 CFR§493.1259(b) que
« Le laboratoire doit conserver les lames colorées au moins dix ans a compter
de la date de examen et conserver les blocs d’échantillons au moins deux ans
a compter de la date de I'examen.:

Traitement des tissus avant coloration :

Effectuer la récupération d'épitopes induite par la chaleur (HIER) selon le
protocole recommandé ci-dessous. Il a été démontré que Iutilisation
systématique de HIER avant ITHC minimise les incohérences et standardise
la coloration.+s

Avertissement et précautions:

1. Cet anticorps contient moins de 0,1 % d‘azoture de sodium. Les
concentrations inférieures a 0,1 % ne sont pas des matiéres dangereuses a
déclaration obligatoire selon la norme américaine 29 CFR 1910.1200, la
communication des dangers de I'OSHA et la directive européenne 91/155/CE.
Azoture de sodium (NaN,) utilisé comme conservateur est toxique en cas
d'ingestion. L'azoture de sodium peut réagir avec la plomberie en plomb et
en cuivre pour former des azotures métalliques hautement explosifs. Lors de
son élimination, rincer abondamment a l'eau pour éviter I'accumulation
d'azoture dans la plomberie. (Center for Disease Control, 1976, Institut
national de sécurité et de santé au travail, 1976):

2. Les échantillons, avant et aprés fixation, ainsi que tous les matériaux qui
y sont exposés doivent étre manipulés comme s'ils étaient susceptibles de
transmettre une infection et éliminés avec les précautions appropriées. Ne
jamais pipeter les réactifs par la bouche et éviter tout contact avec la peau
et les muqueuses avec les réactifs et les échantillons. Si les réactifs ou les
échantillons entrent en contact avec des zones sensibles, laver
abondamment a l'eau.”

3. La contamination microbienne des réactifs peut entrainer une
augmentation des colorations non spécifiques.

4. Des durées d'incubation ou des températures autres que celles spécifiées
peuvent donner des résultats erronés. L'utilisateur doit valider une telle
modification.

5. Ne pas utiliser de réactif aprés la date de péremption imprimée sur le
flacon.

6. Le réactif anticorps prédilué est dilué de maniére optimale pour étre utilisé.
Une dilution supplémentaire peut entrainer une perte de la coloration
antigénique.

7. La dilution du réactif anticorps concentré doit étre validée avant utilisation.
Tout diluant utilisé qui n'est pas spécifiquement recommandé doit également
étre validé pour sa compatibilité et sa stabilité.

8. La FDS est disponible sur demande et se trouve sur http://biocare.net.

Mode d'emploi:
Protocoles de coloration recommandés pour HLA-B [BC43] :

IntelliPATH FLX et utilisation manuelle :

API3289 pour intelliPATH FLX et utilisation manuelle, a été standardisé
avec MACH 4 systeme de détection. Utilisez TBS pour les étapes de
lavage.
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Peroxide Block:

Bloguer pendant 5 minutes avec Peroxidazed 1.

Pretreatment:

Effectuez la récupération de chaleur a l'aide de
Reveal Decloaker. Reportez-vous a la fiche
technique de Reveal Decloaker pour des
instructions spécifiques.

Protein Block
(Optional):

Incuber pendant 5 a 10 minutes a température
ambiante avec Background Punisher.

Primary . R . :
Antibody: Incuber 30 minutes a température ambiante.
Sonde : Incuber 10 minutes a température
. ambiante avec un polymére secondaire.
Detection: . - ‘ 7
Polymere : Incuber 20 minutes a température
ambiante avec un polymére tertiaire.
Incuber pendant 5 minutes a température
. ambiante avec le DAB de Biocare — OU —Incuber
Chromogen: pendant 5 a 7 minutes a température ambiante
avec Warp Red.
Contre-colorer a I'hématoxyline. Rincer a I'eau
Counterstain: déminéralisée. Appliquez la solution bleuissante

de Tacha pendant 1 minute. Rincer a l'eau
déminéralisée.

Systéme de coloration de lames automatisé ONCORE Pro :

OPAI3289 est destiné a étre utilisé avec ONCORE Pro. Reportez-vous au

manuel d'utilisation pour obtenir des instructions d'utilisation spécifiques.
Les paramétres de protocole dans I'éditeur de protocole doivent étre
programmés comme suit :

Protocol Name:

HLA-B

Protocol Template (Description):

Modéle Mme HRP 1

Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option):

AR2, pH faible ; 101°C

Block Option:

Tampon

Reagent Name, Time, Temp.:

HLA-B, 60 minutes, 25°C

Ventana Benchmark ULTRA :

AVI3289 est destiné a étre utilisé avec le BenchMark ULTRA. Reportez-
vous au manuel d'utilisation pour obtenir des instructions d'utilisation
spécifiques. Les paramétres de protocole recommandés sont les

suivants :

Template/Detection:

OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol:

CC1 32 minutes

Peroxidase:

Inhibiteur préprimaire de la
peroxydase

Primary Antibody:

8 minutes, 36°C

Série Q — Pour Leica BOND-III :

ALI3289 est destiné a étre utilisé avec le Leica BOND-III. Reportez-vous
au manuel d'utilisation pour obtenir des instructions d'utilisation
spécifiques. Les parametres de protocole recommandés sont les

suivants :

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name:

Protocole IHC F

Detection: Affiner le polymére de liaison
HIER: 10 minutes avec ER1
Peroxide Block: 5 minutes

Marker (Primary Antibody): 15 min
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Post Primary: 8 minutes
Polymer: 8 minutes
Mixed Chromogen Refine: 10 minutes
Hematoxylin: 5 minutes

Controle de qualité:

Reportez-vous aux normes de qualité du CLSI pour la conception et la mise
en ceuvre de tests d'immunohistochimie ; Directives approuvées-Deuxiéme
édition (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Controle tissulaire positif : Amygdale

Les matériaux de contrdle positif externe doivent étre des échantillons frais
fixés, traités et incorporés des que possible de la méme maniére que les
échantillons du patient. Les contréles tissulaires positifs indiquent des tissus
correctement préparés et des techniques de coloration appropriées. Un
controle tissulaire externe positif pour chaque ensemble de conditions de test
doit étre inclus dans chaque série de coloration.

Les tissus utilisés pour les matériaux de controle positif externe doivent étre
sélectionnés a partir d’échantillons de patients présentant de faibles niveaux
bien caractérisés d’activité cible positive qui donnent une faible coloration
positive. Le faible niveau de positivité des controles positifs externes est
congu pour garantir la détection de changements subtils dans la sensibilité
des anticorps primaires dus a une instabilité ou a des problémes avec la
méthodologie IHC. Les lames de contréle tissulaire disponibles dans le
commerce ou les échantillons traités différemment des échantillons du
patient valident uniquement les performances du réactif et ne vérifient pas
la préparation des tissus.

Les controles tissulaires positifs connus ne doivent étre utilisés que pour
surveiller les performances correctes des tissus traités et des réactifs de test,
plutbt que pour aider a formuler un diagnostic spécifique a partir
d'échantillons de patients. Si les contréles tissulaires positifs ne parviennent
pas a démontrer une coloration positive, les résultats des échantillons de test
doivent étre considérés comme invalides.

Controle tissulaire négatif :

Utilisez un contrdle tissulaire négatif (connu pour étre HLA-B négatif) fixé,
traité et incorporé d'une maniére identique aux échantillons du patient a
chaque cycle de coloration pour vérifier la spécificité de I'anticorps primaire
IHC pour démonstration de I'antigene cible et fournir une indication de la
coloration de fond spécifique (coloration faussement positive). En outre, la
variété des différents types de cellules présents dans la plupart des coupes
de tissus peut étre utilisé par le laboratoire comme sites de contréle négatif
interne pour vérifier les performances de ITHC Caractéristiques. Les types et
sources d'échantillons pouvant étre utilisés pour les tissus négatifs les
contréles sont répertoriés dans la section Caractéristiques de performance.

Si une coloration spécifique (fausse coloration positive) se produit dans le
contrle tissulaire négatif, les résultats obtenus avec les échantillons du
patient doivent étre considérés comme invalides.

Controle réactif négatif non spécifigue :

Utiliser un controle réactif négatif non spécifique a la place de I'anticorps
primaire avec une section de chaque échantillon de patient pour évaluer la
coloration non spécifique et

permettre une meilleure interprétation de la coloration spécifique au site de
I'antigéne. Idéalement, un contrdle réactif négatif contient un anticorps HLA-
B [BC43] IgG1 Kappa produit a partir du surnageant de culture tissulaire de
la méme maniére que l'anticorps primaire, mais ne présente aucune réactivité
spécifique avec les tissus humains dans la méme matrice/solution que
I'anticorps primaire. Anticorps Biocare. Diluer un anticorps témoin négatif a
la méme concentration d'immunoglobuline ou de protéine que I'anticorps
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primaire dilué. anticorps en utilisant le méme diluant. Si le sérum de veau
feetal est retenu dans l'anticorps pur apres le traitement, le sérum de veau
feetal a une concentration en protéines équivalente a celle diluée. I'anticorps
primaire dans le méme diluant peut également étre utilisé. (Se référer au
réactif fourni). Le diluant seul peut étre utilisé comme alternative moins
souhaitable aux contrdles réactifs négatifs décrits précédemment. La période
d'incubation du controle réactif négatif doit correspondre a celle de I'anticorps
primaire.

Lorsque des panels de plusieurs anticorps sont utilisés sur des coupes en
série, les zones de coloration négative d’une lame peuvent servir de contrble
de fond de liaison négatif/non spécifique pour d‘autres anticorps. Pour
différencier I'activité enzymatique endogéene ou la liaison non spécifique des
enzymes de limmunoréactivité spécifique, des tissus supplémentaires du
patient peuvent étre colorés exclusivement avec des complexes substrat-
chromogeéne ou enzymatiques (PAP, avidine-biotine, streptavidine) et
substrat-chromogene, respectivement.

Vérification des analyses :

Avant la premiére utilisation d'un anticorps ou d’un systeme de coloration
dans une procédure de diagnostic, I'utilisateur doit vérifier la spécificité de
I'anticorps en le testant sur une série de tissus internes présentant des
caractéristiques de performance  immunohistochimiques  connues
représentant des tissus positifs et négatifs connus. Référez-vous aux
procédures de contrdle qualité précédemment décrites dans cette section de
la notice du produit et aux recommandations de contrdle qualité du
programme de certification CAP.s pour I'immunohistochimie et/ou la directive
NCCLS IHC=). Ces procédures de contrdle qualité doivent étre répétées pour
chaque nouveau lot d'anticorps ou chaque fois qu'il y a un changement dans
les parametres du test. Les tissus répertoriés dans la section Caractéristiques
de performance conviennent a la vérification du test.

Dépannage:

Suivez les recommandations du protocole spécifique aux anticorps selon la
fiche technique fournie. Si des résultats atypiques apparaissent, contactez le
support technique de Biocare au 1-800-542-2002.

Interprétation de la coloration :

Contréle tissulaire positif :

Le controle tissulaire positif coloré avec I'anticorps indiqué doit étre examiné
en premier pour s'assurer que tous les réactifs fonctionnent correctement.
La coloration appropriée des cellules cibles (comme indiqué ci-dessus)
indique une réactivité positive. Si les contrbles tissulaires positifs ne
parviennent pas a démontrer une coloration positive, tous les résultats
obtenus avec les échantillons de test doivent étre considérés comme
invalides. La couleur du produit de réaction peut varier en fonction des
chromogeénes du substrat utilisé. Reportez-vous aux notices du substrat pour
connaitre les réactions de couleur attendues. De plus, une métachromasie
peut étre observée dans les variations de la méthode de coloration.:
Lorsqu’une contre-coloration est utilisée, en fonction de la durée d‘incubation
et de la puissance de la contre-coloration utilisée, la contre-coloration
entrainera une coloration des noyaux cellulaires. Une contre-coloration
excessive ou incompléte peut compromettre la bonne interprétation des
résultats. Reportez-vous au(x) protocole(s) pour connaitre la contre-
coloration recommandée.

Controle tissulaire négatif:

Le contrble tissulaire négatif doit étre examiné aprés le contrdle tissulaire
positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par
l'anticorps primaire. L'absence de coloration spécifique dans le contrile
tissulaire négatif confirme I'absence de réactivité croisée des anticorps avec
les cellules/composants cellulaires. Si une coloration spécifique (fausse
coloration positive) se produit dans le contrdle tissulaire externe négatif, les
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résultats obtenus avec I'échantillon du patient doivent étre considérés
comme invalides.

La coloration non spécifique, si elle est présente, a généralement un aspect
diffus. Des colorations sporadiques du tissu conjonctif peuvent également
étre observées dans des coupes de tissus excessivement fixés au formol.
Utilisez des cellules intactes pour l'interprétation des résultats de coloration.
Les cellules nécrotiques ou dégénérées se colorent souvent de maniére non
spécifique.

Tissu du patient :

Examiner les échantillons de patients colorés avec l'anticorps indiqué dernier.
L'intensité de la coloration positive doit étre évaluée dans le contexte de toute
coloration de fond non spécifique du contréle réactif négatif. Comme pour
tout test immunohistochimique, un résultat négatif signifie que I'antigéne n'a
pas été détecté, et non que l'antigéne était absent dans les cellules/tissus
analysés. Si nécessaire, utilisez un panel d’anticorps pour identifier les
réactions faussement négatives.

B NS ol i P i W5 Q¥
Rate colorée avec lanticorps HLA-B [BC43]

AN

Reportez-vous au résumé et a I'explication, aux limites et aux caractéristiques
de performance pour obtenir des informations spécifiques concernant
I'immunoréactivité des anticorps indiquée.

Limites:

Limites générales :

1. Pourin vitro Utilisation diagnostique

2. Ce produit est destiné a un usage professionnel uniquement
L'immunohistochimie est un processus de diagnostic en plusieurs
étapes qui consiste en une formation spécialisée dans la sélection des
réactifs appropriés ; sélection, fixation et traitement des tissus ;

préparation de la lame IHC ; et interprétation des résultats de coloration.

3. La coloration des tissus dépend de la manipulation et du traitement du
tissu avant la coloration. Une mauvaise fixation, congélation,
décongélation, lavage, séchage, chauffage, sectionnement ou
contamination par d'autres tissus ou fluides peut produire des artefacts,
un piégeage d'anticorps ou des résultats faussement négatifs. Des
résultats incohérents peuvent étre dus a des variations dans les
méthodes de fixation et d'intégration, ou a des irrégularités inhérentes
au tissu.»
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4. Une contre-coloration excessive ou incompléte peut compromettre la
bonne interprétation des résultats.

5. L'interprétation clinique de toute coloration positive ou négative doit
étre évaluée dans le contexte de la présentation clinique, de la
morphologie et d'autres critéres histopathologiques. L'interprétation
clinique de toute coloration positive ou négative doit étre complétée par
des études morphologiques utilisant des contréles internes et externes
positifs et négatifs appropriés ainsi que d'autres tests de diagnostic. Il
est de la responsabilité d’un pathologiste qualifié qui connait I'utilisation
appropriée des anticorps, des réactifs et des méthodes IHC d'interpréter
toutes les étapes utilisées pour préparer et interpréter la préparation
IHC finale.

6. Ladilution optimale des anticorps et les protocoles pour une application
spécifique peuvent varier. Ceux-ci incluent, sans s'y limiter, la fixation,
la méthode de récupération de chaleur, les temps d'incubation,
I'épaisseur des coupes de tissus et le kit de détection utilisé. En raison
de la sensibilité supérieure de ces réactifs uniques, les durées
d'incubation recommandées et les titres indiqués ne s’appliquent pas a
d’autres systémes de détection, car les résultats peuvent varier. Les
recommandations et protocoles de la fiche technique sont basés sur
I'utilisation exclusive des produits Biocare. En fin de compte, il incombe
a I'enquéteur de déterminer les conditions optimales.

7. Ce produit n'est pas destiné a étre utilisé en cytométrie en flux. Les
caractéristiques de performance n'ont pas été déterminées pour la
cytométrie en flux.

8. Les tissus provenant de personnes infectées par le virus de I'hépatite B
et contenant I'antigéne de surface de I'hépatite B (AgHBs) peuvent
présenter une coloration non spécifique a la peroxydase de raifort.=

9. Les réactifs peuvent présenter des réactions inattendues dans des
tissus non testés auparavant. La possibilité de réactions inattendues,
méme dans les groupes de tissus testés, ne peut étre complétement
éliminée en raison de la variabilité biologique de l'expression de
I'antigéne dans les néoplasmes ou dans d'autres tissus pathologiques.«
Contactez le support technique de Biocare au 1-800-542-2002, ou via
les informations de support technique fournies sur biocare.net, avec
une ou plusieurs réactions inattendues documentées.

10. Les sérums normaux/non immuns provenant de la méme source
animale que les antisérums secondaires utilisés dans les étapes de
blocage peuvent provoquer des résultats faussement négatifs ou
faussement positifs en raison d'auto-anticorps ou d'anticorps naturels.

11. Des résultats faussement positifs peuvent étre observés en raison d'une
liaison non immunologique des protéines ou des produits de réaction
du substrat. Ils peuvent également étre causés par une activité pseudo-
peroxydase (érythrocytes), une activité peroxydase endogéne
(cytochrome C) ou une biotine endogene (par exemple, foie, sein,
cerveau, rein), selon le type d'immunocoloration utilisé.:

Limites spécifiques au produit :
1/ n’y a aucune limitation supplémentaire connue.

Caractéristiques de performance:
La sensibilité, la spécificité et la réactivité
respectivement dans les tableaux 1 et 2.

croisée sont résumées

Reproductibilité :

La reproductibilité des performances des anticorps a été vérifiée en testant
certains tissus normaux et tumoraux a différents jours et sur divers
instruments avec plusieurs opérateurs. La coloration des tissus sélectionnés
était cohérente et réalisée comme prévu.

La reproductibilité intra-analyse de la coloration a été déterminée en colorant
cing tissus contenant le méme tissu sur plusieurs instruments.
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La reproductibilité de la coloration entre les analyses a été déterminée en
colorant cing lames contenant le méme tissu pendant trois jours/analyses sur
le méme instrument. Tous les tests ont réussi avec les mémes scores, tels
que définis par les directives de notation internes de Biocare.

Immunoréactivité :
Les immunoréactivités positives et négatives suivantes ont été démontrées
dans les tableaux 1 et 2 ci-dessous.

La liste fournie ci-dessous n'est pas exhaustive mais caractérise les types
d'immunoréactivités observées avec I'anticorps indiqué.

Résumé des résultats attendus :

Cet anticorps s'est révélé immunoréactif avec tous les types de tissus sur
lesquels il a été testé, y compris tous les types de lymphomes et les tissus
humains normaux. La coloration est principalement membraneuse mais peut

également apparaitre cytoplasmique dans des échantillons a forte expression.

La coloration est présente principalement dans les cellules endothéliales et
les lymphocytes, avec une prévalence plus faible dans les cellules épithéliales
de certains tissus.

Tableau 1:La sensibilité et la spécificité ont été déterminées en testant des
tissus malades fixés au formol et inclus en paraffine.

) Positive Total

Tissue
Cases Cases

Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tableau 2:La réactivité croisée des tissus a été déterminée en testant des
tissus normaux fixés au formol et inclus en paraffine.

Tissu Cas positifs | Total des cas

Cerveau

Cervelet

Surrénal

Ovaire

Pancréas

Ganglion lymphatique
Trachée

Testicule

Thyroide

Sein
Rate
Amygdale

Thymus

Moelle

Wwwjw|bh([VNWUN(WWIWINW|W(U
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Ceeur 3 3
Esophage 3 3
Estomac 2 3
Intestin gréle 3 3
Colon 3 3
Foie 3 3
Glande salivaire 3 3
Rein 3 3
Prostate 3 3
Utérus 3 3
Col de l'utérus 3 3
Muscle squelettique 2 3
Peau 2 2
Nerf périphérique 3 3
Cellules de revétement | 2 2
il 3 3
Larynx 3 3
Dépannage:

1. Aucune coloration des lames — Vérifiez que le tissu de contrdle positif,
les anticorps et les produits de détection appropriés ont été utilisés.

2. Faible coloration de toutes les lames — Vérifiez que le tissu de contréle
positif, les anticorps et les produits de détection appropriés ont été
utilisés.

3. Fond excessif de toutes les lames — Il peut y avoir des niveaux élevés
de biotine endogéne (si vous utilisez des produits de détection a base
de biotine), une activité HRP endogéne convertissant le chromogéne en
produit final coloré (utilisez un bloc de peroxydase) ou une interaction
protéique non spécifique excessive (utilisez un bloc, comme une
solution de blocage a base de sérum ou de caséine).

4. Les coupes de tissus sont lavées sur les lames pendant l'incubation.
Vérifiez les lames pour vous assurer qu'elles sont chargées positivement.

5. Coloration spécifique trop foncée — Vérifiez le protocole pour déterminer
si le titre d'anticorps approprié a été appliqué a la lame, ainsi que les
temps d'incubation appropriés pour tous les réactifs. De plus, assurez-
vous que le protocole comporte suffisamment d’étapes de lavage pour
éliminer les réactifs en excés une fois les étapes d'incubation terminées.
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Les anticorps Ultraline sont développés uniquement par Biocare Medical LLC
et n'impliquent pas I'approbation ou I'approbation des anticorps Biocare par
Ventana Medical Systems, Inc ou Roche. Biocare, Ventana et Roche ne sont
en aucun cas affiliés, associés ou liés. Ventana®, BenchMark®, ultraView et
OptiView sont des marques déposées de Roche.

Les anticorps Q Series sont développés uniquement par Biocare Medical LLC
et n'impliquent pas I'approbation ou I'approbation des anticorps Biocare par
Leica Biosystems. Biocare et Leica Biosystems ne sont en aucun cas affiliés,
associés ou liés. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX et BOND-III sont des
marques commerciales de Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A
Verwendungszweck: Rekonstitution, Mischen, Verdiinnung, Titration:

Firin vitro Diagnostische Verwendung Vorverdiinntes Antikorperreagenz ist optimal fiir die Verwendung mit den

oben aufgefilhrten Farbesystemen verdiinnt. Eine weitere Verdiinnung kann

HLA-B [BC43] ist ein monoklonaler Maus-Antikérper, der fiir den zum Verlust der Antigenférbung fiihren. Eine weitere Verdiinnung kann zum

Laborgebrauch bestimmt ist, nachdem die Erstdiagnose eines Tumors durch
konventionelle Histopathologie unter Verwendung nichtimmunologischer
histochemischer Farbungen zur qualitativen Identifizierung von HLA-B
gestellt wurde Protein durch Immunhistochemie (IHC) in formalinfixierten, in
Paraffin eingebetteten (FFPE) menschlichen Geweben. Die Kklinische
Interpretation etwaiger Verfarbungen oder ihres Fehlens sollte durch
morphologische Studien unter Verwendung geeigneter Kontrollen erganzt
und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer
diagnostischer Tests durch einen qualifizierten Pathologen als Hilfe fiir
andere klinische Feststellungen bewertet werden.

Zusammenfassung und Erklarung:

HLA-B ist ein hochpolymorphes Protein, das das Gen fir den
Haupthistokompatibilitdtsklasse-I-Komplex (MHC-I) kodiert.: MHC-Klasse-I-
Molekiile werden auf der Zelloberflaiche exprimiert, binden antigenische
Peptide und prasentieren diese an CD8+-T-Lymphozyten, um
Immunantworten gegen intrazelluldare Krankheitserreger und Krebs zu
vermitteln.s

Verfahrensgrundsatz:

Dieses  Antikorperprodukt kann als  primdrer  Antikérper  bei
immunhistochemischen Tests von formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitten verwendet werden. Im Allgemeinen immunhistochemische
(IHC) Farbetechniken ermdglichen die Visualisierung von Antigenen durch
die sequentielle Anwendung von a spezifischer Antikdrper gegen das Antigen
(primdrer Antikorper), ein sekunddrer Antikdrper gegen den primdren
Antikorper (optionaler Link-Antikorper/Sonde), ein Enzymkomplex und ein
chromogenes Substrat mit zwischengeschalteten Waschschritten. Die
enzymatische Aktivierung des Chromogens fiihrt zu einem sichtbaren
Reaktionsprodukt an der Antigenstelle. AnschlieBend kann die Probe
gegengefarbt und abgedeckt werden. Die Ergebnisse werden mithilfe eines
Lichts interpretiert Mikroskop und Hilfe bei der Differentialdiagnose
pathophysiologischer Prozesse, die oder ist moglicherweise nicht mit einem
bestimmten Antigen verbunden.

Materialen und Methoden:

Mitgelieferte Reagenzien:

Host-Quelle:Monoklonale Maus

Speziesreaktivitat:Menschlich; andere Arten nicht getestet.

Klon:BC43

Isotyp:1gG1-Kappa

Proteinkonzentration:Die chargenspezifische Konzentration finden Sie auf
dem Etikett des Flaschchens.

Spezifische IgG-Konzentration: Wenden Sie sich an den technischen Support
von Biocare

Besonderheit:HLA-B

Zelluldre Lokalisierung: Zellmembran

Methode:Affinitatsgereinigtes monoklonales Mausprodukt
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Verlust der Antigenfarbung fiihren. Der Benutzer muss jede solche Anderung
validieren. Unterschiede in der Gewebeverarbeitung und den technischen
Verfahren

Im Labor des Benutzers kann es zu erheblichen Schwankungen der
Ergebnisse kommen, die die regelmaBige Durchfiihrung interner Kontrollen
erforderlich machen (siehe Abschnitt ,Qualitdtskontrolle™).

Konzentriertes Reagenz muss wie in der Tabelle oben angegeben verdiinnt
werden.

Bekannte Anwendungen:
Immunhistochemie (formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebe)

Geliefert als:Gepufferte Kochsalzlésung, 5,9-7,4,Enthalt einen
Proteintrager und weniger als 0,1 % Natriumazid als Konservierungsmittel.
Weitere Einzelheiten finden Sie im Sicherheitsdatenblatt.

Bendtigte, aber nicht bereitgestellte Materialien und Reagenzien:
Objekttrager positiv geladen.

Positive und negative Gewebekontrollen
Wiistenkammer (oder dhnlicher Trockenofen)
Xylol oder Xylolersatz

Ethanol oder Reagenzalkohol

Enttarnungskammer (Schnellkochtopf)
Entionisiertes oder destilliertes Wasser
Waschpuffer

Reagenzien zur Vorbehandlung

Peroxidase-Block

Proteinblock (optional)

Nachweissonde und Polymer
Negativkontrollreagenzien

Chromogene

Hamatoxylin (Gegenfarbung)

Blauungsreagenz

Eindeckmedium

Schutzglas

Lichtmikroskop (40-400-fache VergroBerung)
*Konfigurationen des Antikdrperprodukts sind fiir die Verwendung auf den in
der Tabelle oben angegebenen Gerdten verfiigbar.

Lagerung und Stabilitat:

Bei 2 °C bis 8 °C lagern. Bei Lagerung unter diesen Bedingungen ist das
Produkt bis zum auf dem Fldschchenetikett aufgedruckten Verfallsdatum
stabil. Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden. Die Lagerung unter
anderen als den angegebenen Bedingungen muss (berpriift werden.
Verdiinnte Reagenzien sollten umgehend verwendet werden; Lagern Sie das
restliche Reagenz bei 2 °C bis 8 °C. Die Stabilitat des vom Benutzer
verdinnten Reagenzes wurde von Biocare nicht nachgewiesen.

Fax: 925-603-8080
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Positiv- und Negativkontrollen sollten gleichzeitig mit allen Patientenproben
durchgefiihrt werden. Wenn eine unerwartete Farbung beobachtet wird, die
nicht durch Abweichungen in den Laborverfahren erklart werden kann, und
ein Problem mit dem Antikérper vermutet wird, wenden Sie sich an den
technischen Support von Biocare unter 1-800-542-2002 oder uber die
technischen Supportinformationen auf biocare.net.

Probenvorbereitung:

In Formalin fixierte Gewebe eignen sich zur Verwendung vor der
Paraffineinbettung. Knochengewebe sollte vor der Gewebebearbeitung
entkalkt werden, um das Gewebeschneiden zu erleichtern und Schaden an
den Mikrotomklingen zu verhindern.»

Ordnungsgemal fixierte und eingebettete Gewebe, die das angegebene
Antigen-Ziel exprimieren, sollten an einem kihlen Ort gelagert werden. Der
Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) von 1988 schreibt 42 CFR
vor§493.1259(b) besagt: ,Das Labor muss gefarbte Objekttrager mindestens
zehn Jahre ab dem Datum aufbewahren Priifung durchfilhren und
Probenblocke mindestens zwei Jahre ab dem Datum der Priifung
aufbewahren.™

Behandlung von Geweben vor der Férbung:
Fiihren Sie die hitzeinduzierte Epitopgewinnung (HIER) gemdB dem unten

empfohlenen Protokoll durch. Es hat sich gezeigt, dass die routinemaBige
Verwendung von HIER vor der IHC Inkonsistenzen minimiert und die Farbung
standardisiert.s

Warnung und VorsichtsmaBnahmen:
1. Dieser Antikdrper enthalt weniger als 0,1 % Natriumazid. Konzentrationen

unter 0,1 % sind gemaB U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard
Communication und EG-Richtlinie 91/155/EG keine meldepflichtigen
Gefahrstoffe. Natriumazid (NaN.), das als Konservierungsmittel verwendet
wird, ist bei Einnahme giftig. Natriumazid kann mit Blei- und Kupferleitungen
reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Nach der Entsorgung mit
groBen Mengen Wasser spiilen, um eine Azidbildung in den Leitungen zu
verhindern. (Center for Disease Control, 1976, National Institute of
Occupational Safety and Health, 1976):

2. Proben vor und nach der Fixierung sowie alle ihnen ausgesetzten
Materialien sollten so behandelt werden, als ob sie Infektionen Ubertragen
konnten, und mit den entsprechenden VorsichtsmaBnahmen entsorgt
werden. Pipettieren Sie Reagenzien niemals mit dem Mund und vermeiden
Sie den Kontakt der Reagenzien und Proben mit der Haut und den
Schleimhauten. Wenn Reagenzien oder Proben mit empfindlichen Bereichen
in Kontakt kommen, waschen Sie diese mit reichlich Wasser ab.

3. Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien kann zu einer Zunahme
unspezifischer Farbungen fiihren.

4. Andere als die angegebenen Inkubationszeiten oder Temperaturen kdnnen
zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren. Der Benutzer muss jede solche
Anderung validieren.

5. Verwenden Sie das Reagenz nach dem auf dem Flaschchen aufgedruckten
Verfallsdatum nicht mehr.

6. Das vorverdiinnte Antikorperreagenz ist fiir den Gebrauch optimal
verdiinnt. Eine weitere Verdiinnung kann zum Verlust der Antigenfarbung
fuhren.

7. Die Verdiinnung des konzentrierten Antikdrperreagenzes muss vor der
Verwendung validiert werden. Jedes verwendete Verdiinnungsmittel, das
nicht ausdriicklich empfohlen wird, muss ebenfalls auf Kompatibilitat und
Stabilitat validiert werden.

8. Das Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage erhaltlich und befindet sich unter
http://biocare.net.

Gebrauchsanweisung:
Empfohlene Farbeprotokolle fiir HLA-B [BC43]:
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IntelliPATH FLX und manuelle Verwendung:

API3289 fiir intelliPATH FLX und manuelle Verwendung wurde mit MACH
4 standardisiert Erkennungssystem. Verwenden Sie TBS fiir die
Waschschritte.

Peroxide Block:

5 Minuten lang mit Peroxidazed 1 blockieren.

Fiihren Sie eine Warmerlickgewinnung mit Reveal
Decloaker durch. Spezifische Anweisungen finden
Sie im Reveal Decloaker-Datenblatt.

5-10 Minuten bei RT mit Background Punisher
inkubieren.

Pretreatment:

Protein Block
(Optional):

Primary . . . .
Antibody: 30 Minuten bei RT inkubieren.

Sonde: 10 Minuten bei RT mit einem sekundaren
Detection: Polymer inkubieren.

' Polymer: 20 Minuten bei RT mit einem

Tertidrpolymer inkubieren.

5 Minuten bei RT mit Biocare DAB inkubieren —
Chromogen: ODER — 5-7 Minuten bei RT mit Warp Red

inkubieren.

Gegenfarbung mit Hdmatoxylin. Mit entionisiertem
Counterstain: Wasser spiilen. Tragen Sie Tacha's Blueing

Solution 1 Minute lang auf. Mit entionisiertem
Wasser splen.

ONCORE Pro Automatisiertes Objekttrégerférbesystem:

OPAI3289 ist fiir die Verwendung mit dem ONCORE Pro vorgesehen.
Spezifische  Anweisungen zur Verwendung finden Sie im
Benutzerhandbuch. Protokollparameter im Protokolleditor sollten wie folgt
programmiert werden:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Frau HRP-Vorlage 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): ?512 (,:nledrlger pH-Wert;
Block Option: Puffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 Min., 25°C

Ventana Benchmark ULTRA:
AVI3289 ist fiir die Verwendung mit dem BenchMark ULTRA vorgesehen.

Spezifische  Anweisungen zur Verwendung finden Sie im
Benutzerhandbuch. Die empfohlenen Protokollparameter sind wie folgt:
Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 Minuten

Praprimarer Peroxidase-

Peroxidase: Inhibitor

Primary Antibody: 8 Minuten, 36°C

_Q-Serie — Filr Leica BOND-III:

ALI3289 ist fiir die Verwendung mit dem Leica BOND-III vorgesehen.
Spezifische  Anweisungen zur Verwendung finden Sie im
Benutzerhandbuch. Die empfohlenen Protokollparameter sind wie folgt:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC-Protokoll F

Detection: Bond Polymer Refine

Fax: 925-603-8080
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HIER: 10 Min. mit ER1
Peroxide Block: 5 Minuten
Marker (Primary Antibody): 15 Minuten
Post Primary: 8 Min
Polymer: 8 Min
Mixed Chromogen Refine: 10 Minuten
Hematoxylin: 5 Minuten

Qualitatskontrolle:

Siehe CLSI-Qualititsstandards fiir Design und Implementierung von
Immunhistochemie-Assays; Genehmigte Richtlinie — Zweite Auflage (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011s

Positive Gewebekontrolle: Mandel

Externe positive Kontrollmaterialien sollten frische Proben sein, die so schnell
wie moglich auf die gleiche Weise wie die Patientenprobe(n) fixiert,
verarbeitet und eingebettet werden. Positive Gewebekontrollen weisen auf
korrekt vorbereitetes Gewebe und geeignete Farbetechniken hin. In jedem
Farbedurchlauf sollte eine positive externe Gewebekontrolle fiir jeden Satz
Testbedingungen enthalten sein.

Die fiir die externen Positivkontrollmaterialien verwendeten Gewebe sollten
aus Patientenproben mit gut charakterisierten niedrigen Konzentrationen der
positiven Zielaktivitadt ausgewahlt werden, die eine schwach positive Farbung
ergeben. Der niedrige Positivitatsgrad fiir externe Positivkontrollen soll die
Erkennung geringfiigiger Veranderungen der primaren
Antikérperempfindlichkeit aufgrund von Instabilitdt oder Problemen mit der
IHC-Methodik gewabhrleisten. Im Handel erhdltliche
Gewebekontrollobjekttrdger oder Proben, die anders als die
Patientenprobe(n) verarbeitet wurden, validieren nur die Leistung der
Reagenzien und nicht die Gewebevorbereitung.

Bekannte positive Gewebekontrollen sollten nur zur Uberwachung der
korrekten Leistung verarbeiteter Gewebe und Testreagenzien verwendet
werden und nicht als Hilfe bei der Formulierung einer spezifischen Diagnose
von Patientenproben. Wenn die positiven Gewebekontrollen keine positive
Farbung zeigen, sollten die Ergebnisse mit den Testproben als ungliltig
betrachtet werden.

Negative Gewebekontrolle:

Verwenden Sie bei jedem Farbedurchlauf eine negative Gewebekontrolle
(bekanntermaBen HLA-B-negativ), die auf die gleiche Weise wie die
Patientenprobe(n) fixiert, verarbeitet und eingebettet wird, um die Spezifitat
des IHC-Primarantikdrpers zu (iberpriifen Nachweis des Zielantigens und um
einen Hinweis auf eine spezifische Hintergrundfarbung zu liefern (falsch
positive Farbung). Auch die Vielfalt der verschiedenen Zelltypen, die in den
meisten Gewebeschnitten vorhanden sind, kann dazu beitragen kénnen vom
Laboratorium als interne Negativkontrollstellen zur Uberpriifung der Leistung
des IHC verwendet werden Sperzifikationen. Die Arten und Quellen der
Proben, die fiir negatives Gewebe verwendet werden konnen Die
Steuerelemente sind im Abschnitt ,Leistungsmerkmale™ aufgefiihrt.

Wenn in der negativen Gewebekontrolle eine spezifische Farbung (falsch
positive Farbung) auftritt, sollten die Ergebnisse mit den Patientenproben als
ungliltig betrachtet werden.

Unspezifische Negativreagenzkontrolle:

Verwenden Sie anstelle des Primédrantikdrpers eine unspezifische
Negativreagenzkontrolle mit einem Abschnitt jeder Patientenprobe, um die
unspezifische Farbung zu bewerten und

ermdglichen eine bessere Interpretation der spezifischen Farbung an der
Antigenstelle. Idealerweise enthalt eine negative Reagenzkontrolle einen
HLA-B [BC43] IgG1 Kappa-Antikorper, der auf die gleiche Weise wie der
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Primarantikérper aus Gewebekulturiiberstand hergestellt wird, zeigt jedoch
keine spezifische Reaktivitdt mit menschlichen Geweben in derselben
Matrix/Losung wie der Biocare-Antikorper. Verdiinnen Sie einen negativen
Kontrollantikdrper auf die gleiche Immunglobulin- oder Proteinkonzentration
wie der verdlinnte Primdrantikérper Antikdrper unter Verwendung des
identischen Verdinnungsmittels. Wenn fotales Kalberserum nach der
Verarbeitung im unverdiinnten Antikérper zuriickbleibt, fétales Kalberserum
in einer Proteinkonzentration, die der verdiinnten entspricht Prim&rantikérper
im gleichen Verdinnungsmittel sind ebenfalls zur Verwendung geeignet.
(Siehe mitgeliefertes Reagenz). Die Verwendung von Verdiinnungsmittel
allein kann eine weniger wiinschenswerte Alternative zu den zuvor
beschriebenen negativen Reagenzienkontrollen sein. Die Inkubationszeit der
Negativreagenzkontrolle sollte der des Primarantikdrpers entsprechen.

Wenn Panels mit mehreren Antikdrpern auf Serienschnitten verwendet
werden, konnen die negativ geférbten Bereiche eines Objekttragers als
negative/unspezifische Bindungshintergrundkontrolle fiir andere Antikdrper
dienen. Um endogene Enzymaktivitdt oder unspezifische Bindung von
Enzymen von spezifischer Immunreaktivitdit zu unterscheiden, konnen
zusatzliche Patientengewebe ausschlieBlich mit Substrat-Chromogen oder
Enzymkomplexen (PAP, Avidin-Biotin, Streptavidin) bzw. Substrat-
Chromogen gefarbt werden.

Assay-Verifizierung:

Vor der erstmaligen Verwendung eines Antikdrpers oder Farbesystems in
einem diagnostischen Verfahren sollte der Benutzer die Spezifitat des
Antikdrpers Uberprifen, indem er ihn an einer Reihe interner Gewebe mit
bekannten immunhistochemischen Leistungsmerkmalen testet, die
bekanntermaBen positive und negative Gewebe darstellen. Beachten Sie die
zuvor in  diesem Abschnitt der Produktbeilage beschriebenen
Qualitatskontrollverfahren und die Qualitétskontrollempfehlungen des CAP-
Zertifizierungsprogramms: fiir Immunhistochemie und/oder die NCCLS IHC-
Leitliniex). Diese Qualitétskontrollverfahren sollten fiir jede neue
Antikdrpercharge oder bei jeder Anderung der Testparameter wiederholt
werden. Die im Abschnitt ,Leistungsmerkmale™ aufgefiihrten Gewebe sind
fur die Testverifizierung geeignet.

Fehlerbehebung:

Befolgen Sie die Antikdrper-spezifischen Protokollempfehlungen gema dem
bereitgestellten Datenblatt. Wenn atypische Ergebnisse auftreten, wenden
Sie sich unter 1-800-542-2002 an den technischen Support von Biocare.

Interpretation der Férbung:

Positive Gewebekontrolle:

Die mit dem angegebenen Antikdrper gefarbte positive Gewebekontrolle
sollte zundchst untersucht werden, um sicherzustellen, dass alle Reagenzien
ordnungsgemaB funktionieren. Die entsprechende Farbung der Zielzellen
(wie oben angegeben) weist auf eine positive Reaktivitat hin. Wenn die
positiven Gewebekontrollen keine positive Farbung zeigen, sollten alle
Ergebnisse mit den Testproben als ungiiltig betrachtet werden. Die Farbe des
Reaktionsprodukts kann abhangig von den verwendeten
Substratchromogenen variieren. Informationen zu den erwarteten
Farbreaktionen finden Sie in den Packungsbeilagen des Substrats. Dariiber
hinaus kann bei Variationen der Farbemethode Metachromasie beobachtet
werden.

Wenn eine Gegenfarbung verwendet wird, fiihrt die Gegenfarbung je nach
Inkubationsdauer und Wirksamkeit der verwendeten Gegenfarbung zu einer
Farbung der Zellkerne. UberméBiges oder unvollstindiges Gegenfarben kann
die korrekte Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen. Die empfohlene
Gegenfarbung finden Sie im/in den Protokollen.

Fax: 925-603-8080
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Negative Gewebekontrolle:

Die negative Gewebekontrolle sollte nach der positiven Gewebekontrolle
untersucht werden, um die Spezifitat der Markierung des Zielantigens durch
den Primarantikdrper zu Uberprifen. Das Fehlen einer spezifischen Farbung
in der negativen Gewebekontrolle bestatigt das Fehlen einer Antikorper-
Kreuzreaktivitat mit Zellen/Zellkomponenten. Wenn bei der negativen
externen Gewebekontrolle eine spezifische Farbung (falsch positive Farbung)
auftritt, sollten die Ergebnisse mit der Patientenprobe als ungililtig betrachtet
werden.

Wenn eine unspezifische Farbung vorliegt, wirkt sie normalerweise diffus. In
Schnitten aus (ibermaBig formalinfixiertem Gewebe kann es auch zu
sporadischen Verfarbungen des Bindegewebes kommen. Verwenden Sie
intakte Zellen zur Interpretation der Farbeergebnisse. Nekrotische oder
degenerierte Zellen verfarben sich haufig unspezifisch.

Patientengewebe:

Untersuchen Sie Patientenproben, die mit dem angegebenen Antikdrper
gefarbt sind zuletzt. Die Intensitat der positiven Farbung sollte im
Zusammenhang mit einer unspezifischen Hintergrundférbung der negativen
Reagenzkontrolle beurteilt werden. Wie bei jedem immunhistochemischen
Test bedeutet ein negatives Ergebnis, dass das Antigen nicht nachgewiesen
wurde und nicht, dass das Antigen in den untersuchten Zellen/Geweben
fehlte. Verwenden Sie bei Bedarf ein Antikorper-Panel, um falsch-negative
Reaktionen zu identifizieren.
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Spezifische Informationen zur angegebenen Antikérper-Immunreaktivitat
finden Sie unter ,,Zusammenfassung und Erlduterung, Einschrdnkungen und
Leistungsmerkmale®.

Einschrankungen:

Allgemeine Einschrankungen:

1. Flr/n vitro diagnostische Verwendung

2.  Dieses Produkt ist nur fiir den professionellen Gebrauch bestimmt: Die
Immunhistochemie ist ein mehrstufiger diagnostischer Prozess, der aus
einer speziellen Schulung zur Auswahl der geeigneten Reagenzien
besteht; Gewebeauswahl, -fixierung und -verarbeitung; Vorbereitung
der IHC-Folie; und Interpretation der Farbeergebnisse.

3. Die Gewebefdrbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des
Gewebes vor der Farbung ab. UnsachgemaBes Fixieren, Einfrieren,
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Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder Kontamination
mit anderen Geweben oder Flussigkeiten kann zu Artefakten,
Antikérpereinschliissen oder falsch negativen Ergebnissen fiihren.
Inkonsistente Ergebnisse kdénnen auf unterschiedliche Fixierungs- und
Einbettungsmethoden oder auf inhdrente UnregelmaBigkeiten im
Gewebe zuriickzufiihren sein.=

4. UbermiBiges oder unvollstindiges Gegenfirben kann die korrekte
Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen.

5. Die klinische Interpretation jeder positiven oder negativen Farbung
sollte im Kontext des klinischen Erscheinungsbilds, der Morphologie und
anderer histopathologischer Kriterien bewertet werden. Die klinische
Interpretation jeder positiven oder negativen Farbung sollte durch
morphologische Studien unter Verwendung geeigneter positiver und
negativer interner und externer Kontrollen sowie anderer
diagnostischer Tests erganzt werden. Es liegt in der Verantwortung
eines qualifizierten Pathologen, der mit der ordnungsgemaBen
Verwendung von IHC-Antikérpern, Reagenzien und Methoden vertraut
ist, alle Schritte zur Vorbereitung und Interpretation der endgiiltigen
IHC-Praparation zu interpretieren.

6. Die optimale Antikoérperverdiinnung und die Protokolle fiir eine
bestimmte Anwendung kdnnen variieren. Dazu gehéren unter anderem
die Fixierung, die Warmeriickgewinnungsmethode, die
Inkubationszeiten, die Dicke des Gewebeschnitts und das verwendete
Nachweiskit. Aufgrund der (berlegenen Empfindlichkeit dieser
einzigartigen Reagenzien gelten die aufgefiihrten empfohlenen
Inkubationszeiten und Titer nicht fiir andere Nachweissysteme, da die
Ergebnisse variieren kénnen. Die Empfehlungen und Protokolle im
Datenblatt basieren auf der ausschlieBlichen Verwendung von Biocare-
Produkten. Letztendlich liegt es in der Verantwortung des Forschers,
optimale Bedingungen zu ermitteln.

7.  Dieses Produkt ist nicht fiir die Verwendung in der Durchflusszytometrie
bestimmt. Fir  die  Durchflusszytometrie ~ wurden keine
Leistungsmerkmale ermittelt.

8.  Gewebe von Personen, die mit dem Hepatitis-B-Virus infiziert sind und
Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg) enthalten, konnen eine
unspezifische Farbung mit Meerrettichperoxidase aufweisen.:

9. Reagenzien kdnnen in zuvor nicht getesteten Geweben unerwartete
Reaktionen hervorrufen. Die Mdglichkeit unerwarteter Reaktionen
selbst in getesteten Gewebegruppen kann aufgrund der biologischen
Variabilitat der Antigenexpression in Neoplasmen oder anderen
pathologischen Geweben nicht vollstdndig ausgeschlossen werden.
Kontaktieren Sie den technischen Support von Biocare unter 1-800-542-
2002 oder (iber die technischen Supportinformationen auf biocare.net
mit dokumentierten unerwarteten Reaktionen.

10. Normale/nichtimmune Seren aus derselben tierischen Quelle wie
sekundare Antiseren, die in Blockierungsschritten verwendet werden,
kdénnen aufgrund von Autoantikdrpern oder natiirlichen Antikdrpern zu
falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen fiihren.

11. Falsch positive Ergebnisse kénnen aufgrund einer nicht
immunologischen Bindung von Proteinen oder
Substratreaktionsprodukten auftreten. Abhdngig von der Art der
verwendeten Immunférbung kdnnen sie auch durch
Pseudoperoxidaseaktivitat (Erythrozyten), endogene
Peroxidaseaktivitdt (Cytochrom C) oder endogenes Biotin (z. B. Leber,
Brust, Gehirn, Niere) verursacht werden.»

Produktsperzifische Einschrénkungen:
Es sind keine weiteren Einschrénkungen bekannt.

Leistungsmerkmale:
Sensitivitdt, Spezifitdt und Kreuzreaktivitdt sind in den Tabellen 1 bzw. 2
zusammengefasst.

Reproduzierbarkeit:

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]

Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

[German_|

Die Reproduzierbarkeit der Antikorperleistung wurde Uberpriift, indem
ausgewahltes Normal- und Tumorgewebe an verschiedenen Tagen und mit
verschiedenen Instrumenten von mehreren Bedienern getestet wurde. Die

Farbung der ausgewahlten Gewebe verlief konsistent und verlief wie erwartet.

Die Reproduzierbarkeit der Farbung innerhalb eines Laufs wurde durch
Farben von fiinf Geweben, die dasselbe Gewebe enthielten, auf mehreren
Instrumenten bestimmt.

Die Reproduzierbarkeit der Farbung zwischen Durchldufen wurde bestimmt,
indem finf Objekttrager, die das gleiche Gewebe enthielten, an drei
Tagen/Durchldufen auf demselben Gerat gefarbt wurden. Alle Tests wurden
mit denselben Ergebnissen gemaB den internen Bewertungsrichtlinien von
Biocare bestanden.

Immunreaktivitét:
Die folgenden positiven und negativen Immunreaktivitdten wurden in den
Tabellen 1 und 2 unten gezeigt.

Die nachstehende Liste erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit, sondern
charakterisiert die Arten von Immunreaktivitdten, die mit dem angegebenen
Antikérper beobachtet werden.

Zusammentassung der erwarteten Ergebnisse:

Es wurde festgestellt, dass dieser Antikdrper mit allen Arten von Geweben,
an denen er getestet wurde, immunreaktiv ist, einschlieBlich aller Arten von
Lymphomen und normalem menschlichem Gewebe. Die Farbung ist
liberwiegend membrands, kann aber in Proben mit hoher Expression auch
zytoplasmatisch erscheinen. Die Farbung ist Uiberwiegend in Endothelzellen
und Lymphozyten vorhanden, wobei die Pravalenz in Epithelzellen in einigen
Geweben geringer ist.

Tabelle 1:Sensitivitdt und Spezifitdit wurden durch Testen von
formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem erkranktem Gewebe bestimmt.

Ti Positive Total
issue

Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabelle 2:Die Kreuzreaktivitit des Gewebes wurde durch Testen
formalinfixierter, in Paraffin eingebetteter normaler Gewebe bestimmt.

Gewebe Positive Falle | Gesamtzahl der Falle
GroBhirn 5 6
Kleinhirn 3 3
Adrenalin 3 3
Eierstock 2 3
Pankreas 3 3
Lymphknoten 3 3
Luftréhre 3 3
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Hoden 5 5
Schilddriise 3 3
Brust 2 2
Milz 4 4
Mandel 3 3
Thymusdrise 3 3
Knochenmark 3 3
Lunge 3 3
Herz 3 3
Speiserdhre 3 3
Magen 2 3
Dinndarm 3 3
Doppelpunkt 3 3
Leber 3 3
Speicheldriise 3 3
Niere 3 3
Prostata 3 3
Gebarmutter 3 3
Gebarmutterhals 3 3
Skelettmuskulatur 2 3
Haut 2 2
Peripherer Nerv 3 3
Auskleidung von Zellen | 2 2
Auge 3 3
Larynx 3 3
Fehlerbehebung:

1. Keine Farbung der Objekttriger — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
positives Kontrollgewebe, Antikdrper und Nachweisprodukte verwendet
wurden.

2. Schwache Farbung aller Objekttrager — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
positives Kontrollgewebe, Antikdrper und Nachweisprodukte verwendet
wurden.

3. UbermaBiger Hintergrund auf allen Objekttrégern — Es kdnnen hohe
Mengen an endogenem Biotin (bei Verwendung biotinbasierter
Nachweisprodukte), endogene HRP-Aktivitdt, die Chromogen in ein
farbiges Endprodukt umwandelt (Peroxidase-Block verwenden), oder
libermaBige unspezifische Proteininteraktion (Verwendung eines
Proteins) vorhanden sein (z. B. eine Serum- oder Casein-basierte
Blockierungslosung).

4. Gewebeschnitte werden wdhrend der Inkubation von den
Objekttragern abgewaschen — Uberpriifen Sie die Objekttrager, um
sicherzustellen, dass sie positiv geladen sind.

5. Spezifische Farbung zu dunkel — Uberpriifen Sie das Protokoll, um
festzustellen, ob der richtige Antikdrpertiter auf den Objekttrdger
aufgetragen wurde und ob die Inkubationszeiten fiir alle Reagenzien
korrekt sind. Stellen Sie auBerdem sicher, dass das Protokoll geniigend
Waschschritte enthélt, um Uberschiissige Reagenzien nach Abschluss
der Inkubationsschritte zu entfernen.
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Ultraline-Antikérper werden ausschlieBlich von Biocare Medical LLC
entwickelt und bedeuten nicht die Genehmigung oder Empfehlung von
Biocare-Antikérpern durch Ventana Medical Systems, Inc oder Roche. Biocare,
Ventana und Roche sind in keiner Weise verbunden, verbunden oder
verbunden. Ventana®, BenchMark®, ultraView und OptiView sind Marken
von Roche.

Antikérper der Q-Serie werden ausschlieBlich von Biocare Medical LLC
entwickelt und bedeuten keine Genehmigung oder Empfehlung von Biocare-
Antikérpern durch Leica Biosystems. Biocare und Leica Biosystems sind in
keiner Weise verbunden oder verbunden. Leica, Leica Biosystems, BOND-
MAX und BOND-III sind Marken von Leica Biosystems.
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Available Product Formats
Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

MpoBAendpevn xpion:
Main vitro AilayvwoTikn Xprion

To HLA-B [BC43] €ival éva PovokAwVIKO avTiowpa NovTikoU nou npoopileTal
yla €pyacTnpiakn xprion agou xel yivel n apxikn diayvwaon Tou OYKOU HE
oupBaTikr 1oTonaboAoyia XpNOILOMOIOVTAG KN AVOOOAOYIKEG IOTOXNMIKES
knNideG, yia Tnv noIoTIK avayvwpion Tou HLA-B  npwTeivng pe
avoooioToxnueia (IHC) oe avBpwnivoug 10TOUG HE  QPOPHAAivN
evowpaTwpévoug os napagivn (FFPE). H kAvikr) epunveia onolaodrnote
Xpwong f anouoiag Tng 6a NpENel va OUMNANPWVETAl PE HOPMOAOYIKEG
HENETEG pE Xprion KaTaMnAwv eAéyxwv kal Ba npénel va agloAoyeital aTo
nAaiolo Tou KAIVIKOU 10TOpIKOU Tou acBevoug kal AAwV dlayvwoTIK@V
e€eTaoEwV anod eBIKEUpPEVO NABoAOYo wG BonBnua otn Afwn Tuxov aMwv
KAIVIK®V NPpoCSIopIoHMY.

MepiAnyn ka1 Ene§nynon:

To HLA-B eival éva €EQIpETIKA MOAUHOPQIKO MNPWTEIVIKO Yyovidlo nou
kwdikonolei To kUpIo aUunAeypa katnyopiag I ioTooupBatoTnTag (MHC-I).s
Ta popia MHC Ta&ng I ekppalovral oTnv KUTTApIKN enipaveia, deapetovrag
Kal napouaiafovTag avTiyovika nenTidia ota CD8+ T Aeu@okUTTApa yid va
HECOAQBNOOUV OTIC aVOOOAOYIKEG AMOKPICEIG EVAVTI TWV EVOOKUTTAPIKGOV
naboyovwv Kal TwV KapKivawv. s

Apxn Aladikaciag:

AuTO TO NPOIOV avTIOMUATOC WMopeEi va Xpnoiponoindei wg To npwTelov
avTiowWa o€ SOKIUEG AVOTOIOTOXNMEIAG THNHATWY IGTOU HOVILOMOINUEVWY HE
(POPHAAIvN, EVOWUATWHEVWY OE napagivn. Fevika, n avogoioTtoxnuikn (IHC)
0l TEXVIKEG XpWONG ENITPENOUV TNV OMTIKOMNOINGN TWV AVTIYOVWV HETK TNG
31adoXIKNG €Papuoync Tou a €dIKO avTiowua oTo avTiyovo (NpwTelov
avTiowya), éva deuTepeliov avTiowPa OTO NPWTEUOV avTiowa (NPOoaIpeTIKO
avTiowyga oUvdeong/avixveutng), éva oUpnAeypa evfUpwv  Kal  €va
XPWHOYOVOo undoTpwia We napepBalopeva otadia eknAuong. H evlupartikn
EVEPYOMOINON TOU XPWHOYOVOU EXEl WG AMOTEAECHA £va opaTtod Mpoiov
avTidpaong oTn B€on Tou avTiyovou. STn Ouveéxela, To deiypa pnopei va
avTIXPWHATIOTEl  kal va yNOTpRoel To KAAuppa. Ta  anoteAéopata
€punvelovTal XpNOILONoIOVTAG £va QWG MIKPOOKOMIo kai Bonbeia oTn
dlapopikn d1ayvwaon NaBopualoAoyIK®V SIEpYaci®V, NoU UMopPEi 1 unopei va
HNV OXeTICETaI E £Va GUYKEKPIUEVO AVTIYOVO.

YAika kai pé@odoi:

Mapexdueva avridpaoTrpia:

Mnyn oikodeondTN:MovTiKI HOVOKAWVIKO

AvTiIdpaoTikOTnTa €id0UG:O avBpwnog, AMa €idn nou dev €xouv
JOKIJaoTEI.

KAwvonoinon:n.X.43

IooTunog:IgGl kana

ZUYKEVTPWON NPWTEIVNGAVATPEETE OTNV ETIKETA Tou (IaNidiou yia
OUYKEKPIPEVN OUYKEVTPWOT.

EdIk ouykévTpwon IgG: EMIKOIVWVAOTE WE TNV TEXVIKA UMOCTAPIEN TNG
Biocare

EidikoTnTa:HLA-B

EvToniopog KIVTHG ThAEpwviag: KutTapikn Pepppavn
M£6060G:MovOKAWVO MovTIKoU KaBapIoWEVO HE OUYYEVEID
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AvaocuoTaon, avapsign, apainon, TITAod0TNOoN:

To npoapaiwyévo avTIBPAoTPIO AVTIOWPATOG APAIVETAlI BEATIOTA yia
XPNon He Ta napanavw ava@epOpeva OuoTAPATa Xpwong Meparépw
apaiwon Knopei va odnynoel 0 anwA€ia Xpwong avtiyovou. Mepaimépw
apaiwon pnopsi va odnynoel o anmAgla Xpwong avTiyovou. O Xpnotng
npénel va €niKUpWaoel onoladnnoTe TeETola alAayr. AldQopég oTnv
eneepyaaia 10TQV Kai aTIg TEXVIKEG dladikaoieg
OTO EPYACTNPIO TOU XPNOTN HMOpPEi va NpokaAéoel onuavTikn diakupavon
0Ta anoTeAéoPaTa nou anairoUV TNV TAKTIKT) EKTENETN E0WTEPIKAV EAEYXWV
(BA. evoTnTa MoIoTIKOG EAEYXOG).

To GUMNUKVWPEVO avTIdPAaTrPIO anaitei apaiwon Onwg unodeikvUETal oTOV
napandvw nivaka.

F'VWOTEG EQPAPHOYEG:
AvoooioToxnueia (10Toi EVowPaTwUEVOI O Napagivn oTabeponoinuevol e
(poppaAivn)

MapéxeTal wg:Pubuiousvo alatouxo didAupa, 5.9-7.4,mou nepiExsl £vav
PopEa npwTeivng kal Aiyotepo and 0,1% ouvtnpnTikd alidiou Tou vaTpiou.
Acite To ®UNMO Acdopévwv ATPaleiag yia NpOCBETEG AENTOPEPEIEG.

YAk kal avTidpaoTnpia Nou anairouvral aAAa dev napéxovrai:
To pikpookonio oAigBaivel BETIKA (POPTICHEVO.

OETIKOI Kal apvnTIKOi EAEYXOI I0TMV

Desert Chamber (1) NnapOUoIog poUPVOG GTEYVMOMATOG)
ZuAdAIo 1y unokaTtaoTaTo EuAoAiou

AIBavoAn f aAkodAn avTidpaoTnpiou

©daAapog anokaluyng (XUTpa TaxuTnTac)
AnIOVIOUEVO I} aNECTAYHEVO VEPO

PuBpIoTIKO diGAupa NAUONG

AvTidpacTrpia NpoeneEepyaaiag

Mnhok unepogeidaong

Mnhok NpwTeivng (NPoaIpeTIKO)

AVIXVEUTNG aViXVEUONG Kal MOAUMEPEG

AvTIdpacThpIia apvnTIKoU EAEyXOU

Xpwuoyova

AiuaTto€uAivn (avTixpnon)

MnAe avTidpacTrpio

Méago TonoBETnang

KaAuppa

Mikpoakonio GwTOG (UeyéBuvan 40-400X)
*AIQUOPPWOEIG TOU MPOIOVTOG avTIoWHATOG €ival SIaBETIKES yia Xprion oTa
opyava rnou unodeikvUovTal oTovV Napanave nivaka.

AnoBnksuon kai oTabepoTnTa:

®uAaocoetal otoug 2°C €wg 8°C. To mpoiov eival oTaBepd WEXPI TNV
nuepopnvia ARENG nou avaypd@eTrar oTnv ETIKETA Tou @ialidiou, oTav
(PUAACOETal UNO QUTEG TIG OUVONkeG. Na pn xpnolgonoleiTal PETa Tnv
nuepopnvia Agnc. H anoBrikeuon und onoleadnnNoTE GUVBNKEG EKTOG anod
auTéG nou kaBopilovral npénel va enaAnBesletal. Ta  apaiwpeva
avTidpacTnpia Ba npénel va XpnolhonoloUvTal auéows. (QUAAETE TuxXOV
unoAeinopevo avTidpaoTnpio otoug 2°C éwg 8°C. H oTabepdtnTa ToOU
avTidpaacTnpiou apaiwpévou XpRoTn dev €xel TEKUNPIwOei anod Tn Biocare.
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Ol BeTiKoi kal oI apvnTiKoi PAPTUPEG Ba npénel va ekTehoUvTal TAUTOXpovVA
We 0Aa Ta deiypata aoBevwv. Eav napatnpnOei anpoadoknTn Xpwaon nou dev
unopei va €EnynBsi and dIapopEC OTIC EpYacTnpIakeG diadikacieg kal UNdapyel
unowia yia npoBANUa He To avTiOWHa, EMIKOIVWVAOTE HE TNV TEXVIKN
Ynootpi€n Tng Biocare oto 1-800-542-2002 1 WECW TWV NANPOPOPIAV
TEXVIKNAG UNOCTNPIENG Nou napéxovral aTo biocare.net.

NposToipacia deiyparog:

IoToi oTepewpévol oe Popupalivn gival kaTaAnAa yia xprion npiv and tnv
evowpaTwon napagivng. Or ooTIKoI 10Toi Ba Npénel va anaoBeoTwvovTal npiv
and Tnv enegepyaaia Tou 10ToU yia va dieukoAuvBei n konr Tou IoToU Kai va
anopeuxBei N {NUIa OTIC AEMIOEG TOU HIKPOTOMOU. 12

Ol OWOTA OTEPEWMEVOl KAl EVOWUATWHEVOI 10TOI Mou ek@palouv Tov
KaBopIopEVO aTOXO avTiyovou Ba npénel va pUAGooovTal o€ dpoaePd HEPOG.
0 vopog yia Tn BeATiwaon Tou kAivikoU epyacTnpiou (CLIA) Tou 1988 anarrei
oTo 42 CFR8§493.1259(B) oTI «To epyaaTrplo Npénel va dlaTtnpei AeKIaopEVEG
QVTIKEIMEVOPOPOUG MAAGKEG TOUAAXIOTOV dEka Xpovia and Tnv nuepounvia
€€€Taon kal diaTEnon TV TUNUATWV JelyHaTwy TouhdyxioTov dUo xpovia
anoé Tnv nuepopnvia eEETaona.»:

Oepangia 1I0TOV Npiv anod Tn Xpwon:

ExteNéote Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) oUpgwva pe 1o
NPOTEIVOUEVO NPWTOKOANO Napakatw. H TakTikn xprion Tou HIER npiv ano
Tnv IHC éxel anodeixBei 0TI eAayioTonolei TNV acuvénesid Kal TUMOMOIEL T

Xpwon.+

Mpo&idonoinan kai npo@UAGEEIG:

1. Autd To avtiowpa nepiExel AiyoTtepo anod 0,1% alidio Tou vartpiou. Ol
OUYKEVTPWOEIG MIKPOTEPEG ano 0,1% dev eival emikivduva UNIKA nou pnopolv
va avapepBouv cUPewva pe To 29 CFR 1910.1200 Twv HIMA, Tnv avakoivwaon
Kivduvou OSHA kai Tnv Odnyia 91/155/EK Tng EK. AZidio Tou vatpiou (NaNs)
XPNOIKONOIEITal WG oUVTNPENTIKO eival ToEIkd €av katanoBei. To alidio Tou
vaTpiou Pnopei va avTidpacel Je TIG udPAUAIKEG EYKATAOTACEIC HOAUBSOU Kal
XaAkoU yia va oxnuaTiosl EaIpeTIKA ekpnKTIKA alidia PeTaAwv. MeTa Tnv
anoppiyn, EENAUVETE We PEYAAEG MOCOTNTEG vEPOU YIa va AMOTPEWETE TN
ouoowpeuon adidiwv oTIG udpauAIkéG eykaTtaoTdoelg. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)s
2. Ta deiypara, npiv Kal PETA Tn OTEPEWQN, KAl OAA Ta UAIKA nou ekTiBevTal
O€ auTa Ba npEnel va avTIPETWNICovTal oav va eival Ikava va PeTadnaoouy
HOAUVON Kal va anoppinTovTal We TIG KaTAANAEG Npo@UAGEEIG. MoTE pnv
METAQEPETE Ta avTIdPACTHPIA e MINETA and To OTOWA Kal ano@UYETE TNV
€nagr Tou SEPPATOC Kal Twv BAEVVOYOVWV HE avTidpacTnpia kal deiyyara.
Eav Ta avmidpacTrpia f Ta deiypata £pBouv O enagr ME €uaiobnTeg
NEPIOXES, NAUVETE e G@Bovn nocdTnTa vepou.”

3. H pikpopBiakn poAuvon Twv avTidpaoTnpiwv Pnopei va odnyroel os al&non
NG N EIBIKAG XPWONG.

4. Xpovol enwacng f Bepokpacies dIAPOPETIKEG anod auTéC nou kadopilovTal
pnopei va dwoouv eo@alpéva anotedéoparta. O XprioTng npénel va
ENIKUPWOEI onoiadnnoTe TETola aAAayr.

5. Mn xpnoiUonoleite To avTidPAcTAPIO PETA TNV Nuepopnvia AREng nou
avaypagetal oTo pialidio.

6. To npoapaiwyévo avTidpacThpio avTIoWPATOC apalVveTal BEATIOTA yia
xpnon. Mepamépw apaiwon Wnopei va odnynosl O anwAeid Xpwong
avTiyovou.

7. H apaiwon Tou CUPNUKVWUEVOU avTIdpacTnpiou avTionPATog Npénel va
enkupwOei npiv and Tn xpron. Kabe xpnaoionoloUpeVo apdiwTIKO nou dev
ouvioTaTal €I0IKA NPENEl €NioNG va EMIKUPWVETAl yid ouupaTotnTa Kai
oTabepoTnTa.

8. To SDS civar diaBéoiyo katoniv airiuaTog kai Bpiokerar otn dielBuvan
http://biocare.net.
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0dnyieg xpiiong:
SUVIOTWHEVA NPWTOKOAG Xpwong yia HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX kai XglpokivnTn Xpnon:

To API3289 yia intelliPATH FLX kai XlpokivnTn Xpron, €Xel Tunonoinosi
pe MACH 4 ouoTnua avixveuong. Xpnoiponoiriote TBS yia Ta Brjuara
nAugipaTog.

Peroxide Block: AnokAeioTe yia 5 Aenta Je Peroxidazed 1.
EkTeAéOTE avakTnon BepuoTNTAg
XpnoiponoinvTag To Reveal Decloaker. AvaTpegTe
oTo PUAO dedopévwy Reveal Decloaker yia
OUYKEKPIPEVEG 0dnyiec.

Pretreatment:

Protein Block EnwdaoTe yia 5-10 Aenta o RT pe Background

(Optional): Punisher.

Primary , .

Antibody: Enwaocte yia 30 AenTa og OA.
Avixveutng: EnwdoTe yia 10 AenTtd o€ OA pe éva

I OeuUTEPEUOV NOAUMIEDEG.

Detection: MoAupepéc: EnwaoTe yia 20 AenTtd og OA pe
TPITOTAYEG MOAUHEPEG.

Chromogen: EnwaoTe yia 5 Aenta og RT pe To DAB Tng Biocare

—'H — EnwacTe yia 5-7 Aenta o RT e Warp Red.

AvTixpnon e aiuaTogUAivn. ZENAUVETE P
anioviopévo vepo. EpappudoTe Tacha's Blueing
Solution yia 1 AenTo. ZeNAUVETE e ANIOVIOPEVO
VEPO.

Counterstain:

_ Autoparonoinpévo cioTnua Xpaong diagpaveiov ONCORE Pro:
To OPAI3289 npoopileTal yia xprion pe To ONCORE Pro. AvaTpéEte oTo
EyxeIpidlo XproTn yla OUYKEKPIUEVEG 0dnyieg Xpriong. O1 napduetpol
npwTokOAMou oTov Ene€epyaotry [MMpwTokoAou 6a npénel  va
NpOoypPapaTioTouV We NG

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): MpdTuno Ms HRP 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, xaunho pH; 10INTO

Block Option: PuBpioTng

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 AenTa, 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

To AVI3289 npoopileTal yia xprion e To BenchMark ULTRA. AvaTpéETe
oto Eyxepidlo XproTn yia OUyKekpipéveg odnyieg xpnong Ol
OUVIOTOHEVEG NAPAKETPOI NPWTOKOAMOU €ival o1 €8n7G:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 AenTd

Mpo-NpWTOYEVIG avacToAEdG

Peroxidase: unEpOEEIdAONG

Primary Antibody: 8 Aentd, 36°C

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080
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Ze1pa Q — lNa Leica BOND-III:
To ALI3289 npoopileTal yia xpron pe To Leica BOND-III. AvaTpsEre aTo
Eyxeipidlo XproTn yia OUYKEKPIUEVEG 0dnyieg Xpriong. Ol OUVICTWMEVEG
napdueTpol NpwTokOAAOU gival ol €&nc:
Chromogen Staining Option
Protocol Name:

DAB
MpwTdkoAo IHC F

Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 AenTa pe ER1
Peroxide Block: 5 AenTa
Marker (Primary Antibody): 15 AenTa
Post Primary: 8 A\entd
Polymer: 8 Aentd
Mixed Chromogen Refine: 10 AenTa
Hematoxylin: 5 AenTa

EAgyxog noioTnTag:

AvaTpéEte oTa npdTuna noiotnTag Tou CLSI yia Tov oxediaoud kai Tnv
epapyoyny avaAloewv avoooioToxnueiag. Eykekpiyévn Odnyia-AelTepn
£kdoan (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA HIMA (www.clsi.org). 2011s

OeTIKOG ENeyX0G I0TOU: MapwTida

Ta ulhika e€wTepikol BeTikoU eAéyxou Ba npénel va sival ppéoka deiypaTa
nou OTEPEWVOVTal, UNoBaAlovTal Oe enefepyania Kal EVOWUATAVOVTAl TO
OUVTOHOTEPO SuvaTo He Tov idIo TPoMo onwg To(a) deiypa(a) acbevoug. Ol
BeTIKOI £AEyXOl 10TV €ival VOEIKTIKOI TWV OWOTA MPOETOINACHEVWY I0TMV
Kal TwV KaTaAMnAwV TexVIKOV Xpwone. 'Evag BeTIkOG eEwTEPIKOG HapTUPAG
I0TOU yia KaBe oUvoho auvenkwv dokiung Ba npénel va nepiAapBaveral og
KGO SOKIUN XpWonG.

O1 10Toi Mou XpnoiponoloUvTal yia Td UNKG EwTepikoU BeTIKoU eAéyyou Ba
npénel va emAéyovtal and Oeiypata acBevwv He KaAd XapakTnpiopéva
XauNAG enineda BeTIkAG dpacTnEIGTNTAG OTOXOU nou divel acBevr BETIKN
Xpwaon. To xapnAd eninedo BeTIKOTNTAG YIa eEWTEPIKOUG BETIKOUG HAPTUPES
£xel oxediaoTei yia va dlao@alilel TNV avixveuan avenaiodnTwv alaywv
aTnV €uaioBnaia Tou NpwToyeVOUG avTIoMKATOG anod acTabela r) npoBAnuaTa
He Tn peBodoloyia IHC. O1 nAakeg eA€yyou 1I0ToU nou diaTiBevTal aTo undpio
f Ta SeiyaTa nou £XoUv UNoaTei BIAPOPETIKN eneEepyaaia anod Ta deiypara
aoBevoug enIKUPWVOUV POVO Tnv anddoon Tou avTidpacTnpiou kal Oev
enaAnBelouv Tnv nposTolydaaia 10ToU.

O1 yvwaToi BeTIKOI HAPTUPEG IOTWV Ba NpEnel va XpnaiydonololvTal Jovo yia
TNV napakoAoUdnan TnNG OwaoTNG anodoong TwV ENEEEPYAOHEVWY I0TMV Kal
TwV SOKIHAOTIKWV avTidpacTnpiny, napd wg Borénua otn dIagoppwaon Hiag
OUYKEKPIPEVNG DIGyvwaong SelyaTwy acBevawv. EGv ol BETIKOI HAPTUPEC IoTOU
dev kataQepouv va emideifouv BeTIKR Xpwon, Ta anoTeAéopara Pe Ta
deiypaTa dokiung Ba npénel va BewpolvTal akupa.

ApvNTIKOG EAEYXOG 10TOU:

XpnaoidonoifaTe évav apvnTikO PapTupa 10ToU (YVwaoTo OTI gival apvnTIKOG
HLA-B) oTaBeponoinyevog, ENEEEPYAOIEVOG KAl EVOWUATWHEVOG HE TPOMO
navopoloTuno pe To(a) deiypa(a) acBevolg pe kabe diadikaoia xpwong yia
va enaknBeloeTe Tnv &BIKOTNTA TOU MPWToyevoUG avTiowpatog IHC yia
€NideIEn TOu avTiyovou OTOXOU Kal yia napoxr €vOeiEng €ISIKNG Xpwong
unopadpou (weudwg BeTIkr Xpwaon). Eniong, n noikiAia SiapopeTikwv TUNWV
KUTTApWV MoU Undpyouv OTd MNEPICCOTEPA TUNAWATA I0TOU Wnopei va
XpnoigonoinBolv and Tov £pyacTnpio WG E0WTEPIKEG BECEIC apvnTikoU
eAEyxou yia Tnv enainbeuon Tng anodoong Tou IHC Mpodiaypagég. O TUnol
Kal ol NNYEG Twv JEYHATWY MoU Pnopouv va Xpnoiponoin8olv yia apvnTiko
1070 Ta oToixeia eAéyxou napatiBevral oTnV evOTNTA XApaKTNPIOTIKA
anodoong.

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
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Edav epgavioTei e1d1kr xpmon (Weudwg BTIKN Xpwan) OToV apvnTIKO JapTupa
10ToU, Ta anoTeAéopaTa We Ta deiypaTta acBevwv Ba npénel va BswpouvTal
akupa.

Mn e101KOG apvnTIKOG EAEYXOG avTidpaaTnpiou:

XpnoigonoinaoTe €vav pn 1d1ko papTupa apvnTikoU avTidpacTnpiou aTn B£on
TOU NPWTOYEVOUG QVTIOOMATOC HE HIa ToUr and kabe deiypa agBevoug yia va
a&loAoynaosTe TN [N 181K XpWwaon Kal

EMITPENOUV TNV KaAUTEPN epunveia TnG eIBIKNG Xpwong otn 6£on Tou
avTiyovou. ETnv  10aviknp  MePINTwon, &€vag  apvnTikog  pdapTupag
avTidpaoTnpiou nepiéxel €va avriowpa HLA-B [BC43] IgGl Kappa mnou
napdyeTal and UNEPKEIEVO UypO KAAIEPYEIAG I0TAV HE ToV idIo TPOMO ONwG
TO NpwTeUOV avTiowid, aAAa dev napouacialel 101K avTIdPAoTIKOTNTA HE
avBpwnivoug 10ToU¢ oTnv idla pATpa/didAupa pe To Biocare avtiowpa.
ApaiOTE €va avTiowya apvnTikoU HApTUPa OTnV idla  GUYKEVTPWON
avoooo@aipivng 1 MNpwTEiVNG HE TO APAIWMPEVO MPWTOYEVEG aVTIOWHA
XPNolLonolwvTag To idlo apalwTiko. Edv o euBpuikog opdg Poaxou diatnpeiTal
oTo kaBapod avTiowpa PETa TNV enegepyacia, o opdg euPplou pOOXOU OF
OUYKEVTPWON MPWTEIVNG 100dUvapn e TNV apaiwpévn To NPWTOYEVEG
avTiowya oTo idlo apalwTIkd €ival eniong kaTtaAnAo yia xpnon. (AvaTpEte
OTO MapeXopevo avmidpaoTnipio). To apaiwTikd pOvo  pnopei  va
XPNoiponoindei wg AiyoTepo MBUMNTT eVAANAKTIKR AUGN OTA NPONYOUHEVWG
neplypaQevTa apvnTika avTidpaoTnpia eAéyxou. H nepiodog enmacng yia Tov
apvnTikO pdpTupa avTidpacTnpiou MNpENEl va avTIOTOIXEl O auTr Tou
NPWTOYEVOUG QVTICWHATOG.

‘OTav xpnoidonoloUvTal Naveh NoANOV avTICWHATWY O OEIPIAKEG TOWEG, Ol
apvnTIKa XpWHATIOPEVEG NEPIOXEG HIAG AVTIKEIMEVOPOPOU NAAKAG Hnopei va
XPNolueloouv wG EAeyxog unoBabpou apvnTIKNG/UN €I8IKNG déopEUaNC yia
aMa avrioopata. MNa va diagoponoinBei n  evdoyevng  evIUMIKN
dpaotnpioTnTa | N Wn edik Oféopeuon evlUuwv and Tnv  €I0IKn
avoooavTIdPacTIKOTNTA, EMIMAEOV I0TOI AGBEVWV UMOPOUV VA XPpWHATIOTOUV
anoKAEIOTIKA We OUMNAOKA UMOCTPWUATOG-XpwHOYyovou ) evlupou (PAP,
apidivn-BioTivn, oTpenTapidivn) Kal UNOCTPWHA-XPWHOYOVO, avTioToIxd.

EnaAneuon dokiyaciag:

Mpiv and Tnv apxIikn Xpron €vog avTiIo®UATog f} CUCTAATOG XPMONG O< Hia
dlayvwaTikn diadikacia, o XproTng Ba npénel va enaAnBeloel Ty €18IKOTNTA
TOU aVvTIOWHATOG SOKIUAOVTAG TO OE Ia OEIPA ECWTEPIKWV IOTWV HE YVWOTA
avoooioTOXNMIKG XapaKTNPIOTIKG anddoong nou avTinpoownelouv yvwaToug
BeTIkoUG kal apvnTIKOUG I0TOUG. AvaTpEETE OTIC S1adIKasies NOIOTIKOU EAEYXOU
nou MEPIYPAPNKAV MPONYOUHEVWG O AUTAV TNV €VOTNTA TOU €vBETOU
npoiovTog Kal OTIG OUCTACEIC MOIOTIKOU €AEyXOU TOU MPOYPAHaTog
nioTonoinang CAPs yia Tnv avoooioToxnKeia kai/f TNV KaTeuBuvTnpia ypauun
NCCLS IHC»). AuTég o diadikaoieg noloTikou eAéyxou 6a npémel va
enavaAappavovTal yia kabe véa napTida avTIowUATwV r OnoTe UNdpyel
al\ayn| oTi¢ napapéTpoug TnG avaiuong. O1 10Toi Nou avagépovTal aTnv
EvotnTa XapaktnpioTikd Anddoong ival kataAAnAol yia enaAnBeucn Tng
avaAuong.

AVTIPET®ONION NPOBANHATWV:

AKOAOUBNOTE TIG CUOTACEIC TOU €I0IKOU MPWTOKOAAOU yia Ta avTIOWHATA
oUU@WvVa Pe TO NApeXOHEVO QUM dedopévwv. Edv nmpokUwouv artuna
anoTeAE0UATa, ENIKOIVWVAOTE WE TNV TexvIKn YNnooTnpi&n Tng Biocare oTo 1-
800-542-2002.

Epunveia TnG Xpwong:

OETIKOG ENeYX0G I0TOU:

O BeTIKOG HAPTUPAG IOTOU MOU EXEl XPWHATIOTE! HE EVOEIKVUOHPEVO aVTIOWHA
Ba npénel va eEeTaaTei NpwTa yia va dianioTwOei 0TI 0Aa Ta avTidpacTnpia
Aermoupyolv owoTd. H kaTaAnAn Xpwon Twv KUTTApwVv-oToXwv (0nwg
UnodeIkvUETal Napanavw) €ivar evBEIKTIKN TNG BETIKAG avTidpaaTIKOTNTAC,
Edv o1 BeTIKOi HAPTUPEG IOTOU ANOTUXOUV va eNIBeiEouv BETIKN Xpwar, TUXOV

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

anoTeAéoparta pe Ta deiypata dokipng Ba npénel va Bswpolvtal akupa. To
XPWHA TOU MPOoIOVTOG avTidpaong Mnopei va nolkilMel avahoya pe Ta
XPWHOYOva Tou UNooTPWKAToG Nou XpnaiponoloUvTal. AvatpéETe aTa €vBeTa
OUOKEUAoiag ToU  UMOCTPOMATOG VYIa TIG QVAUEVOUEVEG XPWHATIKEG
avTidpaosic. Mepamépw, HeTaxpwpacia unopei va napatnpnBei ot
napalAay£g Tng HeBOdou Xpwang.:

‘OTav XpNoIUomNOIEiTal avTiXpWwor, avaAoya Je To PRKOG EN®Wacng Kai Tnv 1oxU
NG avTIXpWONG Mou XpnoiporolsiTal, n avrixpwon 6a odnynosl ot
XPWHATIONO TWV KUTTAPIKOV Nuprvev. H unepBolikn 1 aTeAng avrixpwon
Jropei va B£oel 0t KivOUVO Tn OWOTN E€PUNVEId TWV AMOTEAECHATWV.
AvaTpeETe aTo(a) NpwTokoAo(a) yia NPOTEIVOUEVN QVTIXPWON.

ApvNTIKOG EAEYXOG 10TOU:

O apvnTIKOG WapTupag 10ToU Ba npenel va eEetaleTal PETA Tov BETIKO
MapTupa I0TOU yia va €naAnBeutel n €BIKOTNTA TNG €MICAUAVONG ToU
avTIyovou GTOXOU anod To NpwTelov avriowua. H anoucia €18IknG Xpwong
oToV apvnTIKO €Aeyxo 10ToU eniBeBainvel TNV EANeIYn SIAOTAUPOUMEVNG
avTIdPacTIKOTNTAG AVTIOWUATOG Of KUTTAPA/KUTTAPIKG ouoTaTika. Eav
eppavioTei €181k Xpwon (Weudwg BETIKN XpWan) GTOV apvnTIKO EEWTEPIKO
MapTupa 10ToU, Ta anoTeAéopata pe To deiypa acBevolg Ba npénel va
BswpnBouv akupa.

H un €8Ik xpwon, €av undapxel, £xel ouvnBwE dIaxuTn eLPAvion. Znopadikn
XpWaon Tou cuvdeTIKoU 1ToU Wnopei €niong va napatnpnbei o€ TopEG and
UnepPPOAIKA OTEPEWHEVOUG WE QOpHaAivn 10TOUG. XpnoihonoinaTe aeikTa
KUTTapa yia TNV €pUNVeia Twv anoTeAeoPdTwV Xpwong. Ta VeEKpWTIKA 1)
€KQUNIOPEVA KUTTApa ouxva XpwpatidovTal pn €idika.

IoToc aoBevouc:

E&etaoTe Oeiypata aoBevov Mou EXOUV XPWHATIOTEN HE EVOEIKVUOUEVO
avTiowya TeheuTaiog. H BeTikr £vraon xpwong 6a npénel va agloAoyeital oTo
nAaiolo onolaodnnoTe [n €BIKAG XPWong unoBabpou Tou apvnTikoU
avTidpaoTnpiou eAéyxou. 'Onwg pe kaBe avoooioTOXNMIKN OOKIYM, £va
apvnTIKO AMOTEAECHA onuaivel OTI TO avTIyovo Oev avixvelBnke, OxI OTI TO
avTiyovo anouciale oTa kUTTapa/ioTd nou npocodiopioTnkav. Edv eival
anapaitnTo, XPNOILOMOINCTE HId opada avTICWUATWV yia TOV EVTOMIOHO
WEUdWE apvNTIKWV avTIOPACEWV.

X

SnAn qu Xpwpar/c}pé;)bt /)5 avnba)/)a HLA-B

AvatpeEte atnv MNepinyn kai Enegriynon, oToug Meplopioyous kai oTa
XapakTnpIoTiKa AnodoonG Yia OUYKEKPILEVEG MANPOPOPIEG OXETIKA WE TNV
£VOEIKVUOEVN avoooavTIdpacTIKOTNTA QVTICWHATWV.

d Biocare Medical
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MNepiopicpoi:

[evikoi NepIopIopOi:

1.
2.

10.

11.

www.biocare.net

rain vitro dIayvwaTIKN Xpnon

AuTO TO npoidv npoopileTal povo yia enayyeAuaTtikny xpnon: H
avoooioToxnueia givar pia diayvwoTikn diadikacia noAanAwv oTadiwv
nou anoTeleital and €eEEIBIKEUPEVN €knaideucn oTnv enmiAoyn Twv
KaTaAMnAwv avTidpacTnpinv. emAoyr), OTEPEWON Kal eneEepyaaia 10Tou.
npoeToipacia g diapdveiag IHC. kal epunveia TwV anoTeAeoUATWV
Xpwong.

H xpwon Tou 10Tou EapTaTal ano Tov XEIPIOWO Kal TNV ensgepyacia Tou
1oToU npiv and Tn Xpwon. H akaTdMnAn oTepéwon, KaTayudn,
anowuén, nAUoIpo, oTEyvwua, BEppavan, komn n JoAuvon pe aihoug
10ToUC 1 Uypd WMOpsi va NPOKAAEoEl TeXvoupynuara, nayidsuon
aVTIoOWHATWV 1 Weud®G apvnTika anotedéopara. Ta  aocuvenn
anoTeAéopata pnopei va o@eilovral o€ napalAayeg oTiG HEBOSOUG
OTEPEWONG KAl EVOWHATWONG I O€ EYYEVEIG AVWHANIEG EVTOG TOU IOTOU. 2
H unepBoAikr| 1) aTeARG avTIXpWaon Knopei va BECel O KivOUVO T 0WaTH
€PHNVEIA TWV ANOTEAEOUATWV.

H KAIVIKR epunveia onolaodnnoTe BETIKNG ) apvnTIKNAG Xp®ong 6a npénel
va a&loloyeital 0To nAdiolo TNG KAIVIKNIG €IKOVAG, TNG HopgoAoyiag kal
aMwv 1oTonaBoAoyikwv KpITnpiwv. H KAIVIKR epunveia onolacdnnoTe
BeTIKNG N apvnTIKAG Xpwong 6a npénel va CUPNANP@VeETal ano
HOPPOAOYIKEG MENETEG HE Xprion KaTaMnAwv BeTIKQV Kal apvnTIKQV
E0WTEPIKMV Kal EEWTEPIKMV PapTUPWV KaBWG Kal AWV dlayvwoTIKWV
e€eTaoewv. H gpunveia OAwv Twv BnudTwv nou XpnaoidonololvTal yia
TNV NPOETOILACia Kal TNV gpunveia Tou TehikoU napackeudopaTtog IHC
gival eubuvn evog 1BIkeupEvou NaBoAdyou Mou eival eE0IKEIWPEVOG HE
N OWOTA XPAoN TwV avTICWHATWY, TwV avTidpacTnpiowv Kar Twv
HeBOdwv IHC.

H BEATIOTN apaiwon avTIOWWATwV Kal Ta MNPWTOKOAA yia pia
OUYKEKPIPEVN €Qappoyn pnopei va diapépouv. AuTd nepiAapBavouy,
evOEIKTIKA Tn oTepéwon, Tn péBOdO avakTnong BeppdTnTac, TOUG
XPOVOUG ENMAaocng, To NAxog Tou TUAKATOG I0ToU Kal TO KIT avixVeuong
nou Xpnoiponolgital. AOyw TnG avwTePNG €uaiobnaiag auTwv Twv
Hovadikwv avTidpacTnpicV, O CUVIOTOMEVOI XpOVOl ENMACNG Kal Ol
TiTAOI NMou ava@épovTal dev 10XUOUV yia GAAa GUOTAKATA avixveuong,
kabwg Ta anoTeAéopata evdExeTal va dlapepouv. O CUOTACEIG Kal Ta
NpwTOKOANa Tou OeATiou dedopévwv BacifovTal GTnV AMOKAEIOTIKN
XPNon Twv NpoiovTwv Biocare. TeAIKd, ival euBUVN ToU €pEUVNTN va
kaBopioel TIG BEATIOTEG GUVONKEG,

AuTO TO npoidv dev NPoopileTal yia Xprion OTNV KUTTAPOMETPIa POrC.
Ta XapakTnpioTikd anodoong Oev €xouv MPOCdIOPIOTE yia TV
KUTTAQpOWETpia por|c.

O1 1070l and aropa poAucpéva pe Tov 10 TnG nnaTimdag B kar nou
nepiEXouv enipaveiakd avtiyovo nnatimdag B (HBsAg) pnopei va
€H(AvioouV pn eIBIKN XPWon WE UNEPOEEIdACN XPEVOU. =

Ta avTidpacTnpia YNopEi va Napousiacouy anpoodOKNTEG avTIOPATEIG
oe 10ToUG nou dev eixav JOKIYAOTEI Mmponyoupévwg H mbavotnta
anpoadoKNTWV avTIdPACEWY aKOUN Kal O JOKINACHEVEG OADES IOTWV
dev pnopei va eEaleipBei NANpwG Adyw TNG BIOAOYIKNG HETABANTOTNTAG
NG €KPpaong avTiyovou ot veonhdoparta f dMoug naboAoyikoUg
10TOUG. ENIKOIVWVIOTE PE TNV TEXVIKN UNOCTNPIEN Tng Biocare oTo 1-
800-542-2002 1 PéOW TWV NANPOPOPIMV TEXVIKNAG UMOCTNPIENG Nou
napéxovrar oTo biocare.net, HE TEKUNPIWHUEVEG aANPOCDOKNTEG
avTIOPACEIC.

®ualoloyIKoi/un-avoool opoi and Tnv idia Jwikn nnyn He Toug
OeuTepoyeveiG  avTiopoUG MNou  Xpnoigonolouvral  oTa  Briparta
anokASIOPoU WMopei va NPOoKaAEoOUV WEUdWE apvnTiKa N Weudwg
BeTIKG anoTeAéopaTa AOyw auToavTIoWHATWV f} PUOIKWV aVTICWHATWY.
Eopalyéva BeTikA anoTeAéopata pnopei va napatnpnBolv Adyw pn
avoooMOYIKAG  JEOPEUONG MNPWTEV@OY 1 MPOIOVIWV  avTidpaong
unooTPWHATOG. Mnopei eniong va npokAnBouv and dpacTnpioTnTa
Weudo-unepoEeIdaong (epubpokUTTapa), evdoyevr OpacTNEIOTNTA
unepo&eldaong (kutdxpwpa C) i evdoyevr BloTivn (M.x. NNAp, HaoTog,
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EYKEPANOG, VEPPOG) avaloya We Tov TUMO TnG avoooxpnong mnou
XpnolJonoisitar.

EidIkoi MePIOpIOLIOi NPOidvVTOG:
A&V UNdpxouV yvwoTol NpOoBETO! NEPIOPIOLIOL.

XapakTnpioTIKG anédoong:
H euaiobnoia, n €dkdTNTa Kai n SlACTAUPOUKEVN avTIOPACTIKOTNTA
ouvoyilovTal aToug Mivakeg 1 kai 2, avTioToIxa.

AvanapaywyiuoTtnTa:

H avanapaywyigotnta Tng anodoong Twv avTIowHAaTwy €naAnBelTnke He
SOKIUM EMAEYPEVOU PUTIONOYIKOU Kal OyKOU 10TOU O€ JIAPOPEG NUEPEC Kal OE
dlapopa opyava pe NoANOUG XEIPIOTEG. H Xxpmon TwV EMIAEYHEVQV 10TV ATAV
OUVENNG Kal NpaypaTonoinenke onwg avapevoTav.

H avanapaywyiudtnTa TnG Xpmong evrog Tng d1adikaaciag NpoadIopioTNKE HE
XPWON MNEVTE IOTWV MOU MEPIEXOUV ToV idI0 10TO G NoAAanAa opyava.

H avanapaywyipdtnTa TnG Xpwong katd Tn didpkela Tng diadikaciag
NpoadIopIoTNKE HE XPWON NEVTE MAAKWVY MOU NepIEIXav Tov idlo I0TO OE TPEIG
NUEPeG/DIadpopeg oTo o Opyavo. 'ONeg ol JoKIPEG Népacav WE TIG IDIEG
BaBuoAoyieg, Onwg opifovral anod TiG ETWTEPIKEG 0dnyieg BaBuUoAdynong Tng
Biocare.

Avo00avTIdpaoTIKOTNTA:
O1 akOAoUBEG BETIKEG KAl apvNTIKEG avoooavTIdPacOTNTEG Exouv KaTadelxOei
oToug Mivakeg 1 kal 2 NapakaTw.

O katahoyoG nou napéxeTal napakdtw dev eivalr €EavTAnTIKOG alAa
Xapaktnpilel Toug TUNOUG avoooavTiIdPacTIKOTNTAG NOU NApaTneoUvVTal HE
TO UNOJEIKVUOHEVO avTiowHa.

ZUvown Twv avaueVvoUEVWY anoTEAEoUATwV:

AuTO TO avTiowpa BpEdnke OTI gival avoooavTIdPACTIKO WE ONOUC TOUuG
TUNOUG IOTWV GTOUG OMOIoUG SOKIUAOTNKE, GUUNEPIAQUBAVOREVAV OAWY TWV
TUNWV AEPPWUATWY Kal PualoloyikoU avBpmmivou 10Tou. H xpwaon eivai
KUPIWG PepBpavmdng alAa Pnopei eniong va eUQavioTEl KUTTAPONAQCHATIKN
otav PBpiokeTal og deiydata uwnAng ékppacng. H xpwon eival napouca
Kupiwg ot evdoBnAiaka KUTTApa kal AEUQOKUTTAPA HE  XAMNAOTEPO
€ninoAacpo oTa eniBnAiaka KUTTapa o€ OpICHEVOUG IOTOUG,

TpanéQl 1:H suaiobnoia kal n €EIdikeuon NPOodIoPIoTNKAV HE EAEYXO
HOVILOMOINUEVWV HE POPHAAiVN, EVOWUATWHEVWY OE Napagivn aclevmv
I0TWV.

) Positive Total

Tissue
Cases Cases

Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6
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Mivakag 2:H diaoTaupoUpevn avTidpacTIKOTATA TOU I0TOU NPoadIopioTnKE
ME OOKIUR}  QUOIOAOYIK@WV  I0TWV  HOVILOMOINUEVWY  HE  POpPHaAivn,
EVOWHATWHEVWY O€ Napagivn.

IoTdg OETIKEG NEPINTWOEIG | ZUVOAO UMOBETEWV

Eyképahog
Mapeyke@aiTida
Eniveppidiog
Qobnkn
Maykpéag
Neppadévag
Tpaxeia

Opxig
OupoeIdng
>mn6og

n\iva

MapwTida

OUpog

MUEAOC TWV 00TAV
Mvelpovag

Kapdid

Oloopayog
SToayl

To AenTo évtepo

Avw KAaTw TeAeia

SUKWTI

S1ehoyovog Adévag

Neppd

MpooTdTng

MnTpa

TpaxnAog Tng pATPAg
SKEAETIKOG PUG
Aépua

MepIpePIKO VEUPO

EnevduTika KUTTapa

Mar
Aapuyyag

WIWINIWININIWW W W[WWW[WIN|WwWfw|WwW[wW(w|hM|IN[WN[W[W|W|IN[W|W|WU
WIWINIWIN[WW[W W W[W W W[WWwW|W[WwWW|W[W|W|A([NWNN[W|W|W[WW|W|[O

AvTIHET®NION NPOBANUATOV:

1.  Aev undpxel Xpwon onoiwvdnnote nAakwv — EAéyEte yia va
NpoodIOPIOETE OTI €XOUV Xpnoldonoindsi KataMnAog 10TOG BeTikoU
HapTUPA, avTIoWHa Kal NpoiovTa avixveuone.

2. Aduvapn Xpwaon oAwv Twv NAakwVv — EAEYETE yia va npoodiopioeTe OTI
€xouv xpnaoidonoinBei kataAnhol 10Toi BETIKOU eAéyXou, avTioOPATA
Kal NpoidovTa avixveuonge.

3. YnepPBohikd unodPabpo OAwvV Twv dlapaveiov — MMopei va undpyouv
uynAa enineda evdoyevoug BloTivng (€av XpnaolonolouvTal npoiovTa
avixveuong pe Baon Tn PioTivn), evdoyevig dpacTtnpiotnta HRP nou
UETATPENEI TO XPWHOYOVO OE £yXPWHO TEAIKO Mpoidv (Xprion MNAoK
unepogeIdaong) n unepBolikn aMnAenidpaon pn €dIKAG NPWTEIVNG
(XpnolUonoINaTe NPWTEIVN UNAOK, ONWG avacTaATIKO SidAupa pe Bdon
ToV 0pO N TNV Kalgivn).
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4. Ta Tunuarta 1oToU EENAEVOUV TIC QVTIKEIMEVOPOPEC MAGKEG KATA TN
dlapkeia TNG enwaong — EAEYETE TIC avTIKEINEVOPOPEG NAAKEC yia va
BeBaiwbeiTe OTI €ival BETIKA POPTIOHEVEG,

5. Edkni Xxpwon noAl okoupa — EAéyETE TO nmpwTOKoAO yia va
NpoodIopioETE €AV £QAPUOOTNKE O KATAAANAOG TITAOG QVTICWHATOV
OTNV aVvTIKEINEVOPOPO NAAKA, KaBwG Kal of KATAAANAoI XpOvol ENwaong
yia 6Aa Ta avmidpacTnpia. EminAéov, BeBaiwbdeite OTI TO NPWTOKOAAO
£XEl APKETA Pruarta nAUONG yia TNV agaipeon TnG nepioosiag
avTIdpacTnpiwV KETA TNV OAOKARPWON TWV BNUATWV ENMACNG.
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Ta avmiowpata Ultraline avantUocovtal anokAeioTikd and Tnv Biocare
Medical LLC kai dev ouvendyovtal €ykpion i £yKpIon TwV avTIOWHATWV
Biocare ano Tnv Ventana Medical Systems, Inc fj Tn Roche. H Biocare, n
Ventana kai n Roche dev ouvdéovTal, dev ouvdeovTal | OXETICOVTAl HE
onolovdnnoTe Tpono. Ta Ventana®, BenchMark®, ultraView kai OptiView
€ival eunopika onuara tng Roche.

Ta avTiooparta Tng oeipdg Q avanTuooovTal anokAEIoTIKa and Tnv Biocare
Medical LLC kai dev ouvendyovral €ykpion R £yKpIon TwV avTIOWHATWV
Biocare and Tn Leica Biosystems. H Biocare kai n Leica Biosystems dev
ouvdéovTal, dev OXeTICovVTal 1) OXeTI{OVTal e kavévav Tpono. Ta Leica, Leica
Biosystems, BOND-MAX kai BOND-III eivali eunopika onuarta Tng Leica
Biosystems.
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Available Product Formats
Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A
eredményezheti. A tovabbi higitds az antigénfestés elvesztését

Rendeltetésszerii hasznalat:
Mertin vitro Diagnosztikai felhasznalas

A HLA-B [BC43] egy egér monoklondlis antitest, amelyet laboratdriumi
hasznalatra szannak, miutan a daganat kezdeti diagndzisat hagyomanyos
hisztopatoldgiai modszerrel, nem immunoldgiai hisztokémiai festéssel, a HLA-
B kvalitativ azonositasa soran allapitottak meg. fehérje immunhisztokémiaval
(IHC) formalin-fixalt paraffinba dagyazott (FFPE) emberi szdvetekben.
Barmely fest6dés vagy hianya klinikai értelmezését megfeleld kontrollokat
alkalmazo morfoldgiai vizsgalatokkal kell kiegésziteni, és a beteg klinikai
anamnézisének és egyéb diagnosztikai vizsgalatainak Gsszefiiggésében kell
értékelnie egy szakképzett patoldgusnak, hogy segitsen barmilyen mas
klinikai meghatarozasban.

Osszegzés és magyarazat:

A HLA-B egy er6sen polimorf fehérjét kodold gén, amely a f6
hisztokompatibilitdsi osztaly I (MHC-I) komplexét kédolja.s Az MHC I.
osztaly molekulak a sejtfelszinen expresszalédnak, antigén peptideket kétve
és bemutatva a CD8+ T limfocitakhoz, hogy kozvetitsék az intracellularis
patogének és rakos megbetegedések elleni immunvalaszt.:

Eljaras elve:

Ez az antitesttermék elsddleges antitestként hasznalhatd formalinnal régzitett,
paraffinba agyazott szévetmetszetek immunhisztokémiai vizsgalataban.
Altalaban az immunhisztokémiai (IHC) A festési technikak lehet6vé teszik az
antigének lathatdva tételét az a specifikus antitest az antigén ellen
(els6dleges antitest), egy masodlagos antitest az elsGdleges antitest ellen
(opcionalis link antitest/proba), egy enzimkomplex és egy kromogén
szubsztrat, kozbeiktatott mosasi lépésekkel. A kromogén enzimatikus
aktivalasa az antigén helyén lathaté reakcidterméket eredményez. A minta
ezutan ellenfesthet, és a fedél elcsisztathatd. Az eredményeket fény
segitségével értelmezzilkk mikroszkdppal és segitséget nydjt a korélettani
folyamatok differencialdiagnoézisaban, amely lehet, ill nem kapcsolédhat egy
adott antigénhez.

Anyagok és metodusok:

Mellékelt reagensek:

Gazda forrasa:Monoklonalis egér

A fajok reakciokészsége:Emberi; mas fajokat nem vizsgaltak.

KI6n:BC43

Izotipus:IgG1 kappa

Fehérje koncentracio:Lasd az injekcios lveg cimkéjén a tételspecifikus
koncentraciot.

Specifikus  IgG-koncentracio:
tdmogatasaval
Specifikussag:HLA-B

Mobil lokalizacio: Sejt membran
Modszer:Affinitastisztitott egér monoklonalis

Lépjen kapcsolatba a Biocare mdlszaki

Feloldas, keverés, higitas, titralas:
Az el6higitott antitest reagens optimalisan
festérendszerekhez. A tovabbi higitas az
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eredményezheti. A felhasznalonak minden ilyen valtoztatast érvényesitenie
kell. A szbvetfeldolgozas és a technikai eljardsok kilonbségei
a felhaszndld laboratériumaban jelentds eltérések lehetnek az
eredményekben, ami rendszeres hazon bellili ellendrzést tesz sziikségessé
(lasd a MinGségellenGrzés részt).

A koncentralt reagenst a fenti tablazat szerint higitani kell.

Ismert alkalmazasok:
Immunhisztokémia (formalinnal rogzitett paraffinba dgyazott szévetek)

igy szallitva:Pufferolt sdoldat, 5,9-7,4,fehériehordozét és 0,1%-nal
kevesebb natrium-azid tartositdszert tartalmaz. Tovabbi részletekért lasd a
biztonsagi adatlapot.

Sziikséges, de nem mellékelt anyagok és reagensek:
A mikroszkop targylemezei pozitiv toltéslek.
Pozitiv és negativ szévetkontrollok

Desert Chamber (vagy hasonld szaritd siitd)
Xilol vagy xilol helyettesité

Etanol vagy reagens alkohol

Elzaro kamra (nagynyomasu tlizhely)
Ionmentesitett vagy desztillalt viz

Mos6 puffer

El6kezel6 reagensek

Peroxidaz blokk

Fehérje blokk (opcionalis)

Erzékel6 szonda és polimer

Negativ kontroll reagensek

Kromogének

Hematoxilin (ellenfestés)

Kékit6 reagens

Szerelési kdzeg

Feddliveg

Fénymikroszkdp (40-400X nagyitas)

*Az antitest termék konfiguracioi elérhetbek a fenti tablazatban feltlintetett
eszkdzokon vald hasznalatra.

Tarolas és stabilitas:

2°C és 8°C kozott tarolandd. A termék az injekcids tiveg cimkéjén feltlintetett
lejarati idGig stabil, ha ilyen kortlmények kozott taroljak. Ne hasznadlja a
lejérati id6 utdn. A meghatarozottaktol eltérd korilmények kozotti tarolast
ellendrizni kell. A higitott reagenseket azonnal fel kell haszndini; a maradék
reagenst 2°C és 8°C kozott tarolja. A felhasznald altal higitott reagens
stabilitasat a Biocare nem allapitotta meg.

A pozitiv és negativ kontrollokat egyidejlleg kell lefuttatni az Gsszes
betegmintaval. Ha vératlan festodést észlel, amely nem magyarazhat6 a
laboratériumi eljarasok eltéréseivel, és az antitesttel kapcsolatos probléma
gyanuja merdl fel, Iépjen kapcsolatba a Biocare miiszaki tamogatasaval az 1-
800-542-2002 telefonszamon vagy a biocare.net oldalon taldlhaté miszaki
tdmogatasi informaciokon keresztil.

Fax: 925-603-8080
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Minta el6készités:

Formalinnal rogzitett szovetek alkalmasak paraffin  bedgyazas elGtti
hasznalatra. A csontszGveteket a szovetfeldolgozas eldtt vizkGteleniteni kell
a szovetvagas megkonnyitése és a mikrotom pengéi karosodasanak
elkeriilése érdekében.::

A megfelel6en rogzitett és bedgyazott, a meghatérozott antigén célpontot
expresszald szoveteket hiivos helyen kell tarolni. Az 1988-as Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) 42 CFR-t ir el6§493.1259(b) pont, amely
szerint ,A laboratériumnak legalabb tiz évig meg kell Griznie a megfestett
targylemezeket megvizsgélia és meg6rzi a mintatomboket a vizsgalat
id6pontjatdl szamitott legalabb két évig."

A szévetek kezelése festés elott:

Hajtsa végre a héindukalt epitdp-visszakeresést (HIER) az alabbi javasolt
protokoll szerint. Kimutattak, hogy a HIER rutinszer( hasznalata az IHC el6tt
minimalisra csokkenti az inkonzisztenciat és szabvanyositja a festGdést.«s

Figyelmeztetés és ovintézkedések:

1. Ez az antitest kevesebb, mint 0,1% natrium-azidot tartalmaz. A 0,1%-nal
kisebb koncentraciok nem jelentend6 veszélyes anyagok az US 29 CFR
1910.1200, az OSHA Hazard communication és az EK 91/155/EC iranyelve
szerint. Natrium-azid (NaN;) tartositdszerként hasznalva lenyelve mérgezd. A
natrium-azid reakcidba léphet az dlom- és rézvezetékkel, és erésen
robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet. Artalmatlanitaskor oblitse le nagy
mennyiségl vizzel, hogy megakadalyozza az azidok felhalmozodasat a
vizvezetékekben. (Betegségvédelmi Kozpont, 1976, Orszagos Munkahelyi
Biztonsagi és Egészségligyi Intézet, 1976):

2. A mintakat a rogzités el6tt és utan, valamint az ezeknek kitett anyagokat
gy kell kezelni, mintha képesek lennének fert6zést tovabbitani, és megfeleld
ovintézkedésekkel kell artalmatlanitani. Soha ne pipettdzzon reagenseket
szajon at, és keriilje a bérrel és a nyalkahartyakkal vald érintkezést a
reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy a mintak érzékeny
tertiletekkel érintkeznek, mossa le bg vizzel.”

3. A reagensek mikrobidlis szennyezGdése a nem specifikus festédés
novekedését eredményezheti.

4. A megadottdl eltér6 inkubacidés id6k vagy hdmérsékletek hibas
eredményeket adhatnak. A felhaszndlonak minden ilyen valtoztatast
érvényesitenie kell.

5. Ne hasznalja fel a reagenst az injekcios tivegre nyomtatott lejarati id6 utan.
6. Az el6higitott antitest reagens a felhasznalashoz optimalisan higitott. A
tovabbi higitas az antigénfestés elvesztését eredményezheti.

7. A koncentralt antitest-reagens higitasat hasznalat el6tt validalni kell.
Minden olyan higitdt, amely nem kifejezetten ajanlott, szintén ellendrizni kell
a kompatibilitas és a stabilitas szempontjabdl.

8. Az SDS kérésre elérhetd, és a http://biocare.net cimen talalhato.

Hasznalati Gtmutato:
A HLA-B [BC43] ajanlott festési protokolljai:

IntelliPATH FLX és kézi hasznalat:
Az API3289 az intelliPATH FLX és a kézi hasznalathoz szabvanyositva lett
a MACH 4-gyel észlel6 rendszer. Hasznéljon TBS-t a mosasi Iépésekhez.

Peroxide Block: Blokkolja 5 percig Peroxidazed 1-gyel.

Haijtsa végre a hévisszanyerést a Reveal
Decloaker segitségével. A konkrét utasitasokat a
Reveal Decloaker adatlapjan talalja.

Inkubalja 5-10 percig szobahémérsékleten a

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher segitségével.
Primary Inkubaljuk 30 percig szobahémérsékleten
Antibody: )
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Proba: Inkubaljuk 10 percig szobah6mérsékleten
egy masodlagos polimerrel.

Polimer: Inkubaljuk 20 percig
szobah6mérsékleten egy tercier polimerrel.

Detection:

Inkubalja 5 percig szobah6mérsékleten a Biocare
DAB-jéval — VAGY — Inkubdlja 5-7 percig
szobah6meérsékleten Warp Red segitségével.

Chromogen:

Ellenfestés hematoxilinnel. Oblitse le ioncserélt
vizzel. Alkalmazza a Tacha's Blueing Solution-t 1
percig. Oblitse le ioncserélt vizzel.

Counterstain:

ONCORE Pro automatizalt targylemezfest6 rendszer:
Az OPAI3289 az ONCORE Pro-val val6 hasznalatra késziilt. Tekintse meg

a Felhasznaldi kézikonyvet a konkrét hasznalati utasitasokért. A
protokollparamétereket a ProtokollszerkesztGben a kévetkezoképpen kell
programozni:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP 1. sablon
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, alacsony pH; 101°C
Block Option: Puffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 perc, 25 °C

Ventana BenchMark ULTRA:

Az AVI3289 a BenchMark ULTRA-val val6 haszndlatra késziilt. Tekintse
meg a Felhasznaloi kézikonyvet a konkrét hasznalati utasitasokért. Az
ajanlott protokollparaméterek a kévetkezok:

Template/Detection: OptiView DAB IHC
Pretreatment Protocol: CC1 32 perc

Peroxidase: Pre-primer peroxidaz gatld
Primary Antibody: 8 perc, 36°C

Q sorozat — Leica BOND-ITI-hoz:
Az ALI3289 a Leica BOND-III-mal val6 hasznalatra késziilt. Tekintse meg

a Felhasznaloi kézikonyvet a konkrét hasznalati utasitasokért. Az ajanlott
protokollparaméterek a kovetkezok:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC F protokoll
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 perc ER1-el
Peroxide Block: 5 perc

Marker (Primary Antibody): 15 perc

Post Primary: 8 perc

Polymer: 8 perc

Mixed Chromogen Refine: 10 perc
Hematoxylin: 5 perc

Mindség ellendrzés:

Lasd: CLSI minGségi szabvanyok az immunhisztokémiai vizsgalatok
tervezésére és végrehajtasara vonatkozdan; Jovahagyott utmutatdé —
Masodik kiadas (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011s

Fax: 925-603-8080
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Pozitiv szévetkontroll: Mandula

A kiilsé pozitiv kontrollanyagoknak friss mintaknak kell lennidk, régzitve,
feldolgozva és a lehetd leghamarabb beagyazva, ugyanligy, mint a
betegminta(ka)t. A pozitiv szovetkontroll a megfeleléen el6készitett
szGveteket és a megfelel§ festési technikékat jelzi. Minden egyes vizsgalati
koriilményhez egy pozitiv kiilsé szévetkontrollt kell bevonni minden festési
futtatasba.

A kiils6 pozitiv kontrollanyagokhoz hasznalt sz6veteket olyan betegmintakbol
kell kivalasztani, amelyekben a pozitiv célaktivitas jol jellemezhetd alacsony
szintje, ami gyenge pozitiv festést eredményez. A kiilsé pozitiv kontrollok
alacsony pozitivitasi szintjét gy tervezték, hogy biztositsa az elsédleges
antitest-érzékenységben az instabilitésbdl vagy az IHC-modszerrel
kapcsolatos problémakbdl eredd finom valtozasokat. A kereskedelemben
kaphatd szovetkontroll targylemezek vagy a paciens mintaitdl eltérGen
feldolgozott mintak csak a reagens teljesitményét érvényesitik, és nem
igazoljak a szévet elGkészitését.

Az ismert pozitiv szOvetkontrollokat csak a feldolgozott szbvetek és
tesztreagensek megfelel6 teljesitményének ellendrzésére szabad hasznalni,
nem pedig a betegmintak specifikus diagndzisanak felallitasahoz. Ha a pozitiv
szbvetkontroll nem mutat pozitiv fest6dést, a vizsgalati mintak eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ szévetek kontrollja:

Hasznaljon negativ szovetkontrollt (ismerten HLA-B negativ), amely a beteg
mintaival azonos mddon van régzitve, feldolgozva és beagyazva minden
festési futtatasnal, hogy ellendrizze az THC elsGdleges antitest specifitasat a
célantigén kimutatasa, valamint a specifikus hattérfestédés jelzése (téves
pozitiv festés). Ezenkiviil a legttbb szivetmetszetben jelenlévd kilonféle
sejttipusok sokfélesége képes a laboratérium bels6 negativ kontrollhelyként
hasznélja az IHC teljesitményének ellenGrzésére specifikaciok. A negativ
szbvetekhez hasznalhatdé mintak tipusai és forrasai A vezérlGelemek a
Teljesitményjellemzdk részben talalhatok.

Ha specifikus fest6dés (alpozitiv fest6dés) fordul el6 a negativ
sz6vetkontrollban, a betegmintak eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Nem specifikus negativ reagens kontroll:

Hasznaljon nem specifikus negativ reagens kontrollt az els6dleges antitest
helyett minden egyes betegminta egy metszetével, hogy értékelje a nem
specifikus fest6dést és

lehet6vé teszik a specifikus festGdés jobb értelmezését az antigén helyén.
Idedlis esetben a negativ reagens kontroll egy HLA-B [BC43] IgG1 Kappa
antitestet tartalmaz, amelyet szbvettenyészet felliliszdjabdl allitanak eld,
ugyanugy, mint az elsédleges antitest, de nem mutat specifikus reaktivitast
az emberi szovetekkel ugyanabban a matrixban/oldatban, mint a Biocare
antitest. Higitsa a negativ kontroll antitestet ugyanarra az immunglobulin-
vagy fehérjekoncentraciéra, mint a higitott primer antitest ellenanyagot
azonos higitdval. Ha a feldolgozas utan a borjimagzati szérum megmarad a
tiszta antitestben, a higitott fehérjekoncentraciéval egyenértéki
borjumagzatszérum primer antitest ugyanabban a higitészerben is
hasznalhatd. (Lasd a mellékelt reagenst). A korabban leirt negativ reagens
kontrollok kevésbé kivanatos alternativdjaként a higitdé ©nmagdaban is
hasznalhat6. A negativ reagens kontroll inkubacids idészakanak meg kell
egyeznie az elsédleges antitest inkubacids idGszakaval.

Ha tobb antitestbdl alld paneleket hasznalnak a sorozatmetszeteken, akkor
az egyik targylemez negativan fests teriiletei negativ/nem specifikus kotGdési
hattérkontrollként ~ szolgdlhatnak mds antitestekhez. Az  endogén
enzimaktivitdss vagy az enzimek nem specifikus kot6désének
megkiilonboztetésére a specifikus immunreaktivitastdl tovabbi betegszovetek
festhetOk kizardlag szubsztrat-kromogén vagy enzimkomplexekkel (PAP,
avidin-biotin, streptavidin), illetve szubsztrat-kromogénnel.
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A vizsgalat ellenGrzése:

Az antitest vagy festGrendszer diagnosztikai eljarasban torténd elsé
hasznalata el6tt a felhasznaldnak ellendriznie kell az antitest specifitasat ugy,
hogy egy sor hazon belllli szoveten teszteli, amelyek ismert
immunhisztokémiai teljesitményjellemzdi ismertek, amelyek ismert pozitiv és
negativ szOveteket képviselnek. Tekintse meg a termékismerteté ezen
részében korabban ismertetett minGség-ellendrzési eljarasokat és a CAP
tanusitasi program minGség-ellendrzési ajanlasait.. az immunhisztokémiahoz
és/fvagy az NCCLS IHC-iranyelvéhezr). Ezeket a mindség-ellenGrzési
eljarasokat meg kell ismételni minden Uj antitest-tételnél, vagy amikor a
vizsgalati paraméterek megvaltoznak. A Teljesitményjellemz6k részben
felsorolt szévetek alkalmasak a teszt ellendrzésére.

Hibaelharitas:

Kovesse az antitestspecifikus protokoll ajanlasait a mellékelt adatlap szerint.
Ha atipikus eredményeket észlel, forduljon a Biocare miiszaki tamogatasahoz
az 1-800-542-2002 telefonszamon.

A festés értelmezése:

Pozitiv szévetkontroll:

A jelzett antitesttel megfestett pozitiv szoveti kontrollt el6szér meg kell
vizsgalni, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy minden reagens megfeleléen
miikodik. A célsejtek megfelel6 festése (amint azt fentebb jeleztiik) pozitiv
reaktivitast jelez. Ha a pozitiv széveti kontrollok nem mutatnak pozitiv festést,
a vizsgalati mintdk minden eredményét érvénytelennek kell tekinteni. A
reakciotermék szine az alkalmazott szubsztrat kromogénektdl fliggéen
valtozhat. A vérhatd szinreakcidkért lasd az aljzat csomagolasat. Ezenkiviil a
festési modszer valtozataiban metakromazia figyelhet6 meg.:

Ha ellenfestést hasznalunk, az alkalmazott ellenfestés inkubacids hosszatol
és hatasossagatol fliggéen az ellenfestés a sejtmagok elszinezédését
eredményezi. A tulzott vagy hidnyos ellenfestés veszélyeztetheti az
eredmények megfeleld értelmezését. Az ajanlott ellenfestéshez lasd a
protokoll(oka)t.

Negativ szévetkontroll:

A negativ szbveti kontrollt a pozitiv széveti kontroll utan meg kell vizsgalni,
hogy ellendrizziik a célantigén elsGdleges antitest altali jelolésének
specifitasat. A specifikus festédés hidnya a negativ széveti kontrollban
megerdsiti  az  antitest  sejtekkel/sejtkomponensekkel  szembeni
keresztreaktivitasanak hianyat. Ha specifikus fest6dés (alpozitiv festddés)
fordul el6 a negativ kiils6 szovetkontrollban, a betegminta eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

A nem specifikus fest6dés, ha van, altalaban diffiz megjelenési. A tdlzottan
formalinban rogzitett szovetekbll szarmazd metszeteken a kotGszévet
szorvanyos festGdése is megfigyelhet6. Hasznaljon ép sejteket a festési
eredmények értelmezéséhez. A nekrotikus vagy degeneralt sejtek gyakran
nem specifikusan festédnek.

Betegszdvet:

Vizsgalja meg a jelzett antitesttel megfestett betegmintakat utolsd. A pozitiv
fest6dés intenzitdsat a negativ reagens kontroll barmely nem specifikus
hattérfestésével  Osszefliggésben  kell ~ értékelni.  Mint  minden
immunhisztokémiai tesztnél, a negativ eredmény azt jelenti, hogy az antigén
nem volt kimutathatd, nem pedig azt, hogy az antigén hianyzik a vizsgalt
sejtekben/szovetekben. Ha sziikséges, hasznalja az antitestek paneljét az
alnegativ reakciok azonositasahoz.

Fax: 925-603-8080
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Tekintse meg az Osszefoglalds és magyardzat, a Korldtozédsok és a
Teljesitmény jellemz6i ciml részt a jelzett antitest immunreaktivitassal
kapcsolatos konkrét informaciokeért.

Korlatozasok:

Altaldnos korlatozésok:

1. Mert/n vitro diagnosztikai hasznalat

2. Ez a termék kizérdlag professziondlis hasznalatra készilt: Az
immunhisztokémia egy tGbblépcsGs diagnosztikai folyamat, amely a
megfelel6 reagensek kivalasztasara vonatkozd specidlis képzésbdl all;
szbvetek kivalasztasa, rogzitése és feldolgozasa; az IHC targylemez
elkészitése; és a festési eredmények értelmezése.

3. A szOvetfestés a szovet festés el6tti kezelésétdl és feldolgozasatal fiigg.
A nem megfelel6 r6gzités, fagyasztas, felolvasztds, mosas, szaritas,
melegités, metszés vagy mas szovetekkel vagy folyadékokkal vald
szennyezddés miitermékeket, antitest-befogast vagy hamis negativ
eredményeket eredményezhet. Az ellentmondasos eredmények oka
lehet a rogzitési és bedgyazasi modszerek eltérése, vagy a szdveten
beliili inherens szabalytalansagok.:

4. A tllzott vagy hianyos ellenfestés veszélyeztetheti az eredmények
megfelel6 értelmezését.

5. Barmely pozitiv vagy negativ fest6dés klinikai értelmezését a klinikai
megjelenés, a morfolégia és egyéb korszovettani kritériumok
Osszefliggésében kell értékelni. A pozitiv vagy negativ festédés klinikai
értelmezését megfelelé pozitiv és negativ bels6 és kiilsé kontrollokat,
valamint egyéb diagnosztikai teszteket alkalmazé morfoldgiai
vizsgalatokkal kell kiegésziteni. Az IHC antitestek, reagensek és
modszerek megfeleld hasznalatat ismer6, szakképzett patoldgus
feladata, hogy értelmezze a végsé IHC-készitmény elkészitéséhez és
értelmezéséhez hasznalt Gsszes Iépést.

6. Egy adott alkalmazashoz az optimalis antitesthigitas és protokollok
valtozhatnak. Ezek kozé tartozik tobbek kozott a rogzités, a
hovisszanyerési modszer, az inkubacids idok, a szOvetmetszet
vastagsaga és a hasznalt kimutatasi készlet. Ezen egyedi reagensek
kivalo érzékenysége miatt a felsorolt ajanlott inkubacios id6k és titerek
nem alkalmazhatdk mas kimutatasi rendszerekre, mivel az eredmények
eltéréek lehetnek. Az adatlap ajanldsai és protokolljai a Biocare
termékek kizardlagos felhasznalasan alapulnak. Végsd soron a vizsgald
feladata az optimalis feltételek meghatarozasa.

7.  Ezt a terméket nem aramlasi citometridban vald hasznalatra tervezték.
Az dramlasi citometria teljesitményjellemz6it nem hataroztak meg.
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8. A hepatitis B virussal fert6z6tt és hepatitis B felileti antigént (HBsAg)
tartalmazd személyek szbvetei torma-peroxidazzal nem specifikus
fest6dést mutathatnak.:

9. A reagensek varatlan reakciokat mutathatnak korabban nem tesztelt
szGvetekben. A nem vart reakciok lehetGsége még a vizsgalt
szovetcsoportokban sem zarhatd ki teljesen az antigénexpresszid
biolégiai variabilitdsa miatt daganatokban vagy mas patoldgias
sz6vetekben.= Forduljon a Biocare mUszaki tamogatasahoz az 1-800-
542-2002 telefonszamon vagy a biocare.net oldalon talalhaté miiszaki
tamogatasi informaciokon keresztiil dokumentalt varatlan reakciokkal.

10. A blokkold lépésekben hasznalt masodlagos antiszérumokkal azonos
allati forrasbol szarmazé normal/nem immunszérum alnegativ vagy
alpozitiv eredményeket okozhat az autoantitestek vagy természetes
antitestek miatt.

11. A fehérjék vagy szubsztrét reakcidtermékek nem immunolégiai
kotdédése miatt alpozitiv eredményeket lehet latni. A pszeudo-peroxidaz
aktivitas (eritrocitak), az endogén peroxidaz aktivitas (citokrom C) vagy
az endogén biotin (példaul maj, emld, agy, vese) is okozhatja a hasznalt
immunfestés tipusatdl fliggden.=

Termékspecifikus korlatozasok:
Tovabbi korldtozasok nem ismertek.

Teljesitmény jellemzok:
Az érzékenységet, specificitast és keresztreaktivitast az 1. és 2. tablazat
foglalja 6ssze.

Reprodukalhatésag:

Az antitestek teljesitményének reprodukalhatosagat a kivalasztott normal és
daganatos szdvetek kiilonb6z6 napokon és kiilonbdzé miiszerekkel végzett
tesztelésével igazoltuk tobb kezel6vel. A kivalasztott szGvetek festése
konzisztens volt, és a vart modon tortént.

A festés meneten beliili reprodukalhatésagat ugy hataroztuk meg, hogy 6t,
ugyanazt a szovetet tartalmazo szovetet tobb miszeren megfestettiik.

A festés inter-run reprodukalhatdsagat (gy hataroztuk meg, hogy ot,
ugyanazt a szovetet tartalmazd targylemezt festettink harom
napon/futtatdson ugyanazon a miiszeren. A Biocare bels6 pontozasi
irdnyelvei szerint minden vizsgalat azonos pontszammal ment.

Immunreaktivitas:
A kévetkez6 pozitiv és negativ immunreaktivitasokat mutatjuk be az alabbi 1.
és 2. tablazatban.

Az alabbi lista nem teljes, de jellemzi a jelzett antitesttel megfigyelt
immunreaktivitas tipusait.

A vart eredmények dsszefoglaldsa:

Errdl az antitestrdl azt talaltak, hogy immunreaktiv minden tipusu szovettel,
amelyen tesztelték, beleértve a limfdmak minden tipusat és a normal emberi
szovetet. A festodés tilnyomorészt membranos, de citoplazmasnak is tlinhet,
ha magas expresszids mintakban van. A festédés talnyomorészt az
endotelidlis sejtekben és a limfocitakban van jelen, egyes szévetekben kisebb
gyakorisaggal a hamsejtekben.

Asztal 1:Az érzékenységet és specificitast formalinnal rogzitett, paraffinba
agyazott beteg szévetek tesztelésével hataroztuk meg.
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=
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

2. tablazat:A szoveti keresztreaktivitast formalinnal régzitett, paraffinba
agyazott normal szovetek tesztelésével hataroztuk meg.

Szdvet Pozitiv esetek | Osszes eset

Nagyagy
Kisagy
Mellékvese

Petefészek

Hasnyalmirigy

Nyirokcsomd

Légcs6
Herék
Pajzsmirigy
Mell

Lép
Mandula

Thymus
Csontvel6
Tid6

Sziv

Nyel6cs6

Gyomor

Vékonybél

KettGspont
Maj
Nyalmirigy

Vese

Prosztata
Méh
Méhnyak
Vazizom

Bér

Periférias ideg

Béléssejtek

Szem
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Gége

Hibaelharitas:

1. A targylemezek nem festédnek — Ellendrizze, hogy megfeleld pozitiv
kontrollszovetet, antitestet és kimutatasi termékeket hasznalt-e.

2. Az Gsszes targylemez gyengén fest6dott — EllenGrizze, hogy megfeleld
pozitiv kontrollszévetet, antitestet és kimutatasi termékeket hasznalt-e.
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3. Az Osszes targylemez tulzott héttere — Magas szintli endogén biotin
(biotin alapu kimutatasi termékek hasznalata esetén), endogén HRP
aktivitas, amely a kromogént szines végtermékké alakitja (hasznaljon
peroxidaz blokkot), vagy tul sok nem specifikus fehérje kélcsénhatas
(fehérje haszndlata) blokkold, példaul szérum- vagy kazein alapu
blokkol6 oldat).

4. A szbvetmetszetek lemossak a targylemezeket az inkubacié soran —
Ellendrizze a lemezeket, hogy megbizonyosodjon arrél, hogy pozitiv
toltéstiek.

5. A specifikus festés tul s6tét — Ellendrizze a protokollt, hogy megallapitsa,
megfelelé antitesttitert alkalmaztak-e a targylemezen, valamint az
Gsszes reagens megfelel6 inkubacids idejét. Ezenkivil gy6z6djon meg
arrol, hogy a protokoll elegendé mosasi lépést tartalmaz a felesleges
reagensek eltavolitasahoz az inkubacids lépések befejezése utan.
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14.

Az Ultraline antitesteket kizardlag a Biocare Medical LLC fejleszti, és nem
jelenti azt, hogy a Ventana Medical Systems, Inc. vagy a Roche jovahagyta
vagy jovahagyta a Biocare antitesteket. A Biocare, a Ventana és a Roche
semmilyen moédon nem kapcsolddnak egymashoz, nem kapcsolddnak
egymashoz. A Ventana®, a BenchMark®, az ultraView és az OptiView a
Roche védjegyei.

A Q sorozat( antitesteket kizardlag a Biocare Medical LLC fejlesztette ki, és
ezek nem jelentik a Biocare antitestek Leica Biosystems altali jovahagyasat
vagy jovahagyasat. A Biocare és a Leica Biosystems semmilyen médon nem
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kapcsolédnak egymashoz, nem kapcsolédnak egymashoz. A Leica, Leica
Biosystems, BOND-MAX és BOND-III a Leica Biosystems védjegyei.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Destinazione d'uso:
Perin vitro Uso diagnostico

L'HLA-B [BC43] & un anticorpo monoclonale murino destinato all'uso in
laboratorio dopo che la diagnosi iniziale del tumore & stata effettuata
mediante istopatologia convenzionale utilizzando colorazioni istochimiche
non immunologiche, nell'identificazione qualitativa dell'HLA-B proteine
mediante immunoistochimica (IHC) in tessuti umani fissati in formalina e
inclusi in paraffina (FFPE). L'interpretazione clinica di qualsiasi colorazione o
della sua assenza deve essere integrata da studi morfologici utilizzando
controlli adeguati e deve essere valutata nel contesto dell'anamnesi clinica
del paziente e di altri test diagnostici da un patologo qualificato come ausilio
nell'effettuare qualsiasi altra determinazione clinica.

Riepilogo e spiegazione:

HLA-B & una proteina altamente polimorfica che codifica per il complesso
maggiore di istocompatibilita I (MHC-I).s Le molecole MHC di classe I sono
espresse sulla superficie cellulare, legando e presentando peptidi antigenici
ai linfociti T CD8+ per mediare le risposte immunitarie contro patogeni e
tumori intracellulari.

Principio della procedura:

Questo prodotto anticorpale puo essere utilizzato come anticorpo primario
nei test immunoistochimici di sezioni di tessuto fissate in formalina e incluse
in paraffina. In generale, immunoistochimica (IHC) le tecniche di colorazione
consentono la visualizzazione degli antigeni tramite I'applicazione sequenziale
di a un anticorpo specifico verso l'antigene (anticorpo primario), un anticorpo
secondario  verso l'anticorpo  primario  (collegamento  opzionale
anticorpo/sonda), un complesso enzimatico ed un substrato cromogenico con
interposte fasi di lavaggio. L'attivazione enzimatica del cromogeno determina
un prodotto di reazione visibile nel sito dell'antigene. Il campione puo quindi
essere sottoposto a controcolorazione e coperto con vetrino. I risultati
vengono interpretati utilizzando una luce microscopio e aiuto nella diagnosi
differenziale dei processi patofisiologici, che possono o potrebbe non essere
associato a un particolare antigene.

Materiali e metodi:

Reagenti forniti:

Origine ospite:Monoclonale murino

Reattivita della specie:Umano; altre specie non testate.

Clone:BC43

Isotipo:IgG1 kappa

Concentrazione proteica:Vedere l'etichetta della fiala per Ila
concentrazione specifica del lotto.

Concentrazione di IgG specifiche: contattare il supporto tecnico di Biocare
Specificita:HLA-B

Localizzazione cellulare: Membrana cellulare

Metodo:Monoclonale murino purificato per affinita

Ricostituzione, miscelazione, diluizione, titolazione:
1l reagente anticorpale prediluito & diluito in modo ottimale per I'uso con i
sistemi di colorazione sopra elencati. Un'ulteriore diluizione pud comportare

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
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la perdita della colorazione dell'antigene. Un'ulteriore diluizione pud
comportare la perdita della colorazione dell'antigene. L'utente deve
convalidare qualsiasi modifica di questo tipo. Differenze nella lavorazione dei
tessuti e nelle procedure tecniche
nel laboratorio dell'utente pud produrre una variabilita significativa nei
risultati che richiedono l'esecuzione regolare di controlli interni (vedere la
sezione Controllo qualita).

Il reagente concentrato richiede la diluizione come indicato nella tabella sopra.

Applicazioni conosciute:
Immunoistochimica (tessuti inclusi in paraffina fissati in formalina)

Fornito come:Soluzione salina tamponata, 5.9-7.4,contenente un vettore
proteico e meno dello 0,1% di conservante di sodio azide. Consultare la
scheda di sicurezza per ulteriori dettagli.

Vetrini del microscopio caricati positivamente.
Controlli tissutali positivi e negativi

Camera del deserto (o forno di essiccazione simile)
Xilene o sostituto dello xilene

Etanolo o alcool reagente

Camera di disoccultamento (pentola a pressione)
Acqua deionizzata o distillata

Tampone di lavaggio

Reagenti di pretrattamento

Blocco della perossidasi

Blocco proteico (opzionale)

Sonda di rilevamento e polimero

Reagenti di controllo negativo

Cromogeni

Ematossilina (colorazione di contrasto)

Reagente azzurrante

Mezzo di montaggio

Vetro di copertura

Microscopio ottico (ingrandimento 40-400X)

*Le configurazioni del prodotto anticorpale sono disponibili per I'uso sugli
strumenti indicati nella tabella sopra.

Conservazione e stabilita:

Conservare a una temperatura compresa tra 2°C e 8°C. Il prodotto & stabile
fino alla data di scadenza stampata sull'etichetta del flacone, se conservato
in queste condizioni. Non utilizzare dopo la data di scadenza. E necessario
verificare la conservazione in condizioni diverse da quelle specificate. I
reagenti diluiti devono essere utilizzati tempestivamente; conservare
I'eventuale reagente rimanente a una temperatura compresa tra 2°C e 8°C.
La stabilita del reagente diluito dall'utente non & stata stabilita da Biocare.

I controlli positivi e negativi devono essere analizzati contemporaneamente
con tutti i campioni dei pazienti. Se si osserva una colorazione inaspettata
che non puo essere spiegata da variazioni nelle procedure di laboratorio e si
sospetta un problema con l'anticorpo, contattare il supporto tecnico di
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Biocare al numero 1-800-542-2002 o tramite le informazioni del supporto
tecnico fornite su biocare.net.

Preparazione del campione:

Tessuti fissati in formalina sono adatti per I'uso prima dell'inclusione in
paraffina. I tessuti ossei devono essere decalcificati prima della lavorazione
dei tessuti per facilitare il taglio dei tessuti e prevenire danni alle lame del
microtomo.:2

I tessuti adeguatamente fissati e incorporati che esprimono il target
antigenico specificato devono essere conservati in un luogo fresco. Il Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) del 1988 richiede in 42 CFR§493.1259(b)
che "II laboratorio deve conservare i vetrini colorati per almeno dieci anni
dalla data di esame e conservare i blocchi campione per almeno due anni
dalla data dell'esame."

Trattamento dei tessuti prima della colorazione:

Eseguire il recupero degli epitopi indotti dal calore (HIER) secondo il
protocollo consigliato di seguito. E stato dimostrato che l'uso di routine di
HIER prima dellIHC riduce al minimo lincoerenza e standardizza la
colorazione.+s

Avvertenze e precauzioni:
1. Questo anticorpo contiene meno dello 0,1% di sodio azide. Concentrazioni

inferiori allo 0,1% non sono materiali pericolosi segnalabili secondo U.S. 29
CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication e Direttiva CE 91/155/CE. La
sodio azide (NaN.) utilizzato come conservante € tossico se ingerito. La sodio
azide puo reagire con le tubature in piombo e rame formando azidi metalliche
altamente esplosive. Al momento dello smaltimento, sciacquare con grandi
quantita di acqua per prevenire I'accumulo di azide nelle tubature. (Centro
per il controllo delle malattie, 1976, Istituto nazionale per la sicurezza e la
salute sul lavoro, 1976)s

2. I campioni, prima e dopo la fissazione, e tutti i materiali ad essi esposti
devono essere maneggiati come se fossero in grado di trasmettere infezioni
e smaltiti con le dovute precauzioni. Non pipettare mai i reagenti con la bocca
ed evitare il contatto con la pelle e le mucose con reagenti e campioni. Se i
reagenti o i campioni entrano in contatto con aree sensibili, lavare con
abbondante acqua.’

3. La contaminazione microbica dei reagenti pud comportare un aumento
della colorazione aspecifica.

4. Tempi o temperature di incubazione diversi da quelli specificati potrebbero
dare risultati errati. L'utente deve convalidare qualsiasi modifica di questo
tipo.

5. Non utilizzare il reagente dopo la data di scadenza stampata sulla fiala.

6. Il reagente anticorpale prediluito € diluito in modo ottimale per I'uso.
Un'ulteriore diluizione pud comportare la perdita della colorazione
dell'antigene.

7. La diluizione del reagente anticorpale concentrato deve essere convalidata
prima dell'uso. Anche qualsiasi diluente utilizzato che non sia specificamente
raccomandato deve essere convalidato per compatibilita e stabilita.

8. La SDS ¢ disponibile su richiesta e si trova all'indirizzo http://biocare.net.

Istruzioni per l'uso:
Protocolli di colorazione consigliati per HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX e uso manuale:
API3289 per intelliPATH FLX e uso manuale, & stato standardizzato con
MACH 4 sistema di rilevamento. Utilizzare TBS per le fasi di lavaggio.

Peroxide Block: Bloccare per 5 minuti con Peroxidated 1.

Esegui il recupero del calore utilizzando Reveal
Decloaker. Fare riferimento alla scheda tecnica di
Reveal Decloaker per istruzioni specifiche.

Pretreatment:

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
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Protein Block
(Optional):

Incubare per 5-10 minuti a temperatura ambiente
con Background Punisher.

Primary _— .
Antibody: Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.
Sonda: incubare per 10 minuti a temperatura
. ambiente con un polimero secondario.
Detection: " - —
Polimero: incubare per 20 minuti a temperatura
ambiente con un polimero terziario.
Incubare per 5 minuti a temperatura ambiente
Chromogen: con DAB di Biocare — OPPURE —Incubare per 5-7
minuti a temperatura ambiente con Warp Red.
Controcolorare con ematossilina. Sciacquare con
Counterstain: acqua deionizzata. Applicare la soluzione

azzurrante di Tacha per 1 minuto. Sciacquare con
acqua deionizzata.

Sistema automatizzato di colorazione dei vetrini ONCORE Pro:

OPAI3289 e destinato all'uso con ONCORE Pro. Fare riferimento al
Manuale dell'utente per istruzioni specifiche sull'uso. I parametri del
protocollo nell'editor del protocollo devono essere programmati come

segue:

Protocol Name:

HLA-B

Protocol Template (Description):

Sig.ra HRP Modello 1

Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option):

AR2, pH basso; 101C

Block Option:

Respingente

Reagent Name, Time, Temp.:

HLA-B, 60 minuti, 25°C

Benchmark Ventana ULTRA:

AVI3289 & destinato all'uso con BenchMark ULTRA. Fare riferimento al
Manuale dell'utente per istruzioni specifiche sull'uso. I parametri del
protocollo consigliati sono i seguenti:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minuti

Peroxidase: Inlblto_re pre-primario della
perossidasi

Primary Antibody:

8 minuti, 36°C

Serie Q — Per Leica BOND-III:

ALI3289 e destinato all'uso con Leica BOND-III. Fare riferimento al
Manuale dell'utente per istruzioni specifiche sull'uso. I parametri del
protocollo consigliati sono i seguenti:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name:

Protocollo IHC F

Detection: Raffinazione del polimero legante
HIER: 10 minuti con ER1

Peroxide Block: 5 minuti

Marker (Primary Antibody): 15 minuti

Post Primary: 8 minuti

Polymer: 8 minuti

Mixed Chromogen Refine: 10 minuti

Hematoxylin: 5 minuti

| Fax: 925-603-8080
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Controllo di qualita:

Fare riferimento agli standard di qualita CLSI per la progettazione e
l'implementazione dei test immunoistochimici; Linea guida approvata -
Seconda edizione (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011s

Controllo positivo del tessuto: Tonsilla

I materiali di controllo positivo esterno devono essere campioni freschi fissati,
processati e incorporati il piu presto possibile nello stesso modo dei campioni
dei pazienti. I controlli positivi dei tessuti sono indicativi di tessuti preparati
correttamente e di tecniche di colorazione adeguate. In ogni ciclo di
colorazione deve essere incluso un controllo positivo del tessuto esterno per
ciascuna serie di condizioni di test.

I tessuti utilizzati per i materiali di controllo positivo esterno devono essere
selezionati da campioni di pazienti con bassi livelli ben caratterizzati
dell'attivita target positiva che da una colorazione positiva debole. Il basso
livello di positivita per i controlli positivi esterni & progettato per garantire il
rilevamento di sottili cambiamenti nella sensibilita dell'anticorpo primario
dovuti a instabilita o problemi con la metodologia IHC. I vetrini di controllo
dei tessuti disponibili in commercio o i campioni trattati in modo diverso dai
campioni dei pazienti convalidano solo le prestazioni del reagente e non
verificano la preparazione dei tessuti.

I controlli tissutali positivi noti devono essere utilizzati solo per monitorare la
corretta prestazione dei tessuti trattati e dei reagenti del test, piuttosto che
come ausilio nella formulazione di una diagnosi specifica dei campioni dei
pazienti. Se i controlli positivi del tessuto non mostrano una colorazione
positiva, i risultati con i campioni di test devono essere considerati non validi.

Controllo tissutale negativo:

Utilizzare un controllo tissutale negativo (noto per essere HLA-B negativo)
fissato, processato e incorporato in modo identico ai campioni del paziente
con ogni ciclo di colorazione per verificare la specificita dell'anticorpo primario
IHC per dimostrazione dell'antigene bersaglio e fornire un'indicazione della
specifica colorazione di fondo (colorazione falsa positiva). Inoltre, la varieta
di diversi tipi di cellule presenti nella maggior parte delle sezioni di tessuto
puo farlo essere utilizzati dal laboratorista come siti di controllo negativo
interno per verificare le prestazioni dell'THC specifiche. I tipi e le fonti dei
campioni che possono essere utilizzati per il tessuto negativo i controlli sono
elencati nella sezione Caratteristiche prestazionali.

Se si verifica una colorazione specifica (colorazione falsa positiva) nel
controllo negativo del tessuto, i risultati con i campioni dei pazienti devono
essere considerati non validi.

Controllo del reagente negativo non specifico:

Utilizzare un controllo reagente negativo non specifico al posto dell'anticorpo
primario con una sezione di ciascun campione del paziente per valutare la
colorazione non specifica e

consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica nel sito
dell'antigene. Idealmente, un controllo reagente negativo contiene un
anticorpo HLA-B [BC43] IgG1 Kappa prodotto dal surnatante di una coltura
tissutale allo stesso modo dell'anticorpo primario, ma non mostra alcuna
reattivita specifica con i tessuti umani nella stessa matrice/soluzione
dell'anticorpo primario. Anticorpo Biocare. Diluire un anticorpo di controllo
negativo alla stessa concentrazione di immunoglobulina o proteina del
primario diluito anticorpo utilizzando lo stesso diluente. Se il siero fetale di
vitello viene trattenuto nell'anticorpo puro dopo la lavorazione, il siero fetale
di vitello ad una concentrazione proteica equivalente all'anticorpo diluito &
adatto all'uso anche l'anticorpo primario nello stesso diluente. (Fare
riferimento al reagente fornito). Il diluente da solo pud essere utilizzato come
alternativa meno desiderabile ai controlli dei reagenti negativi
precedentemente descritti. Il periodo di incubazione del controllo del
reagente negativo deve corrispondere a quello dell'anticorpo primario.
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Quando si utilizzano pannelli di diversi anticorpi su sezioni seriali, le aree a
colorazione negativa di un vetrino possono fungere da controllo di fondo di
legame negativo/non specifico per altri anticorpi. Per differenziare I'attivita
enzimatica endogena o il legame non specifico degli enzimi
dall'immunoreattivita specifica, ulteriori tessuti dei pazienti possono essere
colorati esclusivamente rispettivamente con substrato-cromogeno o
complessi enzimatici (PAP, avidina-biotina, streptavidina) e substrato-
cromogeno.

Verifica del test:

Prima dell'uso iniziale di un anticorpo o di un sistema di colorazione in una
procedura diagnostica, l'utente deve verificare la specificita dell'anticorpo
testandolo su una serie di tessuti interni con caratteristiche di prestazione
immunoistochimica note che rappresentano tessuti positivi e negativi noti.
Fare riferimento alle procedure di controllo qualita precedentemente
delineate in questa sezione del foglietto illustrativo e alle raccomandazioni
sul controllo qualita del Programma di Certificazione CAP> per
immunoistochimica e/o la linea guida NCCLS IHCr). Queste procedure di
controllo qualita devono essere ripetute per ogni nuovo lotto di anticorpi o
ogni volta che si verifica una modifica nei parametri del test. I tessuti elencati
nella sezione Caratteristiche prestazionali sono idonei per la verifica del test.

Risoluzione dei problemi:

Seguire le raccomandazioni del protocollo specifico per I'anticorpo secondo
la scheda tecnica fornita. Se si verificano risultati atipici, contattare il
supporto tecnico di Biocare al numero 1-800-542-2002.

Interpretazione della colorazione:

Controllo positivo del tessuto:

Il controllo positivo del tessuto colorato con I'anticorpo indicato deve essere
esaminato innanzitutto per accertarsi che tutti i reagenti funzionino
correttamente. La colorazione appropriata delle cellule bersaglio (come
indicato sopra) € indicativa di reattivita positiva. Se i controlli positivi del
tessuto non mostrano una colorazione positiva, qualsiasi risultato con i
campioni di test deve essere considerato non valido. Il colore del prodotto di
reazione puod variare a seconda dei cromogeni del substrato utilizzati. Fare
riferimento ai foglietti illustrativi del substrato per le reazioni cromatiche
previste. Inoltre, la metacromasia pud essere osservata in variazioni del
metodo di colorazione.:

Quando si utilizza una colorazione di contrasto, a seconda della durata di
incubazione e della potenza della colorazione di contrasto utilizzata, la
colorazione di contrasto risultera in una colorazione dei nuclei cellulari. Una
controcolorazione eccessiva 0 incompleta puo compromettere la corretta
interpretazione dei risultati. Fare riferimento ai protocolli per la colorazione
di contrasto consigliata.

Controllo tissutale negativo:

Il controllo tissutale negativo deve essere esaminato dopo il controllo
tissutale positivo per verificare la specificita della marcatura dell'antigene
bersaglio da parte dell'anticorpo primario. L'assenza di colorazione specifica
nel controllo negativo del tessuto conferma l'assenza di reattivita crociata
dell'anticorpo verso cellule/componenti cellulari. Se si verifica una colorazione
specifica (colorazione falsa positiva) nel controllo negativo del tessuto
esterno, i risultati con il campione del paziente devono essere considerati non
validi.

La colorazione aspecifica, se presente, ha solitamente un aspetto diffuso.
Colorazioni sporadiche del tessuto connettivo possono essere osservate
anche in sezioni di tessuti fissati eccessivamente in formalina. Utilizzare
cellule intatte per l'interpretazione dei risultati della colorazione. Le cellule
necrotiche o degenerate spesso si colorano in modo aspecifico.
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Tessuto del paziente:

Esaminare i campioni dei pazienti colorati con l'anticorpo indicato scorso.
L'intensita della colorazione positiva deve essere valutata nel contesto di
qualsiasi colorazione di fondo non specifica del controllo del reagente
negativo. Come con qualsiasi test immunoistochimico, un risultato negativo
significa che I'antigene non & stato rilevato e non che I'antigene era assente
nelle cellule/tessuti analizzati. Se necessario, utilizzare un pannello di
anticorpi per identificare le reazioni false negative.

Fare riferimento a Riepilogo e spiegazione, limitazioni e caratteristiche
prestazionali per informazioni specifiche sull'immunoreattivita dell'anticorpo
indicata.

Limitazioni:

Limitazioni generali:

1. Per/n vitro Uso diagnostico

2. Questo prodotto & solo per uso professionale: I'immunoistochimica € un
processo diagnostico in pit fasi che consiste in una formazione
specializzata nella selezione dei reagenti appropriati; selezione,
fissazione ed elaborazione dei tessuti; preparazione del vetrino IHC; e
interpretazione dei risultati della colorazione.

3. La colorazione dei tessuti dipende dalla manipolazione e dalla
lavorazione del tessuto prima della colorazione. Fissazione,
congelamento, scongelamento, lavaggio, asciugatura, riscaldamento,
sezionamento o contaminazione impropri con altri tessuti o fluidi
possono produrre artefatti, intrappolamento di anticorpi o risultati falsi
negativi. Risultati incoerenti possono essere dovuti a variazioni nei
metodi di fissazione e inclusione o a irregolarita intrinseche all'interno
del tessuto.»

4. Una controcolorazione eccessiva o incompleta puo compromettere la
corretta interpretazione dei risultati.

5. L'interpretazione clinica di qualsiasi colorazione positiva o negativa deve
essere valutata nel contesto della presentazione clinica, della
morfologia e di altri criteri istopatologici. L'interpretazione clinica di
qualsiasi colorazione positiva 0 negativa deve essere integrata da studi
morfologici utilizzando adeguati controlli interni ed esterni positivi e
negativi, nonché altri test diagnostici. E responsabilita di un patologo
qualificato che abbia familiarita con I'uso corretto degli anticorpi, dei
reagenti e dei metodi IHC interpretare tutti i passaggi utilizzati per
preparare e interpretare la preparazione IHC finale.
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6. La diluizione ottimale dell'anticorpo e i protocolli per un'applicazione
specifica possono variare. Questi includono, ma non sono limitati a,
fissazione, metodo di recupero del calore, tempi di incubazione,
spessore della sezione di tessuto e kit di rilevamento utilizzato. A causa
della sensibilita superiore di questi reagenti unici, i tempi di incubazione
consigliati e i titoli elencati non sono applicabili ad altri sistemi di
rilevamento, poiché i risultati possono variare. Le raccomandazioni e i
protocolli della scheda tecnica si basano sull'uso esclusivo di prodotti
Biocare. In definitiva, & responsabilita del ricercatore determinare le
condizioni ottimali.

7. Questo prodotto non € destinato all'uso nella citometria a flusso. Le
caratteristiche prestazionali non sono state determinate per la
citometria a flusso.

8. Itessutidi persone infette dal virus dell'epatite B e contenenti I'antigene
di superficie dell'epatite B (HBsAg) possono presentare una colorazione
aspecifica con la perossidasi di rafano.=

9. I reagenti possono manifestare reazioni inaspettate in tessuti
precedentemente non testati. La possibilita di reazioni inaspettate
anche nei gruppi di tessuti testati non pud essere completamente
eliminata a causa della variabilita biologica dell'espressione
dell'antigene nelle neoplasie o in altri tessuti patologici.+ Contattare il
supporto tecnico di Biocare al numero 1-800-542-2002 o tramite le
informazioni di supporto tecnico fornite su biocare.net, con reazioni
impreviste documentate.

10. I sieri normali/non immuni provenienti dalla stessa fonte animale degli
antisieri secondari utilizzati nelle fasi di blocco possono causare risultati
falsi negativi o falsi positivi a causa di autoanticorpi o anticorpi naturali.

11. Si possono osservare risultati falsi positivi a causa del legame non
immunologico delle proteine o dei prodotti della reazione del substrato.
Possono anche essere causati dall'attivita della pseudo perossidasi
(eritrociti), dall'attivita della perossidasi endogena (citocromo C) o dalla
biotina endogena (ad esempio fegato, mammella, cervello, rene) a
seconda del tipo di immunocolorazione utilizzata.»

Limitazioni specifiche del prodotto:
Non sono note ulteriori limitazion.

Caratteristiche di performance:
Sensibilita, specificita e reattivita crociata sono riepilogate rispettivamente
nelle Tabelle 1 e 2.

Riproducibilita:
La riproducibilita delle prestazioni degli anticorpi € stata verificata testando
tessuti normali e tumorali selezionati in giorni diversi e vari strumenti con pil
operatori. La colorazione dei tessuti selezionati € stata coerente ed eseguita
come previsto.

La riproducibilita della colorazione all'interno della serie & stata determinata
colorando cinque tessuti contenenti lo stesso tessuto su pit strumenti.

La riproducibilita della colorazione tra una serie e l'altra € stata determinata
colorando cinque vetrini contenenti lo stesso tessuto in tre giorni/tre sessioni
sullo stesso strumento. Tutti i test sono stati superati con gli stessi punteggi,
come definito dalle linee guida interne di punteggio di Biocare.

Immunoreattivita:
Le seguenti immunoreattivita positive e negative sono state dimostrate nelle
Tabelle 1 e 2 di seguito.

L'elenco fornito di seguito non & esaustivo ma caratterizza i tipi di
immunoreattivita osservati con I'anticorpo indicato.

Riepilogo dei risultati attesi:

Fax: 925-603-8080
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Questo anticorpo é risultato immunoreattivo con tutti i tipi di tessuti su cui &
stato testato, compresi tutti i tipi di linfomi e i tessuti umani normali. La
colorazione € prevalentemente membranosa ma pud anche apparire
citoplasmatica nei campioni ad alta espressione. La colorazione & presente
prevalentemente nelle cellule endoteliali e nei linfociti, con una prevalenza

minore nelle cellule epiteliali di alcuni tessuti.

Pelle 2 2
Nervo periferico 3 3
Rivestimento delle cellule 2 2
Occhio 3 3
Laringe 3 3

Risoluzione dei problemi:

1.

Tabella 1:La sensibilita e la specificita sono state determinate testando
tessuti malati fissati in formalina e inclusi in paraffina.

) Positive Total
EE Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tavolo 2:La reattivita crociata dei tessuti & stata determinata testando
tessuti normali fissati in formalina e inclusi in paraffina.

Tessuto

Casi positivi

Casi totali

Cervello

Cervelletto

Surrenale

Ovaio

Pancreas

Linfonodo

Trachea

Testicolo

Tiroide

Seno

Milza

Tonsilla

Timo

Midollo osseo

Polmone

Cuore

Esofago

Stomaco

Intestino tenue

Colon

Fegato

Ghiandola salivare

Rene

Prostata

Utero

Cervice

Muscolo scheletrico
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Nessuna colorazione dei vetrini — Verificare che siano stati utilizzati
tessuto di controllo positivo, anticorpi e prodotti di rilevamento
appropriati.

Colorazione debole di tutti i vetrini — Controllare per determinare se
sono stati utilizzati tessuti di controllo positivo, anticorpi e prodotti di
rilevamento adeguati.

Sfondo eccessivo di tutti i vetrini — Potrebbero essere presenti livelli
elevati di biotina endogena (se si utilizzano prodotti di rilevamento a
base di biotina), attivita endogena dell'HRP che converte il cromogeno
nel prodotto finale colorato (utilizzare il blocco della perossidasi) o un
eccesso di interazione proteica non specifica (utilizzare una proteina
blocco, come una soluzione bloccante a base di siero o caseina).

Le sezioni di tessuto vengono rimosse dai vetrini durante l'incubazione
— Controllare i vetrini per assicurarsi che siano caricati positivamente.
Colorazione specifica troppo scura — Controllare il protocollo per
determinare se al vetrino & stato applicato il titolo anticorpale corretto,
nonché i tempi di incubazione corretti per tutti i reagenti. Inoltre,
assicurarsi che il protocollo contenga fasi di lavaggio sufficienti per
rimuovere i reagenti in eccesso una volta completate le fasi di
incubazione.

Riferimenti:

1.

2.

ouw

10.

11.

12.

13.

14.
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Gli anticorpi Ultraline sono sviluppati esclusivamente da Biocare Medical LLC
e non implicano l'approvazione o il sostegno degli anticorpi Biocare da parte
di Ventana Medical Systems, Inc o Roche. Biocare, Ventana e Roche non
sono affiliati, associati o collegati in alcun modo. Ventana®, BenchMark®,
ultraView e OptiView sono marchi di Roche.

Gli anticorpi della serie Q sono sviluppati esclusivamente da Biocare Medical
LLC e non implicano I'approvazione o il sostegno degli anticorpi Biocare da
parte di Leica Biosystems. Biocare e Leica Biosystems non sono affiliati,
associati o correlati in alcun modo. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX e
BOND-III sono marchi di Leica Biosystems.

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

Tel: 800-799-9499 |  www.biocare.net
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Van Gogh Yellow
N/A

N/A

N/A

Diluent
N/A

Dilution
1:100
Ready-to-use
Ready-to-use
Ready-to-use
Ready-to-use

Description
0.1, 1.0 mL
6.0 mL

60 tests
7.0 mL

6.0 mL

Catalog Number
ACI 3289 A, C
API 3289 AA
OPAI 3289 T60
ALl 3289 G7
AVI 3289 G

HLA-B [BC43]
Available Product Formats
Q Series— For Leica BOND-III
UltraLine — For BenchMark

Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody

901-32?9-090623
Korean

Format
Concentrate
Predilute
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AL RIA:
HLA-B [BC43]0] AR ES @M Z2 =2,

IntelliPATH FLX 3 £ Al2:

<

intelliPATH FLX S =& At&S st API3289 &
C

|
BESIE|ASLICH EX| AL, MH

Peroxide Block: Peroxidized 1 2 527t XtEHetL|C}
Reveal Decloaker & AHE510] & 3|8
Pretreatment: 3oL M| A 2l X| &2 Reveal Decloaker
CIOIH A EE HARSIMAIL.
Protein Block Background Punisher £ AH83}0] RT Ofl A
(Optional): 5~10 2 SO HiFRfLC,
Antibody: RT Ol 30 % St ejergtLict.
Z2H: 2X EC|0et e H20M 102 32
B et Ct,
Detection: — —
E2|M: 3K Z2|0{et & A0 208 52
gt L Ct,
Biocare 2| DAB £ AME3H0] H-20iAM 5 27¢
Chromogen: HY SHLICE = Warp Red & A2 SHO
H20|M 5~7 27F B YR LICE
SOtEM IS 2 CHEGMSL|CE Eo|2+2
Counterstain: AL BN 22 Y 2RHE 1 22
ZEBLCH go|esR daLct

ONCORE Pro XI5 £2I0| S HM A AR,
OPAI3289 = ONCORE Pro 2 &/ AF&St=& 1ot AL Ct A& 2
AE K[ A2 ABA HBME XS, ZEEEZ HYY

O 7} === Ch30F 20| 22 U E|0{OF B LC,

Protocol Name: HLA-B
Protocol Template (Description): MSHRP HIE3 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Fax: 925-603-8080
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Antigen Retrieval (AR Option):
F&&L

Block Option:
Q Al2|= — 2}0|7| BOND-III &:

Reagent Name, Time, Temp.:
Pretreatment Protocol:
ALI3289 = Leica BOND-III 2f

HIEILL HiX|OI3 2 E2}:
Template/Detection:
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Peroxidase:
Primary Antibody:
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

audu apstradé un tehniskajas procediiras

Paredzétais lietojums:
Prieksin vitro Diagnostikas lietoSana

HLA-B [BC43] ir peles monoklondla antiviela, kas paredzéta lietosanai
laboratorija péc sakotnéjas audzgja diagnozes noteikSanas ar parasto
histopatolodiju, izmantojot neimunolodiskus histokimiskus traipus, lai
kvalitativi identificEtu HLA-B. olbaltumvielas ar iminhistokimiju (IHC)
formalina fiksétos parafina iestradatos (FFPE) cilvéka audos. Jebkuras
iekrasosanas vai tas neesamibas kliniska interpretacija ir japapildina ar
morfologiskiem pétijumiem, izmantojot atbilstosas kontroles, un ta ir
janoverte pacienta kliniskas véstures un citu diagnostisko testu konteksta, ko
veic kvalificéts patologs, lai palidzétu veikt jebkadas citas kliniskas
noteikSanas.

Kopsavilkums un skaidrojums:

HLA-B ir loti polimorfs proteinu kod&joss géns galvenajam 1 klases
histokompatibilitates (MHC-I) kompleksam.s MHC I klases molekulas tiek
ekspresétas uz $linu virsmas, saistoties un uzradot antigénus peptidus CD8+
T limfocitiem, lai medi€tu imunas atbildes reakcijas pret intracelulariem
patogéniem un Vvézi.s

Proceduras princips:

So antivielu produktu var izmantot ka primaro antivielu formalina fiks&tu,
parafind iestradatu audu sekciju iminhistokimiskaja parbaudé. Kopuma
iminhistokimiska (IHC) kraso$anas metodes lauj vizualizét antigénus, secigi
pielietojot a specifiska antiviela pret antigénu (primara antiviela), sekundara
antiviela pret primaro antivielu (neobligata saite antiviela/zonde), enzZimu
komplekss un hromogéns substrats ar starplikam mazgasanas soliem.
Hrogéna fermentativa aktivizésana rada redzamu reakcijas produktu
antigéna vieta. PEc tam paraugu var iekrasot un noslidét vaku. Rezultati tiek
interpretéti, izmantojot gaismu mikroskopu un paliglidzekli patofiziologisko
procesu diferencialdiagnoze, kas var vai var nebut saistits ar noteiktu
antigénu.

Materiali un metodes:

Piedavatie readenti:

Resursdatora avots:Pele monoklonala

Sugas reagétspéeja:Cilveks; citas sugas, kas nav parbauditas.
Klonét:BC43

Izotips:I1gG1 kappa

Olbaltumvielu koncentracija:Sérijai  specifisko koncentraciju skatiet
flakona etiketé.

Konkréta IgG koncentracija: sazinieties ar Biocare tehnisko atbalstu
Specifiskums:HLA-B

Sinu lokalizacija: Stinu membranu

Metode:Afinitates attirita pele monoklonala

Atskaidisana, sajauk$ana, atskaidiSana, titrésana:

Ieprieks atskaidits antivielu readents ir optimali atSkaidits lietoSanai ar
ieprieks minétajam krasosanas sistémam. Turpmaka atsSkaidiSana var izraisit
antigéna krasojuma zudumu. Turpmaka atSkaidiSana var izraisit antigéna
krasojuma zudumu. Lietotajam ir jaapstiprina visas $adas izmainas. Atskiribas

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

lietotaja laboratorija var radit ievérojamas atskiribas rezultatos, tadél ir
nepiecieSama regulara ieksgja kontrole (skatiet sadalu Kvalitates kontrole).
Koncentréts reagents ir jaatSkaida, ka noradits ieprieks tabula.

Zinamas lietojumprogrammas:
Imunhistokimija (formalina fikseti parafina iestradati audi)

Piegadats ka:Buferéts sals skidums, 5,9-7,4,satur proteina nes€ju un
mazak par 0,1% natrija azida konservantu. Papildinformaciju skatiet drosibas
datu lapa.

NepiecieSamie materiali un readenti, kas nav nodrosinati:
Mikroskopa priekSmetstiklini ir pozitivi uzladéti.
Pozitivas un negativas audu kontroles
TuksneSa kamera (vai lidziga Zaveésanas krasns)
Ksilols vai ksilola aizstajéjs

Etanols vai reagenta spirts

Apslanosanas kamera (spiediena plits)
Dejonizéts vai destiléts tdens

Mazgasanas buferis

PriekSapstrades readenti

Peroksidazes blokade

Olbaltumvielu bloks (péc izvéles)

Detekcijas zonde un polimérs

Negativie kontroles reagenti

Hrogéni

Hematoksilins (pretkrasa)

Bluing readents

Montazas vide

Vaka stikls

Gaismas mikroskops (40-400X palielinajums)
*Antivielu produkta konfiguracijas ir pieejamas lietoSanai iepriek$ tabula
noraditajos instrumentos.

Uzglabasana un stabilitate:

Uzglabat temperatira no 2°C lidz 8°C. Uzglabajot $ados apstaklos, produkts
ir stabils lidz deriguma terminam, kas uzdrukats uz flakona etiketes. Nelietot
péc deriguma termina beigam. Uzglabasana citos apstaklos, iznemot
noraditos, ir japarbauda. AtSkaiditi reagenti jaizlieto nekavéjoties; uzglabajiet
atlikuso readentu 2°C lidz 8°C temperatira. Biocare nav noteikusi lietotdja
atskaidita reagenta stabilitati.

Pozitivas un negativas kontroles javeic vienlaikus ar visiem pacienta
paraugiem. Ja tiek novérota neparedzéta iekrasoSanas, ko nevar izskaidrot
ar atskirlbam laboratorijas procediiras, un ir aizdomas par problému ar
antivielu, sazinieties ar Biocare tehnisko atbalstu pa talruni 1-800-542-2002
vai izmantojot tehniska atbalsta informaciju, kas sniegta vietné biocare.net.

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080
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Parauga sagatavosana:

Formalina fikséti audi ir pieméroti lietoSanai pirms parafina iestradasanas.
Kaulu audi pirms audu apstrades ir jaatkalko, lai atvieglotu audu grieSanu un
noveérstu mikrotomu asmenu bojajumus.:2

Pareizi fikséti un iestradati audi, kas ekspresé noradito antigéna mérki,
jauzglaba vésa vieta. 1988. gada Kliniskas laboratorijas uzlabosanas likums
(CLIA) pieprasa 42 CFR.8493.1259(b), ka “Laboratorijai ir jasaglaba
iekrasotie priekSmetstiklini vismaz desmit gadus no datuma, kad parbaudi un
saglaba paraugu blokus vismaz divus gadus no parbaudes datuma.:

Audu apstrade pirms krasosanas:

Veiciet siltuma izraisitu epitopu izgtsanu (HIER) saskana ar talak ieteikto
protokolu. Ir pieradits, ka regulara HIER lietoSana pirms IHC samazina
nekonsekvenci un standartizé krasosanu.ss

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi:

1. Si antiviela satur mazak par 0,1% natrija azida. Koncentracijas, kas ir
mazakas par 0,1%, nav zinojami bistami materiali saskana ar U.S. 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard communication un EK Direktivu 91/155/EK. Natrija
azids (NaN.,), ko lieto ka konservantu, ir toksisks, ja to norij. Natrija azids var
reagét ar svina un vara santehniku, veidojot Joti spradzienbistamus metalu
azidus. Péc likvidésanas izskalojiet ar lielu Gdens daudzumu, lai novérstu
azida uzkrasanos santehnika. (Slimibu kontroles centrs, 1976, Nacionalais
darba drosibas un veselibas institlts, 1976):

2. Paraugi pirms un péc fiksacijas un visi tiem paklautie materiali ir jarikojas
ta, it ka tie varétu parnésat infekciju, un tie jaiznicina, ievérojot atbilstosus
piesardzibas pasakumus. Nekad nepipeéjiet reagentus iekskigi un izvairieties
no saskares ar adu un glotadam ar reagentiem un paraugiem. Ja reagenti vai
paraugi nonak saskaré ar jutigam zonam, nomazgajiet ar lielu Udens
daudzumu.

3. Reagentu mikrobu piesarnojums var izraisit nespecifiskas krasoSanas
palielinasanos.

4. Inkubacijas laiki vai temperatiras, kas atSkiras no noraditajam, var shiegt
klidainus rezultatus. Lietotajam ir jaapstiprina visas $adas izmainas.

5. Nelietot reagentu péc deriguma termina beigam, kas noradits uz flakona.
6. lepriek$s atSkaidits antivielu readents ir optimali atSkaidits lietosanai.
Turpmaka atskaidiSana var izraisit antigéna krasojuma zudumu.

7. Koncentréta antivielu reagenta atSkaidisana ir javalidé pirms lietoSanas.
Jebkur$ izmantotais skidinatajs, kas nav ipasi ieteikts, ari ir jaapstiprina
savietojamibai un stabilitatei.

8. SDS ir pieejams péc pieprasijuma un atrodas http://biocare.net.

LietoSanas instrukcija:
Ieteicamie krasoSanas protokoli HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX un manuala lietosana:
API3289 intelliPATH FLX un manualai lietosanai ir standartizéts ar MACH
4 noteiksanas sistéma. Mazgasanas soliem izmantojiet TBS.

Peroxide Block: Blokéjiet 5 mindtes ar peroksidétu 1.

Veiciet siltuma izglsanu, izmantojot Reveal
Decloaker. Konkrétus noradijumus skatiet Reveal
Decloaker datu lapa.

Inkubé&jiet 5-10 minttes istabas temperattira ar

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher.
Primary _ -
Antibody: Inkubé 30 mindtes RT.
Zonde: inkubét 10 mindtes RT ar sekundaro
A poliméru.
Detection: Polimérs: inkubat 20 mindtes RT ar terciaro
poliméru.
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Inkubgjiet 5 mindtes RT ar Biocare DAB — VAI —

Chromogen: Inkubé&jiet 5-7 minttes RT ar Warp Red.
Pretkrasot ar hematoksilinu. Noskalo ar
Counterstain: dejonizetu udeni. Uzklajiet Tacha's Bluing

Solution 1 minGti. Noskalo ar dejonizetu tdeni.

ONCORE Pro automatizéta priekSmetstiklinu krasosanas
sistéma:

OPAI3289 ir paredzets lietosSanai ar ONCORE Pro. Konkrétus lietoSanas
noradijumus skatiet lietotaja rokasgramata. Protokola parametri protokola
redaktora jaieprogrammeé Sadi:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP 1. veidne
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, zems pH limenis; 101°C
Block Option: Buferis

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:
AVI3289 ir paredzéts lietosanai ar BenchMark ULTRA. Konkrétus
lietoSanas noradijumus skatiet lietotaja rokasgramata. Ieteicamie
protokola parametri ir Sadi:
Template/Detection:

Pretreatment Protocol:

OptiView DAB IHC

CC1 32 minates

Pirms primaras peroksidazes
inhibitors

8 minates, 36°C

Peroxidase:

Primary Antibody:

Q sérija — Leica BOND-III:

ALI3289 ir paredzéts lietosanai ar Leica BOND-III. Konkrétus lietoSanas
noradijumus skatiet lietotaja rokasgramata. Ieteicamie protokola
parametri ir $adi:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC protokols F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min ar ER1
Peroxide Block: 5 min

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min

Kvalitates kontrole:

Skatiet CLSI kvalitates standartus imunhistokimijas testu izstradei un
ievieSanai; Apstiprinats vadliniju otrais izdevums (I/LA28-A2) CLSI Wayne,
PA USA (www.clsi.org). 2011. gadss

Pozitiva audu kontrole: Mandeles

Argjiem pozitivas kontroles materialiem jabit svaigiem paraugiem, kas fikséti,
apstradati un péc iesp&jas atrak jaievieto tada pasa veida ka pacienta
paraugs(-i). Pozitiva audu kontrole liecina par pareizi sagatavotiem audiem
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un pareizam krasoSanas metodém. Katra krasosanas cikla jaieklauj viena
pozitiva aréja audu kontrole katrai testa apstaklu kopai.

Argjiem pozitivas kontroles materialiem izmantotie audi jaizvélas no pacientu
paraugiem ar labi raksturotu zemu pozitivas mérka aktivitates limeni, kas
rada vaju pozitivu krasojumu. Zemais pozitivitates limenis aréjam pozitivajam
kontrolém ir paredzéts, lai nodroSinatu smalku primaro antivielu jutibas
izmainu noteikSanu no nestabilitates vai problémam ar IHC metodolodiju.
Tirdznieciba pieejamie audu kontroles priekSmetstiklini vai paraugi, kas
apstradati atsSkirigi no pacienta parauga(-iem), apstiprina tikai reagenta
darbibu un neparbauda audu sagatavosanu.

Zinamas pozitivas audu kontroles ir jaizmanto tikai apstradato audu un testa
reagentu pareizas darbibas uzraudzibai, nevis ka paliglidzeklis konkrétas
pacienta paraugu diagnozes formuléSana. Ja pozitivas audu kontroles
neizdodas uzradit pozitivu iekrasosanos, testa paraugu rezultati jauzskata par
nederigiem.

Negativo audu kontrole:

Izmantojiet negativu audu kontroli (pazistama ka HLA-B negativa), kas
fikséta, apstradata un iestradata identiski pacienta paraugam(-iem) katra
krasosanas cikla, lai parbauditu IHC primaras antivielas specifiskumu. mérka
antigéna demonstréSana un sniegt noradi par specifisku fona krasojumu
(viltus pozitiva krasoSana). Ari dazadu Stnu tipu dazadiba, kas atrodas
lielakaja dala audu sekciju, var Laboratorija izmantos ka iekS€jas negativas
kontroles vietas, lai parbauditu IHC darbibu specifikacijas. Paraugu veidi un
avoti, ko var izmantot negativiem audiem vadiklas ir uzskaititas sadala
Veiktsp€jas raksturlielumi.

Ja negativaja audu kontrolé notiek specifiska iekrasosanas (viltus pozitiva
iekrasosanas), pacienta paraugu rezultati jauzskata par nederigiem.

Nespecifiska negativa readenta kontrole:

Primaras antivielas vieta izmantojiet nespecifisku negativu reagenta kontroli
ar katra pacienta parauga dalu, lai novértétu nespecifisko krasosanos un
lauj labak interpretét specifisko krasojumu antigéna vieta. Ideala gadijuma
negativa reagenta kontrole satur HLA-B [BC43] IgG1 Kappa antivielu, kas
iegta no audu kultliras supernatanta tada pasa veida ka primara antiviela,
bet tai nav specifiskas reaktivitates ar cilveka audiem taja pasa
matrica/skiduma ka Biocare antiviela. Negativas kontroles antivielu atSkaida
lidz tadai pasai iminglobulina vai proteina koncentracijai ka atSkaiditajai
primarajai antivielai antivielu, izmantojot identisku Skidinataju. Ja tela augla
serums péc apstrades saglabajas tira antiviela, tela augla serums ar proteina
koncentraciju, kas lidzvértiga atskaiditajai lietoSanai ir piemérota ari primara
antiviela taja pasa Skidinataja. (Skatit pievienoto readentu). Atskaiditaju
vienu pasu var izmantot ka mazak vélamo alternativu ieprieks aprakstitajam
negativajam readentu kontrolém. Negativa readenta kontroles inkubacijas
periodam jaatbilst primaras antivielas inkubacijas periodam.

Ja sérijveida sekcijas tiek izmantoti vairaku antivielu paneli, viena
priekSmetstiklina  negativi  iekrasotie  apgabali var kalpot ka
negativa/nespecifiska saistiSsanas fona kontrole citam antivielam. Lai atskirtu
endogéno enzimu aktivitati vai nespecifisku enzimu saistisanos no specifiskas
imUnreaktivitates, papildu pacienta audus var iekrasot tikai ar substrata-
hromogéna vai enzimu kompleksiem (PAP, avidins-biotins, streptavidins) un
substrata-hromogénu, attiecigi.

Testa parbaude:

Pirms antivielas vai krasoSanas sistémas sakotngjas izmantoSanas
diagnostikas proceddra, lietotajam japarbauda antivielas specifika,
parbaudot to uz vairakiem iekS&jiem audiem ar zinamiem iminhistokimiskas
veiktspgjas raksturlielumiem, kas atspogujo zinamus pozitivus un negativus
audus. Skatiet kvalitates kontroles procediiras, kas ieprieks aprakstitas Saja
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produkta ievietojuma sadala, un KLP sertifikacijas programmas kvalitates
kontroles ieteikumus.: imianhistokimijai un/vai NCCLS IHC vadlinijame). Sis
kvalitates kontroles proceduras jaatkarto katrai jaunai antivielu partijai vai
ikreiz, kad notiek izmainas testa parametros. Veiktspéjas raksturlielumu
sadala uzskaititie audi ir pieméroti testa parbaudei.

Problému novérsana:
Ievérojiet antivielu specifiska protokola ieteikumus saskana ar sniegto datu
lapu. Ja rodas netipiski rezultati, sazinieties ar Biocare tehnisko atbalstu pa
talruni 1-800-542-2002.

Krasosanas interpretacija:

Pozitiva audu kontrole:

Vispirms ir japarbauda pozitiva audu kontrole, kas iekrasota ar noradito
antivielu, lai parliecinatos, ka visi reagenti darbojas pareizi. Atbilstosa mérka
Stinu krasoSana (ka noradits ieprieks) liecina par pozitivu reaktivitati. Ja
pozitivas audu kontroles neizdodas uzradit pozitivu iekrasoSanos, visi testa
paraugu rezultati jauzskata par nederigiem. Reakcijas produkta krasa var
atskirties atkariba no izmantotajiem substrata hromogéniem. Paredzamas
krasu reakcijas skatiet substrata iepakojuma lappus€s. Turklat
metahromaziju var novérot krasosanas metodes variacijas.

Ja tiek izmantots pretkrasojums, atkariba no inkubacijas ilguma un izmantota
pretkrasojuma stipruma, pretkraso$ana izraisis Stinu kodolu krasojumu.
Parmériga vai nepilniga pretkrasoSana var apdraudét pareizu rezultatu
interpretaciju. Skatiet protokolu(-s), lai uzzinatu par ieteicamo pretkrasosanu.

Negativo audu kontrole:

Negativa audu kontrole japarbauda péc pozitivas audu kontroles, lai
parbauditu primaras antivielas mérka antigéna markésanas specifiku.
Specifiskas iekrasosanas trikums negativaja audu kontrolé apstiprina
antivielu krusteniskas reaktivitates trikumu pret Sinam/stinu komponentiem.
Ja negativa aré&ja audu kontrolé notiek specifiska iekrasosanas (viltus pozitiva
iekrasoSanas), pacienta parauga rezultati jauzskata par nederigiem.

Nespecifiska kraso$ana, ja tada ir, parasti ir izkliedéta. Sporadisku saistaudu
iekrasoSanos var novérot ari sekcijas no parmérigi formalina fiksétiem
audiem. KrasoSanas rezultatu interpretacijai izmantojiet neskartas Stinas.
Nekrotiskas vai degenerétas Slinas biezi krasojas nespecifiski.

Pacienta audi:

Parbaudiet pacientu paraugus, kas iekrasoti ar noraditajam antivielam
PEdEjais. Pozitiva krasoSanas intensitate janovérté saistiba ar jebkuru
nespecifisku negativa reagenta kontroles fona krasojumu. Tapat ka ar
jebkuru imtnhistokimisko testu, negativs rezultats nozime, ka antigéns nav
konstatéts, nevis antigéna nebija parbauditajas Slnas/audiem. Ja
nepiecieSams, izmantojiet antivielu paneli, lai identificétu viltus negativas
reakcijas.
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krasota ar HLA-B [BC43] antivielu
Lai iegltu specifisku informaciju par noradito antivielu iminreaktivitati,
skatiet kopsavilkumu un skaidrojumu, ierobezojumus un veiktsp&jas
raksturlielumus.

Ierobezojumi:

Visparigi ierobezojumi:

1. PriekSin vitro diagnostikas izmanto3ana

2. Sis produkts ir paredzéts tikai profesionalai lietoSanai: Iminhistokimija
ir daudzpakapju diagnostikas process, kas sastav no specializétas
apmacibas atbilstosu reagentu izvélg; audu atlase, fiksacija un apstrade;
IHC priekSmetstiklina sagatavosana; un krasoSanas rezultatu
interpretacija.

3.  Audu krasosana ir atkariga no audu apstrades un apstrades pirms
krasosanas. Nepareiza fiksacija, sasaldésana, atkausésana, mazgasana,
Zavésana, karséSana, sadaliSana vai piesarnosana ar citiem audiem vai
Skidrumiem var radit artefaktus, antivielu slazdoSanu vai viltus
negativus rezultatus. Nekonsekventi rezultati var but fiksacijas un
iegulSanas metoZu atskiribu dél vai audos raksturigu nelidzenumu dél.=

4.  Parmeériga vai nepilniga pretkraso$ana var apdraudét pareizu rezultatu
interpretaciju.

5. Jebkuras pozitivas vai negativas iekrasoSanas kliniska interpretacija
janovérté kliniska attéla, morfologijas un citu histopatologisku kritériju
konteksta. Jebkuras pozitivas vai negativas iekrasosanas kliniska
interpretacija japapildina ar morfologiskiem pétijumiem, izmantojot
atbilstosus pozitivos un negativos iek$gjos un argéjos kontroles testus,
ka ari citus diagnostikas testus. Kvalificéts patologs, kurs ir iepazinies
ar pareizu IHC antivielu, readentu un metozu lietosanu, ir atbildigs, lai
interpretétu visas darbibas, kas izmantotas, lai sagatavotu un
interpretétu galigo IHC preparatu.

6. Optimalais antivielu atSkaidijums un protokoli konkrétam lietojumam
var atskirties. Tie ietver (bet ne tikai) fiksaciju, siltuma iegtsanas
metodi, inkubacijas laikus, audu sekcijas biezumu un izmantoto
noteikSanas komplektu. So unikalo readentu augstakas jutibas dél
noraditie ieteicamie inkubacijas laiki un titri nav piemérojami citam
noteikSanas sistémam, jo rezultati var atskirties. Datu lapas ieteikumi
un protokoli ir balstiti uz ekskluzivu Biocare produktu izmantosanu. Galu
gala pétnieka pienakums ir noteikt optimalos apstak]us.

7.  Sis produkts nav paredzéts izmantosanai pllismas citometrija. Pllismas
citometrijas veiktsp€jas raksturlielumi nav noteikti.
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8. Audos no personam, kas inficétas ar B hepatita virusu un satur B
hepatita virsmas antigénu (HBsAg), var biit nespecifiska iekrasosanas
ar marrutku peroksidazi.»

9. Readenti var paradit negaiditas reakcijas ieprieks neparbauditos audos.
Negaiditu reakciju iespé€jamibu pat parbauditajas audu grupas nevar
pilnlba novérst antigénu ekspresijas biologiskas variabilitates dél
jaunveidojumos vai citos patologiskos audos.+ Sazinieties ar Biocare
tehnisko atbalstu pa talruni 1-800-542-2002 vai izmantojot tehniska
atbalsta informaciju, kas sniegta vietné biocare.net, noradot
dokumentétu neparedzetu reakciju.

Normali/neimiinie serumi no ta paSa dzivnieku izcelsmes avota ka

sekundarie antiserumi, ko izmanto blokéSanas posmos, var izraisit

kludaini negativus vai kludaini pozitivus rezultatus autoantivielu vai
dabisko antivielu dé|.

Kladaini pozitivus rezultatus var redzet proteinu vai substrata reakcijas

produktu neimunologiskas saistiSanas dé&l. Tos var izraisit ari

pseidoperoksidazes aktivitate (eritrociti), endogéna peroksidazes
aktivitate (citohroms C) vai endogéns biotins (pieméram, aknas, krits,
smadzenes, nieres) atkariba no izmantota imunkrasojuma veida.=

10.

11.

Produkta specifiskie ierobeZojumi:
Nav zinami nekadi papildu ierobeZojumi.

Veiktspéjas raksturojums:
Jutiba, specifiskums un krusteniska reaktivitate ir apkopotas attiecigi 1. un 2.
tabula.

Reproducéjamiba:

Antivielu veiktsp€jas reproducgjamiba tika parbaudita, test€jot atlasitos
normdlos un audzéja audus dazadas dienas un daZadus instrumentus ar
vairakiem operatoriem. Atlasito audu krasoSana bija konsekventa un tika
veikta, ka paredzéts.

Krasosanas reproduc&jamiba tika noteikta, krasojot piecus audus, kas satur
vienu un to pasu audu, uz vairakiem instrumentiem.

KrasoSanas reproduc&jamiba starp sérijam tika noteikta, krasojot piecus
priekSmetstiklinus, kas satur vienus un tos pasus audus, tris dienas/darbos
ar to paSu instrumentu. Visas parbaudes tika izturétas ar vienadiem
raditajiem, ka noteikts Biocare iekS€jas vértésanas vadlinijas.

Imdnreaktivitate:
Talak 1. un 2. tabuld ir paraditas Sadas pozitivdas un negativas
imunreaktivitates.

Talak sniegtais saraksts nav pilnigs, bet raksturo iminreaktivitates veidus,
kas novéroti ar noradito antivielu.

Sagaidamo rezultatu kopsavilkums:

Tika konstatéts, ka Si antiviela ir iminreaktiva ar visu veidu audiem, uz
kuriem ta tika parbaudita, tostarp visu veidu limfomas un normaliem cilvéka
audiem. Krasojums parsvara ir membranas, bet var paradities ari citoplazmas
paraugos ar augstu ekspresiju. KrasoSana parsvara ir endotélija Sinas un
limfocitos ar mazaku izplatibu dazos audos epitélija stinas.

1. tabula:Jutigums un specifiskums tika noteikts, parbaudot formalina
fiks€tus, parafina iestradatus slimos audus.

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

=
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

2. tabula:Audu krusteniska reaktivitate tika noteikta, parbaudot ar formalinu
fiks€tus, parafina iestradatus normalus audus.

Audu Pozitivi gadijumi | Kopéjais lietu skaits

Smadzenes

Smadzenites

Virsnieru dziedzeris

Olnica

Aizkunga dziedzeris

Limfmezgls

Traheja
Séklinieks
Vairogdziedzeris
Kratis

Liesa

Mandeles

Thymus
Kaulu smadzenes

Plausas
Sirds
Baribas vads

Véders

Tievas zarnas

Kols
Aknas
Siekalu dziedzeris

Nieres

Prostata

Dzemde

Dzemdes kakls

Skeleta muskulis
Ada
Periférais nervs

Oderé&juma stinas

Acs
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Balsene

Problému novérsana:
1. PriekSmetstiklini nav iekrasoti — parbaudiet, lai noteiktu, vai ir izmantoti
atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas produkti.
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2. Vaja visu priekSmetstiklinu krasoSana — parbaudiet, lai noteiktu,
vai ir izmantoti atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas
produkti.

3. Parmérigs visu priekSmetstiklinu fons — var biit augsts endogéna
biotina limenis (ja izmanto noteikSanas produktus uz biotina bazes),
endogéna HRP aktivitate, kas parvérs hromogénu krasaina galaprodukta
(izmantojiet peroksidazes bloku) vai parmériga nespecifiska proteina
mijiedarbiba (izmantojiet proteinu). blokadi, pieméram, blok&joss Skidums uz
seruma vai kazeina bazes).

4. Audu sekcijas nomazga priekSmetstiklinus inkubacijas laika —
pérbaudiet_priekémetstiklinus, lai parliecinatos, ka tie ir pozitivi uzladéti.
5. Ipasa krasosanas ir parak tumsa — parbaudiet protokolu, lai

noteiktu, vai priekSmetstikliniem ir piemérots pareizs antivielu titrs, ka art
pareizu visu readentu inkubacijas laiku. Turklat parliecinieties, ka protokola
ir pietiekami daudz mazgasanas solu, lai péc inkubacijas darbibu pabeigsanas
nonemtu liekos reagentus.
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Ultraline antivielas izstrada tikai Biocare Medical LLC, un tas nenozimg, ka
Ventana Medical Systems, Inc vai Roche ir apstiprindjusi vai apstiprinajusi
Biocare antivielas. Biocare, Ventana un Roche nav nekada veida saistiti,
saistiti vai saistiti. Ventana®, BenchMark®, ultraView un OptiView ir Roche
precu zimes.

Q sérijas antivielas izstrada tikai Biocare Medical LLC, un tas nenozimg, ka
Leica Biosystems ir apstiprinajusi vai apstiprinajusi Biocare antivielas. Biocare
un Leica Biosystems nav nekada veida saistiti, saistiti vai saistiti. Leica, Leica
Biosystems, BOND-MAX un BOND-III ir Leica Biosystems precu zimes.
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Available Product Formats
Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A
ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A
apdorojimo ir techniniy procediry skirtumai

Paskirtis:
Délin vitro Diagnostinis naudojimas

HLA-B [BC43] yra pelés monokloninis antikiinas, skirtas laboratoriniam
naudojimui po to, kai pradiné naviko diagnozé buvo atlikta jprastine
histopatologija, naudojant neimunologinius histocheminius démes,
kokybiniam HLA-B identifikavimui. baltymo imunohistochemijos (IHC) budu
formalinu fiksuotuose parafinu jterptuose (FFPE) Zmogaus audiniuose.
Klinikinis bet kokio daZzymo ar jo nebuvimo aiskinimas turéty bati papildytas
morfologiniais tyrimais, naudojant tinkama kontrole, ir turéty bati jvertintas
atsizvelgiant j paciento klinikine istorijg ir kitus diagnostinius tyrimus, kuriuos
atlieka kvalifikuotas patologas, kad baty galima atlikti kitus Kklinikinius
sprendimus.

Santrauka ir paaiskinimas:

HLA-B yra labai polimorfinis baltymas, koduojantis pagrindinj I
histokompatibilumo klasés (MHC-I) kompleksa.: MHC I klasés molekulés
ekspresuojamos lgstelés pavirsiuje, suriSdamos ir pateikdamos antigeninius
peptidus CD8+ T limfocitams, kad tarpininkauty imuniniam atsakui pries
tarplastelinius patogenus ir vézj.s

Procediiros principas:

Sis antikiiny produktas gali buti naudojamas kaip pagrindinis antikiinas
atliekant  formalinu  fiksuoty, parafinu jterpty audiniy pjaviy
imunohistocheminius tyrimus. Apskritai imunohistocheminis (IHC) dazymo
metodai leidZia vizualizuoti antigenus nuosekliai taikant a specifinis antikiinas
prie$ antigeng (pirminis antikiinas), antrinis antiklinas prie$ pirminj antikiing
(neprivalomas antiklinas/zondas), fermenty kompleksas ir chromogeninis
substratas su tarpinémis plovimo etapais. Dél fermentinio chromogeno
aktyvavimo antigeno vietoje susidaro matomas reakcijos produktas. Tada
méginys gali bti nudaZytas ir dangtis nuslysta. Rezultatai interpretuojami
naudojant lempute mikroskopu ir pagalba diferencinei patofiziologiniy
procesy diagnostikai, kurie gali arba gali biiti nesusije su konkreciu antigenu.

Medziagos ir metodai:

Pateikiami reagentai:

Prieglobos Saltinis:Pelés monokloninés

Rusiy reaktyvumas:Zmogus; kitos riisys, netirtos.
Klonuoti:BC43

Izotipas:IgG1 kapa

Baltymy koncentracija:KonkreCig partijos koncentracijg zr. flakono
etiketéje.

Konkreti IgG koncentracija: susisiekite su Biocare technine pagalba
SpecifiSkumas:HLA-B

Mobilioji lokalizacija: Lastelés membrana

Metodas:Afinitetu iSgryninta pelé monokloniné

Atskiedimas, maiSymas, skiedimas, titravimas:

1S anksto praskiestas antikiiny reagentas yra optimaliai atskiestas naudoti su
auksciau iSvardytomis dazymo sistemomis. Tolesnis skiedimas gali sukelti
antigeno dazymo praradima. Tolesnis skiedimas gali sukelti antigeno dazymo
praradima. Vartotojas turi patvirtinti visus tokius pakeitimus. Audiniy
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Vartotojo laboratorijoje rezultatai gali labai skirtis, todél reikia reguliariai
atlikti vidaus kontrole (Zr. Kokybés kontrolés skyriy).

Koncentruotg reagentg reikia skiesti, kaip nurodyta auksCiau esancioje
lenteléje.

Zinomos programos:
Imunohistochemija (formalinu fiksuoti audiniai, jterpti j parafing)

Tiekiama kaip:Buferinis druskos tirpalas, 5,9-7,4,kuriy sudétyje yra
baltymy nesiklio ir maziau nei 0,1 % natrio azido konservanto. Daugiau
informacijos rasite saugos duomeny lape.

Reikalingos, bet nepateiktos medziagos ir reagentai:
Mikroskopo skaidrés jkrautos teigiamai.

Teigiama ir neigiama audiniy kontrolé

Dykumos kamera (arba panasi dZiovinimo krosnis)
Ksilenas arba ksileno pakaitalas

Etanolis arba alkoholio reagentas

UzZblokavimo kamera (sléginé viryklé)
Dejonizuotas arba distiliuotas vanduo

Skalbimo buferis

Pirminio apdorojimo reagentai

Peroksidazés blokada

Baltymy blokas (neprivaloma)

Aptikimo zondas ir polimeras

Neigiami kontroliniai reagentai

Chromogenai

Hematoksilinas (priezastis)

Mélynojimo reagentas

Montavimo terpé

Dengiamasis stiklas

Sviesos mikroskopas (40-400X padidinimas)
*Antiktiny produkto konfiglracijas galima naudoti aukSciau esancioje
lenteléje nurodytose priemonése.

Sandéliavimas ir stabilumas:

Laikyti 2°C — 8°C temperatiroje. Laikant tokiomis sglygomis, produktas yra
stabilus iki galiojimo datos, nurodytos ant buteliuko etiketés. Nenaudoti
pasibaigus tinkamumo laikui. Turi biti patikrintas saugojimas bet kokiomis
kitokiomis salygomis nei nurodytos. Praskiesti reagentai turi biti naudojami
nedelsiant; likusj reagentg laikykite 2—8 °C temperatiiroje. Biocare nenustaté
vartotojo praskiesto reagento stabilumo.

Teigiamas ir neigiamas kontrolé turi buti atliekama vienu metu su visais
paciento méginiais. Jei pastebimas netikétas dazymas, kurio negalima
paaiskinti laboratoriniy procediry skirtumais, ir jtariate antikliny problema,
susisiekite su Biocare techninés pagalbos tarnyba telefonu 1-800-542-2002
arba per techninés pagalbos informacija, pateiktg biocare.net.
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HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

Méginio paruosSimas:

Audiniai fiksuoti formalinu tinka naudoti pries jterpiant j parafing. Kauliniai
audiniai turi bati nukalkinti prieS audiniy apdorojima, kad buty lengviau
nupjauti audinj ir nepazeisti mikrotomo asmeny.:

Tinkamai fiksuoti ir jterpti audiniai, iSreiSkiantys nurodytg antigeno taikinj,
turi bati laikomi vésioje vietoje. 1988 m. Klinikiniy laboratorijy tobulinimo
jstatymas (CLIA) reikalauja 42 CFR8493.1259(b), kad ,Laboratorija turi
saugoti beicuotus stiklelius maZziausiai deSimt mety nuo istirti ir saugoti
méginiy blokus maZiausiai dvejus metus nuo tyrimo datos.:

Audiniy gydymas pries daZyma:

Atlikite Silumos sukeltg epitopy paieskg (HIER) pagal toliau pateiktg
rekomenduojama protokolg. Irodyta, kad jprastas HIER naudojimas pries IHC
sumazina nenuosekluma ir standartizuoja dazyma.ss

Ispéjimas ir atsargumo priemonés:

1. Siame antikiine yra maziau nei 0,1 % natrio azido. Pagal JAV 29 CFR
1910.1200, OSHA praneSimus apie pavojy ir EB direktyvg 91/155/EB,
mazesnés nei 0,1 % koncentracijos néra pavojingos medziagos. Natrio azidas
(NaN.), naudojamas kaip konservantas, yra toksiskas prarijus. Natrio azidas
gali reaguoti su Svino ir vario vandentiekiu ir sudaryti labai sprogius metalo
azidus. ISmetus, nuplaukite dideliu kiekiu vandens, kad vandentiekyje
nesikaupty azidas. (Ligy kontrolés centras, 1976 m., Nacionalinis darbuotojy
saugos ir sveikatos institutas, 1976 m.)s

2. Méginiai pries ir po fiksavimo bei visos su jais paveiktos medziagos turi
buti tvarkomos taip, lyg galéty perduoti infekcijg, ir sunaikintos laikantis
tinkamy atsargumo priemoniy. Niekada nepilkite reagenty pipete per burng
ir venkite reagenty bei méginiy salycio su oda ir gleivinémis. Jei reagentai ar
meéginiai pateko j jautrias vietas, nuplaukite dideliu kiekiu vandens.”

3. Mikrobinis reagenty uzterstumas gali padidinti nespecifinj dazyma.

4. Kitos nei nurodytos inkubacijos trukmés arba temperatros rezultatai gali
duoti klaidingus rezultatus. Vartotojas turi patvirtinti visus tokius pakeitimus.
5. Nenaudokite reagento pasibaigus tinkamumo laikui, nurodytam ant
buteliuko.

6. IS anksto praskiestas antikliny reagentas yra optimaliai atskiestas
naudojimui. Tolesnis skiedimas gali sukelti antigeno dazymo praradima.

7. Koncentruoto antikiino reagento praskiedimas turi biti patvirtintas pries
naudojimg. Bet koks naudojamas skiediklis, kuris néra specialiai
rekomenduojamas, taip pat turi buti patvirtintas deél suderinamumo ir
stabilumo.

8. SDS galima gauti paprasius ir jis yra adresu http://biocare.net.

Naudojimo instrukcijos:
Rekomenduojami HLA-B dazymo protokolai [BC43]:

LAntelliPATH FLX" ir rankinis naudojimas:
API3289, skirtas inteliPATH FLX ir rankiniam naudojimui, buvo

standartizuotas su MACH 4 aptikimo sistema. Skalbimo etapams
naudokite TBS.

Peroxide Block:

Blokuokite 5 minutes su Peroxidazed 1.

Atlikite Silumos paémimg naudodami Reveal
Decloaker. Konkreciy instrukcijy ieskokite Reveal
Decloaker duomeny lape.

Inkubuokite 5-10 minuciy kambario

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): temperaturoje su Background Punisher.
Primary Inkubuokite 30 minuciy kambario temperattroje
Antibody: )

Zondas: inkubuokite 10 minuciy kambario
Detection: temperatiroje su antriniu polimeru.

Polimeras: inkubuokite 20 minuciy kambario
temperaturoje su tretiniu polimeru.
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Inkubuokite 5 minutes kambario temperaturoje

Chromogen: su Biocare DAB — ARBA — Inkubuokite 5-7
minutes kambario temperatiroje su Warp Red.
Priesgaisrinis dazymas hematoksilinu. Nuplaukite
. dejonizuotu vandeniu. Taikyti Tacha's Bluing
Counterstain:

tirpalg 1 minute. Nuplaukite dejonizuotu
vandeniu.

ONCORE Pro automatiné stikleliy daZzymo sistema:
OPAI3289 skirtas naudoti su ONCORE Pro. Konkreciy naudojimo
instrukcijy ieskokite vartotojo vadove. Protokolo parametrai protokoly
rengykléje turi biti uzprogramuoti taip:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP 1 Sablonas
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, Zemas pH; 101°C
Block Option: Buferis

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:
AVI3289 skirtas naudoti su BenchMark ULTRA. KonkreCiy naudojimo
instrukcijy ieskokite vartotojo vadove. Rekomenduojami protokolo
parametrai yra tokie:
Template/Detection:
Pretreatment Protocol:

OptiView DAB IHC

CC1 32 minutés
PrieSpirminis peroksidazés
inhibitorius

8 minutes, 36°C

Peroxidase:

Primary Antibody:

Q serija — skirta Leica BOND-III:
ALI3289 skirtas naudoti su Leica BOND-III. KonkreCiy naudojimo

instrukcijy ieskokite vartotojo vadove. Rekomenduojami protokolo
parametrai yra tokie:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC protokolas F
Detection: Klijavimo polimeras Rafine
HIER: 10 min su ER1

Peroxide Block: 5 min

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min

Hematoxylin: 5 min

Kokybés kontrolé:

Zr. CLSI Imunohistocheminiy tyrimy projektavimo ir jgyvendinimo kokybés
standartus; Patvirtintas gairiy antrasis leidimas (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA
JAV (www.clsi.org). 2011 ms

Teigiama audiniy kontrolé: Tonzilé

ISorinés teigiamos kontrolés medziagos turi biiti SvieZi méginiai, uzfiksuoti,
apdoroti ir jterpti kuo greiciau tokiu paciu blidu, kaip ir paciento méginys (-
iai). Teigiamas audiniy kontrolé rodo tinkamai paruostus audinius ir tinkamus
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dazymo bidus. ] kiekvieng dazymo eigq turéty biti jtraukta viena teigiama
iSorinio audinio kontrolé kiekvienam tyrimo salygy rinkiniui.

Audiniai, naudojami iSorinéms teigiamoms kontrolinéms medZiagoms, turéty
biti parenkami i$ pacienty méginiy, kuriy teigiamas tikslinis aktyvumas yra
Zemas, o tai suteikia silpng teigiama dazyma. Zemas teigiamumo lygis
iSorinéms teigiamoms kontroléms skirtas uztikrinti subtiliy pirminiy antikiiny
jautrumo pokyciy, atsirandanciy dél nestabilumo arba problemy, susijusiy su
IHC metodika, aptikimg. Parduodamos audiniy kontrolinés skaidrés arba
meéginiai, apdoroti kitaip nei paciento méginys (-iai), patvirtina tik reagento
veikimg ir netikrina audiniy paruosimo.

Zinomos teigiamos audiniy kontrolés priemonés turéty buti naudojamos tik
norint stebéti tinkama apdoroty audiniy ir tiriamyjy reagenty veikima, o ne
kaip pagalbiné priemoné nustatant konkrecig paciento méginiy diagnoze. Jei
teigiami audiniy kontroliniai méginiai neparodo teigiamo dazymosi, bandiniy
rezultatai turéty bati laikomi negaliojanciais.

Neigiamy audiniy kontrolé:

Naudokite neigiamg audiniy kontrole (Zinoma, kad ji yra neigiama HLA-B),
fiksuotg, apdorotg ir jterpta taip, kaip ir paciento meginys (-iai) su kiekvienu
dazymu, kad patikrintuméte IHC pirminio antik@ino specifiSkuma. tikslinio
antigeno demonstravimas ir specifinio fono dazymo pozymis (klaidingai
teigiamas dazymas). Be to, daugumoje audiniy sekcijy gali biti jvairiy tipy
lasteliy Laboratorijos gali naudoti kaip vidines neigiamos kontrolés vietas, kad
patikrinty IHC veikima specifikacijas. Meéginiy, kurie gali buti naudojami
neigiamiems audiniams, tipai ir Saltiniai valdikliai iSvardyti skyriuje Veikimo
charakteristikos.

Jei neigiamy audiniy kontroléje atsiranda specifinis dazymas (klaidingai
teigiamas dazymas), paciento méginiy rezultatai turéty bdati laikomi
negaliojanciais.

Nespecifiné neigiamo reagento kontrolé:

Vietoj pirminio antiklino naudokite nespecifinio neigiamo reagento kontrole
su kiekvieno paciento méginio dalimi, kad jvertintuméte nespecifinj dazymasi
ir

leidZia geriau interpretuoti specifinj dazymasi antigeno vietoje. Idealiu atveju
neigiamo reagento kontroléje yra HLA-B [BC43] IgGl Kappa antikiinas,
pagamintas i$ audiniy kultlros supernatanto taip pat, kaip ir pirminis
antikiinas, bet neturi specifinio reaktyvumo su Zmogaus audiniais toje pacioje
matricoje / tirpale, kaip ir pirminis antiktinas. Biocare antiktinas. Praskieskite
neigiamg kontrolinj antikiing iki tokios pat imunoglobulino ar baltymo
koncentracijos kaip ir praskiestas pirminis antikiinas naudojant identiskg
skiediklj. Jei po apdorojimo verselio vaisiaus serumas lieka gryname antikiine,
verselio vaisiaus serume, kurio baltymy koncentracija lygi praskiestai Pirminis
antiklinas tame paciame skiediklyje taip pat tinkamas naudoti. (Zr. pateikta
reagentg). Vien tik skiediklis gali biiti naudojamas kaip maziau pageidautina
anksCiau aprasyty neigiamy reagenty kontrolés alternatyva. Neigiamo
reagento kontrolés inkubacinis laikotarpis turi atitikti pirminio antikdno
inkubacinj laikotarpj.

Kai serijiniuose pjtviuose naudojamos keliy antikiiny plokstés, vieno stiklelio
neigiamai nusidaziusios sritys gali biiti neigiamos / nespecifinés kity antikiny
suris$imo fono kontrolé. Norint atskirti endogeninj fermenty aktyvumg arba
nespecifinj fermenty prisijungimg nuo specifinio imunoreaktyvumo,
papildomi paciento audiniai gali biiti nudazyti tik atitinkamai substrato-
chromogeno arba fermenty kompleksais (PAP, avidino-biotino, streptavidino)
ir substrato-chromogenu.

Tyrimo patvirtinimas:
PrieS pradédamas naudoti antikling arba daZzymo sistemg diagnostikos
proceduroje, vartotojas turéty patikrinti  antikino  specifiSkuma,
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iSbandydamas jj su keletu vidiniy audiniy su  Zinomomis
imunohistocheminémis  charakteristikomis, atitinkanciomis  Zinomus
teigiamus ir neigiamus audinius. Zr. kokybés kontrolés procediiras, anksCiau
apradytas $iame gaminio informacinio lapelio skyriuje, ir BZUP sertifikavimo
programos kokybés kontrolés rekomendacijas.: imunohistochemijai ir (arba)
NCCLS IHC gairémse). Sios kokybés kontrolés procediuros turi buti
kartojamos kiekvienai naujai antikuny partijai arba kiekvieng karta, kai
pasikeiCia tyrimo parametrai. Veikimo charakteristiky skyriuje iSvardyti
audiniai yra tinkami tyrimo patikrinimui.

Problemy sprendimas:

Laikykités specifiniy antikiiny protokolo rekomendacijy pagal pateiktg
duomeny lapa. Jei atsiranda netipiniy rezultaty, susisiekite su Biocare
technine pagalba telefonu 1-800-542-2002.

Dazymo aiskinimas:

Teigiama audiniy kontrolé:

Pirmiausia reikia istirti teigiama audiniy kontrole, nudazyta nurodytu antikdinu,
siekiant jsitikinti, kad visi reagentai veikia tinkamai. Tinkamas tiksliniy Iasteliy
dazymas (kaip nurodyta auksCiau) rodo teigiamg reaktyvuma. Jei teigiami
audiniy kontroliniai méginiai neparodo teigiamo dazymosi, visi bandiniy
rezultatai turéty bati laikomi negaliojanciais. Reakcijos produkto spalva gali
skirtis priklausomai nuo naudojamy substrato chromogeny. Numatytas
spalvy reakcijas Zr. pagrindo pakuotés lapeliuose. Be to, metachromazija gali
biiti stebima dazymo metodo variantuose.:

Kai naudojamas kontrastinis dazymas, priklausomai nuo inkubacijos trukmés
ir naudojamo priesinio daZzymo stiprumo, prieSdaZzymas sukels lgsteliy
branduoliy spalva. Pernelyg didelis arba neiS$samus dazymas gali pakenkti
tinkamam rezultaty interpretavimui. Zr. protokolg (-us) dél rekomenduojamo
priesdazo.

Neigiamy audiniy kontrolé:

Neigiama audiniy kontrolé turéty biti istirta po teigiamos audiniy kontrolés,
siekiant patikrinti tikslinio antigeno Zyméjimo pirminiu antikiinu specifiSkuma.
Specifinio dazymo nebuvimas neigiamoje audiniy kontroléje patvirtina
antikliny kryZminio reaktyvumo su lastelémis / lasteliy komponentais
nebuvima. Jei neigiamo iSorinio audinio kontroléje atsiranda specifinis
dazymas (klaidingai teigiamas dazymas), paciento méginio rezultatai turéty
bati laikomi negaliojanciais.

Nespecifinis dazymas, jei yra, paprastai turi difuzinj vaizda. Sporadinis
jungiamojo audinio dazymas taip pat gali biti stebimas pjtviuose i$ pernelyg
formalino fiksuoty audiniy. DaZymo rezultatams interpretuoti naudokite
nepazeistas lasteles. Nekrotinés arba iSsigimusios lastelés daznai nusidazo
nespecifiskai.

Paciento audiniai:

Istirkite paciento méginius, nudazytus nurodytais antikinais paskutinis.
Teigiamas dazymo intensyvumas turéty biti vertinamas atsizvelgiant j bet
kokj nespecifinj neigiamo reagento kontrolés foninj dazyma. Kaip ir bet kurio
imunohistocheminio tyrimo atveju, neigiamas rezultatas reiskia, kad
antigenas nebuvo aptiktas, o ne tai, kad antigeno nebuvo tiriamose lastelése
/ audiniuose. Jei reikia, naudokite antikiiny grupe, kad nustatytuméte
klaidingai neigiamas reakcijas.
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Konkrecios informacijos apie nurodyta antikiiny imunoreaktyvumg Zr.
Santrauka ir paaiskinimas, Apribojimai ir Veikimo charakteristikos.

Apribojimai:

Bendrieji apribojimai:

1. Délin vitro diagnostinis naudojimas

2. Sis gaminys skirtas tik profesionaliam naudojimui: Imunohistochemija
yra daugiapakopis diagnostikos procesas, kurj sudaro specializuoti
mokymai parinkti tinkamus reagentus; audiniy parinkimas, fiksavimas
ir apdorojimas; IHC stiklelio paruosimas; ir dazymo rezultaty
interpretavimas.

3. Audiniy dazymas priklauso nuo audinio tvarkymo ir apdorojimo pries
dazyma. Netinkamas fiksavimas, uzSaldymas, atSildymas, plovimas,
dziovinimas, kaitinimas, pjaustymas arba uztersimas kitais audiniais ar
skysCiais gali sukelti artefaktus, antikliny jstrigimg arba klaidingai
neigiamus rezultatus. NenuoseklUs rezultatai gali atsirasti dél fiksavimo
ir jterpimo metody skirtumy arba dél jgimty audiniy nelygumy.=

4. Pernelyg didelis arba neiSsamus dazymas gali pakenkti tinkamam
rezultaty interpretavimui.

5. Klinikinis bet kokio teigiamo ar neigiamo dazymo aiskinimas turi bati
jvertintas atsizvelgiant | Klinikinj vaizda, morfologijg ir kitus
histopatologinius kriterijus. Klinikinis bet kokio teigiamo ar neigiamo
dazymo aiskinimas turéty bati papildytas morfologiniais tyrimais,
naudojant tinkamg teigiama ir neigiamga vidine ir iSorine kontrole, taip
pat kitus diagnostinius tyrimus. Kvalifikuotas patologas, susipaZines su
tinkamu IHC antikiiny, reagenty ir metody naudojimu, yra atsakingas
uz visus veiksmus, naudojamus ruoSiant ir interpretuojant galutinj IHC
preparata.

6.  Optimalus antikliny skiedimas ir protokolai konkrec¢iam naudojimui gali
skirtis. Tai apima, bet tuo neapsiribojant, fiksavima, Silumos atgavimo
metoda, inkubacijos laika, audinio pjuvio storj ir naudojamg aptikimo
rinkinj. Dél didesnio $iy unikaliy reagenty jautrumo iSvardyti
rekomenduojami inkubavimo laikai ir titrai netaikomi kitoms aptikimo
sistemoms, nes rezultatai gali skirtis. Duomeny lapo rekomendacijos ir
protokolai yra pagrijsti iSskirtiniu Biocare produkty naudojimu. Galiausiai
tyréjas turi nustatyti optimalias salygas.

7. Sis produktas néra skirtas naudoti srauto citometrijoje. Srauto
citometrijos veikimo charakteristikos nenustatytos.

8. Asmeny, uzsikrétusiy hepatito B virusu ir turinciy hepatito B pavirsiaus
antigeno (HBsAg), audiniai gali biti nespecifiniai krieny peroksidaze.=
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9. Reagentai gali parodyti netikétas reakcijas anksciau nepatikrintuose
audiniuose. Netikéty reakcijy galimybés net tirtose audiniy grupése
negali bati visiSkai pasalintos dél biologinio antigeno ekspresijos
neoplazmy ar kity patologiniy audiniy kintamumo.= Susisiekite su
Biocare technine pagalba telefonu 1-800-542-2002 arba per techninés
pagalbos informacija, pateikta biocare.net, ir pateikite dokumentuota (-
as) netikéta (-as) reakcijg (-as).

10. Normalls/neimuniniai serumai i$ to paties gyvininio Saltinio kaip ir
antriniai antiserumai, naudojami blokavimo etapuose, dél autoantikiiny
arba naturaliy antiktiny gali sukelti klaidingai neigiamus arba klaidingai
teigiamus rezultatus.

11. Klaidingai teigiami rezultatai gali buti matomi dél neimunologinio
baltymy ar substrato reakcijos produkty prisijungimo. Juos taip pat gali
sukelti pseudoperoksidazés aktyvumas (eritrocitai), endogeninis
peroksidazés aktyvumas (citochromas C) arba endogeninis biotinas
(pvz., kepenys, kritys, smegenys, inkstai), priklausomai nuo
naudojamos imuninés dazy rusies.:=

Specifiniai gaminio apribojimai:
Papildomy apribojimy néra Zinoma.

Veikimo charakteristikos:
Jautrumas, specifiSkumas ir kryZminis reaktyvumas apibendrinti atitinkamai
1ir 2 lentelése.

Atkuriamumas:

Antikiiny veikimo atkuriamumas buvo patikrintas tiriant atrinktus normalius
ir naviko audinius jvairiomis dienomis ir jvairiais instrumentais su keliais
operatoriais. Pasirinkty audiniy daZzymas buvo nuoseklus ir atliktas taip, kaip
tiketasi.

Dazymo atkartojamumas buvo nustatytas nudazant penkis audinius, kuriuose
yra tas pats audinys, naudojant kelis instrumentus.

Dazymo atkartojamumas tarp bandymy buvo nustatytas nudazant penkias
stikleles, kuriose yra tas pats audinys, tris dienas / bandymus tuo paciu
instrumentu. Visi bandymai buvo iSlaikyti su tais paciais balais, kaip apibrézta
,Biocare" vidinése baly nustatymo gairése.

Imunorea umas:
Toliau pateikiami teigiami ir neigiami imunoreaktyvumai parodyti 1 ir 2
lentelése.

Toliau pateiktas sgrasas néra baigtinis, bet apibtidina imunoreaktyvumo tipus,
pastebétus naudojant nurodytg antikiing.

Tikétiny rezultaty suvestiné:

Nustatyta, kad Sis antiklinas yra imunoreaktyvus su visy tipy audiniais,
kuriuose jis buvo tiriamas, jskaitant visy tipy limfomas ir normalius Zmogaus
audinius. Dazymas daugiausia yra membraninis, bet taip pat gali pasirodyti
citoplazminis, kai yra didelés ekspresijos méginiuose. Dazymas vyrauja
endotelio lastelése ir limfocituose, o kai kuriy audiniy epitelio lastelése —
maziau.

1 lentelé:Jautrumas ir specifiskumas buvo nustatyti tiriant formalinu
fiksuotus, parafinu jterptus sergancius audinius.

- Positive Total
MELS Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
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Lithuanian ‘

Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

2 lentelé:Audiniy kryZminis reaktyvumas buvo nustatytas tiriant formalinu
fiksuotus, parafinu jterptus normalius audinius.

Audinys

Teigiami atvejai

IS viso atvejy

Smegenélés

Smegenélés

Antinksdiai

Kiausidés

Kasa

Limfmazgis

Trachéja

Séklidés

Skydliauke

Kratiné

Bluznis

Tonzilé

Uzkricio liauka

Kauly ciulpai

Plauciai

Sirdis

Stemplé

Skrandis

Plonoji zarna

Dvitaskis

Kepenys

Seiliy liauka

Inkstas

Prostata

Gimda

Gimdos kaklelis

Skeletinis raumuo

Oda

Periferinis nervas

Pamusalo lastelés

Akis

Gerklos

WIWIN[WININWW W[WW[W[WWINWW[WW|W[W([(AM|IN[WLN W[ W|W|N[W|Ww|WU
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Problemy sprendimas:

1.

2.

3.

Jokiy stikleliy nesidazyta — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami kontroliniai audiniai, antikinai ir aptikimo produktai.
Silpnas visy stikleliy daZzymas — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami kontroliniai audiniai, antikdinai ir aptikimo produktai.
Per didelis visy skaidriy fonas — gali biiti didelis endogeninio biotino
kiekis (jei naudojami biotino pagrindu pagaminti aptikimo produktai),
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endogeninis HRP aktyvumas, paverCiantis chromogeng spalvotu
galutiniu produktu (naudokite peroksidazés bloka) arba pertekline
nespecifiné baltymy saveika (naudokite baltyma). blokuoti, pvz.,
serumo arba kazeino pagrindu pagamintg blokuojantj tirpalg).
Inkubacijos metu audiniy sekcijos nuplaunamos nuo stikleliy —
Patikrinkite stiklelius, kad jsitikintuméte, jog jie yra teigiamai jkrauti.
Specifinis dazymas per tamsus - Patikrinkite protokolg, kad
nustatytumeéte, ar ant stiklelio buvo pritaikytas tinkamas antikiiny titras,
taip pat tinkamas visy reagenty inkubacijos laikas. Be to, sitikinkite,
kad protokole yra pakankamai plovimo etapy, kad pasSalintuméte
reagenty pertekliy po inkubacijos etapy.

Nuorodos:

1.

2.

ow

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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Ultraline antikGnus kuria tik Biocare Medical LLC ir tai nereiskia, kad Ventana
Medical Systems, Inc. ar Roche patvirtino ar patvirtino Biocare antikiinus.
,Biocare", ,Ventana" ir ,Roche™ néra jokiu bilidu susijusios, nesusijusios ar
susijusios. Ventana®, BenchMark®), ultraView ir OptiView yra Roche prekiy
Zenklai.

Q serijos antiklinus sukdré tik ,Biocare Medical LLC" ir tai nereiskia, kad
4Leica Biosystems" patvirtino ar patvirtino ,Biocare™ antikiinus. ,Biocare" ir
4Leica Biosystems" néra jokiu budu susijusios, nesusijusios ar susijusios.
Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX ir BOND-III yra Leica Biosystems prekiy
Zenklai.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Tiltenkt bruk:
Tilin vitro Diagnostisk bruk

HLA-B [BC43] er et muse monoklonalt antistoff som er beregnet for
laboratoriebruk etter at den fgrste diagnosen av svulst er gjort ved
konvensjonell histopatologi ved bruk av ikke-immunologiske histokjemiske
farginger, i kvalitativ identifikasjon av HLA-B protein ved immunhistokjemi
(IHC) i formalinfiksert parafininnstgpt (FFPE) humant vev. Den Kkliniske
tolkningen av enhver farging eller fravaer av den bgr kompletteres med
morfologiske studier med riktige kontroller og bgr evalueres i sammenheng
med pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester av en kvalifisert
patolog som en hjelp til & foreta andre kliniske avgjarelser.

Sammendrag og forklaring:

HLA-B er et sveert polymorft proteinkodende gen for det store
histokompatibilitetsklasse I (MHC-I) komplekset.s MHC klasse I-molekyler
uttrykkes pd celleoverflaten, og binder og presenterer antigene peptider til
CD8+ T-lymfocytter for & mediere immunresponser mot intracelluleere
patogener og kreftformer.:

Prosedyreprinsipp:

Dette antistoffproduktet kan brukes som det primaere antistoffet i
immunhistokjemitesting av formalinfikserte, parafininnstgpte vevssnitt.
Generelt immunhistokjemisk (IHC) fargeteknikker tillater visualisering av
antigener via sekvensiell pafgring av en spesifikt antistoff mot antigenet
(primeert antistoff), et sekundaert antistoff mot det primaere antistoffet
(valgfritt  koblingsantistoff/probe), et enzymkompleks og et kromogent
substrat med mellomliggende vasketrinn. Den enzymatiske aktiveringen av
kromogenet resulterer i et synlig reaksjonsprodukt pd antigenstedet. Prgven
kan deretter motfarges og dekselet gli. Resultatene tolkes ved hjelp av et lys
mikroskop og hjelp i differensialdiagnose av patofysiologiske prosesser, som
kan eller kan ikke vaere assosiert med et bestemt antigen.

Materialer og metoder:

Reagenser som fglger med:

Vertskilde:Mus monoklonal

Artsreaktivitet:Menneskelig; andre arter ikke testet.
Klone:BC43

Isotype:I1gG1 kappa

Proteinkonsentrasjon:Se hetteglasset for partispesifikk konsentrasjon.
Spesifikk IgG-konsentrasjon: Kontakt Biocares tekniske stgtte
Spesifisitet:HLA-B

Mobil lokalisering: Cellemembran

Metode:Affinitetsrenset mus monoklonal

Rekonstituering, blanding, fortynning, titrering:

Forhdndsfortynnet antistoffreagens er optimalt fortynnet for bruk med
fargesystemene ovenfor. Ytterligere fortynning kan fgre til tap av
antigenfarging. Ytterligere fortynning kan fgre til tap av antigenfarging.
Brukeren md validere enhver slik endring. Forskjeller i vevsbehandling og
tekniske prosedyrer
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i brukerens laboratorium kan gi betydelig variasjon i resultater som krever
regelmessig utfgrelse av interne kontroller (se avsnittet Kvalitetskontroll).
Konsentrert reagens krever fortynning som angitt i tabellen ovenfor.

Kjente applikasjoner:
Immunhistokjemi (formalinfiksert parafininnstgpt vev)

Leveres som:Bufret saltvannslgsning, 5,9-7,4,som inneholder en
proteinbzerer og mindre enn 0,1 % natriumazidkonserveringsmiddel. Se
sikkerhetsdatabladet for ytterligere detaljer.

Materialer og reagenser som trengs, men fglger ikke med:
Mikroskopobjektglass positivt ladet.

Positive og negative vevskontroller

Desert Chamber (eller lignende tgrkeovn)
Xylen eller xylenerstatning

Etanol eller reagens alkohol

Decloaking Chamber (trykkkoker)

Avionisert eller destillert vann

Vaskebuffer

Forbehandlingsreagenser

Peroksidase blokk

Proteinblokk (valgfritt)

Deteksjonssonde og polymer

Negative kontrollreagenser

Kromogener

Hematoxylin (motfarging)

Bldnende reagens

Monteringsmedium

Dekkglass

Lysmikroskop (40-400X forstgrrelse)
*Konfigurasjoner av antistoffproduktet er
instrumentene som er angitt i tabellen ovenfor.

tilgjengelig for bruk pd

Lagring og stabilitet:

Oppbevares ved 2°C til 8°C. Produktet er stabilt til utlgpsdatoen som er trykt
pd hetteglassetiketten, ndr det oppbevares under disse forholdene. M3 ikke
brukes etter utlgpsdato. Oppbevaring under andre forhold enn de som er
spesifisert, md verifiseres. Fortynnede reagenser bgr brukes umiddelbart;
oppbevar eventuell gjenvaerende reagens ved 2°C til 8°C. Stabiliteten til
brukerfortynnet reagens er ikke fastslatt av Biocare.

Positive og negative kontroller bgr kjgres samtidig med alle pasientprgver.
Hvis det observeres uventet farging som ikke kan forklares av variasjoner i
laboratorieprosedyrer og det er mistanke om et problem med antistoffet,
kontakt Biocares tekniske stgtte pd 1-800-542-2002 eller via den tekniske
stgtteinformasjonen pé biocare.net.

Prgveforberedelse:
Vev fikset i formalin er egnet for bruk fgr parafininnstgping. Ossgst vev bgr
avkalkes fgr vevsbehandling for & lette skjeering av vev og forhindre skade
p& mikrotombladene.:-
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Riktig fiksert og innebygd vev som uttrykker det spesifiserte antigenmalet,
bgr oppbevares pé et kjglig sted. The Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) av 1988 krever i 42 CFR§493.1259(b) at "Laboratoriet md beholde
fargede objektglass i minst ti &r fra datoen for undersgkelse og oppbevar
prgveblokker i minst to &r fra eksamensdatoen.":

Behandling av vev fgr farging:

Utfar Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) i henhold til anbefalt protokoll
nedenfor. Rutinemessig bruk av HIER fgr IHC har vist seg & minimere
inkonsekvens og standardisere farging.+s

Advarsel og forholdsregler:

1. Dette antistoffet inneholder mindre enn 0,1 % natriumazid.
Konsentrasjoner mindre enn 0,1 % er ikke rapporterbare farlige materialer i
henhold til U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication og EC-
direktiv 91/155/EC. Natriumazid (NaN.) brukt som konserveringsmiddel er
giftig ved inntak. Natriumazid kan reagere med bly- og kobberrgr og danne
sveert eksplosive metallazider. Ved avhending, skyll med store mengder vann
for & forhindre oppbygging av azid i rgrleggerarbeid. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)
2. Prgver, fgr og etter fiksering, og alt materiale som eksponeres for dem,
skal hdndteres som om de er i stand til & overfare infeksjon og kastes med
riktige forholdsregler. Pipetter aldri reagenser gjennom munnen og unngd
kontakt med hud og slimhinner med reagenser og prgver. Hvis reagenser
eller prgver kommer i kontakt med sensitive omrader, vask med rikelige
mengder vann.’

3. Mikrobiell kontaminering av reagenser kan fgre til en gkning i uspesifikk
farging.

4. Andre inkubasjonstider eller temperaturer enn de spesifiserte kan gi
feilaktige resultater. Brukeren mé validere enhver slik endring.

5. Ikke bruk reagens etter utlgpsdatoen som er trykt pd hetteglasset.

6. Forhdndsfortynnet antistoffreagens er optimalt fortynnet for bruk.
Ytterligere fortynning kan fare til tap av antigenfarging.

7. Fortynning av konsentrert antistoffreagens mé& valideres fgr bruk.
Eventuelle fortynningsmidler som ikke er spesifikt anbefalt, m& ogsa valideres
for kompatibilitet og stabilitet.

8. SDS er tilgjengelig pa forespgrsel og ligger pé http://biocare.net.

Instruksjoner for bruk:
Anbefalte fargingsprotokoller for HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX og manuell bruk:
API3289 for intelliPATH FLX og manuell bruk, er standardisert med MACH
4 deteksjonssystem. Bruk TBS for vasketrinn.

Peroxide Block: Blokker i 5 minutter med Peroxidazed 1.
Utfgr varmegjenvinning med Reveal Decloaker.

Pretreatment: Se Reveal Decloaker-databladet for spesifikke
instruksjoner.

Protein Block Inkuber i 5-10 minutter ved RT med Background

(Optional): Punisher.

Primary . .

Antibody: Inkuber i 30 minutter ved romtemperatur.
Probe: Inkuber i 10 minutter ved romtemperatur

. med en sekundaer polymer.

Detection: Polymer: Inkuber i 20 minutter ved
romtemperatur med en tertiger polymer.
Inkuber i 5 minutter ved RT med Biocares DAB —

Chromogen: ELLER — Inkuber i 5-7 minutter ved RT med
Warp Red.
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Motfarge med hematoxylin. Skyll med avionisert
vann. P&fgr Tacha's Blueing Solution i 1 minutt.
Skyll med avionisert vann.

Counterstain:

ONCORE Pro Automated Slide Staining System:

OPAI3289 er beregnet for bruk med ONCORE Pro. Se brukerh&ndboken
for spesifikke bruksanvisninger. Protokollparametere i Protocol Editor bgr
programmeres som fglger:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP-mal 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, lav pH; 101°C
Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 er beregnet for bruk med BenchMark ULTRA. Se
brukerhdndboken  for  spesifikke  bruksanvisninger.  Anbefalte
protokollparametere er som fglger:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

CC1 32 minutter
Pre-primaer peroksidasehemmer
8 minutter, 36°C

Pretreatment Protocol:
Peroxidase:
Primary Antibody:

_Q-serien — For Leica BOND-III:
ALI3289 er beregnet for bruk med Leica BOND-III. Se brukerh&ndboken
for spesifikke bruksanvisninger. Anbefalte protokollparametere er som
fglger:

Chromogen Staining Option DAB
Protocol Name: IHC-protokoll F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min med ER1
Peroxide Block: 5 min
Marker (Primary Antibody): 15 min
Post Primary: 8 min
Polymer: 8 min
Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min
Kvalitetskontroll:
Se CLSI kvalitetsstandarder for design og implementering av

immunhistokjemianalyser; Godkjent guideline-andre utgave (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Positiv vevskontroll: Mandel

Eksternt positivt kontrollmateriale bgr veere ferske prgver fiksert, behandlet
og innebygd sd snart som mulig p& samme mate som pasientpraven(e).
Positive vevskontroller er en indikasjon pé korrekt forberedt vev og riktige
fargeteknikker. En positiv ekstern vevskontroll for hvert sett med
testbetingelser bgr inkluderes i hver farging.

Vevene som brukes til de eksterne positive kontrollmaterialene bgr velges fra
pasientprgver med godt karakteriserte lave nivder av den positive
malaktiviteten som gir svak positiv farging. Det lave nivet av positivitet for
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eksterne positive kontroller er designet for & sikre pdvisning av subtile
endringer i det primaere antistofffglsomheten fra ustabilitet eller problemer
med IHC-metodikken. Kommersielt tilgjengelige vevskontrollobjektglass eller
praver behandlet annerledes enn pasientprgven(e) validerer bare
reagensytelsen og verifiserer ikke vevsforberedelse.

Kjente positive vevskontroller bgr kun brukes for @ overvdke korrekt ytelse
av behandlet vev og testreagenser, i stedet for som en hjelp til & formulere
en spesifikk diagnose av pasientprgver. Hvis de positive vevskontrollene ikke
viser positiv farging, bgr resultatene med testprgvene anses som ugyldige.

Negativ vevskontroll:

Bruk en negativ vevskontroll (kjent for & veere HLA-B-negativ) fiksert,
behandlet og innebygd pd en mdte som er identisk med pasientprgven(e)
med hver fargekjgring for 3 verifisere spesifisiteten til det primaere IHC-
antistoffet for demonstrasjon av malantigenet, og for & gi en indikasjon pa
spesifikk bakgrunnsfarging (falsk positiv farging). Ogsd mangfoldet av
forskjellige celletyper som finnes i de fleste vevssnitt kan brukes av
laboratoriet som interne negative kontrollsteder for & verifisere IHCs ytelse
spesifikasjoner. Typer og kilder til prgver som kan brukes for negativt vev
kontrollene er oppfgrt i delen Ytelseskarakteristikk.

Hvis spesifikk farging (falsk positiv farging) oppstdr i den negative
vevskontrollen, bgr resultatene med pasientprgvene anses som ugyldige.

Uspesifikk negativ reagenskontroll:

Bruk en uspesifikk negativ reagenskontroll i stedet for det primaere antistoffet
med en del av hver pasientprgve for & evaluere uspesifikk farging og

tillate bedre tolkning av spesifikk farging pd antigenstedet. Ideelt sett
inneholder en negativ reagenskontroll et HLA-B [BC43] IgG1 Kappa-antistoff
produsert fra vevskultursupernatant p& samme mdte som det primaere
antistoffet, men viser ingen spesifikk reaktivitet med humant vev i samme
matrise/lgsning som Biocare antistoff. Fortynn et negativt kontrollantistoff
mot samme immunoglobulin- eller proteinkonsentrasjon som det fortynnede
primaere antistoff ved bruk av identisk fortynningsmiddel. Hvis fgtalt
kalveserum holdes tilbake i det rene antistoffet etter prosessering, fgtalt
kalveserum i en proteinkonsentrasjon som tilsvarer det fortynnede primaert
antistoff i samme fortynningsmiddel er ogsa egnet for bruk. (Se medfglgende
reagens). Fortynningsmiddel alene kan brukes som et mindre @nskelig
alternativ til de tidligere beskrevne negative reagenskontrollene.
Inkubasjonsperioden for den negative reagenskontrollen skal tilsvare
inkubasjonsperioden for det primaere antistoffet.

N&r paneler med flere antistoffer brukes pd& seriesnitt, kan de negativt
fargede omrddene pd ett objektglass tjene som en negativ/uspesifikk
bindingsbakgrunnskontroll for andre antistoffer. For & skille endogen
enzymaktivitet eller uspesifikk binding av enzymer fra spesifikk
immunreaktivitet, kan vytterligere pasientvev farges utelukkende med
henholdsvis substrat-kromogen eller enzymkomplekser (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) og substrat-kromogen.

Assaybekreftelse:

Fgr den fgrste bruken av et antistoff eller fargesystem i en diagnostisk
prosedyre, bgr brukeren verifisere antistoffets spesifisitet ved & teste det pa
en serie internt vev med kjente immunhistokjemiske ytelsesegenskaper som
representerer kjente positive og negative vev. Se
kvalitetskontrollprosedyrene som er skissert tidligere i denne delen av
produktvedlegget og til  kvalitetskontrollanbefalingene  til  CAP-
sertifiseringsprogrammet: for immunhistokjemi og/eller NCCLS IHC-
retningslinjenr). Disse kvalitetskontrollprosedyrene bgr gjentas for hvert nytt
antistofflot, eller ndr det er en endring i analyseparametere. Vev oppfart i
avsnittet Ytelsesegenskaper er egnet for analyseverifisering.
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Feilsgking:

Fglg de antistoffspesifikke protokollanbefalingene i henhold til databladet
som fglger med. Hvis det oppstdr atypiske resultater, kontakt Biocares
tekniske stgtte p& 1-800-542-2002.

Tolkning av farging:

Positiv vevskontroll:

Den positive vevskontrollen farget med indikert antistoff bgr undersgkes fgrst
for & sikre at alle reagenser fungerer som de skal. Den passende fargingen
av malceller (som angitt ovenfor) indikerer positiv reaktivitet. Hvis de positive
vevskontrollene ikke viser positiv farging, bgr alle resultater med testprgvene
anses som ugyldige. Fargen p& reaksjonsproduktet kan variere avhengig av
substratkromogener som brukes. Se pakningsvedlegget til substratet for
forventede fargereaksjoner. Videre kan metakromasi observeres i variasjoner
av metoden for farging.:

Nar en motfarging brukes, avhengig av inkubasjonslengden og styrken til
motfargen som brukes, vil motfarging resultere i en farging av cellekjernene.
Overdreven eller ufullstendig motfarging kan kompromittere riktig tolkning
av resultatene. Se protokoll(er) for anbefalt motbeis.

Negativ vevskontroll:

Den negative vevskontrollen bgr undersgkes etter den positive
vevskontrollen for & verifisere spesifisiteten til merkingen av mélantigenet
med det primaere antistoffet. Fraveeret av spesifikk farging i den negative
vevskontrollen  bekrefter mangelen p& antistoffkryssreaktivitet il
celler/cellekomponenter. Hvis spesifikk farging (falsk positiv farging) oppstar
i den negative eksterne vevskontrollen, bgr resultatene med pasientprgven
anses som ugyldige.

Uspesifikk farging, hvis tilstede, har vanligvis et diffust utseende. Sporadisk
farging av bindevev kan ogsd observeres i snitt fra formalinfiksert vev. Bruk
intakte celler for tolkning av fargeresultater. Nekrotiske eller degenererte
celler farger ofte uspesifikt.

Pasientvev:

Undersgk pasientprgver farget med indikert antistoff siste. Positiv
fargingsintensitet bgr vurderes i sammenheng med enhver uspesifikk
bakgrunnsfarging av den negative reagenskontrollen. Som med enhver
immunhistokjemisk test betyr et negativt resultat at antigenet ikke ble pévist,
ikke at antigenet var fraveerende i cellene/vevet som ble analysert. Om
ngdvendig, bruk et panel med antistoffer for & identifisere falske negative
reaksjoner.

Fax: 925-603-8080
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C43] antistoff

Se sammendrag og forklaring, begrensninger og ytelsesegenskaper for
spesifikk informasjon om indikert antistoffimmunreaktivitet.

Begrensninger:

Generelle begrensninger:

1. Tilin vitro diagnostisk bruk

2.  Dette produktet er kun for profesjonell bruk: Immunhistokjemi er en
flertrinns diagnostisk prosess som bestdr av spesialisert opplaering i valg
av passende reagenser; vevseleksjon, fiksering og prosessering;
klargjgring av IHC-glasset; og tolkning av fargeresultatene.

3. Vevsfarging er avhengig av handtering og bearbeiding av vevet far
farging. Feil fiksering, frysing, tining, vasking, tgrking, oppvarming,
seksjonering eller kontaminering med andre vev eller vaesker kan
produsere artefakter, antistofffanger eller falske negative resultater.
Inkonsekvente resultater kan skyldes variasjoner i fikserings- og
innstgpingsmetoder, eller iboende uregelmessigheter i vevet.»

4.  Overdreven eller ufullstendig motfarging kan kompromittere riktig
tolkning av resultatene.

5.  Den Kkliniske tolkningen av enhver positiv eller negativ farging bgr
evalueres i sammenheng med klinisk presentasjon, morfologi og andre
histopatologiske kriterier. Den kliniske tolkningen av enhver positiv eller
negativ farging bgr kompletteres med morfologiske studier som bruker
riktige positive og negative interne og eksterne kontroller samt andre
diagnostiske tester. Det er ansvaret til en kvalifisert patolog som er
kjent med riktig bruk av IHC-antistoffer, reagenser og metoder for 3
tolke alle trinnene som brukes til & forberede og tolke det endelige IHC-
preparatet.

6. Den optimale antistofffortynningen og protokollene for en spesifikk
applikasjon kan variere. Disse inkluderer, men er ikke begrenset til,
fiksering, varmehentingsmetode, inkubasjonstider, vevssnitttykkelse og
deteksjonssett som brukes. Pa grunn av den overlegne sensitiviteten til
disse unike reagensene, er de anbefalte inkubasjonstidene og titrene
som er oppfert ikke gjeldende for andre deteksjonssystemer, da
resultatene kan variere. Databladanbefalingene og protokollene er
basert p& eksklusiv bruk av Biocare-produkter. Til syvende og sist er
det etterforskerens ansvar & bestemme optimale forhold.

7. Dette produktet er ikke beregnet for bruk i flowcytometri.
Ytelseskarakteristikker er ikke bestemt for flowcytometri.

8. Vev fra personer infisert med hepatitt B-virus og som inneholder
hepatitt B-overflateantigen (HBsAg) kan vise uspesifikk farging med
pepperrotperoksidase.:
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9. Reagenser kan vise uventede reaksjoner i tidligere ikke-testet vev.
Muligheten for uventede reaksjoner selv i testede vevsgrupper kan ikke
elimineres fullstendig pad grunn av biologisk variasjon av
antigenekspresjon i neoplasmer eller annet patologisk vev.« Kontakt
Biocares tekniske stgtte p& 1-800-542-2002, eller via den tekniske
stgtteinformasjonen gitt pd biocare.net, med dokumenterte uventede
reaksjoner.

Normale/ikke-immune sera fra samme dyrekilde som sekundaere
antisera brukt i blokkeringstrinn kan fordrsake falskt negative eller falskt
positive resultater pd grunn av autoantistoffer eller naturlige antistoffer.
Falsk-positive resultater kan sees pd grunn av ikke-immunologisk
binding av proteiner eller substratreaksjonsprodukter. De kan ogsd
veere fordrsaket av pseudoperoksidaseaktivitet (erytrocytter), endogen
peroksidaseaktivitet (cytokrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever,
bryst, hjerne, nyre) avhengig av typen immunfarging som brukes.=

10.

11.

Produktspesifikke begrensninger:
Det er ingen kjente ytterfigere begrensninger.

Ytelsesegenskaper:
Sensitivitet, spesifisitet og kryssreaktivitet er oppsummert i henholdsvis tabell
10g 2.

Reproduserbarhet:
Reproduserbarheten av antistoffytelse ble verifisert ved & teste utvalgt

normalt vev og tumorvev pé forskjellige dager og forskjellige instrumenter
med flere operatgrer. Farging av det utvalgte vevet var konsistent og utfart
som forventet.

Intra-run reproduserbarhet av farging ble bestemt ved & farge fem vev som
inneholdt samme vev pé flere instrumenter.

Inter-run reproduserbarhet av farging ble bestemt ved & farge fem lysbilder
som inneholdt det samme vevet pé tre dager/kjgringer pd samme instrument.
All testing bestod med samme poengsum, som definert av Biocares interne
retningslinjer for poengsum.

Immunreaktivitet:
Fglgende positive og negative immunreaktiviteter er vist i tabell 1 og 2
nedenfor.

Listen nedenfor er ikke uttgmmende, men karakteriserer
immunreaktiviteter observert med det angitte antistoffet.

typene

Sammendrag av forventede resultater:

Dette antistoffet ble funnet & vaere immunreaktivt med alle typer vev som
det ble testet pd, inkludert alle typer lymfomer og normalt humant vev.
Fargingen er hovedsakelig membrangs, men kan ogsd virke cytoplasmatisk i
prgver med hgy ekspresjon. Farging er hovedsakelig tilstede i endotelceller
og lymfocytter med lavere prevalens i epitelceller i noe vev.

Tabell 1:Sensitivitet og spesifisitet ble bestemt ved & teste formalinfiksert,
parafininnstgpt sykt vev.

] Positive Total
Tissue
Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
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Norwegian ‘

Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabell 2:Vevskryssreaktivitet ble bestemt ved & teste formalinfiksert,

parafininnstgpt normalt vev.

Vev

Positive tilfeller

Totalt antall saker

Cerebrum

Lillehjernen

Binyrene

Eggstokk

Bukspyttkjertelen

Lymfeknute

Luftrgr

Testis

Skjoldbruskkjertelen

Bryst

Milt

Mandel

Thymus

Beinmarg

Lunge

Hjerte

Spisergret

Mage

Tynntarm

Kolon

Lever

Spyttkjertel

Nyre

Prostata

Livmor

Livmorhalsen

Skjelettmuskulatur

Hud

Perifer nerve

For celler

Qye

Larynx
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Feilsgking:

1.

Ingen farging av noen objektglass — Kontroller for & fastsld at det er
brukt passende positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter.

2. Svak farging av alle objektglass — Kontroller for 8 fastsl at det er brukt
passende positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter.
3. Overdreven bakgrunn av alle lysbildene - Det kan veere hgye nivder av

endogent biotin (hvis du bruker biotinbaserte deteksjonsprodukter),

M Biocare Medical

60 Berry Drive
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endogen HRP-aktivitet som konverterer kromogen til farget
sluttprodukt (bruk peroksidaseblokk), eller overflgdig ikke-spesifikk
proteininteraksjon (bruk et protein blokk, for eksempel serum- eller
kaseinbasert blokkeringslgsning).

4. Vevsseksjoner vasker av objektglass under inkubering — Sjekk
objektglassene for & sikre at de er positivt ladet.

5. Spesifikk farging for mgrk — Sjekk protokollen for & finne ut om riktig
antistofftiter ble brukt pd objektglasset, samt riktige inkubasjonstider
for alle reagenser. Sgrg i tillegg for at protokollen har nok vasketrinn til
3 fjerne overflgdig reagens etter at inkubasjonstrinnene er fullfgrt.
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Ultraline-antistoffer utvikles utelukkende av Biocare Medical LLC og
innebaerer ikke godkjenning eller godkjenning av Biocare-antistoffer av
Ventana Medical Systems, Inc eller Roche. Biocare, Ventana og Roche er ikke
tilknyttet, assosiert eller relatert pd noen mate. Ventana®, BenchMark®,
ultraView og OptiView er varemerker for Roche.

Antistoffer i Q-serien er utviklet utelukkende av Biocare Medical LLC og
innebaerer ikke godkjenning eller godkjenning av Biocare-antistoffer fra Leica
Biosystems. Biocare og Leica Biosystems er ikke tilknyttet, assosiert eller
relatert pd noen mate. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX og BOND-III er
varemerker for Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Przeznaczenie:
Dlain vitro Zastosowanie diagnostyczne

HLA-B [BC43] to mysie przeciwciato monoklonalne przeznaczone do uzytku
laboratoryjnego po postawieniu wstepnej diagnozy nowotworu za pomoca
konwencjonalnej histopatologii przy uzyciu nieimmunologicznych barwien
histochemicznych, w celu jakoSciowej identyfikacji HLA-B biatka metoda
immunohistochemiczng (IHC) w utrwalonych w formalinie i zatopionych w
parafinie (FFPE) tkankach ludzkich. Kliniczng interpretacje jakiegokolwiek
zabarwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami morfologicznymi z
zastosowaniem odpowiednich kontroli i nalezy jg oceni¢ w kontekscie historii
klinicznej pacjenta i innych badan diagnostycznych przez wykwalifikowanego
patologa, jako pomoc w dokonaniu wszelkich innych ustalen klinicznych.

Podsumowanie i wyjasnienie:

HLA-B jest wysoce polimorficznym genem biatka kodujgcym gtéwny
kompleks zgodnosci tkankowej klasy I (MHC-I).s Czasteczki MHC klasy I
ulegajg ekspresji na powierzchni komorki, wigzac i prezentujac peptydy
antygenowe limfocytom T CD8+, aby posredniczy¢ w odpowiedziach
immunologicznych  przeciwko patogenom  wewnatrzkomdrkowym i
nowotworom.:s

Zasada postepowania:

Ten produkt bedacy przeciwciatem moze by¢ stosowany jako przeciwciato
pierwotne w badaniach immunohistochemicznych skrawkéw tkankowych
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Ogdlnie rzecz biorac,
immunohistochemiczne (IHC) techniki barwienia pozwalaja na wizualizacje
antygendw poprzez sekwencyjne naktadanie a swoiste przeciwciato
przeciwko antygenowi (przeciwciato pierwotne), przeciwciato wtorne
przeciwko  przeciwciatu pierwotnemu (opcjonalnie  przeciwciato
faczace/sonda), kompleks enzymatyczny i substrat chromogenny z
natozonymi na siebie etapami przemywania. Enzymatyczna aktywacja
chromogenu powoduje powstanie widocznego produktu reakcji w miejscu
antygenu. Probke mozna nastepnie wybarwi¢ kontrastowo i natozy¢ naktadke.
Wyniki interpretuje sie za pomocg $wiatta mikroskopu i pomoc w diagnostyce
roznicowej procesoéw patofizjologicznych, ktdre mogg lub moga nie byé
powigzane z konkretnym antygenem.

Materialy i metody:

Dostarczone odczynniki:

Zrodto hosta:Mysz monoklonalna

Reaktywnosc¢ gatunku:Cztowiek; inne gatunki nie testowane.

Klon:BC43

Izotyp:Kappa IgG1

Stezenie biatka:Informacje na temat stezenia specyficznego dla serii
znajduja sie na etykiecie fiolki.

Specyficzne stezenie IgG: Skontaktowac sie z pomoca techniczng firmy
Biocare

Specyficznos¢:HLA-B

Lokalizacja komérkowa: Btona komérkowa

Metoda:Mysie monoklonalne oczyszczone za pomocg powinowactwa
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Rekonstytucja, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie:
Wstepnie rozcienczony odczynnik przeciwciat jest optymalnie rozcieficzony
do stosowania z wyzej wymienionymi systemami barwienia. Dalsze
rozcienczanie moze spowodowaé utrate barwienia antygenu. Dalsze
rozcienczanie moze spowodowac utrate barwienia antygenu. Uzytkownik
musi zatwierdzi¢ kazdg takq zmiane. Roznice w przetwarzaniu tkanek i
procedurach technicznych
w laboratorium uzytkownika moze powodowac znaczng zmiennos¢ wynikow,
wymagajaca regularnego przeprowadzania wewnetrznych kontroli (patrz
sekcja Kontrola jakosci).

Skoncentrowany odczynnik wymaga rozcienczenia zgodnie z tabelg powyzej.

Znane zastosowania:
Immunohistochemia (tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie)

Dostarczane jako:Buforowany roztwor soli, 5,9-7,4,zawierajacy nosnik
biatkowy imniej niz 0,1% azydku sodu jako S$rodka konserwujgcego.
Dodatkowe szczeg6ty znajdujq sie w Karcie Charakterystyki.

Materiaty i odczynniki potrzebne, ale niedostarczane:
Szkietka mikroskopowe natadowane dodatnio.
Pozytywne i negatywne kontrole tkanek

Komora pustynna (lub podobna Suszarka)

Ksylen lub substytut ksylenu

Etanol lub alkohol odczynnikowy

Komora odkrywania (szybwar)

Woda dejonizowana lub destylowana

Bufor ptuczacy

Odczynniki do obrdbki wstepnej

Blok peroksydazy

Blok biatkowy (opcjonalnie)

Sonda detekcyjna i polimer

Odczynniki do kontroli negatywnej

Chromogeny

Hematoksylina (kontrabarwnik)

Odczynnik niebieszczacy

Srodek montazowy

Szklana pokrywa

Mikroskop $wietlny (powiekszenie 40-400X)
*Konfiguracje produktu bedacego przeciwciatem sg dostepne do stosowania
w instrumentach wskazanych w powyzszej tabeli.

Przechowywanie i stabilnos¢:

Przechowywac¢ w temperaturze od 2°C do 8°C. Produkt jest stabilny do daty
waznosci podanej na etykiecie fiolki, jesli jest przechowywany w tych
warunkach. Nie stosowac po uptywie terminu waznosci. Nalezy zweryfikowac
przechowywanie w warunkach innych niz okreslone. Rozcienczone odczynniki
nalezy natychmiast zuzyé; przechowywa¢ pozostaty odczynnik w
temperaturze od 2°C do 8°C. Stabilno$¢ odczynnika rozcienczonego przez
uzytkownika nie zostata ustalona przez firme Biocare.

Kontrole dodatnie i ujemne nalezy oznaczy¢ jednoczednie ze wszystkimi
prébkami od pacjentéw. W przypadku zaobserwowania nieoczekiwanego

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]

Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

[polish |

zabarwienia, ktérego nie mozna wyttumaczy¢ réznicami w procedurach
laboratoryjnych i jesli podejrzewa sie problem z przeciwciatem, nalezy
skontaktowac sie z dzialem pomocy technicznej firmy Biocare pod numerem
1-800-542-2002 lub za posrednictwem informacji pomocy technicznej
dostepnych na stronie biocare.net.

Przygotowanie prébki:

Tkanki utrwalone w formalinie nadajg sie do stosowania przed zatapianiem
w parafinie. Tkanki kostne nalezy odwapni¢ przed obrdbka tkanki, aby
utatwic przeciecie tkanki i zapobiec uszkodzeniu ostrzy mikrotomu.:-

Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki wyrazajace okreslony docelowy
antygen nalezy przechowywa¢ w chtodnym miejscu. Ustawa o doskonaleniu
laboratoriow klinicznych (CLIA) z 1988 r. wymaga 42 CFR§493.1259(b), ze
»Laboratorium musi przechowywac wybarwione preparaty przez co najmniej
dziesie¢ lat od daty badania i przechowuje bloki probek przez co najmniej
dwa lata od daty badania.”

Obrébka tkanek przed barwieniem:

Wykonaj indukowane cieptem pobieranie epitopéw (HIER) zgodnie z
zalecanym protokotem ponizej. Wykazano, ze rutynowe stosowanie HIER
przed IHC minimalizuje niesp6jnosci i standaryzuje barwienie.ss

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci:

1. To przeciwciato zawiera mniej niz 0,1% azydku sodu. Stezenia mniejsze
niz 0,1% nie sa materiatami niebezpiecznymi podlegajacymi zgtoszeniu
zgodnie z US 29 CFR 1910.1200, komunikatem OSHA dotyczacym zagrozen
i dyrektywa WE 91/155/WE. Azydek sodu (NaN,) stosowany jako $rodek
konserwujacy jest toksyczny w przypadku spozycia. Azydek sodu moze
reagowac z otowiem i miedzig, tworzac wysoce wybuchowe azydki metali. Po
usunieciu przeptuka¢ duzg iloscig wody, aby zapobiec gromadzeniu sie
azydku w instalacjach wodno-kanalizacyjnych. (Centrum Kontroli Chordb,
1976, Panstwowy Instytut Bezpieczenstwa i Higieny Pracy, 1976)s

2. Z probkami przed i po utrwaleniu oraz ze wszystkimi materiatami, ktére
miaty z nimi kontakt, nalezy postepowac tak, jakby mogty przenosi¢ infekcje,
i usuwac je z zachowaniem odpowiednich $rodkdw ostroznosci. Nigdy nie
pipetowa¢ odczynnikdéw ustami i unika¢ kontaktu odczynnikéw i probek ze
skdra i btonami Sluzowymi. Jezeli odczynniki lub probki wejdg w kontakt z
wrazliwymi miejscami, nalezy je przemy¢ duzg iloscig wody.

3. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne odczynnikdbw moze skutkowac
zwiekszeniem nieswoistego barwienia.

4. Czasy inkubacji lub temperatury inne niz podane moga dawac btedne
wyniki. Uzytkownik musi zatwierdzi¢ kazdg takg zmiane.

5. Nie uzywac odczynnika po uptywie daty waznosci wydrukowanej na fiolce.
6. Wstepnie rozcienczony odczynnik przeciwciat jest optymalnie rozciericzony
do uzycia. Dalsze rozcienczanie moze spowodowac utrate barwienia
antygenu.

7. Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ rozcienczenie stezonego odczynnika
zawierajacego przeciwciata. Kazdy zastosowany rozcienczalnik, ktory nie jest
szczegOlnie zalecany, réwniez musi zosta¢ sprawdzony pod katem
kompatybilnosci i stabilnosci.

8. Karta charakterystyki jest dostepna na zadanie i znajduje sie pod adresem
http://biocare.net.

Instrukcja uzycia:
Zalecane protokoty barwienia dla HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX i uzycie reczne:
API3289 dla intelliPATH FLX i uzytku recznego zostato ustandaryzowane
za pomocg MACH 4 system detekgji. Do mycia nalezy uzywac TBS.

Zablokuj na 5 minut za pomocg Peroksydowanego

Peroxide Block: 1
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Wykonaj odzyskiwanie ciepta za pomoca Reveal
Decloaker. Szczegdtowe instrukcje mozna znalez¢
w arkuszu danych urzadzenia Reveal Decloaker.

Pretreatment:

Protein Block
(Optional):

Inkubowac przez 5-10 minut w temperaturze
pokojowej z programem Tto Punisher.

Inkubowac przez 30 minut w temperaturze
pokojowej.

Primary
Antibody:

Sonda: Inkubowac przez 10 minut w
temperaturze pokojowej z polimerem wtdrnym.
Polimer: Inkubowac przez 20 minut w
temperaturze pokojowej z polimerem
trzeciorzedowym.

Detection:

Inkubowac przez 5 minut w temperaturze
pokojowej z DAB firmy Biocare — LUB —
Inkubowac przez 5-7 minut w temperaturze
pokojowej z Warp Red.

Chromogen:

Barwienie kontrastowe hematoksyling. Sptucz
wodg dejonizowang. Zastosuj roztwor Bluing
Solution firmy Tacha na 1 minute. Sptucz woda
dejonizowana.

Counterstain:

Zautomatyzowany system barwienia preparatéw ONCORE Pro:
OPAI3289 jest przeznaczony do uzytku z ONCORE Pro. Szczegdtowe

instrukcje dotyczace uzytkowania mozna znalez¢ w instrukcji obstugi.
Parametry protokotu w Edytorze protokotéw nalezy zaprogramowaé w
nastepujacy sposob:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Pani Szablon HRP 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, niskie pH; 101C
Block Option: Bufor

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 minut, 25°C

Test poréwnawczy Ventana ULTRA:

AVI3289 jest przeznaczony do uzytku z BenchMark ULTRA. Szczegétowe
instrukcje dotyczace uzytkowania mozna znalez¢ w instrukcji obstugi.
Zalecane parametry protokotu sg nastepujace:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minuty
. . Przedpierwotny inhibitor
Peroxidase: peroksydazy

Primary Antibody: 8 minut, 36°C

Seria Q — dla Leica BOND-III:

ALI3289 jest przeznaczony do uzytku z Leica BOND-III. Szczegdtowe
instrukcje dotyczace uzytkowania mozna znalez¢ w instrukcji obstugi.
Zalecane parametry protokotu sg nastepujace:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: Protokét IHC F

Detection: Wigzanie polimeru Udoskonalenie
HIER: 10 minut z ER1

Peroxide Block: 5 minut

Marker (Primary Antibody): 15 minut

Post Primary: 8 minut

Polymer: 8 minut

Mixed Chromogen Refine: 10 minut

Hematoxylin: 5 minut

Fax: 925-603-8080
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Kontrola jakosci:

Patrz Standardy jakosci CLSI dotyczace projektowania i wdrazania testow
immunohistochemicznych; Zatwierdzone wytyczne — wydanie drugie
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA, USA (www.clsi.org). 2011s

Pozytywna kontrola tkanek: Migdatek

Zewnetrzne materiaty kontroli dodatniej powinny sktadac sie ze Swiezych
prébek, utrwalonych, przetworzonych i osadzonych tak szybko, jak to
mozliwe, w taki sam sposdb, jak probki pacjenta. Pozytywne kontrole tkanek
wskazujg na prawidtowo przygotowane tkanki i odpowiednie techniki
barwienia. Do kazdego cyklu barwienia nalezy wiaczy¢ jedng pozytywna
zewnetrzng kontrole tkanek dla kazdego zestawu warunkow testowych.

Tkanki stosowane w materiatach zewnetrznej kontroli pozytywnej nalezy
wybiera¢ sposrod probek pacjentéw o dobrze scharakteryzowanym niskim
poziomie dodatniej aktywnosci docelowej, ktdra powoduje stabe dodatnie
barwienie. Niski poziom dodatnio$ci zewnetrznych kontroli pozytywnych ma
na celu zapewnienie wykrycia subtelnych zmian we wrazliwosci przeciwciat
pierwotnych wynikajgcych z niestabilnosci lub problemdéw z metodologig IHC.
Dostepne w handlu szkietka do kontroli tkanek lub probki przetworzone
inaczej niz probki pacjenta potwierdzajg jedynie dziatanie odczynnika i nie
weryfikuja przygotowania tkanki.

Znane pozytywne kontrole tkankowe nalezy wykorzystywac¢ wytacznie do
monitorowania  prawidlowego dziatania przetworzonych tkanek i
odczynnikow testowych, a nie jako pomoc w formutowaniu konkretnej
diagnozy prdobek od pacjentow. Jezeli dodatnie kontrole tkankowe nie wykazg
dodatniego barwienia, wyniki uzyskane dla probek testowych nalezy uznac
za niewazne.

Negatywna kontrola tkankowa:

Uzyj negatywnej kontroli tkankowej (o ktérej wiadomo, ze jest ujemna pod
wzgledem HLA-B), utrwalonej, przetworzonej i zatopionej w sposob
identyczny z probka(-ami) pacjenta przy kazdym barwieniu, aby
zweryfikowac specyficznos¢ przeciwciata pierwotnego IHC dla demonstracja
docelowego antygenu i dostarczenie wskazania specyficznego barwienia tta
(barwienie fatszywie dodatnie). Réwniez rdznorodno$¢ réznych typow
komdrek obecnych w wiekszosci skrawkéw tkanek moze to powodowac by¢
wykorzystywane przez laboratorium jako wewnetrzne miejsca kontroli
negatywnej w celu sprawdzenia dziatania IHC specyfikacje. Rodzaje i zrodta
probek, ktdre mozna wykorzysta¢ do badania tkanek ujemnych elementy
sterujgce sg wymienione w sekcji Charakterystyka wydajnosci.

Jezeli w negatywnej kontroli tkankowej wystapi specyficzne zabarwienie
(fatszywie dodatnie zabarwienie), wyniki uzyskane na prébkach pacjentow
nalezy uznac za niewazne.

Nieswoista kontrola ujemna odczynnika:

Do wycinka kazdej probki pacjenta nalezy zastosowac nieswoistg kontrole
ujemng z odczynnikiem zamiast przeciwciata pierwotnego w celu oceny
nieswoistego barwienia i

pozwalaja na lepsza interpretacje specyficznego barwienia w miejscu
antygenu. W idealnym przypadku kontrola ujemna odczynnika zawiera
przeciwciato HLA-B [BC43] IgG1 Kappa wytworzone z supernatantu hodowli
tkankowej w taki sam sposob jak przeciwciato pierwotne, ale nie wykazuje
specyficznej reaktywnosci z tkankami ludzkimi w tej samej
matrycy/roztworze co Przeciwcialo Biocare. Rozcienczy¢ przeciwciato
stanowigce kontrole ujemna do takiego samego stezenia immunoglobuliny
lub biatka jak rozcienczone przeciwciato pierwotne przeciwciato przy uzyciu
identycznego rozcieficzalnika. Jezeli po przetworzeniu w czystym przeciwciele
pozostaje ptodowa surowica cieleca, ptodowa surowica cieleca o stezeniu
biatka réwnowaznym rozcienczeniu Odpowiednie do uzycia jest réwniez
przeciwciato pierwszorzedowe w tym samym rozcienczalniku. (Patrz
dostarczony odczynnik). Mozna zastosowa¢ sam rozcienczalnik jako mniej
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pozadang alternatywe dla opisanych wczesniej kontroli ujemnych z
odczynnikami. Okres inkubacji kontroli ujemnej odczynnika powinien
odpowiadac¢ okresowi inkubacji przeciwciata pierwszorzedowego.

Jezeli w skrawkach seryjnych stosuje sie panele kilku przeciwciat, obszary
jednego szkietka barwigce sie negatywnie mogg stuzy¢é jako
ujemna/nieswoiscie wigzaca kontrola tta dla innych przeciwciat. Aby odréznic¢
endogenng aktywno$¢ enzymatyczng lub nieswoiste wigzanie enzyméw od
swoistej immunoreaktywnosci, dodatkowe tkanki pacjenta mozna wybarwiac

wylacznie  odpowiednio  substratem-chromogenem lub  kompleksami
enzymatycznymi  (PAP, awidyna-biotyna, streptawidyna) i substrat-
chromogen.

Weryfikacja testu:

Przed pierwszym uzyciem przeciwciata lub systemu barwienia w procedurze
diagnostycznej  uzytkownik  powinien  zweryfikowa¢  specyficznos¢
przeciwciata, testujgc je na szeregu wiasnych tkanek o znanej
charakterystyce dziatania immunohistochemicznego, reprezentujacych znane
tkanki dodatnie i ujemne. Nalezy zapoznac sie z procedurami kontroli jakosci
opisanymi wczesniej w tej czesci ulotki produktu oraz z zaleceniami
dotyczacymi  kontroli  jakosci  Programu  certyfikacji CAP-  do
immunohistochemii i/lub wytyczne NCCLS IHCr). Te procedury kontroli
jakosci nalezy powtarzac dla kazdej nowej partii przeciwciat lub za kazdym
razem, gdy nastgpi zmiana parametrow testu. Tkanki wymienione w sekcji
Charakterystyka dziatania nadaja sie do weryfikacji testu.

Rozwigzywanie probleméw:

Postepuj zgodnie z zaleceniami protokotu dotyczacymi specyficznych
przeciwciat, zgodnie z dostarczong kartg charakterystyki. W przypadku
wystapienia nietypowych wynikéw nalezy skontaktowaé sie z pomoca
techniczng firmy Biocare pod numerem 1-800-542-2002.

Interpretacja barwienia:

Pozytywna kontrola tkanek:

Najpierw nalezy zbada¢ pozytywng kontrole tkankowg barwiong wskazanym
przeciwciatem, aby upewnic sie, ze wszystkie odczynniki dziatajg prawidtowo.
Odpowiednie barwienie komorek docelowych (jak wskazano powyzej)
wskazuje na dodatnig reaktywno$¢. Jezeli dodatnie kontrole tkanek nie
wykazg dodatniego barwienia, wszelkie wyniki uzyskane dla prdbek
testowych nalezy uznac za niewazne. Kolor produktu reakcji moze sie roznic
w zaleznosci od uzytego chromogenu substratu. Informacje na temat
oczekiwanych reakgji kolorystycznych mozna znalez¢ w ulotkach dotaczonych
do podtoza. Ponadto metachromazje mozna zaobserwowaé w odmianach
metody barwienia.:

W przypadku stosowania barwnika kontrastowego, w zaleznosci od dtugosci
inkubacji i sity uzytego barwnika kontrastowego, barwienie kontrastowe
spowoduje zabarwienie jader komdrkowych. Nadmierne Ilub niepetne
barwienie kontrastowe moze zakioci¢ prawidtowa interpretacje wynikow.
Zalecane barwienie kontrastowe znajduje sie w protokotach.

Negatywna kontrola tkanek:

Negatywna kontrole tkankowa nalezy zbadac po dodatniej kontroli tkankowej,
aby zweryfikowaé specyficzno$¢ znakowania docelowego antygenu przez
przeciwciato pierwszorzedowe. Brak swoistego barwienia w negatywnej
kontroli tkankowej potwierdza brak reaktywnosci krzyzowej przeciwciat w
stosunku do komdrek/sktadnikdw komdrkowych. Jezeli w ujemnej
zewnetrznej kontroli tkanek wystgpi specyficzne zabarwienie (fatszywie
dodatnie zabarwienie), wyniki uzyskane dla prdbki pacjenta nalezy uznac za
niewazne.

Nieswoiste zabarwienie, jesli wystepuje, zwykle ma charakter rozproszony.
Sporadyczne zabarwienie tkanki tacznej mozna réwniez zaobserwowaé w
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skrawkach tkanek nadmiernie utrwalonych w formalinie. Do interpretacji
wynikow barwienia nalezy uzywal nienaruszonych komdrek. Komorki
martwicze lub zdegenerowane czesto barwia sie nieswoiscie.

Tkanka pacjenta:

Zbadaj probki pacjentow wybarwione wskazanymi przeciwciatami ostatni.
Intensywno$¢ barwienia dodatniego nalezy oceniaé w kontekscie wszelkich
nieswoistych barwien tta kontroli negatywnej z odczynnikiem. Podobnie jak
w przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik ujemny
oznacza, ze antygen nie zostat wykryty, a nie, ze antygen byt nieobecny w
testowanych komorkach/tkance. Jesli to konieczne, uzyj panelu przeciwciat
w celu zidentyfikowania reakgji fatszywie ujemnych.

Aby  uzyska¢  szczegbtowe  informacje  dotyczace = wskazanej
immunoreaktywnosci przeciwciat, patrz Podsumowanie i wyjasnienia,
ograniczenia i charakterystyka dziatania.

Ograniczenia:

Ogdlne ograniczenia:

1. Dlain vitro zastosowanie diagnostyczne

2. Ten produkt jest przeznaczony wytacznie do uzytku profesjonalnego:
Immunohistochemia to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktory
obejmuje specjalistyczne szkolenie w zakresie doboru odpowiednich
odczynnikéw; wybdr tkanki, utrwalanie i przetwarzanie; przygotowanie
szkietka IHC; i interpretacje wynikéw barwienia.

3. Barwienie tkanek zalezy od sposobu postepowania z tkankg i jej obrobki
przed barwieniem. Niewtasciwe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
mycie, suszenie, podgrzewanie, dzielenie na skrawki lub
zanieczyszczenie innymi tkankami lub ptynami moze spowodowaé
artefakty, uwiezienie przeciwciat lub wyniki fatszywie ujemne.
Niespéjne wyniki mogg wynika¢ z réznic w metodach utrwalania i
osadzania lub z nieodtgcznych nieprawidtowosci w tkance.:

4.  Nadmierne Ilub niepetne barwienie kontrastowe moze zaktdci¢
prawidtowgq interpretacje wynikdw.

5. Kliniczng interpretacje kazdego dodatniego lub ujemnego zabarwienia
nalezy oceni¢ w kontekscie obrazu klinicznego, morfologii i innych
kryteriow histopatologicznych.  Kliniczng interpretacje  kazdego
dodatniego lub ujemnego zabarwienia nalezy uzupetni¢ badaniami
morfologicznymi z zastosowaniem odpowiednich pozytywnych i
negatywnych kontroli wewnetrznych i zewnetrznych, a takze innych
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testow diagnostycznych. Za interpretacje wszystkich etapow
przygotowania i interpretacji koncowego preparatu IHC odpowiada
wykwalifikowany patolog, ktdry jest zaznajomiony z wkasciwym uzyciem
przeciwciat IHC, odczynnikéw i metod.

6. Optymalne rozcienczenie przeciwciat i protokoty dla konkretnego
zastosowania mogg sie rdznic. Nalezg do nich miedzy innymi utrwalanie,
metoda odzyskiwania ciepta, czasy inkubacji, grubos¢ skrawkow tkanki
i zastosowany zestaw do detekcji. Ze wzgledu na wyjatkowg czutos¢
tych unikalnych odczynnikéw, podane zalecane czasy inkubacji i miana
nie majq zastosowania do innych systemoéw detekgcji, poniewaz wyniki
mogg sie rdzni¢. Zalecenia i protokoty zawarte w arkuszach danych
opierajg sie na wytacznym stosowaniu produktéw Biocare. Ostatecznie
zadaniem badacza jest okreslenie optymalnych warunkdw.

7. Ten produkt nie jest przeznaczony do stosowania w cytometrii
przeptywowej. Charakterystyki dziatania nie zostaly okreSlone dla
cytometrii przeptywowe;j.

8. Tkanki o0s6b zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i
zawierajgce antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B
(HBsAg) moga wykazywac niespecyficzne barwienie peroksydazg
chrzanowa.s

9. Odczynniki moga wykazywal nieoczekiwane reakcje w wczesniej
nietestowanych tkankach. Nie mozna catkowicie wyeliminowac
mozliwosci wystgpienia nieoczekiwanych reakcji nawet w badanych
grupach tkanek ze wzgledu na biologiczng zmienno$¢ ekspresiji
antygenéw w nowotworach lub innych tkankach patologicznych.:
Skontaktuj sie z pomoca techniczna firmy Biocare pod numerem 1-800-
542-2002 lub za posrednictwem informacji pomocy technicznej
dostepnych na stronie biocare.net, podajac udokumentowane
nieoczekiwane reakcje.

10. Surowice normalne/nieimmunologiczne pochodzace z tego samego
zrédla zwierzecego, co surowice wtdérne stosowane na etapach
blokowania, moga dawa¢ wyniki fatszywie ujemne lub fatszywie
dodatnie ze wzgledu na obecno$¢ autoprzeciwciat lub przeciwciat
naturalnych.

11. Wyniki falszywie dodatnie moga  wystgpic w  wyniku
nieimmunologicznego wigzania biatek lub produktéw reakgji substratu.
Mogg by¢ réwniez spowodowane aktywnoscig pseudoperoksydazy
(erytrocyty), endogenng aktywnoscig peroksydazy (cytochrom C) lub
endogenng biotyng (np. watroba, piers, mozg, nerki), w zaleznosci od
rodzaju uzytego barwnika immunologicznego.:=

Ograniczenia specyficzne dla produktu:
Nie sg znane Zadne dodatkowe ograniczenia.

Charakterystyka wydajnosci:
Czuto$¢, swoistos¢ i reaktywnos¢ krzyzowa podsumowano odpowiednio w
Tabelach 1 2.

Powtarzalnosc:

Powtarzalno$¢ dziatania przeciwciat sprawdzono poprzez badanie wybranych
tkanek prawidtowych i nowotworowych w réznych dniach przy uzyciu réznych
instrumentdw, przy udziale wielu operatoréw. Barwienie wybranych tkanek
byto spéjne i przeprowadzone zgodnie z oczekiwaniami.

Powtarzalno$¢ barwienia w obrebie serii okrelono poprzez barwienie pieciu
tkanek zawierajacych te sama tkanke na wielu instrumentach.

Powtarzalno$¢ barwienia miedzy seriami okreslono poprzez barwienie pieciu
szkietek zawierajacych te sama tkanke przez trzy dni/serie na tym samym
aparacie. Wszystkie testy przeszty z tymi samymi wynikami, zgodnie z
wewnetrznymi wytycznymi Biocare dotyczgcymi punktacji.

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080
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Immunoreaktywnoé¢: Watroba 3 3
W Tabelach 1 i 2 ponizej wykazano nastepujgce dodatnie i ujemne -
immunoreaktywnosci. Gruczot slinowy 3 3
Nerka 3 3
Ponizsza lista nie jest wyczerpujaca, ale charakteryzuje rodzaje reakcji Prostata 3 3
immunologicznych obserwowanych w przypadku wskazanego przeciwciata. Macica 3 3
] ) » Szyjka macicy 3 3
POd.S UTIOWaNIe oczeki Wany ch wynikow: L iy Mieénie szkieletowe | 2 3
Stwierdzono, ze przeciwciato to wykazuje immunoreaktywnoS¢ w stosunku .
do wszystkich typéw tkanek, na ktdrych byto testowane, w tym do wszystkich Skora 2 2
typow chtoniakdw i prawidtowych tkanek ludzkich. Zabarwienie jest gtownie Nerw obwodowy 3 3
btonowe, ale w prébkach o wysokiej ekspresji moze réwniez wygladac na o
- . P ] s . Komorki
cytoplazmatyczne. Barwienie wystepuje gtdwnie w komorkach srédbtonka i wyscilkowe 2 2
limfocytach, rzadziej w komdrkach nabtonka w niektdrych tkankach. oko 3 3
Krtan 3 3
. s o , . Rozwigzywanie probleméw:
'fl'abellgi _1.'Czu%os'c i shw0|stoscfol_<resrl10no rp‘aolE)rzezk badanie utrwalonych w 1. Brak barwienia jakichkolwiek szkielek — sprawdzié, czy uzyto
ormalinie i zatopionych w parafinie chorych tkanex. odpowiedniej tkanki kontroli pozytywnej, przeciwciat i produktéw do
wykrywania.
i Positive Total 2. Stabe barwienie wszystkich preparatéw - sprawdzi¢, czy uzyto
Tissue Cases Cases odpowiedniej tkanki kontroli pozytywnej, przeciwciat i produktéw do
- wykrywania.
Diffuse B cell Lymphoma 15 15 3. Nadmierne tto wszystkich preparatdbw — moze wystepowaé wysoki
Mycosis fungoides 1 1 poziom endogennej biotyny (w przypadku stosowania produktow do
Diffuse T cell Lymphoma 5 5 wykrywania na bazie biotyny), endogenna aktywno$¢ HRP
— przeksztatcajgca chromogen w kolorowy produkt koficowy (uzyj bloku
H.odgkmsLymphoma 10 10 peroksydazy) lub nadmierne niespecyficzne interakcje biatek (uzyj
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6 biatka bloker, taki jak roztwér blokujacy na bazie surowicy lub kazeiny).
4.  Skrawki tkanek zmywaja szkietka podczas inkubacji — Sprawdz szkietka,
. . . . . aby upewnic sie, ze sg natadowane dodatnio.
Tabela 2:Reaktywnosc krzyzowa tkanek okreslono poprzez badanie 5. Specyficzne barwienie jest zbyt ciemne — Sprawdz protokdt, aby ustalic,

normalnych tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie.
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10.

czy do szkietka natozono wiasciwe miano przeciwciat, a takze czy
okreslono whasciwy czas inkubacji dla wszystkich odczynnikéw. Ponadto
nalezy upewnic sie, ze protokét zawiera wystarczajaca liczbe etapow
ptukania, aby usung¢ nadmiar odczynnikow po zakonczeniu etapow
inkubacji.
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Przeciwciata Ultraline sg opracowywane wytgcznie przez Biocare Medical LLC
i nie oznaczajg zatwierdzenia ani poparcia przeciwciat Biocare przez Ventana
Medical Systems, Inc lub Roche. Biocare, Ventana i Roche nie sa w zaden
sposob powigzane, stowarzyszone ani powigzane. Ventana®, BenchMark®,
ultraView i OptiView sg znakami towarowymi firmy Roche.

Przeciwciata serii Q zostaty opracowane wyfgcznie przez Biocare Medical LLC
i nie oznaczajg zatwierdzenia ani poparcia przeciwciat Biocare przez Leica
Biosystems. Firmy Biocare i Leica Biosystems nie s3 w zaden sposdb
powigzane, stowarzyszone ani powigzane. Leica, Leica Biosystems, BOND-
MAX i BOND-III sg znakami towarowymi firmy Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Uso pretendido:
Paraem vitro Uso de diagndstico

HLA-B [BC43] é um anticorpo monoclonal de camundongo destinado ao uso
laboratorial apds o diagndstico inicial do tumor ter sido feito por
histopatologia convencional usando coloragdes histoquimicas ndo
imunoldgicas, na identificacdo qualitativa de HLA-B proteina por imuno-
histoquimica (IHC) em tecidos humanos fixados em formalina e embebidos
em parafina (FFPE). A interpretacdo 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
paciente e de outros testes de diagnostico por um patologista qualificado
como auxilio na realizagdo de quaisquer outras determinagoes clinicas.

Resumo e explicagao:

HLA-B é um gene que codifica uma proteina altamente polimorfica para o
complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC-I).= As
moléculas do MHC classe I sdo expressas na superficie celular, ligando-se e
apresentando peptideos antigénicos aos linfocitos T CD8+ para mediar
respostas imunes contra patogenos intracelulares e canceres.:s

Principio do Procedimento:

Este produto de anticorpo pode ser usado como anticorpo primario em testes
imuno-histoquimicos de secgdes de tecido fixadas em formalina e embebidas
em parafina. Em geral, imuno-histoquimica (IHQ) técnicas de coloracdo
permitem a visualizacdo de antigenos através da aplicacdo sequencial de um
anticorpo especifico para o antigeno (anticorpo primario), um anticorpo
secundario para o anticorpo primario (ligagdo anticorpo/sonda opcional), um
complexo enzimatico e um substrato cromogénico com etapas de lavagem
interpostas. A ativacdo enzimatica do cromogénio resulta em um produto de
reacdo visivel no local do antigeno. A amostra pode entdo ser contrastada e
laminula. Os resultados sdo interpretados usando uma luz microscépio e
auxiliar no diagndstico diferencial de processos fisiopatoldgicos, que podem
ou pode ndo estar associado a um antigeno especifico.

Materiais e métodos:

Reagentes fornecidos:

Fonte do host:Rato monoclonal

Reatividade da espécie:Humano; outras espécies ndo testadas.
Clone:BC43

Isotipo:IgG1 kappa

Concentracao de Proteina:Consulte o rétulo do frasco para obter a
concentragao especifica do lote.

Concentragao Especifica de IgG: Contate o Suporte Técnico da Biocare
Especificidade:HLA-B

Localizagao Celular: Membrana celular

Método:Monoclonal de camundongo purificado por afinidade

Reconstituigdo, mistura, diluigao, titulacao:

O reagente de anticorpo pré-diluido é diluido de forma ideal para utilizagdo
com os sistemas de coloragao listados acima. Uma diluigdo adicional pode
resultar na perda da coloracdo do antigénio. Uma diluicdo adicional pode

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

resultar na perda da coloragdo do antigénio. O usuario deve validar qualquer
alteragdo desse tipo. Diferengas no processamento de tecidos e
procedimentos técnicos
no laboratério do usuario pode produzir variabilidade significativa nos
resultados, exigindo a realizagdo regular de controles internos (consulte a
secdo Controle de qualidade).

O reagente concentrado requer diluicao conforme indicado na tabela acima.

Aplicagdes conhecidas:
Imunohistoquimica (tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina)

Fornecido como:Solugdo salina tamponada, 5,9-7,4,contendo um
transportador de proteina e menos de 0,1% de conservante azida de sodio.
Consulte a Ficha de Dados de Seguranga para obter detalhes adicionais.

Materiais e reagentes necessarios, mas ndo fornecidos:
Laminas de microscopio carregadas positivamente.
Controles de tecido positivos e negativos

Camara do Deserto (ou forno de secagem semelhante)
Xileno ou substituto de xileno

Etanol ou alcool reagente

gémara de descamuflagem (panela de pressao)

Agua deionizada ou destilada

Tampao de lavagem

Reagentes de pré-tratamento

Blogueio de peroxidase

Bloco de proteina (opcional)

Sonda de detecgdo e polimero

Reagentes de controle negativo

Cromdgenos

Hematoxilina (contracorante)

Reagente azul

Meio de montagem

Tampa de vidro

Microscopio dptico (ampliagdo de 40-400X)

*As configuraces do produto de anticorpo estdo disponiveis para uso nos
instrumentos indicados na tabela acima.

Armazenamento e estabilidade:

Conservar entre 2°C a 8°C. O produto é estavel até o prazo de validade
impresso no rétulo do frasco, quando armazenado nessas condigdes. Nao
use apds a data de validade. O armazenamento sob qualquer condicdo
diferente das especificadas deve ser verificado. Os reagentes diluidos devem
ser usados imediatamente; armazenar qualquer reagente restante entre 2°C
e 80C. A estabilidade do reagente diluido pelo utilizador ndo foi estabelecida
pela Biocare.

Os controlos positivos e negativos devem ser analisados simultaneamente
com todas as amostras dos pacientes. Se for observada coloragdo inesperada
que ndo pode ser explicada por variagdes nos procedimentos laboratoriais e
houver suspeita de um problema com o anticorpo, entre em contato com o
Suporte Técnico da Biocare pelo telefone 1-800-542-2002 ou através das
informag0es de suporte técnico fornecidas em biocare.net.

Tel: 800-799-9499 | www.biocare.net | Fax: 925-603-8080
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Preparacao de amostras:

Tecidos fixados em formalina sdo adequados para uso antes da inclusdo em
parafina. Os tecidos Osseos devem ser descalcificados antes do
processamento do tecido para facilitar o corte do tecido e evitar danos as
Idminas do micrétomo.::

Os tecidos devidamente fixados e embebidos que expressam o antigeno alvo
especificado devem ser armazenados em local fresco. A Lei de Melhoria de
Laboratdrios Clinicos (CLIA) de 1988 exige em 42 CFR§493.1259(b) que “O
laboratdrio deve reter as laminas coradas por pelo menos dez anos a partir
da data de exame e reter blocos de amostras por pelo menos dois anos a
partir da data do exame.”™

Tratamento de tecidos antes da coloracao:

Execute a recuperacdo de epitopos induzida por calor (HIER) de acordo com
o protocolo recomendado abaixo. Foi demonstrado que o uso rotineiro de
HIER antes da IHC minimiza a inconsisténcia e padroniza a coloragdo.+s

Aviso e Precaucoes:
1. Este anticorpo contém menos de 0,1% de azida de sodio. Concentragoes

inferiores a 0,1% ndo sdo materiais perigosos reportaveis de acordo com U.S.
29 CFR 1910.1200, comunicacao de perigo OSHA e diretiva CE 91/155/EC.
Azida de sédio (NaN,) usado como conservante € toxico se ingerido. A azida
de sodio pode reagir com encanamentos de chumbo e cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Apds o descarte, lave com grandes volumes
de 4gua para evitar o acimulo de azida no encanamento. (Centro de Controle
de Doengas, 1976, Instituto Nacional de Seguranca e Salde Ocupacional,
1976):

2. As amostras, antes e depois da fixacdo, e todos os materiais a elas
expostos devem ser manuseados como se fossem capazes de transmitir
infeccdes e eliminados com as devidas precaugdes. Nunca pipete reagentes
com a boca e evite o contacto da pele e das membranas mucosas com
reagentes e amostras. Se 0s reagentes ou as amostras entrarem em contacto
com areas sensiveis, lave com agua em abundancia.’

3. A contaminagdo microbiana dos reagentes pode resultar num aumento de
coloracdo inespecifica.

4. Tempos de incubagdo ou temperaturas diferentes dos especificados
podem dar resultados errados. O usuario deve validar qualquer alteragdo
desse tipo.

5. N&o utilize o reagente apds o prazo de validade impresso no frasco.

6. O reagente de anticorpo pré-diluido € diluido de forma ideal para utilizagdo.

Uma diluicdo adicional pode resultar na perda da coloragao do antigénio.

7. A diluicdo do reagente de anticorpo concentrado deve ser validada antes
da utilizagdo. Qualquer diluente utilizado que ndo seja especificamente
recomendado também deve ser validado quanto a compatibilidade e
estabilidade.

8. A FDS esta disponivel mediante solicitagdo e estda localizada em
http://biocare.net.

Instrucdes de uso:
Protocolos de coloragdo recomendados para HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX e uso manual:
API3289 para intelliPATH FLX e uso manual, foi padronizado com MACH
4 sistema de detecgdo. Use TBS para etapas de lavagem.

Peroxide Block: Bloquear por 5 minutos com Peroxidazed 1.

Execute a recuperagao de calor usando o Reveal
Decloaker. Consulte a folha de dados do Reveal
Decloaker para obter instrucdes especificas.
Incubar por 5-10 minutos em temperatura
ambiente com Punisher de fundo.

Pretreatment:

Protein Block
(Optional):
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Primary

Antibody: ambiente.

Incubar por 30 minutos em temperatura

Detection: secundario.

Sonda: Incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente com um polimero

Polimero: Incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente com um polimero terciario.

ambiente com
durante 5-7 mi
Warp Red.

Chromogen:

Incubar durante 5 minutos a temperatura

DAB da Biocare — OU — Incubar
nutos a temperatura ambiente com

Counterstain:

deionizada.

Contracoloragdo com hematoxilina. Enxagiie com
agua deionizada. Aplique a solugdo Bluing da
Tacha por 1 minuto. Enxaglie com agua

Sistema automatizado de coloracdo de Iaminas ONCORE Pro:

OPAI3289 deve ser usado com o ONCORE Pro. Consulte o Manual do
Usuario para obter instrucdes especificas de uso. Os parametros do
protocolo no Editor de protocolo devem ser programados da seguinte

forma:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Sra. HRP Modelo 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, pH baixo; 101°C
Block Option: Amortecedor
Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 deve ser usado com o BenchMark ULTRA. Consulte o Manual do
Usuario para obter instrugdes especificas de uso. Os parametros de
protocolo recomendados sdo os seguintes:

Template/Detection:

OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol:

CC1 32 minutos

Peroxidase:

Inibidor pré-primario da
peroxidase

Primary Antibody:

8 minutos, 36°C

Série Q — Para Leica BOND-III:

ALI3289 deve ser usado com o Leica BOND-III. Consulte o Manual do
Usuario para obter instrugdes especificas de uso. Os parametros de
protocolo recomendados sdo os seguintes:

Chromogen Staining Option

DAB

Protocol Name:

Protocolo IHC F

Refinamento de polimero de

Detection: A

ligagao
HIER: 10 minutos com ER1
Peroxide Block: 5 minutos
Marker (Primary Antibody): 15 minutos
Post Primary: 8 minutos
Polymer: 8 minutos
Mixed Chromogen Refine: 10 minutos
Hematoxylin: 5 minutos

Fax: 925-603-8080
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Controle de qualidade:

Consulte os Padroes de Qualidade CLSI para Projeto e Implementacdo de
Ensaios Imunohistoquimicos; Diretriz Aprovada — Segunda edicao (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA EUA (www.clsi.org). 2011s

Controle Positivo de Tecidos: Amidala

Os materiais de controle positivo externo devem ser amostras frescas fixadas,
processadas e incorporadas o mais rapido possivel, da mesma maneira que
a(s) amostra(s) do paciente. Os controlos teciduais positivos sdo indicativos
de tecidos correctamente preparados e de técnicas de coloracdo adequadas.
Deve ser incluido em cada execugdo de coloragdo um controlo tecidual
externo positivo para cada conjunto de condigdes de teste.

Os tecidos utilizados para os materiais de controlo positivo externo devem
ser seleccionados a partir de amostras de pacientes com baixos niveis bem
caracterizados de actividade alvo positiva que originam uma coloragdo
positiva fraca. O baixo nivel de positividade para controles positivos externos
foi projetado para garantir a deteccdo de alteragdes sutis na sensibilidade do
anticorpo primario devido a instabilidade ou problemas com a metodologia
IHC. As laminas de controlo de tecidos disponiveis comercialmente ou as
amostras processadas de forma diferente da(s) amostra(s) do paciente
validam apenas o desempenho dos reagentes e ndo verificam a preparagao
do tecido.

Os controlos teciduais positivos conhecidos sé devem ser utilizados para
monitorizar o desempenho correcto dos tecidos processados e dos reagentes
de teste, e ndo como auxilio na formulagdo de um diagnéstico especifico de
amostras de pacientes. Se os controlos teciduais positivos ndo demonstrarem
coloragao positiva, os resultados com as amostras de teste deverdao ser
considerados invalidos.

Controle Negativo de Tecidos:

Use um controle de tecido negativo (conhecido como negativo para HLA-B)
fixado, processado e incorporado de maneira idéntica a(s) amostra(s) do
paciente em cada execugdo de coloracdo para verificar a especificidade do
anticorpo primario IHC para demonstracdo do antigeno alvo e para fornecer
uma indicagdo de coloragdo de fundo especifica (coloragdo falso positivo).
Além disso, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maioria
das secgbes de tecido pode ser usados pelo laboratério como locais de
controle negativo interno para verificar o desempenho do IHC especificagGes.
Os tipos e fontes de amostras que podem ser usadas para tecido negativo
os controles estdo listados na secdo Caracteristicas de desempenho.

Se ocorrer coloracdo especifica (coloragdo falsa positiva) no controlo
negativo do tecido, os resultados com as amostras do paciente deverdo ser
considerados invalidos.

Controle de reagente negativo inespecifico:

Use um controle de reagente negativo inespecifico no lugar do anticorpo
primario com uma secdo de cada amostra do paciente para avaliar coloragdo
inespecifica e

permitem uma melhor interpretacdo da coloracdo especifica no local do
antigeno. Idealmente, um controle de reagente negativo contém um
anticorpo Kappa HLA-B [BC43] IgG1 produzido a partir do sobrenadante da
cultura de tecidos da mesma forma que o anticorpo primario, mas nao exibe
reatividade especifica com tecidos humanos na mesma matriz/solucdo que o
Anticorpo Biocare. Diluir um anticorpo de controle negativo na mesma
concentragdo de imunoglobulina ou proteina que o primario diluido anticorpo
usando o diluente idéntico. Se o soro fetal de vitelo for retido no anticorpo
puro apos o processamento, o soro fetal de vitelo numa concentragdo de
proteina equivalente ao diluido anticorpo primario no mesmo diluente
também ¢é adequado para uso. (Consulte o reagente fornecido). O diluente
sozinho pode ser utilizado como uma alternativa menos desejavel aos
controlos de reagentes negativos descritos anteriormente. O periodo de
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incubagdo do reagente de controlo negativo deve corresponder ao do
anticorpo primario.

Quando sdo utilizados painéis de varios anticorpos em secgbes em série, as
areas de coloragdo negativa de uma lamina podem servir como controlo de
fundo de ligagdo negativo/inespecifico para outros anticorpos. Para
diferenciar a atividade enzimatica enddgena ou a ligagdo inespecifica de
enzimas da imunorreatividade especifica, tecidos adicionais do paciente
podem ser corados exclusivamente com substrato-cromageno ou complexos
enzimaticos (PAP, avidina-biotina, estreptavidina) e substrato-cromégeno,
respectivamente.

Verificacdo do ensaio:

Antes da utilizagdo inicial de um anticorpo ou sistema de coloragdo num
procedimento de diagndstico, o utilizador deve verificar a especificidade do
anticorpo testando-o numa série de tecidos internos com caracteristicas de
desempenho  imuno-histoquimica conhecidas, representando tecidos
positivos e negativos conhecidos. Consulte os procedimentos de controle de
qualidade descritos anteriormente nesta secdo da bula do produto e as
recomendacdes de controle de qualidade do Programa de Certificagdo CAP:
para imunohistoquimica e/ou a diretriz NCCLS IHCv). Estes procedimentos
de controle de qualidade devem ser repetidos para cada novo lote de
anticorpos ou sempre que houver alteracdo nos parametros do ensaio. Os
tecidos listados na Secdo de Caracteristicas de Desempenho sdo adequados
para verificagao de ensaio.

Solucgao de problemas:

Siga as recomendages do protocolo especifico do anticorpo de acordo com
a ficha técnica fornecida. Se ocorrerem resultados atipicos, entre em contato
com o Suporte Técnico da Biocare pelo telefone 1-800-542-2002.

Interpretacao da coloragao:

Controle Positivo de Tecidos:

O controlo tecidular positivo corado com o anticorpo indicado deve ser
examinado primeiro para verificar se todos os reagentes estdo a funcionar
correctamente. A coloragdo apropriada das células alvo (como indicado acima)
€ indicativa de reactividade positiva. Se os controlos teciduais positivos ndo
demonstrarem coloracao positiva, quaisquer resultados com as amostras de
teste deverdo ser considerados invalidos. A cor do produto da reagdo pode
variar dependendo dos cromdgenos do substrato utilizados. Consulte as
bulas do substrato para obter as reacGes de cor esperadas. Além disso, a
metacromasia pode ser observada em variagées do método de coloragdo.:
Quando é utilizado um contracorante, dependendo da duragdo da incubagdo
e da poténcia do contracorante utilizado, o contracorante resultara numa
coloracdo dos ntcleos das células. A contrastacdo excessiva ou incompleta
pode comprometer a interpretacdo adequada dos resultados. Consulte o(s)
protocolo(s) para obter a contracoloracao recomendada.

Controle Negativo de Tecidos:

O controle tecidual negativo deve ser examinado apds o controle tecidual
positivo para verificar a especificidade da marcacdo do antigeno alvo pelo
anticorpo primario. A auséncia de coloragdo especifica no controlo negativo
de tecido confirma a falta de reactividade cruzada do anticorpo com
células/componentes celulares. Se ocorrer coloragdo especifica (coloragdo
falsa positiva) no controlo tecidual externo negativo, os resultados com a
amostra do paciente deverdo ser considerados invalidos.

A coloragdo inespecifica, se presente, geralmente tem aparéncia difusa. A
coloragdo esporadica do tecido conjuntivo também pode ser observada em
seccOes de tecidos excessivamente fixados em formalina. Use células intactas
para interpretacdo dos resultados de coloracdo. Células necrdticas ou
degeneradas geralmente apresentam coloragdo inespecifica.
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Tecido do Paciente:

Examinar amostras de pacientes coradas com o anticorpo indicado durar. A
intensidade da coloragdo positiva deve ser avaliada no contexto de qualquer
coloragdo de fundo inespecifica do controlo de reagente negativo. Tal como
acontece com qualquer teste imuno-histoquimico, um resultado negativo
significa que o antigeno ndo foi detectado, e ndo que o antigeno estava
ausente nas células/tecidos analisados. Se necessario, utilize um painel de
anticorpos para identificar reagoes falso-negativas.

Consulte Resumo e Explicagdo, LimitagGes e Caracteristicas de Desempenho
para obter informacGes especificas sobre a imunorreatividade de anticorpos
indicada.

Limitagoes:

LimitagOes Gerais:

1. Paraem vitro Uso diagndstico

2. Este produto € apenas para uso profissional: A imunohistoquimica é um
processo de diagndstico em mdltiplas etapas que consiste em
treinamento especializado na selecdo dos reagentes adequados;
selecdo, fixacdo e processamento de tecidos; preparagdo da lamina IHC;
e interpretacdo dos resultados da coloragdo.

3. A coloragdo do tecido depende do manuseio e processamento do tecido
antes da coloracdo. Fixacdo, congelamento, descongelamento, lavagem,
secagem, aquecimento, seccionamento ou contaminagdo inadequados
com outros tecidos ou fluidos podem produzir artefatos, aprisionamento
de anticorpos ou resultados falsos negativos. Resultados inconsistentes
podem ser devidos a variagbes nos métodos de fixacdo e inclusdo, ou
a irregularidades inerentes ao tecido.»

4. A contrastagdo excessiva ou incompleta pode comprometer a
interpretacdo adequada dos resultados.

5.  Ainterpretagdo clinica de qualquer coloragao positiva ou negativa deve
ser avaliada dentro do contexto da apresentagao clinica, morfologia e
outros critérios histopatoldgicos. A interpretacdo clinica de qualquer
coloragao positiva ou negativa deve ser complementada por estudos
morfolégicos utilizando controlos internos e externos positivos e
negativos adequados, bem como outros testes de diagndstico. E
responsabilidade de um patologista qualificado que esteja familiarizado
com o uso adequado de anticorpos, reagentes e métodos de IHC
interpretar todas as etapas usadas para preparar e interpretar a
preparagao final de IHC.
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6. A diluigdo ideal de anticorpos e os protocolos para uma aplicagdo
especifica podem variar. Estes incluem, mas ndo estdo limitados a
fixagdo, método de recuperagdo de calor, tempos de incubagdo,
espessura da secgdo de tecido e kit de detecgdo utilizado. Devido a
sensibilidade superior destes reagentes exclusivos, os tempos de
incubagdo recomendados e os titulos listados ndo sdo aplicaveis a
outros sistemas de deteccdo, pois os resultados podem variar. As
recomendagdes e protocolos da ficha técnica sdo baseados no uso
exclusivo de produtos Biocare. Em Ultima analise, é responsabilidade
do investigador determinar as condigdes ideais.

7. Este produto ndo se destina ao uso em citometria de fluxo. As
caracteristicas de desempenho ndo foram determinadas para citometria
de fluxo.

8.  Os tecidos de pessoas infectadas com o virus da hepatite B e contendo
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) podem apresentar
coloragdo inespecifica com peroxidase de rabano.:

9. Os reagentes podem demonstrar reacOes inesperadas em tecidos nao
testados anteriormente. A possibilidade de reagdes inesperadas mesmo
em grupos de tecidos testados ndo pode ser completamente eliminada
devido a variabilidade bioldgica da expressdo do antigeno em
neoplasias ou outros tecidos patoldgicos.« Entre em contato com o
suporte técnico da Biocare pelo telefone 1-800-542-2002 ou por meio
das informagGes de suporte técnico fornecidas em biocare.net, com
reagOes inesperadas documentadas.

10. Os soros normais/ndo imunes da mesma origem animal que os anti-
soros secundarios utilizados nas etapas de bloqueio podem causar
resultados falso-negativos ou falso-positivos devido a autoanticorpos
ou anticorpos naturais.

11. Resultados falso-positivos podem ser observados devido a ligagdo ndo
imunoldgica de proteinas ou produtos de reagdo de substrato. Eles
também podem ser causados por atividade de pseudo peroxidase
(eritrécitos), atividade de peroxidase enddgena (citocromo C) ou
biotina enddgena (por exemplo, figado, mama, cérebro, rim),
dependendo do tipo de imunocoloragdo utilizada. =

LimitacOes Especificas do Produto:
Néo ha limitagdes adicionais conhecidas.

Caracteristicas de desempenho:
Sensibilidade, especificidade e reatividade cruzada estdo resumidas nas
Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Reprodutibilidade:

A reprodutibilidade do desempenho dos anticorpos foi verificada testando
tecidos normais e tumorais selecionados em varios dias e varios instrumentos
com varios operadores. A coloracdo dos tecidos selecionados foi consistente
e realizada conforme esperado.

A reprodutibilidade intra-ensaio da coloracao foi determinada pela coloragao
de cinco tecidos contendo o mesmo tecido em varios instrumentos.

A reprodutibilidade inter-ensaios da coloracao foi determinada pela coloracao
de cinco laminas contendo o mesmo tecido em trés dias/ensaios no mesmo
instrumento. Todos os testes foram aprovados com as mesmas pontuagoes,
conforme definido pelas diretrizes internas de pontuagdo da Biocare.

Imunoreatividade:
As seguintes imunorreatividades positivas e negativas foram demonstradas
nas Tabelas 1 e 2 abaixo.

A lista fornecida abaixo ndo é exaustiva, mas caracteriza os tipos de
imunorreatividades observadas com o anticorpo indicado.
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Resumo dos resultados esperados:

Verificou-se que este anticorpo era imunorreactivo com todos os tipos de
tecidos em que foi testado, incluindo todos os tipos de linfomas e tecido
humano normal. A coloragdo € predominantemente membranosa, mas
também pode parecer citoplasmatica em amostras de alta expressdo. A
coloragdo estd presente predominantemente em células endoteliais e
linfdcitos, com menor prevaléncia em células epiteliais em alguns tecidos.

Tabela 1:A sensibilidade e a especificidade foram determinadas testando
tecidos doentes fixados em formalina e embebidos em parafina.

; Positiv Total
Sl CZZes ) Cgsaes
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Mesa 2:A reatividade cruzada tecidual foi determinada testando tecidos
normais fixados em formalina e embebidos em parafina.

Tecido Casos Positivos | Total de casos

Cérebro

Cerebelo

Ad-renal

Qvario

Pancreas

Linfonodo

Traquéia

Testiculo

Tireoide

Seios

Baco
Amidala

Timo

Medula dssea

Pulmao

Coragao

Eso6fago

Estdmago

Intestino delgado

Colon

Figado

Glandula salivar

Rim

Préstata

Utero
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Musculo esquelético
Pele

Nervo Periférico

Células de Revestimento
Olho
Laringe
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Solucgao de problemas:

1. Nenhuma coloragdo em nenhuma lamina — Verifique para determinar se
foram utilizados tecidos de controle positivo, anticorpos e produtos de
deteccdo apropriados.

2. Coloragdo fraca de todas as laminas — Verifique para determinar

se foram utilizados tecidos de controlo positivo apropriados, anticorpos e

produtos de deteccao.

3. Fundo excessivo de todas as laminas — Pode haver altos niveis de

biotina enddgena (se estiver usando produtos de deteccdo a base de biotina),

atividade enddgena de HRP convertendo cromogénio em produto final
colorido (use bloco de peroxidase) ou excesso de interagdo proteica nao
especifica (use uma proteina bloqueio, como solugdo de blogueio a base de

SOro ou caseina).

4, As seccOes de tecido sdo removidas das laminas durante a

incubacdo — Verifique as laminas para garantir que estdo carregadas

positivamente.

5. Coloracdo especifica demasiado escura — Verifique o protocolo

para determinar se o titulo de anticorpos adequado foi aplicado a lamina,

bem como os tempos de incubagdo adequados para todos os reagentes.

Além disso, certifique-se de que o protocolo tenha etapas de lavagem

suficientes para remover o excesso de reagentes apos a conclusdo das etapas

de incubaggo.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

in procesarea tesuturilor si procedurile tehnice

Utilizarea prevazuta:
Pentru/n vitro Utilizare pentru diagnosticare

HLA-B [BC43] este un anticorp monoclonal de soarece care este destinat
utilizarii in laborator dupd ce diagnosticul initial al tumorii a fost facut prin
histopatologie conventionala folosind colorari histochimice neimunologice, in
identificarea calitativa a HLA-B proteind prin imunohistochimie (IHC) in
tesuturi umane incorporate in parafind fixata in formalind (FFPE).
Interpretarea clinicd a oricdrei colorari sau absenta acesteia ar trebui
completatd de studii morfologice folosind controale adecvate si ar trebui
evaluata in contextul istoricului clinic al pacientului si al altor teste de
diagnostic de catre un patolog calificat, ca ajutor in efectuarea oricaror alte
determindri clinice.

Rezumat si explicatie:

HLA-B este o gend care codificd proteina foarte polimorfa pentru complexul
major de histocompatibilitate clasa I (MHC-I).= Moleculele MHC clasa I sunt
exprimate pe suprafata celulei, legand si prezenténd peptide antigenice la
limfocitele T CD8+ pentru a media raspunsurile imune impotriva agentilor
patogeni intracelulari si a cancerelor.s

Principiul procedurii:

Acest produs anticorp poate fi utilizat ca anticorp primar in testarea
imunohistochimicd a sectiunilor de tesut fixate cu formol, incorporate in
parafind. In general, imunohistochimic (IHC) tehnicile de colorare permit
vizualizarea antigenelor prin aplicarea secventiald a a anticorp specific la
antigen (anticorp primar), un anticorp secundar la anticorpul primar
(anticorp/sonda optional link), un complex enzimatic si un substrat cromogen
cu etape de spdlare interpuse. Activarea enzimaticd a cromogenului are ca
rezultat un produs de reactie vizibil la locul antigenului. Esantionul poate fi
apoi contracolorat si capacul poate fi plasat. Rezultatele sunt interpretate
folosind o lumind microscop si ajuta la diagnosticul diferential al proceselor
fiziopatologice, care pot sau poate sa nu fie asociat cu un anumit antigen.

Materiale si metode:

Reactivi furnizati:

Sursa gazdei:Soarece monoclonal

Reactivitatea speciei:Uman; alte specii netestate.
Cloneaza:BC43

Izotip:IgG1 kappa

Concentratia de proteine:Consultati
concentratia specifica lotului.

Concentratie specifica de IgG: Contactati asistenta tehnica Biocare
Specificitate:HLA-B

Localizare celulara: Membrana celulara

Metoda:Monoclonal de soarece purificat prin afinitate

eticheta flaconului  pentru

Reconstituire, amestecare, diluare, titrare:

Reactivul anticorp prediluat este diluat optim pentru utilizare cu sistemele de
colorare enumerate mai sus. O diluare ulterioard poate duce la pierderea
colorarii cu antigen. O diluare ulterioara poate duce la pierderea colordrii cu
antigen. Utilizatorul trebuie sa valideze orice astfel de modificare. Diferentele
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in laboratorul utilizatorului poate produce o variabilitate semnificativd a
rezultatelor care necesita efectuarea regulata a controalelor interne (vezi
sectiunea Controlul calitatii).

Reactivul concentrat necesita diluare asa cum este indicat in tabelul de mai
sus.

Aplicatii cunoscute:
Imunohistochimie (tesuturi incorporate in parafind fixate in formol)

Furnizat ca:Solutie salina tamponata, 5,9-7,4,care contine un purtator de
proteine si mai putin de 0,1% conservant de azida de sodiu. Consultati Fisa
cu date de securitate pentru detalii suplimentare.

Materiale si reactivi necesari, dar nefurnizati:
Lamele de microscop incarcate pozitiv.
Controale tisulare pozitive si negative
Camera desertului (sau cuptor de uscare similar)
Xilen sau inlocuitor de xilen

Etanol sau alcool reactiv

Camera de decloaking (oala sub presiune)
Apa deionizata sau distilata

Tampon de spalare

Reactivi de pretratare

Bloc de peroxidaza

Bloc de proteine (optional)

Sonda de detectare si polimer

Reactivi de control negativ

Cromogene

Hematoxilina (contracolor)

Reactiv de albastru

Mediu de montaj

Sticla de acoperire

Microscop cu lumina (marire 40-400X)
*Configuratiile produsului cu anticorpi sunt disponibile pentru utilizare pe
instrumentele indicate in tabelul de mai sus.

Depozitare si stabilitate:

A se pastra la 2°C pana la 8°C. Produsul este stabil pana la data de expirare
imprimata pe eticheta flaconului, atunci cand este pastrat in aceste conditii.
Nu utilizati dupa data de expirare. Depozitarea in orice alte conditii decat cele
specificate trebuie verificatd. Reactivii diluati trebuie utilizati prompt;
depozitati orice reactiv rdmas la 2°C pana la 8°C. Stabilitatea reactivului
diluat de utilizator nu a fost stabilitd de Biocare.

Controalele pozitive si negative trebuie efectuate simultan cu toate probele
pacientului. Daca se observa o colorare neasteptata care nu poate fi explicata
prin variatii ale procedurilor de laborator si se suspecteaza o problemd cu
anticorpul, contactati Asistenta Tehnica Biocare la 1-800-542-2002 sau prin
intermediul informatiilor de asistenta tehnica furnizate pe biocare.net.
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Pregatirea probei:

Tesuturi fixate in formol sunt adecvate pentru utilizare finainte de
incorporarea parafinei. Tesuturile osoase trebuie decalcificate inainte de
prelucrarea tesuturilor pentru a facilita taierea tesuturilor si pentru a preveni
deteriorarea lamelor microtomului.:

Tesuturile fixate si incorporate in mod corespunzator care exprima antigenul
tinta specificat trebuie pastrate intr-un loc racoros. Actul Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) din 1988 impune in 42 CFR§493.1259(b) ca
Jaboratorul trebuie sa retina lamele colorate cel putin zece ani de la data
examinarea si pastrarea blocurilor de specimene cel putin doi ani de la data
examindrii.”s

Tratamentul tesuturilor inainte de colorare:

Efectuati recuperarea epitopului indusé de cdldurd (HIER) conform
protocolului recomandat de mai jos. S-a demonstrat ca utilizarea de rutina a
HIER finainte de IHC reduce la minimum inconsistenta si standardizeaza
colorarea.

Avertisment si precautii:

1. Acest anticorp contine mai putin de 0,1% azida de sodiu. Concentratiile
mai mici de 0,1% nu sunt materiale periculoase raportabile conform U.S. 29
CFR 1910.1200, OSHA Hazard Communication si Directivei CE 91/155/EC.
Azida de sodiu (NaN.) folosit ca conservant este toxic daca este ingerat. Azida
de sodiu poate reactiona cu plumbul si cuprul pentru a forma azide metalice
extrem de explozive. La eliminare, clatiti cu cantitdti mari de apa pentru a
preveni acumularea de azidd in instalatii sanitare. (Centrul pentru Controlul
Bolilor, 1976, Institutul National de Securitate si Sdnatate in Muncd, 1976)s
2. Specimenele, inainte si dupd fixare, si toate materialele expuse acestora
trebuie manipulate ca si cum ar fi capabile sa transmita infectia si eliminate
cu masurile de precautie corespunzdtoare. Nu pipetati niciodata reactivii pe
gurd si evitati contactul pielii si mucoaselor cu reactivii si mostrele. Daca
reactivii sau mostrele vin in contact cu zone sensibile, spalati-va cu cantitati
mari de apa.’

3. Contaminarea microbiand a reactivilor poate duce la o crestere a coloratiei
nespecifice.

4. Timpii de incubare sau alte temperaturi decat cele specificate pot da
rezultate eronate. Utilizatorul trebuie sd valideze orice astfel de modificare.
5. Nu utilizati reactiv dupa data de expirare imprimata pe flacon.

6. Reactivul anticorp prediluat este diluat optim pentru utilizare. O diluare
ulterioara poate duce la pierderea colordrii cu antigen.

7. Dilutia reactivului anticorp concentrat trebuie validata inainte de utilizare.
Orice diluant utilizat care nu este recomandat in mod specific trebuie, de
asemenea, validat pentru compatibilitate si stabilitate.

8. FDS este disponibila la cerere si se afla la http://biocare.net.

Instructiuni de folosire:
Protocoale de colorare recomandate pentru HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX si utilizare manuala:
API3289 pentru intelliPATH FLX si utilizare manuala, a fost standardizat
cu MACH 4 sistem de detectare. Utilizati TBS pentru etapele de spalare.

Peroxide Block: Blocati timp de 5 minute cu Peroxidazed 1.

Efectuati recuperarea caldurii folosind Reveal
Decloaker. Consultati fisa de date Reveal
Decloaker pentru instructiuni specifice.
Incubati timp de 5-10 minute la RT cu

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher.

Primary . - .
Antibody: Se incubeaza timp de 30 de minute la RT.
Detection: Sonda: Se incubeaza timp de 10 minute la

temperatura camerei cu un polimer secundar.

M Biocare Medical
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Polimer: Se incubeazd timp de 20 de minute la
temperatura camerei cu un polimer tertiar.

Incubati timp de 5 minute la RT cu DAB Biocare —

Chromogen: SAU — Incubati timp de 5-7 minute la RT cu Warp
Red.
Contracolorarea cu hematoxilind. Clatiti cu apa
Counterstain: deionizata. Aplicati solutia de albastru Tacha timp

de 1 minut. CI&titi cu apd deionizata.

Sistem automat de colorare a lamelor ONCORE Pro:

OPAI3289 este destinat utilizarii cu ONCORE Pro. Consultati manualul de
utilizare pentru instructiuni specifice de utilizare. Parametrii protocolului
din Editorul de protocol trebuie programati dupa cum urmeaza:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Sablonul Ms HRP 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, pH scdzut; 101°C

Block Option: Tampon

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 este destinat utilizarii cu BenchMark ULTRA. Consultati manualul
de utilizare pentru instructiuni specifice de utilizare. Parametrii de protocol
recomandati sunt urmatorii:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minute

Inhibitor pre-primar de

Peroxidase: iy
peroxidaza

Primary Antibody: 8 minute, 36°C

Seria Q — Pentru Leica BOND-III:

ALI3289 este destinat utilizadrii cu Leica BOND-III. Consultati manualul de
utilizare pentru instructiuni specifice de utilizare. Parametrii de protocol
recomandati sunt urmatorii:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: Protocolul IHC F

Detection: Rafinarea polimerului de legatura
HIER: 10 min cu ER1

Peroxide Block: 5 minute

Marker (Primary Antibody): 15 minute

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 minute

Hematoxylin: 5 minute

Control de calitate:

Consultati Standardele de calitate CLSI pentru proiectarea si implementarea
testelor imunohistochimice; Ghid aprobat-A doua editie (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA SUA (www.clsi.org). 2011s

Control pozitiv al tesuturilor: amigdale
Materialele de control pozitiv extern trebuie sa fie probe proaspete fixate,
procesate si incorporate cat mai curand posibil, in acelasi mod ca probele
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pacientului. Controalele pozitive ale tesuturilor indica tesuturile pregdtite
corect si tehnicile adecvate de colorare. Un control de tesut extern pozitiv
pentru fiecare set de conditii de testare ar trebui sa fie inclus in fiecare cursa
de colorare.

Tesuturile utilizate pentru materialele de control pozitiv extern trebuie
selectate din mostre de pacient cu niveluri scazute bine caracterizate ale
activitatii tintei pozitive care da colorare pozitiva slabd. Nivelul scdzut de
pozitivitate pentru controalele pozitive externe este conceput pentru a
asigura detectarea modificarilor subtile ale sensibilitatii anticorpilor primari
din instabilitate sau probleme cu metodologia IHC. Lamelele de control al
tesuturilor disponibile comercial sau mostrele procesate diferit de
esantioanele pacientului valideaza doar performanta reactivului si nu verifica
pregatirea tesuturilor.

Controalele de tesut pozitive cunoscute ar trebui utilizate numai pentru
monitorizarea performantei corecte a tesuturilor procesate si a reactivilor de
testare, mai degrabd decét ca ajutor in formularea unui diagnostic specific al
probelor de pacienti. Dacd controalele pozitive ale tesuturilor nu reusesc sa
demonstreze o colorare pozitiva, rezultatele cu probele de testat trebuie
considerate nevalide.

Controlul negativ al tesuturilor:

Utilizati un control de tesut negativ (cunoscut ca fiind HLA-B negativ) fixat,
procesat si incorporat intr-un mod identic cu esantionul(e) pacientului cu
fiecare colorare pentru a verifica specificitatea anticorpului primar IHC pentru
demonstrarea antigenului tinta si pentru a oferi o indicatie a colordrii specifice
de fond (colorare fals pozitiva). De asemenea, varietatea diferitelor tipuri de
celule prezente in majoritatea sectiunilor de tesut poate sa fie utilizate de
catre laborator ca locuri de control negativ intern pentru a verifica
performanta IHC specificatii. Tipurile si sursele de specimene care pot fi
utilizate pentru tesutul negativ controalele sunt listate in sectiunea
Caracteristici de performanta.

Daca apare o colorare specificd (colorare fals pozitivd) in controlul negativ al
tesutului, rezultatele cu mostrele pacientului trebuie considerate nevalide.

Control reactiv negativ nespecific:

Utilizati un control reactiv negativ nespecific in locul anticorpului primar cu o
sectiune din fiecare specimen de pacient pentru a evalua colorarea
nespecifica si .
permit o mai bunad interpretare a colorarii specifice la locul antigenului. In
mod ideal, un control reactiv negativ contine un anticorp HLA-B [BC43] IgG1
Kappa produs din supernatantul culturii de tesuturi in acelasi mod ca
anticorpul primar, dar nu prezintd reactivitate specifica cu tesuturile umane
n aceeasi matrice/solutie ca si solutia. Anticorp Biocare. Se dilueazd un
anticorp de control negativ la aceeasi concentratie de imunoglobulind sau
proteind ca si primarul diluat anticorp folosind diluant identic. Daca serul fetal
de vitel este retinut in anticorpul curat dupa procesare, serul fetal de vitel la
o concentratie de proteine echivalenta cu cea diluata. anticorpul primar din
acelasi diluant este de asemenea adecvat pentru utilizare. (Consultati
reactivul furnizat). Numai diluantul poate fi utilizat ca o alternativa mai putin
dorita fatd de controalele negative descrise anterior. Perioada de incubatie
pentru controlul reactiv negativ trebuie sa corespunda cu cea a anticorpului
primar.

Cand sunt utilizate panouri de mai multi anticorpi pe sectiuni in serie, zonele
cu colorare negativa ale unei lame pot servi ca un control de fond
negativ/nespecific de legare pentru alti anticorpi. Pentru a diferentia
activitatea enzimaticd endogene sau legarea nespecificda a enzimelor de
imunoreactivitatea specifica, tesuturile suplimentare ale pacientului pot fi
colorate exclusiv cu substrat-cromogen sau complexe enzimatice (PAP,
avidina-biotina, streptavidind) si respectiv substrat-cromogen.
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Verificarea testului:

Inainte de utilizarea initiald a unui anticorp sau a unui sistem de colorare intr-
o procedura de diagnosticare, utilizatorul trebuie sa verifice specificitatea
anticorpului testandu-I pe o serie de tesuturi interne cu caracteristici de
performantd imunohistochimice cunoscute reprezentand tesuturi pozitive si
negative cunoscute. Consultati procedurile de control al calitdtii prezentate
anterior in aceasta sectiune a prospectului produsului si recomandarile de
control al calitdtii din Programul de certificare CAP.: pentru imunohistochimie
si/sau ghidul NCCLS IHCw). Aceste proceduri de control al calitdtii trebuie
repetate pentru fiecare lot nou de anticorpi sau ori de cate ori exista o
modificare a parametrilor de analiza. Tesuturile enumerate in sectiunea
Caracteristici de performantd sunt potrivite pentru verificarea testului.

Depanare:

Urmati recomandarile protocolului specific anticorpilor conform fisei de date
furnizate. Dacd apar rezultate atipice, contactati asistenta tehnica Biocare la
1-800-542-2002.

Interpretarea colorarii:

Control pozitiv al tesuturilor:

Controlul pozitiv al tesutului colorat cu anticorpul indicat trebuie examinat
mai intdi pentru a se asigura ca toti reactivii functioneaza corect. Colorarea
adecvata a celulelor tintd (asa cum s-a indicat mai sus) indica reactivitate
pozitiva. Daca controalele pozitive ale tesuturilor nu reusesc sa demonstreze
o colorare pozitiva, orice rezultat cu probele de testat trebuie considerat
nevalid. Culoarea produsului de reactie poate varia in functie de cromogenii
substratului utilizati. Consultati prospectele de ambalaj pentru substrat
pentru reactile de culoare asteptate. Mai mult, metacromazia poate fi
observatd in variatiile metodei de colorare.:

Cand se foloseste o contracolorare, in functie de durata de incubare si de
potenta contracolorului utilizat, contracolorarea va avea ca rezultat o colorare
a nucleilor celulari. Contracolorarea excesivd sau incompleta poate
compromite interpretarea corectd a rezultatelor. Consultati protocoalele
pentru contracolorarea recomandata.

Controlul negativ al tesuturilor:

Controlul negativ al tesuturilor trebuie examinat dupd controlul pozitiv al
tesutului pentru a verifica specificitatea etichetdrii antigenului tinta de catre
anticorpul primar. Absenta coloratiei specifice in controlul negativ al tesutului
confirma lipsa reactivitatii incrucisate a anticorpilor la celule/componentele
celulare. Dacd apare o colorare specifica (colorare fals pozitivd) in controlul
extern negativ al tesutului, rezultatele cu specimenul pacientului trebuie
considerate nevalide.

Coloratia nespecifica, dacd este prezentd, are de obicei un aspect difuz.
Colorarea sporadica a tesutului conjunctiv poate fi observata si in sectiuni din
tesuturi fixate in exces de formol. Utilizati celule intacte pentru interpretarea
rezultatelor colorarii. Celulele necrotice sau degenerate se coloreazd adesea
nespecific.

Tesutul pacientului:

Examinati mostrele pacientului colorate cu anticorpul indicat ultimul.
Intensitatea colorarii pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei colorari
de fond nespecifice a controlului reactiv negativ. Ca si in cazul oricarui test
imunohistochimic, un rezultat negativ inseamna ca antigenul nu a fost
detectat, nu ca antigenul a fost absent in celulele/tesutul testat. Daca este
necesar, utilizati un panou de anticorpi pentru a identifica reactiile fals-
negative.
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Consultati Rezumatul si Explicatia, Limitarile si Caracteristicile de performanta
pentru informatii specifice privind imunoreactivitatea indicata a anticorpilor.

Limitari:

Limitari generale:

1. Pentru/n vitro Utilizare de diagnostic

2. Acest produs este doar pentru uz profesional: Imunohistochimia este
un proces de diagnosticare in mai multe etape care constd in pregatire
specializata in selectarea reactivilor corespunzatori; selectia, fixarea si
prelucrarea tesuturilor; prepararea lamei IHC; si interpretarea
rezultatelor colorarii.

3. Colorarea tesuturilor depinde de manipularea si prelucrarea tesutului
fnainte de colorare. Fixarea necorespunzatoare, inghetarea,
dezghetarea, spalarea, uscarea, incdlzirea, sectionarea sau
contaminarea cu alte tesuturi sau fluide pot produce artefacte, captarea
anticorpilor sau rezultate fals negative. Rezultatele inconsecvente se
pot datora variatilor in metodele de fixare si incorporare sau
neregularitatilor inerente in tesut.:

4. Contracolorarea excesivd sau
interpretarea corecta a rezultatelor.

5. Interpretarea clinicad a oricdrei coloratii pozitive sau negative trebuie
evaluata in contextul prezentarii clinice, al morfologiei si al altor criterii
histopatologice. Interpretarea clinicd a oricdrei colordri pozitive sau
negative ar trebui sa fie completatd de studii morfologice care utilizeaza
controale interne si externe pozitive si negative adecvate, precum si
alte teste de diagnosticare. Este responsabilitatea unui patolog calificat
care este familiarizat cu utilizarea corectd a anticorpilor, reactivilor si
metodelor IHC s3 interpreteze toti pasii utilizati pentru pregdtirea si
interpretarea preparatului final IHC.

6. Dilutia optima a anticorpilor si protocoalele pentru o anumitd aplicatie
pot varia. Acestea includ, dar nu se limiteaza la fixarea, metoda de
recuperare a caldurii, timpii de incubare, grosimea sectiunii de tesut si
trusa de detectare utilizata. Datoritd sensibilitatii superioare a acestor
reactivi unici, timpii si titrurile de incubare recomandate enumerate nu

incompletd poate compromite

sunt aplicabile altor sisteme de detectare, deoarece rezultatele pot varia.

Recomanddrile si protocoalele din fisa de date se bazeazd pe utilizarea
exclusiva a produselor Biocare. In cele din urma, este responsabilitatea
investigatorului sa determine conditiile optime.

7. Acest produs nu este destinat utilizarii in citometria n flux.
Caracteristicile de performanta nu au fost determinate pentru citometria
in flux.
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8.  Tesuturile de la persoane infectate cu virusul hepatitei B si care contin
antigenul de suprafata al hepatitei B (HBsAg) pot prezenta colorare
nespecifica cu peroxidaza de hrean.=

9. Reactivii pot demonstra reactii neasteptate in tesuturile netestate
anterior. Posibilitatea unor reactii neasteptate chiar si in grupurile de
tesuturi testate nu poate fi eliminatd complet din cauza variabilitatii
biologice a exprimarii antigenului in neoplasme sau in alte tesuturi
patologice.» Contactati asistenta tehnica Biocare la 1-800-542-2002 sau
prin intermediul informatiilor de asistentd tehnicd furnizate pe
biocare.net, cu reactii neasteptate documentate.

10. Serurile normale/neimune din aceeasi sursd animald ca si antiserurile
secundare utilizate in etapele de blocare pot provoca rezultate fals
negative sau fals pozitive din cauza autoanticorpilor sau a anticorpilor
naturali.

11. Rezultate fals pozitive pot fi observate din cauza legdrii neimunologice

a proteinelor sau a produselor de reactie substrat. Ele pot fi, de
asemenea, cauzate de activitatea pseudo-peroxidazei (eritrocite),
activitatea peroxidazei endogene (citocromul C) sau biotina endogena
(de exemplu, ficat, san, creier, rinichi), in functie de tipul de imunocolor
utilizat.»

Limitari specifice produsului:
Nu sunt cunoscute limitari suplimentare.

Caracteristici de performanta:
Sensibilitatea, specificitatea si reactivitatea incrucisatd sunt rezumate in
Tabelele 1 si, respectiv, 2.

Reproductibilitate:

Reproductibilitatea performantei anticorpilor a fost verificata prin testarea
tesutului normal si tumoral selectat in diferite zile si diferite instrumente cu
operatori multipli. Colorarea tesuturilor selectate a fost consecventd si a fost
efectuatd conform asteptarilor.

Reproductibilitatea colordrii intra-run a fost determinata prin colorarea a cinci
tesuturi care contineau acelasi tesut pe mai multe instrumente.

Reproductibilitatea colorarii intre curse a fost determinatd prin colorarea a
cinci lame continand acelasi tesut timp de trei zile/executii pe acelasi
instrument. Toate testele au trecut cu aceleasi scoruri, asa cum sunt definite
de ghidurile interne de punctare ale Biocare.

Imunoreactivitate:
Urmatoarele imunoreactivitdti pozitive si negative au fost demonstrate in
tabelele 1 si 2 de mai jos.

Lista furnizatd mai jos nu este exhaustivd, dar caracterizeaza tipurile de
imunoreactivitdti observate cu anticorpul indicat.

Rezumatul rezultatelor asteptate:

S-a constatat ca acest anticorp este imunoreactiv cu toate tipurile de tesuturi
pe care a fost testat, inclusiv cu toate tipurile de limfoame si tesut uman
normal. Coloratia este predominant membranoasd, dar poate aparea si
citoplasmaticd atunci cand se afla in probe cu expresie ridicata. Coloratia este
prezentd predominant in celulele endoteliale si limfocite cu prevalentd mai
mica in celulele epiteliale din unele tesuturi.

Tabelul 1:Sensibilitatea si specificitatea au fost determinate prin testarea
tesuturilor bolnave fixate in formol, incorporate in parafina.

Fax: 925-603-8080
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Tissue Positive Total
Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Masa 2:Reactivitatea incrucisata a tesutului a fost determinata prin testarea
tesuturilor normale fixate in formol, incorporate in parafind.

Tesut Cazuri pozitive Total de cazuri

Creierul

Cerebel

suprarenale

Ovar

Pancreas

Ganglionilor limfatici

Trahee

Testicul

Glanda tiroida

Sanul

Splina

amigdale

Timusul

Maduva osoasd

Plaman

inima

Esofag

Stomac

Intestinul subtire

Colon

Ficat

Glanda salivara
Rinichi
Prostata

Uter

Colul uterin

Muschi scheletic

Piele

Nervul periferic

Captusirea celulelor
Ochi
Laringe
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Depanare:

1. Nicio colorare a niciunei lame — Verificati pentru a determina ca au fost
utilizate tesuturi de control pozitiv adecvate, anticorpi si produse de
detectare.

2. Colorare slabd a tuturor lamelor — Verificati pentru a determina ca
au fost utilizate tesuturi de control pozitiv adecvate, anticorpi si produse de
detectare.
3. Fundal excesiv al tuturor diapozitivelor — Pot exista niveluri ridicate
de biotind endogend (dacd se utilizeazd produse de detectie pe baza de
biotind), activitate HRP endogena de conversie a cromogenului in produs final
colorat (utilizati bloc de peroxidaza) sau interactiune proteica nespecifica in
exces (utilizati o proteina). bloc, cum ar fi solutia de blocare pe baza de ser
sau cazeina).

4. Sectiunile de tesut spala lamelele in timpul incubatiei — Verificati
lamele pentru a va asigura ca sunt incarcate pozitiv.
5. Colorare specifica prea intunecata — Verificati protocolul pentru a

determina daca pe lame a fost aplicat titrul adecvat de anticorpi, precum si
timpii de incubare corespunzatori pentru toti reactivii. In plus, asigurati-va ca
protocolul are suficienti pasi de spélare pentru a elimina excesul de reactivi
dupa finalizarea etapelor de incubare.
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Anticorpii Ultraline sunt dezvoltati exclusiv de Biocare Medical LLC si nu
implicd aprobarea sau aprobarea anticorpilor Biocare de catre Ventana
Medical Systems, Inc sau Roche. Biocare, Ventana si Roche nu sunt afiliate,
asociate sau legate in niciun fel. Ventana®, BenchMark®, ultraView si
OptiView sunt marci comerciale ale Roche.
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Anticorpii din seria Q sunt dezvoltati exclusiv de Biocare Medical LLC si nu
implicd aprobarea sau aprobarea anticorpilor Biocare de catre Leica
Biosystems. Biocare si Leica Biosystems nu sunt afiliate, asociate sau legate
in niciun fel. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX si BOND-III sunt marci
comerciale ale Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Zamysl'ané pouzitie:
Prein vitro Diagnostické pouzitie

HLA-B [BC43] je mySacia monoklondlna protilatka, ktord je urena na
laboratérne pouZitie po stanoveni pociatocnej diagndzy nadoru konvencnou
histopatoldgiou pomocou neimunologickych histochemickych farbiv, pri
kvalitativnej identifikécii HLA-B protein imunohistochémiou (IHC) vo
formaline fixovanych v parafine zaliatych (FFPE) I'udskych tkanivach. Klinicka
interpretacia akéhokol'vek zafarbenia alebo jeho nepritomnosti by mala byt
doplnena morfologickymi Stidiami s pouzitim vhodnych kontrol a mala by byt’
vyhodnotend v kontexte pacientovej klinickej anamnézy a inych
diagnostickych testov kvalifikovanym patolégom ako pomdcka pri vykonavani
akychkol'vek inych klinickych stanoveni.

Zhrnutie a vysvetlenie:
HLA-B je vysoko polymorfny protein kodujuci gén pre hlavny komplex
histokompatibility I. triedy (MHC-I).s Molekuly MHC triedy I st exprimované
na bunkovom povrchu, viaZu sa a prezentuji antigénne peptidy CD8+ T
lymfocytom, aby sprostredkovali imunitné reakcie proti intracelularnym
patogénom a rakovinam.:s

Princip postupu:

Tento protildtkovy produkt sa mdZe pouZit ako primarna protilatka pri
imunohistochemickom testovani vo formaline fixovanych, v parafine zaliatych
tkanivovych rezov. Vo vSeobecnosti imunohistochemické (IHC) techniky
farbenia umoznuju vizualizaciu antigénov prostrednictvom sekvencnej
aplikacie a Specificka protilatka k antigénu (primarna protilatka), sekundarna
protilatka k primarnej protilatke (volitel'na vazba protilatka/sonda), enzymovy
komplex a chromogénny substrat s vlozenymi krokmi premyvania.
Enzymaticka aktivacia chromogénu vedie k viditelnému reakénému produktu
v mieste antigénu. Vzorka sa potom moze kontrastne zafarbit’ a kryt sa
nasunie. Vysledky sa interpretuju pomocou svetla mikroskop a pomocka pri
diferencialnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré mdzZu resp
nemusia byt’ spojené s konkrétnym antigénom.

Materialy a metody:

Dodévané Cinidla:

Zdroj hostitel'a:Mys monoklonalna

Reaktivita druhov:clovek; iné druhy netestované.

Klonovat:BC43

Izotyp:IgG1 kappa

Koncentracia bielkovin:Koncentraciu Specificki pre Sarzu najdete na
Stitku injeknej liekovky.

Specifickd koncentracia IgG: Kontaktujte technicki podporu spoloCnosti
Biocare

Specifickost:HLA-B

Bunkova lokalizacia: Bunkovd membrana

metoda:Afinitne purifikovany mysi monoklondlny

Rekonstitucia, miesanie, riedenie, titracia:
Predriedené protilatkove Cinidlo je optimalne nariedené na pouZitie s vysSie
uvedenymi farbiacimi systémami. DalSie riedenie moze viest’ k strate
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zafarbenia antigénu. DalSie riedenie mdZe viest’ k strate zafarbenia antigénu.
PouZivatel' musi kazdu takato zmenu potvrdit'. Rozdiely v spracovani tkaniva
a technickych postupoch
v laboratdriu pouzivatela moze spOsobit’ znacnl variabilitu vysledkov, Co si
vyZaduje pravidelné vykonavanie internych kontrol (pozri Cast’ Kontrola
kvality).

Koncentrované Cinidlo vyZaduje riedenie, ako je uvedené v tabul'ke vyssie.

Zname aplikacie:
Imunohistochémia (tkaniva fixované v parafine fixované vo formaline)

Dodavané ako:Pufrovany fyziologicky roztok, 59 - 7,4,0bsahujuci
proteinovy nosi¢ a menej ako 0,1 % konzervacnej latky azidu sodného. DalSie
podrobnosti najdete v karte bezpecnostnych udajov.

Potrebné materidly a Cinidld, ktoré nie su sucastou dodavky:
Mikroskopické sklicka su kladne nabité.
Pozitivne a negativne kontroly tkaniva
Pustna komora (alebo podobna susiaren)
Xylén alebo nahrada xylénu

Etanol alebo reagencny alkohol
Odmast'ovacia komora (tlakovy hrniec)
Deionizovana alebo destilovana voda
Premyvaci pufor

Cinidla na predipravu

Peroxidazovy blok

Proteinovy blok (volitené)

Detekéna sonda a polymér

Negativne kontrolné cinidla

Chromogény

Hematoxylin (kontrafarba)

Blueingovo cinidlo

Montdzne médium

Krycie sklo

Svetelny mikroskop (40-400x zvacSenie)
*Konfiguracie protilatkového produktu st dostupné na pouZzitie s nastrojmi
uvedenymi v tabulke vyssie.

Skladovanie a stabilita:

Skladujte pri teplote 2°C aZz 8°C. Produkt je stabilny do datumu exspiracie
vytlateného na Stitku injekénej liekovky, ak sa uchovava za tychto podmienok.
Nepouzivajte po datume exspiracie. Skladovanie za akychkol'vek inych
podmienok, ako si uvedené, musi byt overené. Zriedené cinidla by sa mali
pouzit' okamzite; akékol'vek zostavajlice cinidlo skladujte pri teplote 2°C az
80C. Stabilita uzivatel'om zriedeného cinidla nebola stanovena spolo¢nost'ou
Biocare.

Pozitivne a negativne kontroly by sa mali vykonavat’ suCasne so vsetkymi
vzorkami pacienta. Ak spozorujete neoCakavané zafarbenie, ktoré nemozno
vysvetlit odchylkami v laboratérnych postupoch a mate podozrenie na
problém s protilatkou, kontaktujte technickd podporu spolocnosti Biocare na
Cisle 1-800-542-2002 alebo prostrednictvom informdcii o technickej podpore
poskytovanych na biocare.net.
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Priprava vzorky:

Tkaniva fixované vo formaline st vhodné na pouZitie pred zaliatim parafinom.
Kostné tkaniva by sa mali pred spracovanim tkaniva odvapnit/, aby sa ul'ahcilo
rezanie tkaniva a zabranilo sa poskodeniu ¢epiel'ok mikrotomu.:2

Spravne fixované a zaliate tkaniva exprimujuce Specifikovany cielovy antigén
by sa mali skladovat' na chladnom mieste. Zakon o zlepSovani klinickych
laboratérii (CLIA) z roku 1988 vyZzaduje v 42 CFR8§493.1259(b), Ze
»Laboratérium musi uchovavat' zafarbené sklicka najmenej desat’ rokov od
datumu vysetrenie a uchovavat’ bloky vzoriek najmenej dva roky od datumu
vySetrenia.:

Osetrenie tkaniv pred farbenim:

Vykonajte teplom indukované vyhladavanie epitopu (HIER) podla
odportic¢aného protokolu uvedeného nizsie. Ukdzalo sa, Ze rutinné pouzivanie
HIER pred IHC minimalizuje nekonzistentnost’ a Standardizuje farbenie.«s

Varovanie a bezpecnostné opatrenia:

1. Tato protilatka obsahuje menej ako 0,1 % azidu sodného. Koncentracie
nizsie ako 0,1 % nie su nebezpecné materialy, ktoré sa hlasia podla U.S. Azid
sodny (NaN.) pouzivany ako konzervaCna latka je pri poziti toxicky. Azid
sodny méze reagovat’ s olovom a medenym potrubim za vzniku vysoko
vybusnych azidov kovov. Po likvidacii oplachnite velkym mnoZstvom vody,
aby ste zabranili hromadeniu azidov vo vodovodnom potrubi. (Centrum pre
kontrolu choréb, 1976, Narodny institit bezpecnosti a ochrany zdravia pri
praci, 1976):

2. So vzorkami pred a po fixacii a so vSetkymi materialmi, ktoré s im
vystavené, by sa malo zaobchadzat’ tak, ako keby boli schopné prenasat’
infekciu, a mali by sa likvidovat’ podl'a naleZitych opatreni. Nikdy nepipetujte

reagencie Ustami a vyhybaijte sa kontaktu koZe a sliznic s Cinidlami a vzorkami.

Ak sa reagencie alebo vzorky dostant do kontaktu s citlivymi oblastami,
umyte ich velkym mnoZstvom vody.”

3. Mikrobidlna kontaminacia cinidiel moze viest’ k zvySeniu nespecifického
zafarbenia.

4. Inkubacné Casy alebo teploty iné, ako st uvedené, mozu viest’ k chybnym
vysledkom. PouZivatel’ musi kazdu tak(to zmenu potvrdit'.

5. NepouZivajte Cinidlo po datume exspiracie vytlacenom na injekcnej
liekovke. .

6. Predriedené protilatkové Cinidlo je optimalne nariedené na pouZitie. DalSie
riedenie moZe viest’ k strate zafarbenia antigénu.

7. Zriedenie koncentrovaného protilatkového Cinidla musi byt pred pouZitim
validované. Akékol'vek pouZité riedidlo, ktoré sa Specificky neodporuca, musi
byt' tieZ overené z hl'adiska kompatibility a stability.

8. KBU je k dispozicii na poziadanie a nachadza sa na http://biocare.net.

Instrukcie na pouZivanie:
Odportcané protokoly farbenia pre HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX a manualne pouZitie:
API3289 pre intelliPATH FLX a manualne pouzitie, bol Standardizovany s

MACH 4 detekcny systém. Na premyvanie pouZite TBS.

Peroxide Block: Blokujte 5 minut peroxidom 1.

Vykonajte obnovenie tepla pomocou Reveal
Decloaker. Konkrétne pokyny najdete v idajovom
liste zariadenia Reveal Decloaker.

Inkubujte 5-10 minUt pri teplote miestnosti

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): pomocou zariadenia Background Punisher.
Primary Inkubujte 30 minut pri teplote miestnosti
Antibody: )
Detection: Sonda: Inkubujte 10 minut pri teplote miestnosti

so sekundarnym polymérom.
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Polymér: Inkubujte 20 min(t pri teplote
miestnosti s tercidrnym polymérom.

Inkubujte 5 minut pri RT s Biocare DAB — OR —

Chromogen: Inkubujte 5-7 minGt pri RT s Warp Red.
Kontrafarba s hematoxylinom. Oplachnite
. deionizovanou vodou. Aplikujte Tacha's Blueing
Counterstain:

Solution na 1 mindtu. Oplachnite deionizovanou
vodou.

Automatizovany systém farbenia sklicok ONCORE Pro:

OPAI3289 je urceny na pouzitie s ONCORE Pro. Konkrétne pokyny na
pouzitie najdete v pouzivatel'skej prirucke. Parametre protokolu v editore
protokolov by sa mali naprogramovat’ nasledovne:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Sabléna pani HRP 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, nizke pH; 101°C
Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25 °C

BenchMark Ventana ULTRA:
AVI3289 je urceny na pouzitie s BenchMark ULTRA. Konkrétne pokyny na
pouzitie najdete v pouZivatel'skej prirucke. Odporcané parametre
protokolu st nasledovné:
Template/Detection:
Pretreatment Protocol:
Peroxidase:

Primary Antibody:

OptiView DAB IHC

CC1 32 mindt

Preprimarny inhibitor peroxidazy
8 minut, 36 °C

Séria Q — Pre Leica BOND-III:

ALI3289 je urCeny na pouzitie s Leica BOND-III. Konkrétne pokyny na
pouzitie najdete v pouZivatel'skej prirucke. Odporicané parametre
protokolu st nasledovné:

Chromogen Staining Option DAB
Protocol Name: Protokol IHC F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 mindt s ER1
Peroxide Block: 5 min
Marker (Primary Antibody): 15 min
Post Primary: 8 min
Polymer: 8 min
Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min

Kontrola kvality:

Pozrite si Standardy kvality CLSI pre navrh a implementaciu

imunohistochemickych testov; Schvalena smernica — druhé vydanie (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011s

Pozitivna kontrola tkaniva: Tonsil

Materialy pre externud pozitivnu kontrolu by mali byt’ Cerstvé vzorky fixované,
spracované a vlozené ¢o najskor rovnakym spdsobom ako vzorka (vzorky)
pacienta. Pozitivne kontroly tkaniva naznaCuju spravne pripravené tkaniva a
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spravne techniky farbenia. Do kazdého cyklu farbenia by mala byt zahrnuta
jedna pozitivna externa tkanivova kontrola pre kazdy subor testovacich
podmienok.

Tkaniva pouZité pre externé materidly pre pozitivnu kontrolu by sa mali
vyberat’ zo vzoriek pacientov s dobre charakterizovanymi nizkymi hladinami
pozitivnej cielovej aktivity, ktora poskytuje slabé pozitivne zafarbenie. Nizka
Uroven pozitivity pre externé pozitivne kontroly je navrhnuta tak, aby
zabezpecila detekciu jemnych zmien citlivosti primarnej protilatky z
nestability alebo problémov s metodikou IHC. Komercne dostupné tkanivové
kontrolné sklicka alebo vzorky spracované inak ako vzorka (vzorky) pacienta
iba overuju ucinnost’ Cinidla a neoveruju pripravu tkaniva.

Zname pozitivne kontroly tkaniva by sa mali pouZivat' len na monitorovanie
spravneho vykonu spracovanych tkaniv a testovacich Cinidiel, a nie ako
pomaocka pri formulovani Specifickej diagndzy vzoriek pacientov. Ak pozitivne
kontroly tkaniva nepreukdZzu pozitivne zafarbenie, vysledky s testovanymi
vzorkami by sa mali povaZovat' za neplatné.

Negativna kontrola tkaniva:

Pouzite negativnu tkanivovi kontrolu (zndme, Ze je HLA-B negativna),
fixovanl, spracovani a zapusteni sposobom identickym so vzorkou
(vzorkami) pacienta pri kazdom cykle farbenia, aby ste overili Specifickost’
primarnej protilatky IHC pre preukdzanie ciel'ového antigénu a poskytnutie
indikacie Specifického zafarbenia pozadia (falosne pozitivne farbenie). Moze
to byt aj mnozstvo réznych typov buniek pritomnych vo vacsine tkanivovych
rezov byt' pouZité laboratériom ako interné negativne kontrolné miesta na
overenie vykonu IHC technické Udaje. Typy a zdroje vzoriek, ktoré mozno
pouzit’ na negativne tkanivo ovladacie prvky s uvedené v Casti Vykonnostné
charakteristiky.

Ak sa v negativnej kontrole tkaniva vyskytne Specifické zafarbenie (falosne
pozitivne zafarbenie), vysledky so vzorkami pacienta by sa mali povazovat’
za neplatné.

Nespecificka negativna kontrola reagencii:

Pouzite neSpecifickii negativnu kontrolu Cinidla namiesto primarnej protilatky
s rezom kazdej vzorky pacienta na vyhodnotenie nespecifického zafarbenia a
umoziuju lepSiu interpretaciu Specifického zafarbenia v mieste antigénu. V
idealnom pripade obsahuje negativna reagenc¢na kontrola protilatku HLA-B
[BC43] IgGl Kappa produkovani zo supernatantu tkanivovej kultiry
rovnakym spdsobom ako primarna protilatka, ale nevykazuje Ziadnu
Specificki reaktivitu s I'udskymi tkanivami v rovnakej matrici/roztoku ako
Biocare protildtka. Nariedte negativnu kontroln( protilatku na rovnakd
koncentraciu imunoglobulinu alebo proteinu ako zriedena primarna protilatka
protildtka s pouZzitim rovnakého riedidla. Ak sa fetdlne telacie sérum po
spracovani zachova v Cistej protilatke, fetalne tel'acie sérum s koncentraciou
proteinu ekvivalentnou zriedenému primarna protilatka v rovnakom riedidle
je tiez vhodna na pouzitie. (Pozrite si dodané Cinidlo). Samotné riedidlo sa
moZe pouZit' ako menej Ziaduca alternativa k predtym opisanym negativnym
kontrolnym ¢inidlam. Inkubacna doba pre negativnu reagencn( kontrolu by
mala zodpovedat’ dobe primarnej protilatky.

Ked' sa na sériovych rezoch pouZiju panely niekolkych protilatok, negativne
zafarbené oblasti jedného sklicka m6zu slizit' ako negativna/nesSpecificka
vazbova kontrola pozadia pre iné protilatky. Na odliSenie endogénnej
enzymovej aktivity alebo neSpecifickej vazby enzymov od Specifickej
imunoreaktivity mézu byt dalSie tkaniva pacienta zafarbené vyluCne
substrat-chromogén alebo enzymovymi komplexmi (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) a substrat-chromogén.
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Overenie testu:

Pred prvym pouzitim protildtky alebo farbiaceho systému v diagnostickom
postupe by si mal pouzivatel’ overit’ Specifickost’ protilatky testovanim na sérii
vlastnych tkaniv so znamymi imunohistochemickymi charakteristikami, ktoré
predstavuju zndme pozitivne a negativne tkaniva. Pozrite si postupy kontroly
kvality predtym uvedené v tejto Casti pribalového letaku k produktu a
odporucania  kontroly kvality certifikacného programu CAPs pre
imunohistochémiu a/alebo usmernenie NCCLS IHCr). Tieto postupy kontroly
kvality by sa mali opakovat’ pre kazdd novu Sarzu protilatok alebo vzdy, ked’
dojde k zmene parametrov testu. Na overenie testu st vhodné tkaniva
uvedené v Casti Vykonnostné charakteristiky.

Riesenie problémov:

Postupujte podla odporucani protokolu Specifického pre protilatky podla
prilozeného Udajového listu. Ak sa vyskytni atypické vysledky, kontaktujte
technickd podporu spolocnosti Biocare na Cisle 1-800-542-2002.

Interpretacia farbenia:

Pozitivna kontrola tkaniva:

Pozitivna tkanivova kontrola zafarbend indikovanou protilatkou by sa mala
najskor vysetrit, aby sa zistilo, Ze vsetky Cinidla funguju spravne. Prislusné
farbenie cielovych buniek (ako je uvedené vysSSie) svedCi o pozitivnej
reaktivite. Ak pozitivne kontroly tkaniva nepreukazu pozitivne zafarbenie,
akékol'vek vysledky s testovanymi vzorkami by sa mali povaZovat' za neplatné.
Farba reakéného produktu sa moéZe menit v zavislosti od pouZitych
substratovych chromogénov. OcCakavané farebné reakcie najdete v
pribalovych letakoch substratu. Dalej je mozné pozorovat’ metachromaziu vo
variantoch spdsobu farbenia.: )

Ked' sa pouZije kontrastné farbenie, v zavislosti od dizky inkubacie a ¢innosti
pouzitého kontrastného farbenia, kontrastné farbenie povedie k zafarbeniu
bunkovych jadier. Nadmerné alebo netipIné kontrastné farbenie moéze ohrozit’
spravnu interpretaciu vysledkov. Odporicané kontrastné farbenie najdete v
protokole(och).

Negativna kontrola tkaniva:

Negativna tkanivova kontrola by sa mala vySetrit' po pozitivnej kontrole
tkaniva, aby sa overila Specifickost’ oznacenia ciel'ového antigénu primarnou
protilatkou. Nepritomnost’ Specifického zafarbenia v negativnej kontrole
tkaniva potvrdzuje nedostatok  krizovej reaktivity protilatky s
bunkami/bunkovymi zlozkami. Ak sa v negativnej vonkajsej kontrole tkaniva
vyskytne Specifické zafarbenie (faloSne pozitivne zafarbenie), vysledky so
vzorkou pacienta by sa mali povaZovat' za neplatné.

NeSpecifické sfarbenie, ak je pritomné, ma zvyCajne difizny vzhlad.
Sporadické zafarbenie spojivového tkaniva mozno pozorovat' aj na rezoch z
tkaniv nadmerne fixovanych formalinom. Na interpretaciu vysledkov farbenia
pouzite neporusené bunky. Nekrotické alebo degenerované bunky sa Casto
farbia neSpecificky.

Tkanivo pacienta:

Preskimaijte vzorky pacientov zafarbené indikovanou protilatkou posledny.
Intenzita pozitivneho zafarbenia by sa mala posudit’ v kontexte akéhokol'vek
nespecifického zafarbenia pozadia negativnej kontroly s cinidlom. Ako pri
akomkol'vek imunohistochemickom teste, negativny vysledok znamena, Ze
antigén nebol detegovany, nie Ze antigén chybal v testovanych
bunkach/tkanive. V pripade potreby pouzite panel protilatok na identifikaciu
faloSne negativnych reakcii.
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Specifické informacie tykajlice sa indikovanej imunoreaktivity protilatok
najdete v casti Suhrn a vysvetlenie, obmedzenia a vykonnostné
charakteristiky.

Obmedzenia:

VSeobecné obmedzenia:

1. Prein vitro diagnostické pouzitie

2. Tento produkt je wurCeny len na profesionalne pouZitie:
Imunohistochémia je viackrokovy diagnosticky proces, ktory pozostava
zo Specializovaného Skolenia vo vybere vhodnych cinidiel; vyber tkaniva,
fixacia a spracovanie; priprava podlozného sklicka IHC; a interpretacia
vysledkov farbenia.

3. Farbenie tkaniva zavisi od manipuldcie a spracovania tkaniva pred
farbenim. Nespravna fixacia, zmrazovanie, rozmrazovanie, umyvanie,
susenie, zahrievanie, rezanie alebo kontaminacia inymi tkanivami alebo
tekutinami moze spdsobit’ artefakty, zachytavanie protilatok alebo
faloSne negativne vysledky. Nekonzistentné vysledky mozu byt
sposobené odchylkami v metddach fixacie a zapustenia alebo
prirodzenymi nepravidelnost'ami v tkanive.:

4. Nadmerné alebo nelpIné kontrastné farbenie moze ohrozit’ spravnu
interpretaciu vysledkov.

5.  Klinickd interpretacia akéhokol'vek pozitivneho alebo negativneho
zafarbenia by sa mala hodnotit v kontexte klinického obrazu,
morfolégie a inych histopatologickych kritérii. Klinicka interpretacia
akéhokol'vek pozitivneho alebo negativneho zafarbenia by mala byt
doplnena morfologickymi Stidiami s pouzitim spravnych pozitivnych a
negativnych vnutornych a vonkajSich kontrol, ako aj inych
diagnostickych testov. Je zodpovednostou kvalifikovaného patoldga,
ktory je oboznameny so spravnym pouzivanim IHC protilatok, Cinidiel a
metod, interpretovat’ vSetky kroky pouZzité na pripravu a interpretaciu
konecného IHC preparatu.

6. Optimalne riedenie protilatky a protokoly pre Specifickl aplikaciu sa
mozu liSit. Tieto zahfmajd, ale nie st obmedzené na fixaciu, metodu
ziskavania tepla, inkubacné casy, hribku tkanivového rezu a pouZzitd
detekénd stpravu. Z dévodu vyssej citlivosti tychto jedineCnych cinidiel
nie je mozné odpordcané inkubacné Casy a uvedené titre aplikovat’ na
iné detekcné systémy, pretoze vysledky sa mézu lisit. Odporucania a
protokoly (dajovych listov st zalozené na vyhradnom pouzivani
produktov Biocare. V konecnom dosledku je zodpovednost'ou
vySetrovatela urcit’ optimalne podmienky.

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |

126/150

www.biocare.net |

7. Tento produkt nie je urCeny na pouZitie v prietokovej cytometrii.
Vykonnostné charakteristiky neboli stanovené pre prietokov(
cytometriu.

8. Tkaniva od osob infikovanych virusom hepatitidy B a obsahujlce
povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg) m6zZu vykazovat' nespecifické
zafarbenie chrenovou peroxidazou.=

9. Reagencie moézu vykazovat neocakavané reakcie v predtym

netestovanych tkanivach. Moznost' neoCakavanych reakcii ani v

testovanych skupinach tkaniv nie je mozné Uplne eliminovat’ z dévodu

biologickej variability expresie antigénu v novotvaroch alebo inych
patologickych tkanivach.» Kontaktujte technick( podporu spolocnosti

Biocare na Cisle 1-800-542-2002 alebo prostrednictvom informacii

technickej podpory poskytnutych na biocare.net so zdokumentovanymi

neoCakavanymi reakciami.

Normalne/neimunitné séra z rovnakého zvieracieho zdroja ako

sekundarne antiséra pouzité v blokovacich krokoch mo6zu spdsobit/

faloSne negativne alebo faloSne pozitivne vysledky v dosledku
autoprotilatok alebo prirodzenych protilatok.

Falosne pozitivne vysledky moézu byt pozorované v dosledku

neimunologickej vazby proteinov alebo produktov reakcie substratu.

MGZu byt spdsobené aj pseudoperoxidazovou aktivitou (erytrocyty),

endogénnou peroxidazovou aktivitou (cytochrém C) alebo endogénnym

biotinom (napr. pecen, prsia, mozog, oblicky) v zavislosti od typu
pouzitého imunofarbiva.:

10.

11.

Specifické obmedzenia produktu:
Nie su zname Ziadne dalsie obmedzenia.

Vykonnostné charakteristiky:
Senzitivita, Specifickost’ a krizova reaktivita st zhrnuté v tabulkach 1 a 2, v
tomto poradi.

Reprodukovatel'nost’:

Reprodukovatel'nost’ Gcinnosti protilatok bola overena testovanim vybraného
normalneho a nadorového tkaniva v réznych drioch a réznych pristrojoch s
viacerymi operatormi. Farbenie vybranych tkaniv bolo konzistentné a
uskutocnilo sa podla oCakavania.

Reprodukovatel'nost’ farbenia v ramci cyklu bola stanovena farbenim piatich
tkaniv obsahujucich rovnaké tkanivo na viacerych pristrojoch.

Reprodukovatel'nost’ farbenia medzi sériami bola stanovena farbenim piatich
sklicok obsahujlicich rovnaké tkanivo pocas troch dni/cyklov na rovnakom
pristroji. VSetky testy presli s rovnakymi skdre, ako je definované v internych
bodovych pokynoch spolocnosti Biocare.

Imunoreaktivita:
Nasledujlce pozitivne a negativne imunoreaktivity boli demonstrované v
tabul’kach 1 a 2 nizsie.

NizSie uvedeny zoznam nie je vyCerpavajlci, ale charakterizuje typy
imunoreaktivit pozorovanych pri uvedenej protilatke.

Zhmutie ocakavanych vysledkov:

Zistilo sa, Ze tato protilatka je imunoreaktivna so vSetkymi typmi tkaniv, na
ktorych bola testovand, vratane vsetkych typov lymfémov a normalneho
udského tkaniva. Farbenie je prevazne membranové, ale vo vzorkach s
vysokou expresiou sa mdze javit aj ako cytoplazmatické. Farbenie je
pritomné prevazne v endotelovych bunkdch a lymfocytoch s nizSou
prevalenciou v epitelidlnych bunkach v niektorych tkanivach.
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Stol 1:Citlivost’ a Specificita sa stanovili testovanim chorych tkaniv
fixovanych vo formaline a zaliatych v parafine.

) Positiv Total
Tl CZZes © Cgsaes
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabul'ka 2:Krizova reaktivita tkaniva bola stanovena testovanim normalnych
tkaniv fixovanych vo formaline a zaliatych v parafine.

Tkanivo Pozitivne pripady | Celkovy pocet pripadov

Cerebrum

Cerebellum
Nadoblicky
Vajecnik

Pankreas

Lymfaticka uzlina

Trachea

semenniky

Stitna 7'aza
Prsnik

Slezina

Tonsil

Thymus
Kostna dren

Lung

Srdce
Pazerak
Zaltdok
Tenké ¢revo
Dvojbodka
Pecen

Slinna Zl'aza

oblicky
Prostata

Uterus

Cervix

Kostrovy sval

Koza

Periférny nerv

ObloZenie buniek
Oko
Hrtan
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RieSenie problémov:
1. Ziadne zafarbenie na sklickach — Skontrolujte, ¢i sa pouzilo vhodné
tkanivo pozitivnej kontroly, protilatka a detek¢né produkty.

2. Slabé zafarbenie vSetkych skliCok — Skontrolujte, ¢i sa pouzilo
vhodné tkanivo pozitivnej kontroly, protilatka a detekéné produkty.
3. Nadmerné pozadie vSetkych sklicok — MGZu existovat’ vysoké

hladiny endogénneho biotinu (ak pouZivate detekéné produkty na baze
biotinu), endogénna aktivita HRP premienajuca chromogén na farebny
konecny produkt (pouzite peroxidazovy blok) alebo nadmerna nespecificka
proteinova interakcia (pouzite protein blok, ako je blokovaci roztok na baze
séra alebo kazeinu).

4. Tkanivové rezy zmyju sklicka pocas inkubacie — Skontrolujte
skliCka, aby ste sa uistili, Ze sti pozitivne nabité.
5. Specifické zafarbenie je priliS tmavé — Skontrolujte protokol a

zistite, ¢i bol na sklicko aplikovany spravny titer protilatok, ako aj spravne
inkubacné casy pre vSetky cinidla. Okrem toho sa uistite, Ze protokol
obsahuje dostatok premyvacich krokov na odstranenie nadbytocnych Cinidiel
po dokonceni inkubacnych krokov.
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Protilatky Ultraline si vyvinuté vyhradne spolo¢nost'ou Biocare Medical LLC a
neznamenaju schvalenie alebo schvalenie protilatok Biocare spolocnostiou
Ventana Medical Systems, Inc alebo Roche. Biocare, Ventana a Roche nie st
nijakym spGsobom prepojené, spojené ani prepojené. Ventana®,
BenchMark®, ultraView a OptiView st ochranné znamky spoloCnosti Roche.

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]

Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

[ Slovak |

Protilatky série Q su vyvinuté vyhradne spolo¢nost'ou Biocare Medical LLC a
neznamenaju schvélenie alebo schvalenie protilatok Biocare spolocnost'ou
Leica Biosystems. Biocare a Leica Biosystems nie su nijakym sposobom
prepojené, spojené ani prepojené. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX a
BOND-III sti ochranné znamky spolocnosti Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Predvidena uporaba:
Zain vitro Diagnosti¢na uporaba

HLA-B [BC43] je misje monoklonsko protitelo, ki je namenjeno za
laboratorijsko uporabo, potem ko je bila zacetna diagnoza tumorja
postavljena s konvencionalno histopatologijo z uporabo neimunoloskih
histokemicnih barvanj pri kvalitativni identifikaciji HLA-B beljakovin z
imunohistokemijo (IHC) v Cloveskih tkivih, fiksiranih s formalinom, vgrajenih
v parafin (FFPE). Klini¢no razlago kakrsnega koli obarvanja ali njegove
odsotnosti je treba dopolniti z morfoloskimi Studijami z uporabo ustreznih
kontrol in jo mora ovrednotiti kvalificirani patolog v okviru bolnikove klinicne
anamneze in drugih diagnosticnih testov kot pomoC pri drugih klini¢nih
ugotovitvah.

Povzetek in razlaga:

HLA-B je zelo polimorfen proteinski kodirni gen za glavni kompleks
histokompatibilnosti razreda I (MHC-I).s Molekule MHC razreda I se izrazajo
na celitni povrsini, veZejo in predstavljajo antigenske peptide limfocitom
CD8+ T, da posredujejo imunske odzive proti znotrajcelicnim patogenom in
rakom.

Nacelo postopka:

Ta izdelek s protitelesi se lahko uporablja kot primarno protitelo pri
imunohistokemijskem testiranju s formalinom fiksiranih in v parafin vgrajenih
tkivnih odsekov. Na splosno imunohistokemicni (IHC) tehnike barvanja
omogocajo vizualizacijo antigenov z zaporedno uporabo a specificno protitelo
proti antigenu (primarno protitelo), sekundarno protitelo proti primarnemu
protitelesu (neobvezno povezovalno protitelo/sonda), encimski kompleks in
kromogeni substrat z vmesnimi koraki pranja. Posledica encimske aktivacije
kromogena je viden reakcijski produkt na mestu antigena. Vzorec se lahko
nato protibarva in prekrije. Rezultati se interpretirajo z uporabo luci
mikroskopom in pomoc pri diferencialni diagnostiki patofizioloskih procesov,
ki lahko oz morda ni povezan z dolocenim antigenom.

Materiali in metode:

PriloZeni reagenti:

Vir gostitelja:Misji monoklonski

Reaktivnost vrste:Clovek; druge vrste niso testirane.

Klon:BC43

Izotip:I1gG1 kapa

Koncentracija beljakovin:Za koncentracijo, specifitno za serijo, glejte
nalepko viale.

Specifitna koncentracija IgG: Obrnite se na tehnicno podporo podijetja
Biocare

Specificnost:HLA-B

Celicna lokalizacija: Celicha membrana

metoda:Afinitetno precis¢en misji monoklon

Rekonstitucija, mesanje, redc¢enje, titracija:

Predhodno razredcen reagent protiteles je optimalno razredcen za uporabo z
zgoraj navedenimi sistemi obarvanja. Nadaljnje red¢enje lahko povzroci
izgubo obarvanja antigena. Nadaljnje redcenje lahko povzroci izgubo
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obarvanja antigena. Uporabnik mora vsako takSno spremembo potrditi.
Razlike \Y obdelavi tkiv in tehnicnih postopkih
v laboratoriju uporabnika lahko povzroli precejsnje razlike v rezultatih, ki
zahtevajo redno izvajanje internih kontrol (glejte razdelek Nadzor kakovosti).
Koncentrirani reagent je treba razredciti, kot je navedeno v zgornji tabeli.

Znane aplikacije:
Imunohistokemija (tkiva, fiksirana s formalinom in parafinom)

Dobavljeno kot:Pufrirana fizioloska raztopina, 5,9-7,4,ki  vsebuje
beljakovinski nosilec in manj kot 0,1 % konzervansa natrijevega azida. Za
dodatne podrobnosti glejte varnostni list.

Potrebni materiali in reagenti, ki niso priloZeni:
Mikroskopska stekelca pozitivho nabita.
Pozitivne in negativne kontrole tkiva
Puscavska komora (ali podobna susilna pec)
Ksilen ali nadomestek ksilena

Etanol ali reagentni alkohol

Komora za razkrivanje (lonec pod pritiskom)
Deionizirana ali destilirana voda

Pufer za pranje

Reagenti za predobdelavo

Blok peroksidaze

Beljakovinski blok (neobvezno)

Sonda za odkrivanje in polimer

Reagenti negativne kontrole

Kromogeni

Hematoksilin (protibarvanje)

Reagent za pomodrelo

Montazni medij

Pokrivno steklo

Svetlobni mikroskop (40-400-kratna povecCava)
*Konfiguracije izdelka s protitelesi so na voljo za uporabo na instrumentih,
navedenih v zgornji tabeli.

Shranjevanije in stabilnost:

Shranjujte pri 2°C do 8°C. Pri shranjevanju pod temi pogoji je izdelek stabilen
do datuma izteka roka uporabnosti, ki je natisnjen na nalepki viale. Ne
uporabljajte po preteku roka uporabnosti. Preveriti je treba shranjevanje pod
kakrsnimi koli pogoji, razen navedenih. RazredCene reagente je treba
uporabiti takoj; preostali reagent shranite pri 2°C do 8°C. Biocare ni ugotovil
stabilnosti uporabnisko razred¢enega reagenta.

Pozitivne in negativne kontrole je treba opraviti hkrati z vsemi vzorci bolnikov.
Ce opazite nepricakovano obarvanje, ki ga ni mogoce razloziti z variacijami v
laboratorijskih postopkih, in obstaja sum na teZavo s protitelesi, se obrnite
na tehni¢no podporo Biocare na 1-800-542-2002 ali prek informacij o tehnicni
podpori na biocare.net.
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Priprava vzorca:

Tkiva fiksirana v formalinu so primerni za uporabo pred vgradnjo parafina.
Kostna tkiva je treba pred obdelavo tkiva dekalcificirati, da olajSamo rezanje
tkiva in preprec¢imo poskodbe rezil mikrotoma.:2

Pravilno fiksirana in vdelana tkiva, ki izraZajo doloceno tarco antigena, morajo
biti shranjena na hladnem. Zakon o izboljSanju klinicnega laboratorija (CLIA)
iz leta 1988 zahteva v 42 CFR§493.1259(b), da mora laboratorij hraniti
obarvana stekelca najmanj deset let od datuma pregledati in hraniti bloke
vzorcev vsaj dve leti od datuma pregleda."

Obdelava tkiv pred barvanjem:

Izvedite toplotno povzroceno pridobivanje epitopov (HIER) po priporoenem
protokolu spodaj. Pokazalo se je, da rutinska uporaba HIER pred IHC
zmanjSuje nedoslednost in standardizira barvanje.«s

Opozorilo in previdnostni ukrepi:

1. To protitelo vsebuje manj kot 0,1 % natrijevega azida. Koncentracije, nizje
od 0,1 %, niso nevarni materiali, ki jih je treba prijaviti v skladu z U.S. 29
CFR 1910.1200, OSHA Hazard message in EC Directive 91/155/EC. Natrijev
azid (NaN.), ki se uporablja kot konzervans, je pri zauZitju strupen. Natrijev
azid lahko reagira s svin¢enimi in bakrenimi vodovodnimi napeljavami ter
tvori zelo eksplozivne kovinske azide. Po odlaganju sperite z veliko koli¢ino
vode, da preprecite kopi¢enje azida v vodovodnih napeljavah. (Center za
nadzor bolezni, 1976, Nacionalni institut za varnost in zdravje pri delu, 1976)s
2. Z vzorci pred in po fiksaciji ter z vsemi materiali, ki so jim izpostavljeni, je
treba ravnati, kot da bi lahko prenasali okuzbo, in jih odstraniti z ustreznimi
varnostnimi ukrepi. Reagentov nikoli ne pipetirajte z usti in se izogibajte stiku
reagentov in vzorcev s koo in sluznicami. Ce pridejo reagenti ali vzorci v stik
z obcutljivimi obmodji, jih sperite z veliko vode.

3. Mikrobna kontaminacija reagentov lahko
nespecifi¢tnega obarvanja.

4. Casi inkubacije ali temperature, ki niso navedene, lahko dajo napacne
rezultate. Uporabnik mora vsako tak$no spremembo potrditi.

5. Reagenta ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti, ki je
natisnjen na viali.

povzroli  povecanje

6. Predhodno razredCen reagent protiteles je optimalno razredcen za uporabo.

Nadaljnje redcenje lahko povzroci izgubo obarvanja antigena.

7. Pred uporabo je treba potrditi razredCitev koncentriranega reagenta
protiteles. Vsako uporabljeno razredCilo, ki ni izrecno priporoceno, mora biti
tudi potrjeno glede zdruZljivosti in stabilnosti.

8. Varnostni list je na voljo na zahtevo in se nahaja na http://biocare.net.

Navodila za uporabo:
Priporoceni protokoli barvanja za HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX in ro¢nha uporaba:
API3289 za intelliPATH FLX in rocno uporabo je bil standardiziran z MACH
4 sistem zaznavanja. Uporabite TBS za korake pranja.

Peroxide Block: Blokirajte 5 minut s Peroxidazed 1.

Izvedite pridobivanje toplote s programom Reveal
Decloaker. Za posebna navodila glejte podatkovni
list Reveal Decloaker.

Inkubirajte 5-10 minut pri sobni temperaturi z

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): Background Punisher.
Primary - . - . .
Antibody: Inkubirajte 30 minut pri sobni temperaturi.
Sonda: Inkubirajte 10 minut pri sobni temperaturi
. s sekundarnim polimerom.
Detection:

Polimer: Inkubirajte 20 minut pri sobni
temperaturi s terciarnim polimerom.
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Inkubirajte 5 minut pri RT z Biocare DAB — ALI —

Chromogen: Inkubirajte 5-7 minut pri RT z Warp Red.
Kontrabarvanje s hematoksilinom. Izperite z
. deionizirano vodo. Nanesite raztopino Tacha's
Counterstain:

Bluing Solution za 1 minuto. Izperite z
deionizirano vodo.

ONCORE Pro Avtomatski sistem za barvanje stekelc:

OPAI3289 je namenjen za uporabo z ONCORE Pro. Za posebna navodila
za uporabo glejte uporabniski prirocnik. Parametri protokola v
urejevalniku protokolov morajo biti programirani na naslednji nacin:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Predloga Ms HRP 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, nizek pH; 101°C
Block Option: Medpomnilnik
Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25 °C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 je namenjen uporabi z BenchMark ULTRA. Za posebna navodila
za uporabo glejte uporabniski prirocnik. Priporoceni parametri protokola
so nasledniji:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minut
. . Predprimarni zaviralec
Peroxidase: peroksidaze

Primary Antibody: 8 minut, 36°C

_Serija Q — za Leica BOND-III:
ALI3289 je namenjen uporabi z Leica BOND-III. Za posebna navodila za
uporabo glejte uporabniski prirocnik. PriporoCeni parametri protokola so
naslednji:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC protokol F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 minut z ER1
Peroxide Block: 5 min

Marker (Primary Antibody): 15 min

Post Primary: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min
Hematoxylin: 5 min

Nadzor kakovosti:

Glejte standarde kakovosti CLSI za nacrtovanje in izvajanje
imunohistokemijskih testov; Odobrene smernice — druga izdaja (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA ZDA (www.clsi.org). 2011s

Pozitivna kontrola tkiva: tonzil

Zunanji materiali za pozitivno kontrolo morajo biti svezi vzorci, fiksirani,
obdelani in vdelani ¢im prej na enak nacin kot vzorec(-e) bolnika. Pozitivne
kontrole tkiva kaZejo na pravilno pripravljena tkiva in pravilne tehnike
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barvanja. V vsak postopek barvanja je treba vkljuCiti eno pozitivno zunanjo
kontrolo tkiva za vsak niz testnih pogojev.

Tkiva, uporabljena za materiale za zunanjo pozitivno kontrolo, je treba izbrati
iz bolnikovih vzorcev z dobro oznacenimi nizkimi ravnmi pozitivne ciljne
aktivnosti, ki daje Sibko pozitivno obarvanje. Nizka raven pozitivnosti za
zunanje pozitivne kontrole je zasnovana tako, da zagotavlja odkrivanje
subtilnih sprememb v obCutljivosti primarnega protitelesa zaradi nestabilnosti
ali tezav z metodologijo IHC. Komercialno dostopna stekelca za kontrolo tkiva
ali vzorci, obdelani drugaCe kot vzorec(-i) bolnika, potrjujejo samo
ucinkovitost reagenta in ne preverjajo priprave tkiva.

Znane pozitivne kontrole tkiv je treba uporabiti samo za spremljanje
pravilnega delovanja obdelanih tkiv in testnih reagentov, ne pa kot pomo¢
pri oblikovanju specifi¢ne diagnoze bolnikovih vzorcev. Ce pozitivne kontrole
tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, je treba rezultate s preskusnimi
vzorci Steti za neveljavne.

Negativna kontrola tkiva:

Za preverjanje specificnosti primarnega protitelesa IHC za prikaz tarénega
antigena in podatek o specifiécnem obarvanju ozadja (lazno pozitivno
obarvanje). Tudi razlicne vrste celic, ki so prisotne v vecini delov tkiva, lahko
laboratorij uporablja kot mesta notranje negativne kontrole za preverjanje
delovanja IHC specifikacije. Vrste in viri vzorcev, ki se lahko uporabijo za
negativno tkivo kontrolniki so navedeni v razdelku Performance Characterists.

Ce se pri negativni kontroli tkiva pojavi specificno obarvanje (lazno pozitivno
obarvanje), je treba rezultate bolnikovih vzorcev obravnavati kot neveljavne.

Nespecifitna negativna kontrola reagenta:

Uporabite nespecificno negativno kontrolo reagenta namesto primarnega
protitelesa z odsekom vsakega bolnikovega vzorca, da ocenite nespecificno
obarvanje in

omogocajo boljSo interpretacijo specificnega obarvanja na mestu antigena.
V idealnem primeru negativna kontrola reagenta vsebuje protitelo HLA-B
[BC43] IgG1 Kappa, proizvedeno iz supernatanta tkivne kulture na enak
nacin kot primarno protitelo, vendar ne kaZe specifine reaktivnosti s
Cloveskimi tkivi v istem matriksu/raztopini kot Biocare protitelesa. Protitelo
negativne kontrole razredcite na enako koncentracijo imunoglobulina  ali
beljakovin kot razred¢eno primarno protitelesa z enakim razredcilom. Ce se
fetalni telecji serum po obdelavi ohrani v Cistem protitelesu, se fetalni teleéji
serum v koncentraciji beljakovin, ki je enaka razredCeni primarno protitelo v
istem razredcilu je prav tako primerno za uporabo. (Glejte priloZeni reagent).
Samo razredcilo se lahko uporabi kot manj zaZelena alternativa prej opisanim
negativnim kontrolam reagenta. Inkubacijsko obdobje za negativno kontrolo
reagenta mora ustrezati obdobju primarnega protitelesa.

Kadar se plosce z veC protitelesi uporabljajo na serijskin odsekih, lahko
negativno  obarvana  podrodja enega  preparata  sluZijo kot
negativna/nespecificna vezavna kontrola ozadja za druga protitelesa. Za
razlikovanje endogene encimske aktivnosti ali nespecificne vezave encimov
od specifine imunoreaktivnosti se lahko dodatna bolnikova tkiva obarvajo
izklju¢no s substrat-kromogenom ali encimskimi kompleksi (PAP, avidin-biotin,
streptavidin) oziroma substrat-kromogen.

Preverjanje testa:

Pred prvo uporabo protitelesa ali sistema obarvanja v diagnosticnem
postopku mora uporabnik preveriti specificnost protitelesa tako, da ga testira
na nizu lastnih tkiv z znanimi lastnostmi imunohistokemic¢nega delovanija, ki
predstavljajo znana pozitivha in negativna tkiva. Glejte postopke nadzora
kakovosti, ki so bili predhodno opisani v tem razdelku vilozka izdelka, in
priporoCila za nadzor kakovosti certifikacijskega programa CAP: za
imunohistokemijo in/ali smernico NCCLS IHCr). Te postopke nadzora
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kakovosti je treba ponoviti za vsako novo serijo protiteles ali vsakic, ko pride
do spremembe parametrov testa. Tkiva, navedena v razdelku o znacilnostih
delovanja, so primerna za preverjanje analize.

Odpravljanje tezav:

Sledite priporocilom protokola za specifitna protitelesa v skladu s priloZzenim
podatkovnim listom. Ce pride do netipi¢nih rezultatov, se obrnite na tehni¢no
podporo Biocare na 1-800-542-2002.

Razlaga barvanja:

Pozitivha kontrola tkiva:

Najprej je treba pregledati pozitivno kontrolo tkiva, obarvano z navedenim
protitelesom, da se prepricamo, ali vsi reagenti delujejo pravilno. Ustrezno
obarvanje ciljnih celic (kot je navedeno zgoraj) kaze na pozitivno reaktivnost.
Ce pozitivne kontrole tkiva ne pokazejo pozitivnega obarvanja, je treba vse
rezultate s preskusnimi vzorci obravnavati kot neveljavne. Barva reakcijskega
produkta se lahko razlikuje glede na uporabljene substratne kromogene. Za
pricakovane barvne reakcije glejte navodila za embalaZo substrata. Poleg
tega lahko opazimo metakromazijo pri razlicnih metodah obarvanja.:

Ko se uporabi nasprotno barvanje, bo odvisno od dolZine inkubacije in moci
uporabljenega nasprotnega barvanja povzrocilo obarvanje celicnih jeder.
Prekomerno ali nepopolno kontrastno barvanje lahko ogrozi pravilno
interpretacijo rezultatov. Glejte protokol(e) za priporoceno kontrastno
barvanje.

Negativna kontrola tkiva:

Negativno tkivno kontrolo je treba pregledati po pozitivni tkivni kontroli, da
se preveri specificnost oznaCevanja tarCnega antigena s primarnim
protitelesom. Odsotnost specifichnega barvanja v negativni tkivni kontroli
potrjuje pomanjkanje navzkrizne reaktivnosti protiteles na celice/celicne
komponente. Ce pride do specificnega obarvanja (lazno pozitivno obarvanje)
pri negativni zunanji kontroli tkiva, je treba rezultate bolnikovega vzorca Steti
za neveljavne.

Nespecificno obarvanije, ¢e je prisotno, ima obicajno razprsen videz. Obcasno
obarvanje vezivnega tkiva je mogoce opaziti tudi v odsekih tkiv, ki so preve¢
fiksirana s formalinom. Za razlago rezultatov obarvanja uporabite
nedotaknjene celice. Nekroti¢ne ali degenerirane celice se pogosto obarvajo
nespecificno.

Bolnikovo tkivo:

Preglejte bolnikove vzorce, obarvane z navedenim protitelesom zadnja.
Intenzivnost pozitivhega obarvanja je treba oceniti v kontekstu morebitnega
nespecificnega obarvanja ozadja negativne reagentne kontrole. Kot pri
vsakem imunohistokemi¢nem testu negativen rezultat pomeni, da antigen ni
bil odkrit, ne pa, da antigena ni bilo v testiranih celicah/tkivu. Po potrebi
uporabite plosco protiteles za identifikacijo lazno negativnih reakcij.
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Glejte povzetek in razlago, omejitve in znacilnosti delovanja za posebne
informacije glede indicirane imunoreaktivnosti protiteles.

Omejitve:

Splosne omejitve:

1. Zain vitro diagnosti¢na uporaba

2. Ta izdelek je samo za profesionalno uporabo: Imunohistokemija je
vecCstopenjski diagnosticni proces, ki je sestavljen iz specializiranega
usposabljanja za izbiro ustreznih reagentov; izbira, fiksacija in obdelava
tkiv; priprava preparata IHC; in interpretacijo rezultatov barvanja.

3. Obarvanje tkiva je odvisno od ravnanja in obdelave tkiva pred
barvanjem. Nepravilna fiksacija, zamrzovanje, odmrzovanje, pranje,
suSenje, segrevanje, rezanje ali kontaminacija z drugimi tkivi ali
tekocinami lahko povzrodi artefakte, ujetost protiteles ali lazno
negativne rezultate. Neskladni rezultati so lahko posledica razlik v
metodah fiksacije in vdelave ali inherentnih nepravilnosti v tkivu.=

4.  Prekomerno ali nepopolno kontrastno barvanje lahko ogrozi pravilno
interpretacijo rezultatov.

5. Kliniéno interpretacijo kakrSnega koli pozitivnega ali negativnega
obarvanja je treba ovrednotiti v okviru klinicne slike, morfologije in
drugih histopatoloskih meril. Klinicno interpretacijo kakrsnega koli
pozitivnega ali negativnega obarvanja je treba dopolniti z morfoloskimi
Studijami z uporabo ustreznih pozitivnih in negativnih notranjih in
zunanjih kontrol ter drugih diagnosticnih testov. Odgovornost
kvalificiranega patologa, ki je seznanjen s pravilno uporabo protiteles,
reagentov in metod IHC, je za razlago vseh korakov, uporabljenih za
pripravo in razlago koncnega pripravka IHC.

6. Optimalna razredCitev protiteles in protokoli za doloceno aplikacijo se
lahko razlikujejo. Ti vkljuCujejo, vendar niso omejeni na fiksacijo,
metodo odvzema toplote, inkubacijske Case, debelino odsekov tkiva in
uporabljen komplet za odkrivanje. Zaradi vrhunske obCutljivosti teh
edinstvenih reagentov navedeni priporoceni inkubacijski ¢asi in titri ne
veljajo za druge detekcijske sisteme, saj se lahko rezultati razlikujejo.
Priporodila in protokoli podatkovnega lista temeljijo na izkljuc¢ni uporabi
izdelkov Biocare. Navsezadnje je odgovornost raziskovalca, da doloci
optimalne pogoje.

7. Ta izdelek ni namenjen uporabi v pretocni citometriji. Znacilnosti
delovanja za pretocno citometrijo niso bile dolocene.

8. Tkiva oseb, okuzenih z virusom hepatitisa B in vsebujejo povrSinski
antigen hepatitisa B (HBsAg), so lahko nespecifi¢no obarvana s hrenovo
peroksidazo.:

d Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA
Tel: 800-799-9499 |

132/150

www.biocare.net |

9. Reagenti lahko pokaZejo nepriCakovane reakcije v predhodno
netestiranih tkivih. Moznosti nepri¢akovanih reakcij tudi v testiranih
skupinah tkiv ni mogoce popolnoma odpraviti zaradi bioloske
variabilnosti izrazanja antigenov v novotvorbah ali drugih patoloskih
tkivih.» Obrnite se na tehni¢no podporo podjetja Biocare na 1-800-542-
2002 ali prek informacij o tehnicni podpori na biocare.net z
dokumentiranimi nepri¢akovanimi reakcijami.

Normalni/neimunski serumi iz istega Zivalskega izvora kot sekundarni
antiserumi, uporabljeni v korakih blokiranja, lahko povzrodijo lazno
negativne ali lazno pozitivne rezultate zaradi avtoprotiteles ali naravnih
protiteles.

Lazno pozitivne rezultate lahko opazimo zaradi neimunoloske vezave
beljakovin ali reakcijskih produktov substrata. Lahko jih povzrodi tudi
aktivnost psevdo peroksidaze (eritrociti), aktivnost endogene
peroksidaze (citokrom C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, moZgani,
ledvice), odvisno od vrste uporabljenega imunskega barvanja.=

10.

11.

Posebne omejitve izdelka:
Dodatne omejitve niso znane.

Znacilnosti delovanja:
Obcutljivost, specifitnost in navzkrizna reaktivnost so povzeti v tabeli 1
oziroma 2.

Ponovljivost:

Ponovljivost delovanja protiteles je bila preverjena s testiranjem izbranega
normalnega in tumorskega tkiva na razlicne dni in razlicnih instrumentov z
vel operaterji. Barvanje izbranih tkiv je bilo dosledno in izvedeno po
pricakovanjih.

Ponovljivost obarvanja med serijo je bila dolo¢ena z obarvanjem petih tkiv,
ki vsebujejo isto tkivo, na vec instrumentih.

Ponovljivost obarvanja med serijami je bila doloCena z barvanjem petih
stekelcev, ki vsebujejo isto tkivo, v treh dneh/potekih na istem instrumentu.
Vsa testiranja so bila uspesno opravijena z enakimi rezultati, kot je
opredeljeno v internih smernicah Biocare za tockovanje.

Imunoreaktivnost:
V tabelah 1 in 2 spodaj so bile prikazane naslednje pozitivne in negativne
imunoreaktivnosti.

Spodnji seznam ni izérpen, vendar opisuje vrste imunoreaktivnosti, opazene
pri navedenem protitelesu.

Povzetek pricakovanih rezultatov:

Ugotovljeno je bilo, da je to protitelo imunoreaktivno na vse vrste tkiv, na
katerih je bilo testirano, vklju¢no z vsemi vrstami limfomov in normalnim
Cloveskim tkivom. Barvanje je pretezno membransko, vendar se lahko pojavi
tudi citoplazmatsko pri vzorcih z visoko ekspresijo. Barvanje je prisotno
predvsem v endotelijskih celicah in limfocitih z manjSo razSirjenostjo v
epitelijskih celicah v nekaterih tkivih.

Tabela 1:0bcutljivost in specificnost sta bili doloCeni s testiranjem obolelih
tkiv, fiksiranih v formalinu in v parafinu.

] Positive Total
Tissue
Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
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Slovenian ‘

Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabela 2:Navzkrizno reaktivnost tkiv so doloCili s testiranjem normalnih tkiv,
fiksiranih s formalinom in v parafin.

Tkivo Pozitivni primeri Skupaj primerov

Veliki mozgani

Mali mozgani

Nadledvi¢ne Zleze

Jajcnik

trebusna slinavka

Bezgavka

sapnik

Testis

Stitnica

Prsi

Vranica

tonzil

Timus

Kostni mozeg

Pljuca

srce

poZiralnik

Zelodec

Tanko ¢revo

Debelo ¢revo

Jetra

Zleza slinavka

Ledvica

Prostata

Maternica

Maternicni vrat

Skeletna misica

koza

Periferni Zivec

Oblozne celice
Oko
Larinks
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Odpravljanje tezav:

1. Nobeno stekelec ni obarvan — preverite, da ugotovite, ali so bila
uporabljena ustrezna pozitivna kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za
odkrivanje.

2. Sibko obarvanje vseh stekelcev — Preverite, da ugotovite, ali so

bila uporabljena ustrezna pozitivha kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za

odkrivanje.
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3. Prekomerno ozadje vseh stekelcev — morda so visoke ravni
endogenega biotina (Ce uporabljate izdelke za odkrivanje na osnovi biotina),
endogena aktivnost HRP, ki pretvarja kromogen v obarvani koncni produkt
(uporabite blok peroksidaze) ali presezek nespecificne interakcije z
beljakovinami (uporabite beljakovino blok, kot je raztopina za blokiranje na
osnovi seruma ali kazeina).

4. Odrezki tkiv se med inkubacijo sperejo s stekelcev — Preverite
stekelca, da zagotovite, da so pozitivno naelektrena.
5. Specifi¢no barvanje je pretemno — Preverite protokol, da ugotovite,

ali je bil na objektnem stekelcu uporabljen ustrezen titer protiteles, kot tudi
ustrezne inkubacijske Case za vse reagente. Poleg tega zagotovite, da ima
protokol dovolj korakov pranja, da odstranite odvecne reagente po zakljucku
korakov inkubacije.
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Protitelesa Ultraline je razvilo izklju¢no podjetje Biocare Medical LLC in ne
pomenijo odobritve ali odobritve protiteles Biocare s strani Ventana Medical
Systems, Inc ali Roche. Biocare, Ventana in Roche niso kakor koli povezani,
povezani ali povezani. Ventana®, BenchMark®, ultraView in OptiView so
blagovne znamke druzbe Roche.

Protitelesa serije Q je razvila izkljutno druzba Biocare Medical LLC in ne
pomenijo odobritve ali odobritve protiteles Biocare s strani Leica Biosystems.
Biocare in Leica Biosystems nista na noben nacin povezana, povezana ali
povezana. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX in BOND-III so blagovne
znamke druzbe Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow
Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Uso previsto:
Parain vitro Uso diagnostico

HLA-B [BC43] es un anticuerpo monoclonal de ratdn destinado a uso en
laboratorio después de que se haya realizado el diagndstico inicial del tumor
mediante histopatologia convencional utilizando tinciones histoquimicas no
inmunolégicas, en la identificacion cualitativa de HLA-B. proteina por
inmunohistoquimica (IHC) en tejidos humanos fijados con formalina e
incluidos en parafina (FFPE). La interpretacion clinica de cualquier tincion o
su ausencia debe complementarse con estudios morfoldgicos utilizando
controles adecuados y debe ser evaluada dentro del contexto de la historia
clinica del paciente y otras pruebas de diagndstico por un patdlogo calificado
como ayuda para realizar otras determinaciones clinicas.

Resumen y explicacion:

HLA-B es una proteina altamente polimdrfica que codifica el gen del complejo
principal de histocompatibilidad de clase I (MHC-I).s Las moléculas del MHC
de clase I se expresan en la superficie celular, uniéndose y presentando
péptidos antigénicos a los linfocitos T CD8+ para mediar las respuestas
inmunitarias contra patdgenos intracelulares y canceres. s

Principio de Procedimiento:

Este producto de anticuerpo se puede utilizar como anticuerpo primario en
pruebas inmunohistoquimicas de secciones de tejido fijadas con formalina e
incluidas en parafina. En general, inmunohistoquimica (IHC) Las técnicas de
tincion permiten la visualizacion de antigenos mediante la aplicacion
secuencial de un anticuerpo especifico contra el antigeno (anticuerpo
primario), un anticuerpo secundario contra el anticuerpo primario (enlace
opcional anticuerpo/sonda), un complejo enzimatico y un sustrato
cromogénico con pasos de lavado interpuestos. La activacion enzimatica del
cromdgeno da como resultado un producto de reaccion visible en el sitio del
antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y cubrir con un cubreobjetos.
Los resultados se interpretan utilizando una luz. microscopio y ayuda en el
diagndstico diferencial de procesos fisiopatoldgicos, que pueden o Puede no
estar asociado con un antigeno en particular.

Materiales y métodos:

Reactivos proporcionados:

Fuente del anfitrién:monoclonal de ratén

Reactividad de las especies:Humano; otras especies no probadas.
Clon:BC43

Isotipo:IgG1 kappa

Concentracion de proteinas:Consulte la etiqueta del vial para conocer la
concentracion especifica del lote.

Concentracion de IgG especifica: Contacte con el soporte técnico de Biocare
Especificidad:HLA-B

Localizacion celular: Membrana celular

Método:Monoclonal de ratdn purificado por afinidad

Reconstitucion, mezcla, dilucion, valoracion:
El reactivo de anticuerpos prediluido se diluye de manera dptima para su uso
con los sistemas de tincidn enumerados anteriormente. Una mayor dilucion
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puede provocar la pérdida de la tincion del antigeno. Una mayor dilucion
puede provocar la pérdida de la tincion del antigeno. El usuario debe validar
cualquier cambio de este tipo. Diferencias en el procesamiento de tejidos y
procedimientos técnicos.
en el laboratorio del usuario puede producir una variabilidad significativa en
los resultados, lo que requiere la realizacion regular de controles internos
(consulte la seccion Control de calidad).

El reactivo concentrado requiere dilucion como se indica en la tabla anterior.

Aplicaciones conocidas:
Inmunohistoquimica (tejidos incluidos en parafina y fijados con formalina)

Se suministra como:Solucion salina tamponada, 5,9-7,4,que contiene
un proteina portador y menos del 0,1 % de conservante de azida sddica.
Consulte la Hoja de datos de seguridad para obtener detalles adicionales.

Materiales y reactivos necesarios pero no proporcionados:
Portaobjetos de microscopio cargados positivamente.

Controles de tejido positivos y negativos.

Camara del Desierto (o horno de secado similar)
Xileno o sustituto del xileno

Etanol o alcohol reactivo

Camara de ocultacion (olla a presion)

Agua desionizada o destilada

Tampodn de lavado

Reactivos de pretratamiento

Blogueo de peroxidasa

Bloque de proteinas (opcional)

Sonda de deteccion y polimero.

Reactivos de control negativo

cromdgenos

Hematoxilina (contratincion)

reactivo de azulado

Medio de montaje

Vidrio de proteccion

Microscopio éptico (aumento 40-400X)

*Las configuraciones del producto de anticuerpo estan disponibles para su
uso en los instrumentos indicados en la tabla anterior.

Almacenamiento y estabilidad:
Conservar entre 2°C y 8°C. El producto es estable hasta la fecha de

vencimiento impresa en la etiqueta del vial, cuando se almacena en estas
condiciones. No utilizar después de la fecha de caducidad. Se debe verificar
el almacenamiento en cualquier condicion distinta a las especificadas. Los
reactivos diluidos deben utilizarse lo antes posible; almacene el reactivo
restante entre 2°C y 8°C. Biocare no ha establecido la estabilidad del reactivo
diluido por el usuario.

Se deben realizar controles positivos y negativos simultaneamente con todas
las muestras de pacientes. Si se observa una tincion inesperada que no
puede explicarse por variaciones en los procedimientos de laboratorio y se
sospecha un problema con el anticuerpo, comuniquese con el soporte técnico
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de Biocare al 1-800-542-2002 o mediante la informacion de soporte técnico
proporcionada en biocare.net.

Preparacion de espécimen:

Tejidos fijados en formalina. son adecuados para su uso antes de la inclusion
en parafina. Los tejidos seos deben descalcificarse antes del procesamiento
del tejido para facilitar el corte del tejido y evitar dafos a las hojas del
micrétomo.:=

Los tejidos correctamente fijados e incluidos que expresen el antigeno
objetivo especificado deben almacenarse en un lugar fresco. La Ley de
Mejora de Laboratorios Clinicos (CLIA) de 1988 exige en 42 CFR§493.1259(b)
que “El laboratorio debe conservar los portaobjetos tefiidos al menos diez
afos a partir de la fecha de examen y conservar los bloques de muestras al
menos dos afios después de la fecha del examen”.:

Tratamiento de tejidos antes de la tincién:

Realice la recuperacion de epitopos inducida por calor (HIER) segin el
protocolo recomendado a continuacion. Se ha demostrado que el uso
rutinario de HIER antes de la IHC minimiza la inconsistencia y estandariza la
tincion.ss

Advertencias y precauciones:
1. Este anticuerpo contiene menos del 0,1 % de azida sddica. Las

concentraciones inferiores al 0,1% no son materiales peligrosos reportables
segiin U.S. 29 CFR 1910.1200, Comunicacion de peligros de OSHA vy la
Directiva CE 91/155/CE. Azida de sodio (NaN:) utilizado como conservante es
toxico si se ingiere. La azida de sodio puede reaccionar con las tuberias de
plomo y cobre para formar azidas metdlicas altamente explosivas. Al
desecharlo, enjuague con grandes volimenes de agua para evitar la
acumulacion de azida en las tuberias. (Centro para el Control de
Enfermedades, 1976, Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional,
1976):

2. Las muestras, antes y después de la fijacion, y todos los materiales
expuestos a ellas deben manipularse como si pudieran transmitir infecciones
y eliminarse con las precauciones adecuadas. Nunca pipetee reactivos con la
boca y evite el contacto de la piel y las membranas mucosas con reactivos y
muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con areas
sensibles, lave con abundante agua.’

3. La contaminacion microbiana de los reactivos puede provocar un aumento
de la tincion inespecifica.

4. Tiempos de incubacion o temperaturas distintas a las especificadas pueden
dar resultados erroneos. El usuario debe validar cualquier cambio de este
tipo.

5. No utilice el reactivo después de la fecha de vencimiento impresa en el
vial.

6. El reactivo de anticuerpos prediluido se diluye de manera éptima para su
uso. Una mayor dilucion puede provocar la pérdida de la tincion del antigeno.
7. La dilucién del reactivo de anticuerpos concentrado debe validarse antes
de su uso. Cualquier diluyente utilizado que no esté especificamente
recomendado también debe validarse en cuanto a compatibilidad y
estabilidad.

8. La SDS esta disponible previa solicitud y se encuentra en http://biocare.net.

Instrucciones de uso:
Protocolos de tincién recomendados para HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX y uso manual:
API3289 para intelliPATH FLX y uso manual, ha sido estandarizado con
MACH 4 Sistema de deteccion. Utilice TBS para los pasos de lavado.

Peroxide Block: Bloquear durante 5 minutos con Peroxidazed 1.
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Realice la recuperacion de calor usando Reveal
Decloaker. Consulte la hoja de datos de Reveal
Decloaker para obtener instrucciones especificas.
Incubar durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente con Background Punisher.

Incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

Pretreatment:

Protein Block
(Optional):
Primary
Antibody:

Sonda: Incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente con un polimero
secundario.

Polimero: Incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente con un polimero terciario.

Detection:

Incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente con DAB de Biocare — O — Incubar
durante 5-7 minutos a temperatura ambiente con
Warp Red.

Chromogen:

Contratefiir con hematoxilina. Enjuague con agua
desionizada. Aplicar la Solucion Azulante de
Tacha durante 1 minuto. Enjuague con agua
desionizada.

Counterstain:

Sistema automatizado de tincién de portaobjetos ONCORE Pro:
OPAI3289 esta disefiado para usarse con ONCORE Pro. Consulte el

Manual del usuario para obtener instrucciones de uso especificas. Los
parametros de protocolo en el Editor de protocolos deben programarse
de la siguiente manera:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Sra. HRP Plantilla 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, pH bajo; 101C
Block Option: Buffer

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 esta disefado para usarse con BenchMark ULTRA. Consulte el
Manual del usuario para obtener instrucciones de uso especificas. Los
parametros de protocolo recomendados son los siguientes:

Template/Detection: OptiView DAB IHC

Pretreatment Protocol: CC1 32 minutos

Inhibidor preprimario de

Peroxi : .
eroxidase peroxidasa

Primary Antibody: 8 minutos, 36°C

Serie Q — Para Leica BOND-III:

ALI3289 esta disefiado para usarse con el Leica BOND-III. Consulte el
Manual del usuario para obtener instrucciones de uso especificas. Los
parametros de protocolo recomendados son los siguientes:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: Protocolo IHC F
Detection: Refinar polimero de enlace
HIER: 10 min con ER1

Peroxide Block: 5 minutos

Marker (Primary Antibody): 15 minutos

Post Primary: 8 minutos

Polymer: 8 minutos

Mixed Chromogen Refine: 10 minutos
Hematoxylin: 5 minutos
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Control de calidad:

Consulte los Estandares de calidad del CLSI para el disefio e implementacion
de ensayos de inmunohistoquimica; Guia aprobada-Segunda edicion (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011-

Control Positivo de Tejidos: Amigdala

Los materiales de control positivo externo deben ser muestras frescas fijadas,
procesadas e incluidas lo antes posible de la misma manera que las muestras
del paciente. Los controles de tejido positivos son indicativos de tejidos
correctamente preparados y técnicas de tincion adecuadas. En cada proceso
de tincién se debe incluir un control de tejido externo positivo para cada
conjunto de condiciones de prueba.

Los tejidos utilizados para los materiales de control positivo externo deben
seleccionarse de muestras de pacientes con niveles bajos bien caracterizados
de actividad diana positiva que proporcione una tincion positiva débil. El bajo
nivel de positividad para los controles positivos externos esta disefiado para
garantizar la deteccion de cambios sutiles en la sensibilidad del anticuerpo
primario debido a inestabilidad o problemas con la metodologia IHC. Los
portaobjetos de control de tejido disponibles comercialmente o las muestras
procesadas de manera diferente a las muestras del paciente validan

Unicamente el rendimiento del reactivo y no verifican la preparacion del tejido.

Los controles de tejido positivos conocidos solo deben utilizarse para
monitorear el desempefio correcto de los tejidos procesados y los reactivos
de prueba, en lugar de como ayuda para formular un diagnéstico especifico
de muestras de pacientes. Si los controles de tejido positivos no logran
demostrar una tincién positiva, los resultados de las muestras de prueba
deben considerarse invalidos.

Control de tejido negativo:

Utilice un control de tejido negativo (que se sabe que es HLA-B negativo)
fijado, procesado e incluido de manera idéntica a las muestras del paciente
en cada proceso de tincion para verificar la especificidad del anticuerpo
primario IHC para demostracion del antigeno diana y para proporcionar una
indicacion de tincion de fondo especifica (tincion falsa positiva). Ademas, la
variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de las
secciones de tejido puede Ser utilizado por el laboratorio como sitios de
control negativo interno para verificar el desempefio de la IHC.
especificaciones. Los tipos y fuentes de muestras que pueden usarse para
tejido negativo. Los controles se enumeran en la seccion Caracteristicas de
rendimiento.

Si se produce una tincion especifica (tincion falsa positiva) en el control de
tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se deben
considerar no validos.

Control de reactivos negativos no especificos:

Utilice un control reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo
primario con una seccion de cada muestra de paciente para evaluar la tincion
no especifica y

permitir una mejor interpretacion de la tincion especifica en el sitio del
antigeno. Idealmente, un control reactivo negativo contiene un anticuerpo
HLA-B [BC43] IgG1 Kappa producido a partir del sobrenadante de cultivo de
tejidos de la misma manera que el anticuerpo primario, pero no muestra
reactividad especifica con tejidos humanos en la misma matriz/solucion que
el anticuerpo. Anticuerpo biocuidado. Diluir un anticuerpo de control negativo
a la misma concentracion de inmunoglobulina o proteina que el anticuerpo
primario diluido. anticuerpo utilizando el mismo diluyente. Si el suero fetal de
ternera se retiene en el anticuerpo puro después del procesamiento, el suero
fetal de ternera en una concentracion de proteinas equivalente al diluido El
anticuerpo primario en el mismo diluyente también es adecuado para su uso.
(Consulte el reactivo proporcionado). Se puede utilizar diluyente solo como
una alternativa menos deseable a los controles reactivos negativos descritos
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anteriormente. El periodo de incubacion del control reactivo negativo debe
corresponder al del anticuerpo primario.

Cuando se utilizan paneles de varios anticuerpos en secciones en serie, las
areas tefiidas negativamente de un portaobjetos pueden servir como control
de fondo de unidn negativa/no especifica para otros anticuerpos. Para
diferenciar la actividad enzimatica enddgena o la unién no especifica de
enzimas de la inmunorreactividad especifica, se pueden tefiir tejidos
adicionales del paciente exclusivamente con sustrato-cromdgeno o
complejos enzimaticos (PAP, avidina-biotina, estreptavidina) y sustrato-
cromdgeno, respectivamente.

Verificacién del ensayo:

Antes del uso inicial de un anticuerpo o sistema de tincidn en un
procedimiento de diagndstico, el usuario debe verificar la especificidad del
anticuerpo probandolo en una serie de tejidos internos con caracteristicas de
rendimiento inmunohistoquimico conocidas que representen tejidos positivos
y negativos conocidos. Consulte los procedimientos de control de calidad
descritos anteriormente en esta seccion del prospecto del producto y las
recomendaciones de control de calidad del Programa de Certificacion CAP.:
para inmunohistoquimica y/o la guia NCCLS IHCr). Estos procedimientos de
control de calidad deben repetirse para cada nuevo lote de anticuerpos o
siempre que haya un cambio en los parametros del ensayo. Los tejidos
enumerados en la seccion Caracteristicas de rendimiento son adecuados para
la verificacion del ensayo.

Solucion de problemas:

Siga las recomendaciones del protocolo especifico de anticuerpos segin la
hoja de datos proporcionada. Si se producen resultados atipicos,
comuniquese con el soporte técnico de Biocare al 1-800-542-2002.

Interpretacion de la tincion:

Control Positivo de Tejidos:

Primero se debe examinar el control de tejido positivo teflido con el
anticuerpo indicado para comprobar que todos los reactivos funcionan
correctamente. La tincion apropiada de las células diana (como se indicd
anteriormente) es indicativa de reactividad positiva. Si los controles de tejido
positivos no logran demostrar una tincion positiva, cualquier resultado con
las muestras de prueba debe considerarse invalido. El color del producto de
reaccion puede variar dependiendo de los cromégenos del sustrato utilizados.
Consulte los prospectos del paquete del sustrato para conocer las reacciones
de color esperadas. Ademas, se puede observar metacromasia en variaciones
del método de tincion.

Cuando se utiliza una contratincién, dependiendo de la duracidon de la
incubacion y la potencia de la contratincion utilizada, la contratincidon dara
como resultado una coloracidn de los nlcleos celulares. Una contratincion
excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion adecuada de los
resultados. Consulte los protocolos para conocer la contratincidn
recomendada.

Control de tejido negativo:

El control de tejido negativo debe examinarse después del control de tejido
positivo para verificar la especificidad del marcaje del antigeno diana por
parte del anticuerpo primario. La ausencia de tincion especifica en el control
de tejido negativo confirma la falta de reactividad cruzada de anticuerpos
con células/componentes celulares. Si se produce una tincién especifica
(tincidn falsa positiva) en el control de tejido externo negativo, los resultados
con la muestra del paciente se deben considerar no validos.

La tincion inespecifica, si esta presente, suele tener una apariencia difusa.
También se puede observar tincion esporadica del tejido conectivo en
secciones de tejidos excesivamente fijados con formalina. Utilice células
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intactas para la interpretacion de los resultados de la tincion. Las células
necréticas o degeneradas a menudo se tifien de forma inespecifica.

Tejido del paciente:

Examinar muestras de pacientes tefiidas con el anticuerpo indicado. Gltimo.
La intensidad de la tincion positiva debe evaluarse en el contexto de cualquier
tincion de fondo inespecifica del control de reactivo negativo. Como ocurre
con cualquier prueba inmunohistoquimica, un resultado negativo significa
que no se detectd el antigeno, no que el antigeno estuviera ausente en las
células/tejido analizado. Si es necesario, utilice un panel de anticuerpos para
identificar reacciones falsas negativas.

icuerpo HLA-B [BC43]

Consulte Resumen y explicacion, limitaciones y caracteristicas de rendimiento
para obtener informacién especifica sobre la inmunorreactividad de los
anticuerpos indicada.

Limitaciones:

Limitaciones generales:

1. Para/n vitro Uso diagndstico

2. Este producto es sdlo para uso profesional: La inmunohistoquimica es
un proceso de diagndstico de varios pasos que consiste en una
capacitacion especializada en la seleccion de los reactivos adecuados;
seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos; preparacion del
portaobjetos IHC; e interpretacion de los resultados de la tincion.

3. La tincidn de tejidos depende de la manipulacién y procesamiento del
tejido antes de la tincién. La fijacién, congelacion, descongelacion,
lavado, secado, calentamiento, corte o contaminacion inadecuados con
otros tejidos o fluidos pueden producir artefactos, atrapamiento de
anticuerpos o resultados falsos negativos. Los resultados inconsistentes
pueden deberse a variaciones en los métodos de fijacion e inclusion, o
a irregularidades inherentes dentro del tejido.»

4. Una contratincion excesiva o incompleta puede comprometer la
interpretacion adecuada de los resultados.

5. La interpretacion clinica de cualquier tincion positiva o negativa debe
evaluarse dentro del contexto de la presentacion clinica, la morfologia
y otros criterios histopatoldgicos. La interpretacion clinica de cualquier
tincion positiva o negativa debe complementarse con estudios
morfoldgicos utilizando controles internos y externos positivos y
negativos adecuados, asi como otras pruebas de diagndstico. Es
responsabilidad de un patélogo calificado que esté familiarizado con el
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uso adecuado de los anticuerpos, reactivos y métodos de IHC
interpretar todos los pasos utilizados para preparar e interpretar la
preparacion IHC final.

6. La dilucién dptima de anticuerpos y los protocolos para una aplicacion
especifica pueden variar. Estos incluyen, entre otros, fijacion, método
de recuperacion de calor, tiempos de incubacion, grosor de la seccion
de tejido y kit de deteccion utilizado. Debido a la sensibilidad superior
de estos reactivos Unicos, los tiempos de incubacion recomendados y
los titulos enumerados no son aplicables a otros sistemas de deteccion,
ya que los resultados pueden variar. Las recomendaciones y protocolos
de la ficha técnica se basan en el uso exclusivo de productos Biocare.
En Ultima instancia, es responsabilidad del investigador determinar las
condiciones optimas.

7.  Este producto no esta disefiado para usarse en citometria de flujo. No
se han determinado las caracteristicas de rendimiento para la citometria
de flujo.

8. Los tejidos de personas infectadas con el virus de la hepatitis B y que
contienen el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) pueden
presentar tinciones inespecificas con peroxidasa de rabano picante.=

9. Los reactivos pueden demostrar reacciones inesperadas en tejidos no
probados previamente. La posibilidad de reacciones inesperadas incluso
en grupos de tejidos probados no se puede eliminar por completo
debido a la variabilidad bioldgica de la expresion de antigenos en
neoplasias u otros tejidos patoldgicos.:+ Comuniquese con el soporte
técnico de Biocare al 1-800-542-2002, o a través de la informacion de
soporte técnico proporcionada en biocare.net, con reacciones
inesperadas documentadas.

10. Los sueros normales/no inmunes de la misma fuente animal que los
antisueros secundarios utilizados en los pasos de bloqueo pueden
causar resultados falsos negativos o falsos positivos debido a
autoanticuerpos o anticuerpos naturales.

11. Se pueden observar resultados falsos positivos debido a la unién no
inmunoldgica de proteinas o productos de reaccion del sustrato.
También pueden ser causados por actividad pseudo peroxidasa
(eritrocitos), actividad peroxidasa enddgena (citocromo C) o biotina
enddgena (p. €j., higado, mama, cerebro, rifidn), segun el tipo de
inmunotincion utilizada.=

Limitaciones especificas del producto:
No se conocen limitaciones adicionales.

Caracteristicas de presentacion:
La sensibilidad, especificidad y reactividad cruzada se resumen en las Tablas
1y 2, respectivamente.

Reproducibilidad:

La reproducibilidad del rendimiento de los anticuerpos se verificd probando
tejido normal y tumoral seleccionado en varios dias y varios instrumentos
con multiples operadores. La tincion de los tejidos seleccionados fue
consistente y se realizé6 como se esperaba.

La reproducibilidad de la tincidn intraensayo se determind tifiendo cinco
tejidos que contenian el mismo tejido en multiples instrumentos.

La reproducibilidad de la tincion entre series se determind tifiendo cinco
portaobjetos que contenian el mismo tejido en tres dias/secuencias en el
mismo instrumento. Todas las pruebas se aprobaron con las mismas
puntuaciones, segun lo definido por las pautas de puntuacion internas de
Biocare.

Inmunoreactividad:
Las siguientes inmunorreactividades positivas y negativas se han demostrado
en las Tablas 1 y 2 a continuacion.
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La lista que se proporciona a continuacion no es exhaustiva, pero caracteriza
los tipos de inmunorreactividades observadas con el anticuerpo indicado.

Resumen de resultados esperados:

Se descubrié que este anticuerpo era inmunorreactivo con todos los tipos de
tejidos en los que se probd, incluidos todos los tipos de linfomas y tejido
humano normal. La tincion es predominantemente membranosa, pero
también puede aparecer citoplasmatica en muestras de alta expresion. La
tincion esta presente predominantemente en células endoteliales y linfocitos
con menor prevalencia en células epiteliales en algunos tejidos.

Tabla 1:La sensibilidad y la especificidad se determinaron analizando tejidos
enfermos fijados en formalina e incluidos en parafina.

) Positive Total

Tissue
Cases Cases

Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabla 2:La reactividad cruzada del tejido se determind analizando tejidos
normales fijados con formalina e incluidos en parafina.

Tejido Casos Positivos | Casos totales

Cerebro

Cerebelo

Suprarrenal

Ovario

Pancreas

Ganglio linfatico
Traquea
Testiculo

Tiroides

Mama

Bazo

Amigdala

timo

Médula dsea

Pulmon

Corazon

Esdfago

Estémago
Intestino delgado
Colon

Higado
Glandula salival
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Rifién 3 3
Prostata 3 3
Utero 3 3
Cuello uterino 3 3
Musculo esquelético 2 3
Piel 2 2
Nervio periférico 3 3
Revestimiento de celdas | 2 2
Ojo 3 3
Laringe 3 3

Solucion de problemas:

1. Sin tincidén de ningun portaobjetos: verifique que se hayan utilizado
tejido de control positivo, anticuerpos y productos de deteccion
adecuados.

2. Tincion débil de todos los portaobjetos: verifique que se hayan
utilizado tejido de control positivo, anticuerpos y productos de deteccion
adecuados.
3. Fondo excesivo en todos los portaobjetos: puede haber niveles
altos de biotina enddgena (si se utilizan productos de deteccion a base de
biotina), actividad HRP enddgena que convierte el cromdgeno en un producto
final coloreado (use un bloque de peroxidasa) o un exceso de interaccion
proteica no especifica (use una proteina). bloqueante, como una solucion
bloqueadora a base de suero o caseina).

4. Las secciones de tejido se lavan de los portaobjetos durante la

incubacion. Revise los portaobjetos para asegurarse de que estén cargados

positivamente.

5. Tincion especifica demasiado oscura: consulte el protocolo para

determinar si se aplico el titulo de anticuerpos adecuado al portaobjetos, asi

como los tiempos de incubacion adecuados para todos los reactivos. Ademas,
asegurese de que el protocolo tenga suficientes pasos de lavado para
eliminar el exceso de reactivos una vez completados los pasos de incubacion.
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Los anticuerpos Ultraline son desarrollados Unicamente por Biocare Medical
LLC y no implican la aprobacion ni el respaldo de los anticuerpos de Biocare
por parte de Ventana Medical Systems, Inc o Roche. Biocare, Ventana y
Roche no estan afiliados, asociados ni relacionados de ninguna manera.
Ventana®, BenchMark®, ultraView y OptiView son marcas comerciales de
Roche.

Los anticuerpos de la serie Q son desarrollados Unicamente por Biocare
Medical LLC y no implican la aprobacion ni el respaldo de los anticuerpos
Biocare por parte de Leica Biosystems. Biocare y Leica Biosystems no estan
afiliados, asociados ni relacionados de ninguna manera. Leica, Leica
Biosystems, BOND-MAX y BOND-III son marcas comerciales de Leica
Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Avsedd anvéndning:
Forin vitro Diagnostisk anvandning

HLA-B [BC43] ar en monoklonal musantikropp som ar avsedd for
laboratorieanvandning efter att den initiala diagnosen av tumoér har gjorts
med konventionell histopatologi med anvéandning av icke-immunologiska
histokemiska farger, i kvalitativ identifiering av HLA-B protein genom
immunhistokemi  (IHC) i formalinfixerade paraffininbdddade (FFPE)
manskliga vavnader. Den kliniska tolkningen av eventuell fargning eller dess
franvaro bor kompletteras med morfologiska studier med lampliga kontroller
och bor utvdrderas inom ramen for patientens kliniska historia och andra
diagnostiska tester av en kvalificerad patolog som ett hjdlpmedel for att géra
andra kliniska bestamningar.

Sammanfattning och forklaring:

HLA-B ar en mycket polymorf proteinkodande gen for det stora
histokompatibilitetsklass I (MHC-I)-komplexet.s MHC klass I-molekyler
uttrycks pd cellytan, binder och presenterar antigena peptider till CD8+ T-
lymfocyter for att mediera immunsvar mot intracelluldra patogener och
cancer.s

Procedurprincip:

Denna antikroppsprodukt kan anvéndas som den primara antikroppen vid
immunhistokemitestning av formalinfixerade, paraffininbaddade
vavnadssnitt. I allmdnhet immunhistokemiska (IHC) fargningstekniker
mojliggdr visualisering av antigener via sekventiell applicering av en specifik
antikropp mot antigenet (primar antikropp), en sekundéar antikropp mot den
primdra antikroppen (valfri lankantikropp/sond), ett enzymkomplex och ett
kromogent substrat med mellanliggande tvattsteg. Den enzymatiska
aktiveringen av kromogenen resulterar i en synlig reaktionsprodukt vid
antigenstallet. Provet kan sedan motfdrgas och locket glider. Resultaten
tolkas med hjélp av ett ljus mikroskop och hjdlp vid differentialdiagnostik av
patofysiologiska processer, som kan eller kanske inte ar associerad med ett
visst antigen.

Material och metoder:

Reagens som tillhandahélls:

Vardkalla:Mus monoklonal

Arters reaktivitet:Mansklig; andra arter inte testade.
Klona:BC43

Isotyp:1gGl kappa
Proteinkoncentration:Se
koncentration.

Specifik IgG-koncentration: Kontakta Biocares tekniska support
Specificitet:HLA-B

Celluldr lokalisering: Cellmembranet

Metod:Affinitetsrenad mus monoklonal

injektionsflaskans etikett for partispecifik

Rekonstitution, blandning, spadning, titrering:

Forutspadd antikroppsreagens ar optimalt utspadd fér anvandning med ovan
angivna fargningssystem. Ytterligare utspadning kan resultera i forlust av
antigenfargning. Ytterligare utspadning kan resultera i forlust av
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antigenfargning. Anvéndaren mdste validera alla sddana &ndringar.
Skillnader i vavnadsbearbetning och tekniska procedurer
i anvandarens laboratorium kan ge betydande variationer i resultat som
kraver regelbunden utférande av interna kontroller (se avsnittet
Kvalitetskontroll).

Koncentrerat reagens kraver spadning enligt tabellen ovan.

Kanda applikationer:
Immunhistokemi (formalinfixerade paraffininbdddade vavnader)

Levereras som:Bufferad saltlésning, 5,9-7,4,som innehdller en
proteinbarare och mindre @n 0,1 % natriumazidkonserveringsmedel. Se
sakerhetsdatabladet for ytterligare information.

Material och reagens som behdvs men inte tillhandahéills:
Objektglas positivt laddade.

Positiva och negativa vdvnadskontroller
Desert Chamber (eller liknande torkugn)
Xylen eller xylenersattning

Etanol eller reagens alkohol

Decloaking Chamber (tryckkokare)
Avjoniserat eller destillerat vatten
Tvattbuffert

Forbehandlingsreagens

Peroxidasblock

Proteinblock (valfritt)

Detektionssond och polymer

Negativa kontrollreagenser

Kromogener

Hematoxylin (motférgning)

Bldnande reagens

Monteringsmedium

Téackglas

Ljusmikroskop (40-400X forstoring)
*Konfigurationer av antikroppsprodukten &r tillgangliga fér anvandning pa de
instrument som anges i tabellen ovan.

Lagring och stabilitet:

Forvara vid 2°C till 8°C. Produkten &r stabil till det utgdngsdatum som &r
tryckt pd injektionsflaskans etikett nér den férvaras under dessa férhéllanden.
Anvand inte efter utgdngsdatum. Forvaring under alla andra férhdllanden &n
de angivna maste verifieras. Utspadda reagenser bor anvandas omedelbart;
férvara eventuellt kvarvarande reagens vid 2°C till 8°C. Stabiliteten for
anvandarens utspddda reagens har inte faststallts av Biocare.

Positiva och negativa kontroller bér kdras samtidigt med alla patientprover.
Om ovantad fargning observeras som inte kan forklaras av variationer i
laboratorieprocedurer och ett problem med antikroppen misstanks, kontakta
Biocares tekniska support pd 1-800-542-2002 eller via den tekniska
supportinformationen p& biocare.net.
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Provférberedelse:

Vavnader fixerade i formalin ar lampliga att anvanda fére paraffininbdddning.
Ossos vavnad bor avkalkas fore vavnadsbearbetning for att underlatta
vavnadsskdrning och forhindra skador pd mikrotombladen.::

Korrekt fixerade och inbaddade vavnader som uttrycker det specificerade
antigenmalet bér forvaras pd en sval plats. Clinical Laboratory Improvement
Act (CLIA) frdn 1988 kraver i 42 CFR§493.1259(b) att "Laboratoriet maste
behélla férgade objektglas minst tio &r fran datumet for underscka och
behélla provblocken minst tva &r fran datumet fér undersékningen."

Behandling av vavnader fore fargning:

Utfor Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) enligt rekommenderat protokoll
nedan. Rutinmdssig anvandning av HIER fére IHC har visat sig minimera
inkonsekvens och standardisera fargning.+s

Varning och forsiktighetsatgarder:

1. Denna antikropp innehdller mindre &n 0,1 % natriumazid. Koncentrationer
mindre @n 0,1 % ar inte rapporterbara farliga material enligt U.S. 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard Communication och EG-direktiv 91/155/EC.
Natriumazid (NaN.;) som anvdnds som konserveringsmedel &r giftigt vid
fortéring. Natriumazid kan reagera med bly- och kopparrér for att bilda
hégexplosiva metallazider. Vid kassering, spola med stora volymer vatten for
att forhindra aziduppbyggnad i rorledningar. (Center for Disease Control,
1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)s

2. Prover, fore och efter fixering, och allt material som exponeras for dem
ska hanteras som om de skulle kunna &verfora infektion och kasseras med
lampliga forsiktighetsdtgarder. Pipettera aldrig reagens genom munnen och
undvik att komma i kontakt med huden och slemhinnorna med reagenser
och prover. Om reagenser eller prover kommer i kontakt med kansliga
omradden, tvitta med rikliga méngder vatten.’

3. Mikrobiell kontaminering av reagenser kan resultera i en 6kning av
ospecifik fargning.

4. Andra inkubationstider eller temperaturer an de angivna kan ge felaktiga
resultat. Anvéndaren mdste validera alla sddana &@ndringar.

5. Anvénd inte reagens efter det utgédngsdatum som &r tryckt pd flaskan.

6. Forutspadd antikroppsreagens ar optimalt utspadd fér anvandning.
Ytterligare utspadning kan resultera i forlust av antigenfargning.

7. Spadning av koncentrerad antikroppsreagens mdste valideras fore
anvandning. Alla spadningsmedel som inte rekommenderas specifikt méste
ocks8 valideras for kompatibilitet och stabilitet.

8. Sdkerhetsdatabladet &r tillgangligt p& begdran och finns
http://biocare.net.

pé

Anvandningsinstruktioner:
Rekommenderade fargningsprotokoll for HLA-B [BC43]:

IntelliPATH FLX och manuell anvandning:
API3289 for intelliPATH FLX och manuell anvandning, har standardiserats
med MACH 4 detektionssystem. Anvand TBS for tvattsteg.

Blockera i 5 minuter med Peroxidazed 1.
Utfor varmedtervinning med Reveal Decloaker. Se

Peroxide Block:

Pretreatment: Reveal Decloakers datablad for specifika
instruktioner.
Protein Block Inkubera i 5-10 minuter vid RT med Background
(Optional): Punisher.
Primary . . .
Antibody: Inkubera i 30 minuter vid RT.
Sond: Inkubera i 10 minuter vid RT med en
Detection: sekundar polymer.

Polymer: Inkubera i 20 minuter vid RT med en
tertiar polymer.
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Inkubera i 5 minuter vid RT med Biocares DAB —

Chromogen: ELLER — Inkubera i 5-7 minuter vid RT med Warp
Red.
Motfarga med hematoxylin. Skélj med avjoniserat
Counterstain: vatten. Applicera Tacha's Blueing Solution i 1

minut. Skélj med avjoniserat vatten.

ONCORE Pro Automated Slide Staining System:

OPAI3289 ar avsedd for anvandning med ONCORE Pro. Se
anvandarmanualen for specifika instruktioner for anvandning.
Protokollparametrar i Protocol Editor bér programmeras enligt féljande:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Ms HRP-mall 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, l3gt pH; 101°C
Block Option: Buffert

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 min., 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:

AVI3289 ar avsedd for anvandning med BenchMark ULTRA. Se
anvandarmanualen foér specifika instruktioner for anvandning.
Rekommenderade protokollparametrar ar féljande:
Template/Detection: OptiView DAB IHC
Pretreatment Protocol: CC1 32 minuter

Peroxidase: Pre-primdr peroxidashdmmare
Primary Antibody: 8 minuter, 36°C

-serien — For Leica BOND-III:
ALI3289 ar avsedd att anvandas med Leica
anvandarmanualen foér specifika instruktioner for
Rekommenderade protokollparametrar ar féljande:

BOND-III. Se
anvandning.

Chromogen Staining Option DAB
Protocol Name: IHC-protokoll F
Detection: Bond Polymer Refine
HIER: 10 min med ER1
Peroxide Block: 5 min
Marker (Primary Antibody): 15 min
Post Primary: 8 min
Polymer: 8 min
Mixed Chromogen Refine: 10 minuter
Hematoxylin: 5 min
Kvalitetskontroll:
Se CLSI kvalitetsstandarder for design och implementering av

immunhistokemianalyser; Godkand guideline-andra upplagan (I/LA28-A2)
CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 2011:

Positiv vévnadskontroll: Tonsill

Externt positivt kontrollmaterial bor vara farska prover fixerade, bearbetade
och inbdddade s3 snart som méjligt pd samma sitt som
patientprovet/patienterna. Positiva vavnadskontroller tyder p& korrekt
preparerade vavnader och korrekta fargningstekniker. En positiv extern
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vavnadskontroll for varje uppsattning testbetingelser bor inkluderas i varje
fargningskdrning.

De vavnader som anvdnds for de externa positiva kontrollmaterialen bér
véljas frén patientprover med valkarakteriserade 13ga nivéer av den positiva
malaktiviteten som ger svag positiv fargning. Den 13ga nivan av positivitet
for externa positiva kontroller ar utformad for att sdkerstdlla upptackt av
subtila foréndringar i den primdra antikroppens kanslighet frén instabilitet
eller problem med IHC-metoden. Kommersiellt  tillgangliga
vavnadskontrollobjektglas eller prover som bearbetats annorlunda an
patientproven/patienterna validerar endast reagensprestanda och verifierar
inte vavnadsberedning.

Kénda positiva vavnadskontroller bér endast anvéndas for att Overvaka
korrekt prestanda hos bearbetade vavnader och testreagens, snarare &n som
ett hjdlpmedel for att formulera en specifik diagnos av patientprover. Om de
positiva vdvnadskontrollerna inte visar positiv fargning, bor resultaten med
testproverna anses ogiltiga.

Negativ vdvnadskontroll:

Anvand en negativ vavnadskontroll (kénd for att vara HLA-B-negativ) fixerad,
bearbetad och inbdddad pé ett satt som &r identiskt med patientproverna
med varje fargningskdrning for att verifiera specificiteten hos den priméra
IHC-antikroppen for demonstration av maélantigenet och for att ge en
indikation pd specifik bakgrundsfargning (falsk positiv fargning). Det kan
ocksd méngfalden av olika celltyper som finns i de flesta vévnadssnitt
anvandas av laboratoriet som interna negativa kontrollplatser for att verifiera
IHC:s prestanda specifikationer. Typer och kallor for prover som kan
anvandas fér negativ vavnad kontrollerna listas i avsnittet
Prestandaegenskaper.

Om specifik fargning (falsk positiv fargning) intraffar i den negativa
vavnadskontrollen, bdr resultaten med patientproverna anses ogiltiga.

Ospecifik negativ reagenskontroll:

Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll i stéllet for den primédra
antikroppen med en sektion av varje patientprov for att utvdrdera ospecifik
fargning och

mojliggér battre tolkning av specifik fargning p& antigenstallet. Helst
innehdller en negativ reagenskontroll en HLA-B [BC43] IgG1 Kappa-antikropp
producerad frén vavnadskultursupernatant pd samma sétt som den priméra
antikroppen men uppvisar ingen specifik reaktivitet med manskliga vdavnader
i samma matris/losning som Biocare antikropp. Spdd en negativ
kontrollantikropp mot samma immunglobulin- eller proteinkoncentration som
den utspadda primdara antikropp med anvandning av identiskt
utspadningsmedel. Om fetalt kalvserum halls kvar i den rena antikroppen
efter bearbetning, fetalt kalvserum i en proteinkoncentration som motsvarar
den utspadda priméar antikropp i samma spadningsmedel &r ocksd lamplig for
anvandning. (Se medféljande reagens). Enbart utspadningsmedel kan
anvandas som ett mindre Onskvart alternativ till de tidigare beskrivna
negativa reagenskontrollerna. Inkubationstiden fér den negativa
reagenskontrollen bor motsvara den for den primdra antikroppen.

N&r paneler med flera antikroppar anvands pa seriella snitt, kan de negativt
fargande omrddena pd ett objektglas fungera som en negativ/ickespecifik
bindningsbakgrundskontroll for andra antikroppar. For att differentiera
endogen enzymaktivitet eller ospecifik bindning av enzymer frén specifik
immunreaktivitet, kan ytterligare patientvévnader férgas uteslutande med
substrat-kromogen eller enzymkomplex (PAP, avidin-biotin, streptavidin)
respektive substrat-kromogen.

Assayverifiering:
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Innan en antikropp eller fargningssystem anvdnds i ett diagnostiskt
forfarande, bor anvandaren verifiera antikroppens specificitet genom att
testa den pd en serie interna vavnader med kdnda immunhistokemiska
prestandaegenskaper som representerar kdnda positiva och negativa
vavnader. Se kvalitetskontrollprocedurerna som tidigare beskrivits i detta
avsnitt av produktbilagan och till kvalitetskontrollrekommendationerna i CAP
Certification Programe for immunhistokemi och/eller NCCLS IHC-riktlinjer).
Dessa kvalitetskontrollprocedurer bor upprepas for varje nytt antikroppsparti,
eller ndrhelst det sker en forandring i analysparametrarna. Vavnader listade
i avsnittet Prestandaegenskaper &r lampliga for analysverifiering.

Felsokning:

Folj de antikroppsspecifika protokollrekommendationerna enligt det
medféljande databladet. Om atypiska resultat uppstdr, kontakta Biocares
tekniska support pé 1-800-542-2002.

Tolkning av fargning:

Positiv véavnadskontroll:

Den positiva vavnadskontrollen fargad med indikerad antikropp bor
undersokas forst for att sakerstdlla att alla reagenser fungerar korrekt.
Lamplig fargning av malceller (som indikerat ovan) indikerar positiv
reaktivitet. Om de positiva vavnadskontrollerna inte visar positiv fargning,
bor alla resultat med testproverna anses ogiltiga. Fargen pd
reaktionsprodukten kan variera beroende pd anvanda substratkromogener.
Se substratets bipacksedel for forvantade fargreaktioner. Vidare kan
metakromasi observeras i variationer av fargningsmetoden.:

N&r en motfargning anvands, beroende pd inkubationsldngden och styrkan
hos den anvanda motférgningen, kommer motfargning att resultera i en
fargning av cellkdrnorna. Overdriven eller ofullstdndig motfargning kan
aventyra korrekt tolkning av resultaten. Se protokoll fér rekommenderad
motfargning.

Negativ vévnadskontroll:

Den negativa vdvnadskontrollen boér undersokas efter den positiva
vavnadskontrollen foér att verifiera specificiteten fér markningen av
malantigenet med den priméra antikroppen. Frdnvaron av specifik fargning i
den negativa vavnadskontrollen bekraftar avsaknaden av
antikroppskorsreaktivitet mot celler/celluldra komponenter. Om specifik
fargning (falsk positiv fargning) intréffar i den negativa externa
vavnadskontrollen, bor resultaten med patientprovet anses ogiltiga.

Ospecifik fargning, om sddan finns, har vanligtvis ett diffust utseende.
Sporadisk fargning av bindvav kan ocks& observeras i snitt frén alltfor
formalinfixerade vdvnader. Anvand intakta celler f6ér tolkning av
fargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler férgas ofta ospecifikt.

Patientvavnad:

Undersok patientprover fargade med indikerad antikropp sista. Positiv
fargningsintensitet bdr beddmas inom ramen foér eventuell ospecifik
bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som med alla
immunhistokemiska tester betyder ett negativt resultat att antigenet inte
upptacktes, inte att antigenet saknades i cellerna/védvnaden som
analyserades. Anvand vid behov en panel av antikroppar for att identifiera
falsknegativa reaktioner.

Fax: 925-603-8080



HLA-B [BC43]
Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal Antibody
901-3289-090623

0pp

Se Sammanfattning och forklaring, begransningar och prestandaegenskaper
for specifik information om indikerad antikroppsimmunreaktivitet.

Begrdnsningar:

Allménna begrénsningar:

1. Forin vitro diagnostisk anvandning

2. Denna produkt &r endast avsedd for professionellt bruk:
Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som bestar av
specialiserad utbildning i val av lampliga reagenser; vavnadsval, fixering
och bearbetning; forberedelse av IHC-objektglaset; och tolkning av
fargningsresultaten.

3. Vavnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av
vavnaden fore fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvattning,
torkning, uppvarmning, sektionering eller kontaminering med andra
vavnader eller vatskor kan ge artefakter, antikroppsfangning eller falskt
negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan bero pd variationer i
fixerings- och  inbaddningsmetoder, eller pd8 inneboende
oregelbundenheter i vavnaden.»

4, Qverdriven eller ofullstandig motfargning kan &ventyra korrekt tolkning
av resultaten.

5. Den kliniska tolkningen av positiv eller negativ fargning bor utvarderas
mot bakgrund av klinisk presentation, morfologi och andra
histopatologiska kriterier. Den kliniska tolkningen av positiv eller negativ
fargning bor kompletteras med morfologiska studier med korrekta
positiva och negativa interna och externa kontroller samt andra
diagnostiska tester. Det ar en kvalificerad patolog som &r bekant med
korrekt anvandning av IHC-antikroppar, reagens och metoder som
ansvarar for att tolka alla steg som anvands for att forbereda och tolka
det slutliga IHC-preparatet.

6. Den optimala antikroppsspadningen och protokollen for en specifik
tilldmpning kan variera. Dessa inkluderar, men ar inte begrdnsade till,
fixering, varmedtervinningsmetod, inkubationstider,
vavnadssnitttjocklek och detektionskit som anvénds. P3 grund av den
Overldgsna kansligheten hos dessa wunika reagenser ar de
rekommenderade inkubationstiderna och titrarna som anges inte
tillampliga p& andra detektionssystem, eftersom resultaten kan variera.
Databladets rekommendationer och protokoll &r baserade pd exklusiv
anvandning av Biocare-produkter. Ytterst ar det utredarens ansvar att
faststalla optimala férhallanden.

7. Denna produkt ar inte avsedd for anvandning i flédescytometri.
Prestandaegenskaper har inte faststéllts for flodescytometri.
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8. Vavnader frdn personer infekterade med hepatit B-virus och som
innehdller hepatit B-ytantigen (HBsAg) kan uppvisa ospecifik fargning
med pepparrotsperoxidas.:

9. Reagenser kan uppvisa ovantade reaktioner i tidigare otestade
vavnader. Mojligheten for ovantade reaktioner &dven i testade
vavnadsgrupper kan inte helt elimineras p& grund av biologisk variation
av antigenuttryck i neoplasmer eller andra patologiska vavnader.:
Kontakta Biocares tekniska support pd 1-800-542-2002, eller via den
tekniska supportinformationen pa biocare.net, med dokumenterade
ovantade reaktioner.

10. Normala/icke-immuna sera frdn samma djurkdlla som sekunddra
antisera som anvands i blockeringssteg kan orsaka falsknegativa eller
falskt positiva resultat pd grund av autoantikroppar eller naturliga
antikroppar.

11. Falskt positiva resultat kan ses p& grund av icke-immunologisk bindning
av proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ocksd orsakas av
pseudoperoxidasaktivitet (erytrocyter), endogen peroxidasaktivitet
(cytokrom C) eller endogent biotin (t.ex. lever, brést, hjérna, njure)
beroende pé vilken typ av immunfargning som anvands.:

Produktspecifika begransningar:
Det finns inga ytterligare begrdnsningar kdnda.

Prestandaegenskaper:
Sensitivitet, specificitet och korsreaktivitet sammanfattas i tabellerna 1
respektive 2.

Reproducerbarhet:

Reproducerbarheten av antikroppsprestanda verifierades genom att testa
utvald normal vévnad och tumérvavnad pd olika dagar och olika instrument
med flera operatdrer. Fargning av de utvalda vavnaderna var konsekvent och
utfordes som forvantat.

Intra-run reproducerbarhet av férgning bestéamdes genom att farga fem
vévnader innehdllande samma vavnad pé flera instrument.

Reproducerbarhet mellan kérningar av fargning bestdamdes genom att farga
fem objektglas innehdllande samma vévnad under tre dagar/kdrningar pd
samma instrument. Alla tester godkdndes med samma podng, som
definierats av Biocares interna poangriktlinjer.

Immunreaktivitet:
Foljande positiva och negativa immunreaktiviteter har visats i tabellerna 1
och 2 nedan.

Listan nedan &r inte uttdbmmande men karakteriserar de typer av
immunreaktiviteter som observerats med den angivna antikroppen.

Sammanfattning av forvéntade resultat:

Denna antikropp visade sig vara immunreaktiv med alla typer av vavnader
som den testades pd, inklusive alla typer av lymfom och normal ménsklig
vavnad. Fargningen &r Gvervdgande membrands men kan ocksd verka
cytoplasmisk i prover med hogt uttryck. Férgning forekommer vervagande
i endotelceller och lymfocyter med lagre prevalens i epitelceller i viss vavnad.

Bord 1:Sensitivitet och specificitet bestamdes genom att testa
formalinfixerade, paraffininbaddade sjuka vavnader.
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) Positive Total
Tl Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tabell 2:Vavnadskorsreaktivitet  bestdmdes genom  att

formalinfixerade, paraffininbaddade normala vavnader.

Vavnad

Positiva fall

Totalt arenden

Stora hjarnan

Lilla hjarnan

Binjuren

Aggstock

Bukspottkorteln

Lymfkortel

Trakea

Testis

Skoldkorteln

Brost

Mjélte

Tonsill

Brass

Benmarg

Lunga

Hjsrta

Matstrupe

Mage

Tunntarm

Kolon

Lever

Spottkortel

Njure

Prostata

Livmoder

Cervix

Skelettmuskel

Hud

Perifer nerv

Foder celler

Oga

Struphuvud
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Felsokning:
1. Ingen fargning av ndgra objektglas — Kontrollera att lamplig positiv
kontrollvavnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvants.

2. Svag fargning av alla objektglas — Kontrollera att lamplig positiv
kontrollvavnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvants.
3. Overdriven bakgrund av alla objektglas — Det kan finnas héga

nivder av endogent biotin (om du anvander biotinbaserade
detektionsprodukter), endogen HRP-aktivitet som omvandlar kromogen till
fargad slutprodukt (anvand peroxidasblock) eller dverskott av icke-specifik
proteininteraktion (anvand ett protein block, sdsom serum- eller
kaseinbaserad blockeringslésning).

testa 4. Vavnadssektioner tvattar bort objektglasen under inkubationen —

Kontrollera objektglasen for att sdkerstélla att de ar positivt laddade.

5. Specifik fargning for mork — Kontrollera protokollet for att avgéra om
korrekt antikroppstiter applicerades pa objektglaset, samt korrekta
inkubationstider for alla reagenser. Se dessutom till att protokollet har
tillrdckligt med tvattsteg for att ta bort Overflodigt reagens efter att
inkubationsstegen har slutforts.
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Ultraline-antikroppar utvecklas enbart av Biocare Medical LLC och innebar

inte godkdnnande eller godkénnande av Biocare-antikroppar av Ventana

Medical Systems, Inc eller Roche. Biocare, Ventana och Roche &r inte

anslutna, associerade eller relaterade p& ndgot satt. Ventana®, BenchMark®,

ultraView och OptiView &r varumarken som tillhér Roche.
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Antikroppar i Q-serien utvecklas enbart av Biocare Medical LLC och innebar
inte godkdnnande eller godkannande av Biocare-antikroppar av Leica
Biosystems. Biocare och Leica Biosystems dr inte anslutna, associerade eller
relaterade p& ndgot sétt. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX och BOND-III
ar varumarken som tillhor Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

Concentrate ACI 3289 A, C 0.1,1.0mL 1:100 Van Gogh Yellow

Predilute API 3289 AA 6.0 mL Ready-to-use N/A

ONCORE Pro OPAI 3289 T60 60 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALl 3289 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

UltraLine — For BenchMark AVI 3289 G 6.0 mL Ready-to-use N/A

Kullanim amact:
Igin/aboratuvar ortaminda Tanisal Kullanim

HLA-B [BC43], HLA-B'nin niteliksel tanimlanmasinda immidinolojik olmayan
histokimyasal boyalar kullanilarak geleneksel histopatoloji ile timorin ilk
tanisi konulduktan sonra laboratuvarda kullaniimasi amaglanan bir fare
monoklonal antikorudur. formalinle sabitlenmis parafine gémiili (FFPE) insan
dokularinda immunohistokimya (IHC) ile protein. Herhangi bir lekelenmenin
veya yoklugunun klinik yorumu, uygun kontrollerin kullanildigi morfolojik
galismalarla tamamlanmali ve hastanin klinik gegmisi ve diger klinik tespitlerin
yapilmasina yardimci olmak iizere kalifiye bir patolog tarafindan diger tanisal
testler baglaminda degerlendirilmelidir.

Ozet ve Agiklama:

HLA-B, ana doku uyumluluk sinifi I (MHC-I) kompleksi igin oldukga polimorfik
bir protein kodlayan gendir.s MHC sinif I molekilleri hicre ylizeyinde
eksprese edilir ve hiicre igi patojenlere ve kanserlere karsi badisikik
tepkilerine aracilik etmek igin antijenik peptitleri CD8+ T lenfositlerine baglar
ve sunar.:s

Prosediir Prensibi:

Bu antikor Grtind, formalinle sabitlenmis, parafine gémuilmus doku kesitlerinin
imminohistokimya testlerinde birincil antikor olarak kullanilabilir. Genel
olarak imminhistokimyasal (IHC) boyama teknikleri, bir ardisik uygulama
yoluyla antijenlerin gorsellestiriimesine izin verir antijene spesifik antikor
(birincil antikor), birincil antikora ikincil bir antikor (istege baglh baglanti
antikoru/prob), bir enzim kompleksi ve araya giren yikama adimlarina sahip
bir kromojenik substrat. Kromojenin enzimatik aktivasyonu, antijen
bélgesinde goriinir bir reaksiyon uriini ile sonuglanir. Numune daha sonra
zit boyanabilir ve kapak kaydirilabilir. Sonuglar bir 1sik kullanilarak yorumlanir
olabilecek veya patofizyolojik siireglerin ayirici tanisinda yardimci olabilir.
belirli bir antijenle iligkili olmayabilir.

Malzemeler ve yontemler:

Sagdlanan Reaktifler:

Ana Bilgisayar Kaynagi:Fare monoklonal

Tiirlerin Reaktivitesi:insan; diger tiirler test edilmemistir.
Klon:BC43

izotip:IgG1 kappa

Protein Konsantrasyonu:Lota 6zel konsantrasyon igin flakon etiketine
bakin.

Spesifik IgG Konsantrasyonu: Biocare Teknik Destegiyle Iletisime Gegin
ozgiilliik:HLA-B

Hiicresel Yerellestirme: Hiicre zari

Yontem:Affinity saflastinlmis fare monoklonal

Sulandirma, Karistirma, Seyreltme, Titrasyon:

Onceden seyreltilmis antikor reaktifi, yukarida listelenen boyama sistemleriyle
kullanim igin optimum sekilde seyreltilir. Daha fazla seyreltme, antijen
boyamasinin kaybina neden olabilir. Daha fazla seyreltme, antijen
boyamasinin kaybina neden olabilir. Kullanicinin bu tir dedisiklikleri
dogrulamasi gerekir. Doku isleme ve teknik proseddirlerdeki farkliliklar

M Biocare Medical
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Kullanicinin  laboratuvarindaki degisiklikler, kurum igi kontrollerin dizenli
olarak yapilmasini gerektiren sonuglarda 6nemli degiskenliklere neden olabilir
(bkz. Kalite Kontrol bélim).

Konsantre reaktifin yukaridaki tabloda belirtildigi gibi seyreltiimesi gerekir.

Bilinen Uygulamalar:
Imminohistokimya (formalinle sabitlenmis parafine gémiili dokular)

Su Sekilde Saglanir:Tamponlu salin soltisyonu, 5.9-7.4,bir protein tasiyici
ve %0,1'den az sodyum azid koruyucu igeren. Ek ayrintilar igin Giivenlik Veri
Sayfasina bakin.

Gerekli Olan Ancak Sadlanmayan Malzemeler ve Reaktifler:
Mikroskop pozitif yUkli kayar.

Pozitif ve negatif doku kontrolleri

Col Odasi (veya benzeri Kurutma firini)
Ksilen veya ksilen ikamesi

Etanol veya reaktif alkol

Gizlenme Odasi (Dudkll tencere)
Deiyonize veya damitiimis su

Yikama tamponu

On aritma reaktifleri

Peroksidaz blogu

Protein blogu (istege bagh)

Algilama probu ve polimer

Negatif kontrol reaktifleri

Kromojenler

Hematoksilen (karsi boya)
Mavilestirme reaktifi

Montaj ortami

Lamel cami

Isik Mikroskobu (40-400X biiylitme)
*Antikor Griiniinin konfigiirasyonlari yukaridaki tabloda belirtilen cihazlarda
kullanim igin mevcuttur.

Depolama ve Stabilite: B
2°C ile 8°C arasinda saklayin. Uriin, bu kosullar altinda saklandiginda flakon

etiketi tizerinde yazili olan son kullanma tarihine kadar stabildir. Son kullanma
tarihinden sonra kullanmayiniz. Belirtilenlerin digindaki kosullar altinda
depolama dogrulanmalidir. Seyreltilmis reaktifler derhal kullanilmalidir; kalan
reaktifi 2°C ila 8°C'de saklayin. Kullanici tarafindan seyreltilen reaktifin
stabilitesi Biocare tarafindan belirlenmemistir.

Pozitif ve negatif kontroller tim hasta 6rnekleriyle ayni anda calistiriimalidir.
Laboratuvar prosediirlerindeki degisikliklerle aciklanamayan beklenmedik bir
lekelenme gdzlemlenirse ve antikorla ilgili bir sorundan siipheleniliyorsa, 1-
800-542-2002 numarali telefondan veya biocare.net adresinde saglanan
teknik destek bilgileri araciliiyla Biocare Teknik Destegiyle iletisime gegin.

Numune hazirlama:
Formalinde sabitlenmis dokular Parafine goémilmeden 6nce kullanima
uygundur. Doku kesmeyi kolaylastirmak ve mikrotom bigaklarinin zarar

Fax: 925-603-8080
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gormesini onlemek igin doku islemeden 6nce kemik dokularin kiregten
arindiriimasi gerekir.:2

Belirtilen antijen hedefini ifade eden uygun sekilde sabitlenmis ve gdmulu
dokular serin bir yerde saklanmalidir. 1988 tarihli Klinik Laboratuvar
Tyilestirme Yasasi (CLIA), 42 CFR'de§493.1259(b) uyarinca “Laboratuvar
boyall slaytlari, alindidi tarihten itibaren en az on yil saklamalidir. numune
bloklarini inceleme tarihinden itibaren en az iki yil boyunca saklayin.s

Dokularin Boyama Oncesi Tedavisi:

Asadida onerilen protokole gore Isi Kaynakl Epitop Alma (HIER) islemini
gergeklestirin. HIER'in IHC'den once rutin kullaniminin tutarsizligi en aza
indirdigi ve boyamayi standartlastirdigi gosterilmistir.s

Uyan ve Onlemler:

1. Bu antikor %0,1'den az sodyum azit igerir. %0,1'in altindaki
konsantrasyonlar, ABD 29 CFR 1910.1200, OSHA Tehlike iletisimi ve EC
Direktifi 91/155/EC'ye gore raporlanmasi gereken tehlikeli maddeler degildir.
Sodyum azid (NaN) koruyucu olarak kullanildidinda yutulmasi halinde
toksiktir. Sodyum azit, kursun ve bakir tesisatlarla reaksiyona girerek son
derece patlayici metal azitler olusturabilir. Imha edildikten sonra, tesisatta
azit birikmesini dnlemek igin bol miktarda suyla yikayin. (Hastallk Kontrol
Merkezi, 1976, Ulusal Mesleki Giivenlik ve Saglik Enstittisti, 1976)s

2. Tespitten ©6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim
materyaller, enfeksiyon bulastirabilecekmis gibi kullaniimali ve uygun
onlemler alinarak imha edilmelidir. Reaktifleri asla adiz yoluyla pipetlemeyin
ve reaktiflerin ve numunelerin cilt ve mukoza zarlarina temasindan kaginin.
Reaktifler veya numuneler hassas alanlarla temas ederse bol miktarda suyla
yikayin.’

3. Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonu spesifik olmayan boyamanin
artmasina neden olabilir.

4. Belirtilenlerin disindaki inkiibasyon siireleri veya sicakliklar hatali sonuglar
verebilir. Kullanicinin bu tiir degisiklikleri dogrulamasi gerekir.

5. Reaktifi sisenin (zerinde yazil olan son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

6. Onceden seyreltimis antikor reaktifi kullanim icin en uygun sekilde
seyreltilir. Daha fazla seyreltme, antijen boyamasinin kaybina neden olabilir.
7. Konsantre antikor reaktifinin  seyreltimesi kullanimdan 6nce
dogrulanmalidir. Ozel olarak 6neriimeyen herhangi bir seyrelticinin de
uyumluluk ve stabilite agisindan dogrulanmasi gerekir.

8. SDS talep lizerine sadlanir ve http://biocare.net adresinde bulunur.

Kullanim icin talimatlar:
HLA-B [BC43] icin Onerilen Boyama Protokolleri:

IntelliPATH FLX ve manuel kullanim:
IntelliPATH FLX ve manuel kullanim igin API3289, MACH 4
standartlastiriimistir tespit sistemi. Adimlari yikamak igin TBS kullanin.

ile

Peroxide Block: Peroxidazed 1 ile 5 dakika stireyle bloke edin.

Reveal Decloaker'i kullanarak i1si alimini
gergeklestirin. Ozel talimatlar igin Reveal
Decloaker veri sayfasina bakin.

Arkaplan Punisher ile oda sicakliginda 5-10 dakika

Pretreatment:

Protein Block

(Optional): inkiibe edin.
Primary M ] —_— ’
Antibody: Oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edin.
Prob: ikincil bir polimer ile oda sicakliginda 10
. dakika boyunca inkiibe edin.
Detection:

Polimer: Uglinciil bir polimer ile oda sicakliginda
20 dakika boyunca inkiibe edin.

M Biocare Medical
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Biocare'in DAB — VEYA ile oda sicakliinda 5

Chromogen: dakika inkiibe edin. Warp Red ile oda sicakliginda
5-7 dakika inkube edin.
Hematoksilen ile karsit boyama. Deiyonize su ile
Counterstain: durulayin. Tacha'nin Bluing Sollisyonunu 1 dakika

boyunca uygulayin. Deiyonize su ile durulayin.

ONCORE Pro Otomatik Slayt Boyama Sistemi:

OPAI3289'un ONCORE Pro ile kullaniimasi amaglanmistir. Ozel kullanim
talimatlari igin Kullanim Kilavuzuna bakin. Protokol Diizenleyicideki
protokol parametreleri asagidaki gibi programlanmalidir:

Protocol Name: HLA-B

Protocol Template (Description): Bayan HRP Sablonu 1
Dewaxing (DS Buffer Option): DS2-50

Antigen Retrieval (AR Option): AR2, diisik pH; 101C
Block Option: Tampon

Reagent Name, Time, Temp.: HLA-B, 60 dakika, 25°C

Ventana BenchMark ULTRA:
AVI3289, BenchMark ULTRA ile kullanilmak iizere tasarlanmistir. Ozel
kullanim talimatlari icin Kullanim Kilavuzuna bakin. Onerilen protokol
parametreleri asadidaki gibidir:
Template/Detection:
Pretreatment Protocol:

OptiView DAB IHC

CC1 32 dakika

Birincil Oncesi Peroksidaz
Inhibitérii

8 dakika, 36°C

Peroxidase:

Primary Antibody:

Serisi — Leica BOND-III icin:
ALI3289'un Leica BOND-III ile kullanilmasi amaglanmistir. Ozel kullanim
talimatlari igin Kullanim Kilavuzuna bakin. Onerilen protokol parametreleri
asadidaki gibidir:

Chromogen Staining Option DAB

Protocol Name: IHC Protokoll F
Detection: Bond Polimer Rafinasyonu
HIER: ER1 ile 10 dakika
Peroxide Block: 5 dakika

Marker (Primary Antibody): 15 dakika

Post Primary: 8 dakika

Polymer: 8 dakika

Mixed Chromogen Refine: 10 dk

Hematoxylin: 5 dakika

Kalite kontrol:

Immiinohistokimya Testlerinin Tasarimi ve Uygulanmasina iliskin CLSI Kalite
Standartlarina bakin; Onaylanmis Kilavuz-Ikinci Baski (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA ABD (www.clsi.org). 2011s

Pozitif Doku Kontrolii: Bademcik

Harici Pozitif kontrol malzemeleri, hasta numunesi/numuneleri ile ayni sekilde
mimkiin olan en kisa siirede sabitlenmis, islenmis ve gémilmis taze
numunelerden olusmalidir. Pozitif doku kontrolleri, dogru hazirlanmis
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dokularin ve uygun boyama tekniklerinin gdstergesidir. Her boyama islemine,
her test kosulu seti igin bir pozitif dis doku kontroli dahil edilmelidir.

Harici pozitif kontrol materyalleri igin kullanilan dokular, zayif pozitif boyama
veren, iyi karakterize edilmis diislik pozitif hedef aktivitesi seviyelerine sahip
hasta numunelerinden segilmelidir. Harici pozitif kontroller igin diisiik pozitiflik
diizeyi, birincil antikor duyarliiginda istikrarsizliktan veya IHC
metodolojisindeki sorunlardan kaynaklanan hafif degisikliklerin tespit
edilmesini saglamak igin tasarlanmistir. Ticari olarak temin edilebilen doku
kontrol slaytlari veya hasta numunesinden/numunelerinden farkli sekilde
islenmis numuneler yalnizca reaktif performansini dogrular ve doku hazirligini
dogrulamaz.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, hasta 6rneklerine yonelik spesifik bir teghisin
formiile edilmesine yardimci olmak yerine, yalnizca islenmis dokularin ve test
reaktiflerinin dogru performansini izlemek icin kullaniimalidir. Pozitif doku
kontrolleri pozitif boyama gostermezse test érnekleriyle elde edilen sonuglar
gegersiz sayllmalidir.

Negatif Doku Kontrolii:

IHC birincil antikorunun spesifikligini dogrulamak igin her boyama
calismasinda hasta numunesi/numuneleri ile ayni sekilde sabitlenmis,
islenmis ve gémiilmis bir negatif doku kontrolii (HLA-B negatif olarak bilinir)
kullanin. hedef antijenin gosteriimesi ve spesifik arka plan boyamasinin bir
gostergesinin saglanmasi (yanlis pozitif boyama). Ayrica cogu doku kesitinde
mevcut olan farklh hiicre tiplerinin gesitliligi, IHC'nin performansini
dogrulamak igin laboratuvarc tarafindan dahili negatif kontrol alanlari olarak
kullanilacaktir 6zellikler. Negatif doku igin kullanilabilecek 6rnek tirleri ve
kaynaklari kontroller Performans Ozellikleri bélimiinde listelenmistir.

Negatif doku kontrolliinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama) meydana
gelirse hasta numuneleriyle elde edilen sonuglar gegersiz sayllmalidir.

Spesifik Olmayan Negatif Reaktif Kontrolii:

Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek igin her hasta orneginin bir
bolim ile birincil antikor yerine spesifik olmayan bir negatif reaktif kontrolii
kullanin ve

antijen bolgesindeki spesifik boyamanin daha iyi yorumlanmasina izin verir.
ideal olarak bir negatif reaktif kontrolii, birincil antikorla ayni sekilde doku
kiilturi stipernatanindan uretilen bir HLA-B [BC43] IgG1 Kappa antikoru igerir
ancak ayni matris/gozelti iginde insan dokulariyla higbir spesifik reaktivite
sergilemez. Biocare antikoru. Negatif kontrol antikorunu, seyreltilmis primer
ile ayni imminoglobulin veya protein konsantrasyonuna seyreltin Ayni
seyreltici kullanilarak antikor. Fetal buzagi serumu islemden sonra saf
antikorda kalirsa, seyreltilmis seruma esdeder bir protein konsantrasyonunda
fetal dana serumu Ayni seyrelticideki birincil antikor da kullanima uygundur.
(Sadlanan reaktife bakin). Tek basina seyreltici, daha 6nce agiklanan negatif
reaktif kontrollerine daha az tercih edilen bir alternatif olarak kullanilabilir.
Negatif reaktif kontroliine ydnelik kulugka siresi, birincil antikorunkine
karsilik gelmelidir.

Seri boliimlerde birkag antikordan olusan paneller kullanildidinda, bir slaydin
negatif boyama alanlari, dider antikorlar icin negatif/spesifik olmayan
baglanma arka plani kontrolii gérevi gorebilir. Endojen enzim aktivitesini veya
enzimlerin spesifik olmayan baglanmasini spesifik imm{inoreaktiviteden ayirt
etmek icin, ilave hasta dokular sirasiyla substrat-kromojen veya enzim
kompleksleri (PAP, avidin-biyotin, streptavidin) ve substrat-kromojen ile 6zel
olarak boyanabilir.

Test Dogrulamasi:

Bir antikorun veya boyama sisteminin bir teshis prosediriinde ilk
kullanimindan &nce kullanici, antikoru bilinen pozitif ve negatif dokulari temsil
eden bilinen immiinohistokimyasal performans ozelliklerine sahip bir dizi
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kurum igi doku Uzerinde test ederek antikorun 6zgulligind dogrulamalidir.
Uriin ekinin bu bélimiinde daha 6nce 6zetlenen kalite kontrol prosediirlerine
ve CAP Sertifikasyon Programinin kalite kontrol tavsiyelerine bakin.s
Immiinohistokimya ve/veya NCCLS IHC kilavuzu igin=). Bu kalite kontrol
prosedirleri her yeni antikor lotu icin veya test parametrelerinde her
degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. Performans Ozellikleri Bélimiinde
listelenen dokular test dogrulamasi igin uygundur.

Sorun giderme:

Sagdlanan veri sayfasina gore antikora 6zel protokol 6nerilerini izleyin. Tipik
olmayan sonuglar ortaya ¢ikarsa 1-800-542-2002 numaral telefondan
Biocare Teknik Destegiyle iletisime gegin.

Boyamanin Yorumlanmasi:

Pozitif Doku Kontrolii:

Belirtilen antikorla boyanmig pozitif doku kontrolii, tlim reaktiflerin diizgin
calistigindan emin olmak igin ilk 6nce incelenmelidir. Hedef hiicrelerin uygun
sekilde boyanmasi (yukarida belirtildigi gibi) pozitif reaktivitenin gostergesidir.
Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama gostermezse test numuneleriyle elde
edilen sonuglar gegersiz sayilmalidir. Reaksiyon Griininiin rengi, kullanilan
substrat kromojenlerine bagli olarak degisebilir. Beklenen renk reaksiyonlari
icin alt tabaka paketindeki eklere bakin. Ayrica boyama ydnteminin
varyasyonlarinda metakromazi gézlemlenebilir.::

Bir karsit boyama kullanildidinda, kulucka siresine ve kullanilan karsit
boyamanin giicline bagli olarak karsit boyama, hiicre cekirdeklerinin
renklenmesine neden olacaktir. Asiri veya eksik karsi boyama, sonuglarin
dogru sekilde yorumlanmasini tehlikeye atabilir. Onerilen karsi boyama igin
protokol(ler)e bakin.

Negatif Doku Kontrolii:

Hedef antijenin birincil antikor tarafindan etiketlenmesinin 6zgulligina
dogrulamak igin pozitif doku kontroliinden sonra negatif doku kontrolii
incelenmelidir. Negatif doku kontroliinde spesifik boyamanin olmamasi,
hiicrelere/hiicresel bilesenlere karsi antikor gapraz reaktivitesinin olmadigini
dogrular. Negatif dis doku kontrollinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama)
meydana gelirse hasta numunesiyle elde edilen sonuglar gegersiz sayilmalidir.

Spesifik olmayan boyama, mevcutsa genellikle yaygin bir gériiniime sahiptir.
Agsiri formalinle fikse edilmis dokulardan alinan kesitlerde ara sira bag
dokusunda lekelenme de gdzlemlenebilir. Boyama sonuglarinin yorumlanmasi
icin saglam hiicreleri kullanin. Nekrotik veya dejenere hiicreler siklikla spesifik
olmayan bir sekilde boyanir.

Hasta Dokusu:

Belirtilen antikorla boyanmis hasta numunelerini inceleyin son. Pozitif boyama
yogunlugu, negatif reaktif kontroliiniin spesifik olmayan arka plan boyamasi
baglaminda dederlendirilmelidir. Herhangi bir immiinohistokimyasal testte
oldugu gibi, negatif sonug, antijenin test edilen hiicrelerde/dokuda
bulunmadigi anlamina degil, antijenin tespit ediimedigi anlamina gelir.
Gerekirse yanlis negatif reaksiyonlari tanimlamak igin bir antikor paneli
kullanin.

Fax: 925-603-8080
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Belirtilen antikor immiinoreaktivitesi ile ilgili spesifik bilgiler igin Ozet ve
Aciklama, Sinirlamalar ve Performans Ozellikleri'ne bakin.

Sinirlamalar:

Genel Sinirlamalar:

1. Icin/aboratuvar ortaminda teshis Kullanimi

2. Bu Uriin yalnizca profesyonel kullanim igindir: Immiinohistokimya,
uygun reaktiflerin segiminde &6zel egitimden olusan gok adimli bir teshis
sirecidir; doku secgimi, fiksasyonu ve islenmesi; IHC slaytinin
hazirlanmasi; ve boyama sonuglarinin yorumlanmasi.

3. Doku boyamasi, boyamadan &nce dokunun islenmesine ve islenmesine
baglidir. Uygun olmayan sabitleme, dondurma, ¢O6zme, yikama,
kurutma, isitma, kesit alma veya diger doku veya sivilarla
kontaminasyon; artefaktlara, antikor sikismasina veya yanlis negatif
sonuglara neden olabilir. Tutarsiz sonuglar, sabitleme ve gémme
yontemlerindeki farkliliklara veya doku icindeki dodal diizensizliklere
bagl olabilir.»

4.  Asin veya eksik karsi boyama, sonuglarin dogru sekilde yorumlanmasini
tehlikeye atabilir.

5. Herhangi bir pozitif veya negatif boyamanin klinik yorumu, klinik sunum,
morfoloji ve diger histopatolojik kriterler kapsaminda
degerlendiriimelidir. Herhangi bir pozitif veya negatif boyamanin klinik
yorumu, uygun pozitif ve negatif ic ve dis kontrollerin yani sira diger
teshis testlerinin kullanildigi morfolojik calismalarla tamamlanmalidir.
Nihai IHC hazirhigini hazirlamak ve yorumlamak igin kullanilan tim
adimlar yorumlamak, IHC antikorlarinin, reaktiflerinin ve ydntemlerinin
dogru kullanimina asina olan nitelikli bir patologun sorumlulugundadir.

6.  Belirli bir uygulama igin optimum antikor seyreltmesi ve protokolleri
farkllik gdsterebilir. Bunlar arasinda, bunlarla sinirh olmamak Uzere,
fiksasyon, isi geri alma yontemi, inklibasyon stireleri, doku kesiti kalinligi
ve kullanilan tespit kiti yer alir. Bu benzersiz reaktiflerin Ustiin
hassasiyeti nedeniyle, dnerilen inkiibasyon siireleri ve listelenen titreler,
sonuglar farklilik gosterebileceginden diger tespit sistemleri igin gegerli
degildir. Veri sayfasi onerileri ve protokolleri Biocare Uriinlerinin 6zel
kullanimina dayanmaktadir. Sonugta optimal kosullari belirlemek
arastirmacinin sorumlulugundadir.

7. Bu uriinin akis sitometrisinde kullanilmasi amaglanmamistir. Akis
sitometrisi icin performans 6zellikleri belirlenmemistir.

8.  Hepatit B virlisi ile enfekte olmus ve hepatit B ylizey antijeni (HBsAg)
iceren kisilerden alinan dokular, yaban turpu peroksidaziyla spesifik
olmayan boyama sergileyebilir.:s
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9. Reaktifler daha o©nce test edilmemis dokularda beklenmeyen
reaksiyonlar gosterebilir. Test edilen doku gruplarinda bile beklenmeyen
reaksiyonlarin olasiligi, neoplazmalarda veya diger patolojik dokularda
antijen ekspresyonunun biyolojik dediskenligi nedeniyle tamamen
ortadan kaldirlamaz.« 1-800-542-2002 numarali telefondan veya
biocare.net'te saglanan teknik destek bilgileri araciidiyla, belgelenmis
beklenmeyen reaksiyon(lar)la birlikte Biocare'in Teknik Destegiyle
iletisime gegin.

10. Bloklama adimlarinda kullanilan ikincil antiserumlarla ayni hayvan
kaynadindan alinan normal/immin olmayan serumlar, otoantikorlar
veya dodal antikorlar nedeniyle yanlis negatif veya yanlis pozitif
sonuglara neden olabilir.

11. Proteinlerin veya substrat reaksiyon Urinlerinin immunolojik olmayan

baglanmasi nedeniyle yanlis pozitif sonuglar gérilebilir. Ayrica kullanilan
immin boyanin tiriine bagl olarak yalanci peroksidaz aktivitesi
(eritrositler), endojen peroksidaz aktivitesi (sitokrom C) veya endojen
biyotin (6rn. karaciger, meme, beyin, bobrek) nedeniyle de
kaynaklanabilir.:»

Uriine Ozel Sinirlamalar:
Bilinen herhangi bir ek sinirlama yoktur.

Performans Ozellikleri:
Duyarlilik, 6zgiillik ve gapraz reaktivite sirasiyla Tablo 1 ve 2'de 6zetlenmistir.

Yeniden Uretilebilirlik:

Antikor performansinin  tekrarlanabilirligi, segilmis normal ve timor
dokusunun gesitli giinlerde ve gesitli cihazlarda birden fazla operatérle test
edilmesiyle dogrulandi. Secilen dokularin boyanmasi tutarliydi ve beklendigi
gibi yapildi.

Boyamanin calisma ici tekrarlanabilirligi, ayni dokuyu iceren bes dokunun
birden fazla alet izerinde boyanmasi yoluyla belirlendi.

Boyamanin calismalar arasi tekrarlanabilirligi, ayni dokuyu iceren beg slaytin
ayni cihazda (i¢ glin/calismada boyanmasi yoluyla belirlendi. Tiim testler,
Biocare'in dahili puanlama yonergelerinde tanimlandigi sekilde ayni puanlarla
gecti.

Immiinoreaktivite:
Asadidaki pozitif ve negatif immiinoreaktiviteler asagidaki Tablo 1 ve 2'de
gosterilmistir.

Asadida verilen liste kapsamli degildir ancak belirtilen antikorla gézlemlenen
imminoreaktivite tiirlerini karakterize eder.

Beklenen Sonuclarin Ozeti:

Bu antikorun, tiim lenfoma tiirleri ve normal insan dokusu da dahil olmak
lzere, Uzerinde test edildigi tim doku tiirleriyle immiinoreaktif oldugu
bulundu. Boyama agirlikli olarak membrandzdiir ancak yiiksek ekspresyon
numunelerinde sitoplazmik de gériinebilir. Boyanma agirlikli olarak endotelyal
hiicrelerde ve lenfositlerde bulunur ve bazi dokulardaki epitelyal hiicrelerde
daha diistik prevalansa sahiptir.

Tablo 1:Duyarlilik ve 6zgiilliik, formalinle sabitlenmis, parafine gémiimiis
hastalikli dokularin test edilmesiyle belirlendi.

- Positive Total
MELS Cases Cases
Diffuse B cell Lymphoma 15 15
Mycosis fungoides 1 1
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Diffuse T cell Lymphoma 5 5
Hodgkin’s Lymphoma 10 10
Diffuse Large B Cell Lymphoma 6 6

Tablo 2:Doku gapraz reaktivitesi formalinle sabitlenmis, parafine gémilmiis
normal dokularin test edilmesiyle belirlendi.

Doku Olumlu Durumlar Toplam Vakalar

Beyin

Beyincik

Adrenal
Yumurtalk
Pankreas

Lenf DUgumi

Trakea

Testis
Tiroid
Gogus
Dalak
Bademcik

Timus

Kemik iligi

Akciger

Kalp

Yemek borusu

Karin

ince bagirsak

Kolon

Karaciger

Tikurik bezi
Bobrek

Prostat

Rahim

Serviks, rahim agz

Iskelet kasi

Deri

Periferik Sinir

Astar Hicreleri

Goz
girtlak
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Sorun giderme:
1. Higbir slaytta lekelenme yok — Uygun pozitif kontrol dokusunun,
antikorun ve tespit Griinlerinin kullanildigini belirlemek igin kontrol edin.

2. Tum slaytlarin zayif boyanmasi — Uygun pozitif kontrol dokusunun,
antikorun ve tespit Urtinlerinin kullanildigini belirlemek igin kontrol edin.
3. Tum slaytlarin asin arka plani — Yiiksek seviyelerde endojen

biyotin (biyotin bazli tespit Uriinleri kullaniliyorsa), kromojeni renkli son Uriine

M Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553
USA

donistiiren endojen HRP aktivitesi (peroksidaz blogu kullanin) veya agiri
spesifik olmayan protein etkilesimi (bir protein kullanin) olabilir serum veya
kazein bazl bloke etme sollisyonu gibi blokaj).

4. Doku bélimleri inkiibasyon sirasinda slaytlari yikar — Pozitif yikli
olduklarindan emin olmak igin slaytlari kontrol edin.
5. Spesifik boyama ¢ok koyu — Slayda uygun antikor titresinin

uygulanip uygulanmadidini ve ayrica tiim reaktifler icin uygun inkiibasyon
surelerini belirlemek igin protokolli kontrol edin. Ek olarak, kulugka adimlari
tamamlandiktan sonra fazla reaktifleri gikarmak igin protokoliin yeterli yilkama
adimina sahip oldugundan emin olun.
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Ultraline antikorlar yalnizca Biocare Medical LLC tarafindan gelistirilmistir ve
Biocare antikorlarinin Ventana Medical Systems, Inc veya Roche tarafindan
onaylandigi veya onaylandigi anlamina gelmez. Biocare, Ventana ve Roche'un
higbir sekilde bagdl, iliskili veya iliskili degildir. Ventana®, BenchMark®,
ultraView ve OptiView Roche'un ticari markalaridir.

Q Serisi antikorlar yalnizca Biocare Medical LLC tarafindan gelistirilmistir ve
Biocare antikorlarinin Leica Biosystems tarafindan onaylandigi veya
onaylandidi anlamina gelmez. Biocare ve Leica Biosystems'in hicbir sekilde
baglantili, iliskili veya iliskili degildir. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX ve
BOND-III, Leica Biosystems'in ticari markalaridir.
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