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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Intended Use:

For /n vitro Diagnostic Use

Calretinin is a rabbit polyclonal antibody that is intended for professional
laboratory use after the initial diagnosis of tumor has been made by
conventional histopathology using nonimmunologic histochemical stains, in
the qualitative identification of Calretinin 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:
Calretinin is a calcium binding protein that is related to calmodulin and
calbindin-D28k and is found mainly in neuronal tissue. It is present in subsets

of neurons throughout the brain and spinal cord, including sensory ganglia.
15-19

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: Rabbit polyclonal
Species Reactivity: Human
Clone: N/A

Isotype: N/A

Protein Concentration: Lot specific Ig concentration is not available.
Specificity: Calretinin

Cellular Localization: Nuclear and cytoplasmic

Method: Affinity purified rabbit polyclonal

Reconstitution, Mixing, Dilution, Titration:

Prediluted antibody reagent is optimally diluted for use with the below
mentioned staining systems. 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).

Known Applications:
Immunohistochemistry (formalin-fixed paraffin-embedded tissues)
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Supplied As:
Buffered saline solution, pH 5.9-6.0, contains 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)
Automated Slide Staining Platform

Configurations of the antibody product are available for use on the
instruments indicated in the table above.

Storage and Stability:
Store at 2°C 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 reagents 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.”?

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.*>
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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. To prevent evaporation and ensure maximum test capacity, promptly cap
and remove reagents from automated instruments after each run. Leaving
reagents exposed can reduce their effectiveness and the number of tests
they can provide. Always store reagents as directed to maintain their
integrity.

8. Dispose of all used reagents and any other contaminated disposable
materials following procedures for infectious or potentially infectious waste.
It is the responsibility of each laboratory to handle solid and liquid waste
according to their nature and degree of hazardousness and to treat and
dispose of it (or have them treated and disposed of) in accordance with any
applicable regulations.

9. Follow local disposal regulations for your location along with
recommendations in the Safety Data Sheet to determine the safe disposal of
this product

10. The SDS is available upon request and is located at http://biocare.net.
11. To report suspected serious incidents related to this device, contact the
local Biocare representative and the competent authority of the Member
State or Country in which the user is established.

Instructions for Use:
Recommended Staining Protocols for Calretinin:

NeoPATH PRO:

NPAI092 is intended for use with the NeoPATH PRO. Refer to the User
Manual for specific instructions for use. Recommended protocol
parameters are as follows:

Chromogen

Staining Option e

Antibody Protocol: | Calretinin, 20 min at RT

Template: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Dewax: Dewax STD; 20 min at 75°C

Antigen Retrieval

(HIER Option): HIGH_105C_30MIN

Enzyme: N/A

Block Option: N/A

Detection: HRP_20AB_STD (Amplifier; 10 min at RT

Polymer; 25 min at RT)

Chromogen: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Hematoxylin: 7 min at RT
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Q Series — For Leica BOND-III:

ALI092 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:

Chrt_)mogen Staining DAB

Option

Protocol Name: IHC Protocol F + Blocker

Detection: Bond Polymer Refine

HIER: 20 min with ER2

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: Mesothelioma

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
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 Calretinin 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 a Calretinin rabbit polyclonal 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
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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 guidelinel?). 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.

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.
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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.
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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
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.
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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.!?

Product Specific Limitations:
No additional product specific limitations.

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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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Ynotpe6a no npegHa3HauyeHue:

3a uH BuTPO [INarHoctnyHa ynotpeba

KanpeTMHUHBT e 3aeLuko NOSIMKIOHANHO aHTUTSNO, KOETO e NpeAHa3HavyeHo
3a npodecnoHanHa nabopatopHa ynotpeba, cnea kKaTo MbpBOHadanHaTa
AvarHo3a Ha Tymopa e 6Ouna HampaBeHa upe3 KOHBEHLMOHanHa
XMCTOMAaTONorus, 13non3ealla HEWMYHOSTOrMYHU XUCTOXMMUYHU
OLBETSBaHUS, NpU KayecTBeHa MAEHTUdMKaLUMS Ha MPOTEUH KanpeTWHWH
ype3 umyHoxuctoxmmusl (IHC) BbB pukcvpaHy BbB OpManuH, BrpaeHn B
napacduH (FFPE) yoBelkn TbkaHW. KnuHMYHaTa MHTEpnpeTaums Ha BCSKO
ouBeTsIBaHe UnK nuncaTta My TpsibBa Aa 6bae AoMbiaHeHa OT MOPMOIOrUYHM
13c/eaBaHus], KaTo ce M3Mon3BaT MOAXOASLUM KOHTPOMU U Tpsibea fa 6bae
OLUEHeHa B KOHTEKCTa Ha K/IMHMYHATa MCTOPUSi Ha MauuveHTa u Apyru
[MArHOCTMYHM TecToBe OT KBanmduuvpaH naTonor KaTo MoMow, npu
B3EMaHETO Ha ApYrn KIMHWUYHW onpeaeneHus.

Pe3tome n obsicHeHme:

KanpeTvHnHbT € Kanuuin-cBbp3Baly MNpOTEMH, KOWUTO € CBbp3aH C
KanMoaynmMH u kanbuHamH-D28k n ce Hammpa rnaBHO B HEBPOHHaTa TbKaH.
Tol NpUCLCTBa B NOATPYNM OT HEBPOHU B LIENNSI MO3bK M IPbOHaYHUs MO3bK,
BK/IIOUNTESNIHO CEH30PHU raHruu. 1519

MpuHUMN Ha NnpoueaypaTa:

ToBa aHTUTANO MOXe f[a Ce M3Mon3Ba KaTo MbpPBUYHO aAHTUTSNIO Mpu
MMYHOXUCTOXUMUYHO U3crieaBaHe Ha (uKcvpaHu BbB (opManuH, BrpageHu
B napacdvH TbkaHHM cpe3oBe. KaTto usno umyHoxuctoxumuuHute (IHC)
TEXHUKUTE Ha OLBETSBaHE MO3BOMSABAT BM3yanu3auWs Ha aHTUreHu upes
nocnefoBaTesIHO NpuiaraHe Ha a Cneun@uyHO aHTUTANO KbM aHTUreHa
(MbPBUYHO @HTUTSIO), BTOPUYHO @HTUTSIO KbM MbPBUYHOTO aHTUTSNO (Mo
1360p CBBLP3BALLO AHTWUTSANO/COHAA), €H3UMEH KOMMIEKC M XpOMOreHeH
CybCTpaT C BMbKHATU CTbMKU Ha MpoMMBaHe. EH3MMHOTO akTuBMpaHe Ha
XpOMOreHa BOAM 10 BUAMM PeaKLMOHEH NPOAYKT Ha MACTOTO Ha aHTUreHa.
Cnep ToBa 06paseLbT MOXe Aa 6bae HacpeLHO OLBETEH M NOKPUT C Kanak.
Pesyntatute ce WHTepnpeTMpaT C MOMOLWITA Ha CBET/IMHA MMKPOCKOM WU
noMmoLY, Npy aAndepeHuManHaTa AMarHo3a Ha naTtodu3nonorMyHM nNpoLecy,
KOWTO MOraT WM MOXe Aia He ca CBbp3aHW C onpeaesieH aHTUreH.

Marepuanu n meroam:

OcurypeHu peareHTu:

M3TOYHMK Ha XOCT: 3aeK NonKIoHaneH
PeaKTUBHOCT Ha BUAOBETE: YOBELLKN
KnoHunr: N/A

U3oTun: N/A

KoHueHTpaumsa Ha npoTeuH: He e HannyHa cneunduyHa 3a naptuaaTa
KOHUeHTpauus Ha Ig.

CneumduryHocT: KanpetvHuH

KneTrbuHa nokanusaums: S4peHu 1 UMToniasMeHn

Metoa: AQUHUTETHO NPEUNCTEH 3aeLLKW NONKIIOHANEeH

Pa3TBapsiHe, cMecBaHe, pa3peXxaaHe, TUTPyBaHe:

MpeaBapUTenHO pa3peaeHNUsT peareHT 3a aHTUTeNa e onTMMasnHo paspeaeH
3@ M3MOoN3BaHe CbC CrOMEHaTUTe MO-A0Ny CUCTEMM 3a ouBeTsiBaHe. [o-
HaTaTbLUHOTO pa3pexaaHe Moxe Aa fosefe A0 3aryba Ha aHTUreHHO
oupeTsiBaHe. MoTpebuTensT TpsbBa Aa NOTBbPAM BCsiKa TakaBa MpoMsiHa.
PaznukuTe B obpaboTkaTa Ha TbKaHW W TEXHWYECKUTE npoueaypu B
nabopatopusita Ha noTpebuTens MoraT fda AoBedaT A0 3HauuTesnHa
NPOMEH/IMBOCT B PE3yNTaTUTe, KOETO Hanara PefoBHO W3BbpLUBAHE Ha
BbTPELLUHM KOHTpOM (BMXXTe pasaen KOHTpoN Ha KayecTsoTo).

“ Biocare Medical

60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

W3BeCcTHU NpUNoXKeHUs:
UmyHoXucToxmmus  (bukcupaHu BbB  (POpManMH  TbKaHW, BrpajeHu B
napaduH)

[locTaBsi ce KaTo:

bydepupaH dusmonormueH pasteop, pH 5,9-6,0, cbabpxa nNpOTEMHOB
HocuTen u no-manko oT 0,1% KOHCepBaHT HaTpueB asua. BuxTe
MHdopmMaumoHHMa nncT 3a 6e30nacHOCT 3a AOMbAHUTENHM NOAPO6HOCTY.

HeobxoanMu, HO HEOCUTYPEHW MaTepuany U PeakTUBK:
MWKPOCKOMNCKV NMPEAMETHMN CTHKJ1A Ca NMOJIOXUTENHO 3apeAeHy.
MonoXxuTenHn n oTpuLaTenHn TbKaHHU KOHTPON
MycTnHHa kamepa (Mnm noaobHa CywmnHs)

KcuneHn nnm 3amectuten Ha KcuneH

ETaHon unu peakT1B ankoxon

Kamepa 3a pa3kpviBaHe (TeHAXepa nog HansiraHe)
[eVioHn3npaHa unm aectunupaHa Boaa

M3mmBaLy 6ydep

PeareHTu 3a npeasapuTenHa obpabotka
MepokcnaaseH 6nok

MpoTenHoB 6510k (No n36op).

CoHpia 3a OTKpUBaHe 1 nonmmep

PeareHTu 3a oTpuuaTenHa KOHTpona

XpomoreHu

XemaTokcnnvH (KOHTpaoLBeTsBaHe)

PeareHT 3a nocvHsBaHe

MoHTaxHa cpeaa

MoKpM1BHO CTHKII0

CeeTnmHeH Mukpockon (40-400 mbTn yBeNnyeHve)
ABTOMaTU3MpaHa nNnatdopMa 3a ouBeTsiBaHe Ha cnalrijose

KoHdurypaummTe Ha nNpoayKTa C aHTUTENa Ca Ha/MyHU 3a M3MOM3BaHe Ha
MHCTPYMEHTUTE, NOCOYEHM B TabnmuaTta no-rope.

CbxpaHeHue u crabunHocr:

CobxpaHsiBaiite npy 2°C o 8°C. MpoaykTbT e cTabuneH Ao CpoKa Ha FOAHOCT,
oTrneyaTaH BbpXy €TMKeTa Ha ciakoHa, KoraTo ce CbXpaHsiBa Mpu Tesu
ycnoeusi. [la He ce u3non3Ba Clef M3TMYaHE Ha Cpoka Ha FOAHOCT.
CbXpaHeHVeTO Npu YCNoBUS, PasfvuHKM OT MocodeHuTe, TpsibBa Aa 6bae
npoeepeHo. PaspeaeHnTe peareHTH TpsibBa Aa ce uM3nonseaT He3abaBHO;
CbXpaHsiBalTe ocTaHanusi peareHT npu 2°C go 8°C. CrabwunHocTTa Ha
pa3spefeHuTe OT NoTpebuTens peareHTU He e ycTaHoBeHa oOT Biocare.

MonoxuTenHuTe U OTpUUATENIHUTE KOHTPONM TpsibBa Aa ce nposexaaTt
e[HOBpEMEHHO C BCUYKM npobu OT naumeHTU. AKO ce Habnoaasa
HEOYaKBaHO OLIBETSIBAHE, KOETO He MOXe fa ce 0bscHM C Bapuauuu B
nabopatopHuTe npouesypu W ce nopgosvpa npobnem C aHTUTANOTO,
CBBbpXKETe Ce C TeXHNYecKkaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 nnu
ype3 MWHdoOpMauMaTa 3a TexHUYecka MOAAPbXKKA, MpefocTaBeHa Ha
biocare.net.

NoaroToBka Ha npobara:

TbkaHu, UKCMpaHK BbB (DOPManMH Ca MOAXOASLM 33 M3MNoN3BaHe npeav
napadvHoBO  BrpaxzaHe. KocTHMTe TbkaHu TpsibBa fa 6baat
Aekanunduumpann npean obpaboTkata Ha TbKaHWTe, 3a fda Ce Y/eCHu
pa3psi3BaHETO Ha TbKaHUTE M Aa ce NpeAoTBpaT MoBpeaa Ha ocTpueTaTa
Ha MukpoToMma.l?

MpaBunHO (DUKCMpaHU W BrpafieHn TbKaHW, ekcrpecvpaliy onpeaeneHaTa
aHTUreHHa uen, TpsibBa Aa ce CbXpaHsBaT Ha X1afHO MSCTO. 3aKOHbT 3a
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nopobpsiBaHe Ha KNMHU4YHaTa nabopatopusi (CLIA) ot 1988 r. n3nckea B 42
CFR 8§493.1259(b), ue ,JlabopaTopusita TpsibBa fAa CbXpaHsiBa OLBETEHM
cnaiigoBe Haii-Manko [feceT roAvHM OT fJaTaTa Ha W3ciedBaHe U
CbXxpaHsiBaliTe 6510koBeTe C Npobu Hal-Manko [ABe roAvHW OT faTaTta Ha
u3cneapaHeTo."3

TperupaHe Ha TbKaHU Npeau oLBeTABaHe:
M3BbpLueTe MHAYLMPaHO OT TOMMHA M3BnnYaHe Ha envton (HIER) cbrnacHo

npenopbyaHnsa NpoTOKON no-Aony. [lokasaHo e, Ye PyTUHHOTO M3Mos3BaHe
Ha HIER npean IHC MWHMMM3Mpa HeCLOTBETCTBMETO W CTaHAapTu3upa
oueTsBaHETO.*>

NMpeaynpexxaeHne U npeanasHn MepKu:

1. Toea aHTMTANO Cbabpxa no-Manko ot 0,1% HaTpues asua.
KoHueHTpauum no-manku ot 0,1% He ca onacHM MaTepuanu, KOUTO He
noanexaTr Ha AoknagBaHe, cbrnacHo U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA
cbobuieHne 3a onacHocT M Aupektnea 91/155/EC Ha EO. Hatpues asug
(NaNs), u3non3BaH KaTO KOHCEPBAHT, € TOKCMYEH Mpu MOr/blyaHe.
HaTpuneBunsT asma Moxe Aa pearnpa C ON0BHWM U MeAHWU BOLONPOBOAM, 3a Aa
obpazyBa CMMIHO €KCMIO3MBHM  MeTanHu  asuan. [pu  M3XBBbpAsHe,
M3NNakHeTe C TrofneMu KOIMYecTBa BOAQ, 3a fAa NpeaoTBpaTute
HaTpynBaHETO Ha a3ua BbB BOAOMNPOBOAHATa WHcTanauus. (LeHTbp 3a
KOHTpOA Ha 3abonseaHuaTa, 1976 r., HaunoHaneH MHCTMTYT no 6e3onacHocT
1 3gpase npu paboTa, 1976 r.)°

2. MpobuTe, Npean v cnen GUKCMpaHe, U BCUYKWM MaTepuanu, U3NOXKEHN Ha
TsX, TpsiGBa Aa ce TpeTMpaT KaTo CNocobHM Aa npegaaaTt uHdekums n aa ce
M3XBbPMIAT C MOAXOAAWM MpeanasHu Mepku. Hukora He nuneTupaiite
peareHTM C ycTa M u3bsArealiTe KOHTaKT Ha KoXaTa W JiuraBuuute C
peareHTUTE M npobuTe. AKO peakTMBM WMAM Mpobu BNA3aT B KOHTAKT C
YYBCTBUTENHW 30HU, U3MMIATE M1 C 0BUHO KONMMYECTBO BoAa.’

3. MukpobHOTO 3aMbpcsiBaHe Ha peareHTUTEe MOXe fa Aosefde Ao
yBenMyaBaHe Ha HecrneumduyHOTO OLBETSBaHE.

4. WNHKybauUMOHHM BpeMeHa WnW TeMMepaTypy, pas/iMyHu OT MOCOYEHUTE,
MoraT da AagaTt rpewHun pesyntatu. MNotpebutensTt Tpsbea ga noTebpan
BCSIKa TakaBa NpoMsiHa.

5. He u3nonsBeaiiTe peareHT cfieq CPOKa Ha rOAHOCT, OTMeYaTaH BbpXy
dnakoHa.

6. MpeaBapuTENHO pa3pedeH peareHT Ha aHTUTAMO0 € ONTUManHO paspeaeH
3a ynoTpeba. Mo-HaTaTbWHOTO pa3pexzaaHe MoXe Aa Aoseae A0 3aryba Ha
QHTUIEHHO OLBETSBaHeE.

7. 3a oa npenoTBpaTUTe M3napeHve 1 Aa ocurypuTe MakcMMarsneH KanaumteT
Ha TecTa, He3abaBHO 3aTBapsifiTe W OTCTpaHsBalWTe peareHTUTe OT
aBTOMaTU3NPaHUTE WMHCTPYMEHTU CneA BCSKO nyckaHe. OCTaBSHETO Ha
peareHTUTe OTKPUTU MOXe Aa HaMann TsaxHaTa edeKTUMBHOCT U 6posi Ha
TECTOBETE, KOUTO MoraT [a NPeaoCTaBsT. BUHaru cbxpaHsiBanTe peareHTUTe
cropes ykasaHusTa, 3a Aa 3arnasute TaxHaTta LsiocT.

8. M3xBbpneTe BCUMUKM M3MOM3BaHW peareHTU U BCUYUKWU APYrM 3aMbpCeHM
MaTepuanu 3a egHokpaTHa ynoTpeba, KaTo cfieaBaTe npoueaypute 3a
MH(EKUMO3HN UM NOTEHUMANHO MHMEKUMO3HM oTnaabum. OTroBOPHOCT Ha
BCsika nabopatopusi € Aa 60paBu C TBLPAM WM TeYHW OTnagbuLM crnopes
TAXHOTO eCTeCTBO M CTeneH Ha OnacHOCT U Aa v TpeTvupa u nsxsbpns (Mnm
[a r'v Hakapa fa 6baaT TpeTMpaHn U U3XBbpsieHN) B CbOTBETCTBUE C BCUYKK
NPUNOXUMK pasnopeadu.

9. CnepgpaiiTe MeCTHUTE pasnopefbu 3a W3XBbp/SHE 3a BaLIETo
MECTOMNONOXEHNE 3aefHO C MPEnopbKUTE B MHGOPMaUMOHHUS NUCT 3a
6e30nacHoCT, 3a Aa onpeaenute 6e30MacHOTO U3XBLPISHE HA TO3M NPOAYKT
10. Wb e pocTbheH Npy NOMCKBaHe M ce Hammpa Ha http://biocare.net.

11. 3a ga cboblwwmTe 3a NpeanonaraeMn Cepro3HN MHUMAEHTM, CBbP3aHU C
TOBa YCTPOWCTBO, CBbPXETE Ce C MEeCTHWs MnpeacTtaBuTen Ha Biocare u
KOMMETEHTHWUS OpraH Ha AbpXXaBaTa YeHKa WMIM gbpXaBaTa, B KOATO e
yCTaHOBEeH noTpebutensr.

WUHCcTpyKuum 3a ynorpeba:
MpenopbunTENHM NPOTOKONN 3a OLBETSIBAHE 3a KaNPETUHWUH:

NeoPATH PRO:
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NPAI092 e npeaHasHayeH 3a n3nonssaHe ¢ NeoPATH PRO. O6bpHeTe ce
KbM PbKOBOACTBOTO 3a n0Tp€6VITe}19I 3@ KOHKPETHU WHCTPYKUMU 3a
ynotpeba. [penopbunTenHuTe napamMeTpy Ha MPOTOKONMA Ca KakTo

cneaea:
Onuusa 3a ouBeTsiBaHe DAB

C XpoMoOreH

MpoTtokon 3a | KanpetvHuH, 20 MWHYTM npu CTalHa
aHTuTena: Temnepatypa

wabnox: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
[AenapacdmHusaums: Dewax STD; 20 MMHyTH npu 75°C
U3Bnunuaxe Ha

aHTured (onuusa TYK):

HIGH_105C_30MIN

EH3UM:

N/A

Onuusa 3a 610kupaHe:

N/A

OTKpuBaHe: HRP_20AB_STD (ycunsaten; 10 MuHyTU
npu CcTallHa TemnepaTypa nonumep; 25
MWHYTW MpU CTaliHa TeMnepaTypa)

XpoMmoreH: 7 MuHyT1 DAB + 2 mnHyT DAB Enhancer

XeMaTOKCU/INH: 7 MUHYTM MNpU CTaiiHa TemMnepaTtypa

Cepusa Q — 3a Leica BOND-III:

ALI092 e npepHa3HadveH 3a uanonseaHe c Leica BOND-III. O6bpHeTe ce
KbM PbKOBOACTBOTO 3a MNOTPebUTENs 3a KOHKPETHW MHCTPYKUMK 3@
ynotpeba. [penopbunTenHuTe napamMeTpy Ha MPOTOKOMA Ca KakTo

cnepasa:
Onumsa 3a ouBeTsiBaHe DAB
C XpOMOreH
WUMe Ha npoTokona: IHC npotokon F + 6nokep
OTKpuBaHe: Bond Polymer Refine
TYK: 20 MyHYTH € ER2
MepokcuaeH 6nok: 5 MWH
Mapkep (mbpBM4HO 15 MuH
AHTUTANO):
My6nukysai 8 MUH
MbPBUYEH:
Monumep: 8 MWH
CMeceHO XPOMOreHHO
10 MuH
npeyncrTBaHe:
XeMaTOKCUJIUH: 5 MUH

KoHTpon Ha kayecTBOTO:

O6bpHeTe ce KbM CTaHAapTUTe 3a kayectBo Ha CLSI 3a npoekTvpaHe u
npunaraHe Ha WMYHOXUCTOXMMWYHM aHanu3n; OfobpeHo pbKoBOACTBO-
BTOpO u3aaHue (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA CALL, (www.clsi.org). 2011 r8

MonoxunTened TbkaHeH KOHTpos: Me3oTenvom

MaTepvanuTe 3a BbHLUHA MOMOXKUTENHA KOHTpona TpsibsBa Aa 6baaT npecHn
npobu, ¢ukcupaHn, o6paboTeHn W BrpafieHn Bb3MOXHO HaW-CKOpPO MO
CblUMSA HauMH KaTo npobaTa(MTe) Ha nauueHTa. MoNoXUTENHUTE TbKaHHM
KOHTPOSIN Ca NOKasaTeNHW 3a NPaBMIHO NOArOTBEHW TbKaHW W MOAXOASLLM
TEXHUKWN 3a OuBeTsBaHe. BbB BCEKM LMKBN Ha OuBeTsBaHe Tpsibea fa ce
BKJ/IOYM efjHa MOJIOKUTESIHA BbHLUHA TbKaHHa KOHTPO/a 3a BCeKM Habop oT
yCnoBusi Ha TecTa.

TbkaHUTe, W3MON3BaHM 3a MaTepuanuTe 3a BbHIIHA MOOXMUTENHA
KOHTpona, TpsibBa aa 6baatT u3bpaHn OT nNpobwu OT naumeHTn C Aobpe
OXapaKTepu3vpaHu HACKM HMUBA Ha MOJIOXUTESHA LieNneBa akTUBHOCT, KOSTO
[aBa C1abo MONOXMTENHO ouBeTsBaHe. HUCKOTO HMBO Ha MONOXUTENHOCT
3@ BBHWHW MONOXUTENHW KOHTPONAM € MpeaHasHayeHo Ja ocurypu
OTKpMBaHe Ha GPVHM NPOMEHN B YyBCTBUTEIHOCTTA HA MbPBUYHOTO aHTUTSNIO
OT HecTabunHocT unm npobnemu ¢ IHC metoponorusta. lNpeanaraHute B
TbproeckaTa Mpexa npeAMETHU CTbKa 3@ KOHTPOJ Ha TbKaHW Uin npobu,
06paboTeHn No pasnmyeH HaumH OoT npobaTta(uTe) Ha NauneHTa, BannManpat
camMo edeKTMBHOCTTa Ha peareHTa M He npoBepsiBaT MOArOTOBKaTa Ha
TbKaHuTe.
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M3BECTHN NONOXUTENHN TbKaHHU KOHTpOU Tpﬂ6Ba Aa Ce U3non3eat Camo
3a HabnoaeHne Ha NpaBuiHaTa paboTa Ha 06paboTeHNTe TbKaHW 1 TECTOBU
peareHTy, a He KaTo MoMoLy Npu opMy/IMpaHe Ha KOHKPEeTHa AuarHosa Ha
npoGM OT MauUEHTH. AKO MONOXUTENHUTE TbKaHHWU KOHTPO/N He ycneaTt Aa
nokaxkaT MOJSIOKUTENHO OLBETSBaHe, Ppe3ynTatute C TecToBuTe npobu
TpsibBa Aa Ce cunTaT 3a HEBAINAHW.

OTpuuaTeneH TbkaHeH KOHTPO:

M3nonsgaiiTe oOTpuUATENHA TbKaHHA KOHTpona (M3BEeCTHa Ha 6bge
Ka/peTUHMH OTpULATENHN), hUKCMpaHu, 06paboTeHn 1 BrpaieHn Mo HaumH,
MAeHTUYeH ¢ npobarta(MTe) Ha NauMeHTa NMpu BCSKO OLUBETsBaHe, 3a Aa ce
npoeepu cneuncdmryHocTTa Ha IHC MbpBUYHOTO @HTUTSNO 3a AEMOHCTPaLMUS
Ha LeneBus aHTUreH U 3a NpeaocTaBsHE Ha MHAMKAUMA 3a cneumduyHo
¢oHOBO ouBeTaBaHe ((hanwmBo NONOXWUTENHO ouseTsaBaHe). OcBeH ToBa
pasHO0bpasneTo OT pas/IMYHM BUAOBE KIETKWU, MPUCLCTBALLM B MOBEYETO
TbKaHHM Cpe30Be, MOXe Aa 6baaT u3non3eaHu OT nabopaTopusiTa KaTo
BbTPELLUHM OTpULIATESNHWN KOHTPO/IHM MeCTa 3a npoBepka Ha pabotata Ha IHC
cneundmvkaumn. TunoBeTe U U3TOYHMLMTE Ha Npobu, KOMTO MoraT da ce
M3MON3BaT 3a OTpuUaTenHa TbKaH KOHTpONMTE ca M3bpoeHn B pasgena
XapakTepucTukun Ha edeKTUBHOCTTA.

AKO ce nosieu CI'IeLlVI(bVILIHO ouBeTABaHE (¢)anumso NONOXUTENTHO
OLlBeTFIBaHe) B OTpULaTENIHAaTa TbKaHHA KOHTPOS1a, pe3ynTaTuTe ot I'IpO6VITe
Ha nauneHTa TpﬂﬁBa Aa Ce CYUTAT 3a HEBaANUAHWN.

HecneundwuyeH oTpuLiaTenieH KOHTPOJIEH PeareHT:

M3nonsBaiiTe HecrneumdnyHa oTpuLaTENHa KOHTPONa Ha peareHTa Ha
MSICTOTO Ha MbPBUYHOTO aHTUTSMO C paspes OT BCsika npoba oT nauumeHT, 3a
[1a OLEeHUTE HecneunmdUyYHOTO OLBETSABAHE U

no3BonsiBaT No-Aobpa MHTepnpeTauns Ha CneumduyHOTO OLBETSBaHE Ha
QHTUIEHHOTO MSCTO. B mpeanHus cnydyali oTpuuaTenHaTa KOHTpona Ha
peareHTa cbabpxa a Ka/peTvHuH 33ELKU MO/MK/IOHA/IEH aHTUTANO,
Npou3BeAeHO OT CyrnepHaTaHTa Ha TbKaHHa Ky/iTypa Mo CbLUMs HAUMH KaTo
MbPBUYHOTO aHTWUTANO, HO He nposiBsBa creumduryHa peakTUBHOCT C
YOBELIKM TbKaHW B CblyaTa MaTpuua/pa3TBop kaTo Biocare aHTWUTAMO.
Paspepete oTpuUATENIHO KOHTPOTHO @HTUTSNO [0 CbluaTa KOHLEHTpauums Ha
MMYHOTN00YIMH UK NPOTENH KaTo pa3pesieHOTO MbPBUYHO aHTUTSINO, KaTo
ce M3Mon3Ba MAeHTUYeH paspeauTen. AKO QeTaneH Tenewku cepym ce
3a/bpXa B YACTOTO aHTUTANO crieq obpaboTkaTta, deTaneH Tenewkn cepym
C NPOTEMHOBA KOHLIEHTPaUWsl, eKBMBANeHTHa Ha pa3peaeHaTta MbpBUYHO
QHTUTANO B CblUMSA pa3peauTen CblLo € NoAxoAswo 3a ynoTtpeba. (Bwxre
npenocTaBeHusi peareHT). CamMo pa3peanTen MoXe [a ce U3rnos3Ba KaTto no-
Masiko >xenaHa anTepHaTMBa Ha OMNWcaHWTe Mo-rope OTpuuUaTeNHU
pPEaKTUBHW  KOHTPONM. WHKY6aUMOHHMAT nepuos 3a OTpuuaTenHaTta
peakTMBHa KOHTpona TpsibBa Aa CbOTBETCTBA Ha TO3WM Ha MbPBUYHOTO
aHTUTSNO.

KoraTo ce U3non3saT naHenu oT HAKOJKO aHTUTENa BbPXy CEpPUIAHM Cpe3oBe,
30HUTE C OTpULATENHO OUBETSIBAHE Ha eauH Cnaia MoraTt fa ciyXaT KaTo
oTpuuaTtenHa/HecneumdunyHa CBbp3Balla (OHOBa KOHTpOnAa 3a Apyru
aHTUTena. 3a fa ce pasrpaHuyM eHAoreHHaTa €eH3WMHa aKTVWBHOCT Win
Hecneum@uuHOTO  CBbp3BaHE  Ha  eH3MMM  OT  cneumdmyHaTa
MMYHOPEaKTUBHOCT, AOMb/HUTENHM TbKaHW Ha MauveHTa MoraT ga 6baat
OLBETEHN U3K/TOYNTENHO CbC CYBCTPaT-XPOMOreH UM EH3VMHU KOMMIEKCH
(PAP, aBMaAH-6MOTHH, CTpPeNTaBuaAYH) U CbOTBETHO CyBCTpaT-XpOMOreH.

[poBepka Ha aHanu3a:

MNpeav MbpBOHAYaNHOTO W3MON3BAaHE Ha aHTUTANO WM cucTeMa 3a
OLBETsIBaHE B AMArHOCTMYHA rnpoLueaypa, NoTpedbutensT Tpsbsa Aa npoBepu
cneunduyHOCTTa Ha aHTUTANIOTO, kaTo ro TecTBa BbpXy nopeavua OT
BbTPEWHN TbKaHW C W3BECTHM WMYHOXUCTOXUMUYHM XapaKTEPUCTUKW,
NpeacTaBnsiBalM  WM3BECTHU MOMOXWUTENHW WM OTPULATENHM  TbKaHW.
Ob6bpHeTe ce KbM MpoueaypuTe 3a KOHTPO/ Ha KayecTBOTO, NMOCOYEHU No-
paHO B TO3W pasgen Ha NMCTOBKAaTa Ha NPOAYKTA, M KbM MpenopbkuTe 3a
KOHTPO/1 Ha Ka4yecTBOTO Ha MporpamMaTa 3a ceptuduumpaHe Ha CAP® 3a
MMYHOXMCTOXMMMSA U/vunu HacokuTe 3a IHC Ha NCCLS0). Tesu npoueaypv 3a
KOHTPOJT Ha KauyecTBOTO TpsibBa Aa ce MOBTapsAT 3a BCska HOBa napTvaa

“ Biocare Medical 7/117

60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

QHTUTANO MMM BUHArM, KOraTto MMa MpoMsiHA B MapaMeTpuTe Ha aHanv3a.
TbkaHuTe, M36POEHM B pa3fena 3a XapakTepucTUKUTE Ha edheKTUBHOCTTa,
ca NoAxoAsLuyM 3a NpoBepKa Ha aHanusa.

OTCcTpaHsiBaHEe Ha HEM3NpaBHOCTU:

Cneppaitte NpenopbKuTe 3a crieunduyeH NPOTOKO/ 3a aHTUTEeNa CbIacHo
NPeaocTaBeHnst NIUCT C AaHHW. AKO Bb3HMKHAT HETUNWYHWM pes3ynTaTy,
CBBPXETE ce C TeXHMYeckaTa noaapbxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002.

TbaKyBaHe Ha OLBETABAHETO:

MonoxuTeneH TbkaHeH KOHTPO:

MonoxuTenHata TbKaHHA KOHTPOJA, OLBETEHA C MOCOYEHOTO aHTUTANO,
TpsibBa MbpBO Aa Ce M3CNefBa, 3a Aa Ce YCTaHOBW, Ye BCUYKU peareHTu
(DYHKUMOHMPAT NpaBunHO. [OAXOASLLOTO OLUBETSBaHE Ha MpULEHUTE
KNeTkM (KakTo e MOCOYEHO MO-rope) € MoKasaTeHO 33 MONOXMUTENHA
PEaKTUBHOCT. AKO MOMIOXUTENHUTE TbKaHHU KOHTPO/M He ycredT Aa
MOKaXXaT MOMOXXUTENTHO OLIBETSBAHE, BCUUKM Pe3y/TaTi C TeCToBUTE Npobu
TpsibBa Aa Ce CYMTAT 3a HEBANUAHM.

LiBeTbT Ha peakuMOHHUS MPOAYKT MOXe fa Bapupa B 3aBUCUMOCT OT
n3non3eaHnTe Cy6CTpaTHVI XPOMOreHu. BuXTe NUCTOBKMTE Ha OrakoBKaTa
Ha CY6CTpaTa 3@ 0YaKBaHWTE LUBETHM peakumn. OCBEH TOBa MeTaxpoMasusTa
MOXe fa ce Habnoaasa Npu Bapuauun Ha MeToAa Ha ouBeTsBaHe.!!
Korato ce un3nonsea NPOTUBOOLIBETABAHE, B 3aBUCNMOCT oT
NPOABL/DKNTENHOCTTA Ha VIHKyﬁaLI,VIFITa n erVIKaCHOC'I'I'a Ha M3Non3BaHOTO
NpoTMBOOLBETABaHE, NPOTUBOOLIBETABAHETO LUE AOBEAE A0 OLBETABAHE Ha
KneTbyHuTe aapa. MpekoMepHOTO WM HEMb/IHO KOHTPACTHO OLBETABaHe
MOXXE Aa KOMMPOMETUPA NPaBUTHOTO Tb/IKyBaHE Ha PE3YNTATUTE. OGpreTe
C€ KbM I'IpOTOKO}'Ia(VITe) 3a Npenopb4aHOTO KOHTPAOLBETsABAHE.

OTpuuaTteneH TbKaHeH KOHTPO:

OTpuuaTenHaTa TbKaHHa KOHTpona Tpsbea fJa ce w3cneasa cnea
NnosoXknTeNHaTa TbKaHHa KOHTPONa, 3a Aa Ce NMpPoBepu Cneum@uyHOCTTa Ha
MapKMpaHeTo Ha LieneBusi aHTUreH OT MbPBUYHOTO aHTUTANO. Jiuncata Ha
cneumduyHO  ouBeTsBaHe B OTpuUaTeNnHaTa TbKaHHa  KOHTpona
NnoTBbPXAaBa /MncaTa Ha KpPbCTOCaHa PEeaKTUBHOCT Ha aHTUTena KbM
KNETKU/KNETbYHN KOMMOHEHTU. AKO Ce MOosiBU CrneumduyHO ouBeTsiBaHe
(chanwmeo NONOXMTENHO OLBETSBaHE) B OTpUUATeNHaTa BbHLWHA TbKaHHa
KOHTpOna, pesynTtatute oT npobaTta oT mauveHTa TpsbBa Aa ce cuuTaT 3a
HeBanuaHu.

HecneundunyHoTo ouBeTsiBaHe, ako e Hanuue, 0bUKHOBEHO uMa Audy3eH
Bua. CnopaguMuyHO OUBETsSIBaHE Ha CbeAVHWTENHaTa TbkaH MOXe Aa ce
HabnogaBa M B cpe3oBe OT NpekoMepHO MKCMpaHu C popManvH TbKaHu.
M3non3BaiTe HEMoKbTHaTW KETKM 3a Tb/KyBaHe Ha pe3yntatute OT
OLBETSIBAHETO. HeKpoTUYHWUTE WM [ereHepupan  KIeTKUM YecTo ce
OUBETSBAT HecrneumduyHo.

ThbKaH Ha naumeHTa:

W3cnepBaite npobu OT MauMEHTW, OLBETEHW C TMOCOYEHOTO AHTUTSIO
nocneaHo. MonoXUTENHUST WMHTEH3WTET Ha ouBeTsBaHe TpsibBa Aa ce
OLeHsiBa B KOHTEKCTa Ha BCSKO HecneuuduyHo (OHOBO OLBeTsBaHe Ha
oTpuuaTenHaTa KOHTpona C peareHT. KakTo npu BCeKU UMYHOXUCTOXMMUYEH
TeCT, oTpuUaTeNeH pe3ynTaT 03Ha4aBa, Ye aHTUreHbT He e bun oTKpuT, a
He 4e aHTUreHbT € OTCbCTBaSl B aHanM3MpaHUTE KNETKWU/TbkaH. AKO €
HeobXx0AMMO, WM3MON3BaNTE MaHeN OT aHTUTEeNa 3a uaeHTUdMUMpaHe Ha
anwmBo-oTpULLATENHN peakLmi.

TP V8 (12/27/2024)

USA

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



Calretinin
Prediluted Rabbit Polyclonal Antibody
901-092-031925

Bulgarian

CNP 5 A T . e
\."',I' ‘\ & "“/ 402,
Vi da 42 TS ’

i N i Y
A " § ‘l 0 % o

: ,"\5 i P-ie)

RS R Ay Ny
- g [ W\ »

<R

~ g
o B S 4

" L -
Me3oTe/mom, OLBETEH C Ka/IpeTHWH aHTUTA/1I0

OrpaHnyeHms:

O6Lm orpaHuyeHus:

1.
2.

“ Biocare Medical

60 Berry Drive

3a mH BUTPO AMArHOCTUYHA ynoTpeba

Tos npogykT e caMo 3a  mpodecuoHanHa

ynoTtpeba:
VIMyHOXMCTOXMMUSITA € MHOFOETaneH AMAarHoCTUYEH MpOLEC, KOUTO ce
CbCTOM OT CrneumanusupaHo obyueHne 3a u3bop Ha MoOAXOASALM
peareHTn; noabop, pukcupaHe n obpaboTka Ha TbKaHW; MOArOTOBKa
Ha IHC cnaiga; v uHTeprnpeTauus Ha pesynTaTuTe OT OLBETSBAHETO.

OuBeTsBaHETO Ha TbKaHTa 3aBucK OT obpaboTkaTa n obpaboTkaTta Ha

TbKaHTa npean  ouBeTsiBaHeTo.  HempasunHOTO  dUKCKpaHe,
3aMpassBaHe, pa3MpassiBaHe, UW3MUBaHe, CylleHe, HarpsBaHe,
Haps3BaHe WK 3aMbpcsaBaHe C ApYrv TbKaHW WK TEYHOCTM MOXe Aa
posefe no aprtedakTv, YynaBsHe Ha aHTWTena wm  danwumeo
oTpuuaTenHu pesyntati. HenmocnegosaTenHuTe pesynTaTti MOXe Aa ce
[Ob/DKAT Ha Bapuaumu B MeToauTe 3a (UKCMpPaHe U BrpaXaaHe Win Ha
MPUCBLLUM HEPEAHOCTU B ThKaHTa.2

MpekoMepHOTO WM HEMb/HO KOHTPAcTHO OUBETSIBaHE MOXe [Ja
KOMNPOMETUpa NpaBUIHOTO ThJIKyBaHe Ha pe3y/nTaTuTe.

KnuHuyHata  MHTepnpeTaumMs Ha  BCAKO  MOMOXMUTENHO  MAW
OTpUUaTEeNHO OUBeTsBaHe TpsibBa [a Ce OueHsiBa B KOHTEKCTa Ha
KIIMHWYHOTO NpeAcTaBsHe, MopdoorusTa u Apyru XMCTonaTonornyHmn
KpuTepun. KnnHnyHaTa MHTEpnpeTauns Ha BCSKO MONOXKWUTENHO Unn
oTpuUaTeNHO ouBeTsBaHe TpsibBa [fda 6bae [ombiHeHa OT
MOPAONOrMYHN  U3CNedBaHusl, KaTo Ce W3non3sBaT  MOAXOASLUM
NONOXKWTENHN U OTPULIATENTHW BTPELLHN M BbHLUHW KOHTPO/N, KaKTo U
OpYrM  OMarHOCTMYHM TectoBe. OTroOBOPHOCT Ha  KBanuduumpaH
MaTonior, KOWTO € 3aro3HaT C MpaBUIHOTO WM3non3BaHe Ha IHC
aHTUTena, peareHTV U MeToaM, € Aa WHTEeprnpeTMpa BCUYKW CTbIIKK,
M3oM3BaHM 3a NMoAroToBKa M ThiKyBaHe Ha kpaiiHus IHC npenapart.
ONTUManNHOTO paspexaaHe Ha aHTUTANOTO W MNPOTOKONWUTE 3a
KOHKPETHO MpUOXEHNe MoraT Aa BapupaT. Te BKIOYBAT, HO He ce
orpaHvMyaBaT Ao uUKCMpaHe, MeToA 3a WM3B/MYaHE Ha TOMWHaA,
BpeMeHa Ha MHKybauus, aebenmHa Ha TbKaHHUS y4acTbK M M3MNoNn3BaH
KOMMNEKT 3a OTKpuBaHe. Mopaau npeBb3xoAHaTa YyBCTBUTESNHOCT Ha
Te31 YHUKaNIHW peareHTn, MOoCOYEeHWUTE MPenopbunTeIHN BpeMeHa Ha
MHKY6aLUmsi M TUTPU HEe Ca MPUIOXKMMM 3a APYrY CUCTEMU 33 OTKPUBaAHE,
TbiA KaTo pe3yNTaTUTE MOXE Aa Bapupar. MpenopbkuTe 1 NpoToKonTe
B MH(MOPMALMOHHUS JINCT Ce OCHOBAaBaT HA U3K/IHOUYUTETHOTO
M3ros3BaHe Ha NpoaykTuTe Biocare. B kpaliHa CMeTka OTrOBOPHOCT Ha
n3cnefosaTens € Aa onpeaeny onTUManHUTE YCNOBUS.

TO3M nNpoAyKT He e npeaHa3HayeH 3a WM3Mon3BaHe B MOTOYHA
LUMTOMETpUS. XapaKTepucTUkuTe Ha eeKTMBHOCTTa He Ca onpeaeneHun
3a NOTOYHA LUTOMETPUS.

Pacheco, CA 94553

USA

10.

11.

TbKaHu OT XOpa, 3apa3eHu C BUpyCa Ha XenatuT B u cbabpxalm
NOBLPXHOCTEH aHTUreH Ha xenatut B (HBsAg), morat ga nposiBsST
HecneundbryHO OUBETSABAHE C NEPOKCMAA3a OT XpsiH. 13

PeareHTUTe Morat ga MokaxaT HeOYaKBaHU peakuuy B HETeCTBaHu
npeav ToBa TbKaHW. Bb3MOXHOCTTa 3a HEOYAKBaHW peakuun Aopu B
TECTBaHW TbKaHHW Fpynu He Moxe fa 6bae Hamb/HO eNMMUHMpaHa
nopaau 6uonornyHaTa BapuMabunHOCT Ha eKcrpecusiTa Ha aHTUreH B
HeoMniasMM WM Apyrv MaTonorvyHu Tbkauu.!* CBbpxeTe ce ¢
TexHn4yeckata noaapwxka Ha Biocare Ha 1-800-542-2002 wnm ypes
MHbOpMaumMsaTa 3a TexHWYecka MoAApbXKa, npeaocTaBeHa Ha
biocare.net, ¢ AOKyMEHTMpPaHN HEOYAKBAHN peaKkLmK.
HopManHuTe/HEMMYHHU CEPYMUM OT CbLUMS XMBOTUHCKM U3TOYHUK KaTo
BTOPUYHUTE @HTUCEPYMM, U3MOM3BaHM B eTanuTe Ha 61okvMpaHe, morat
@ NPUYMHAT anwmBo OTpULATENHU MK DaluMBO MOSIOXUTENHN
pesynTaTi nopaay aBTOAHTUTENA UM eCTECTBEHM aHTUTeNa.

Morat fa ce HabnogasaT danmBm NONOXUTENHW pe3yTaTu nopaau
HEUMYHONIOMMYHO CBbp3BaHE Ha MpOTEMHW WM  MPOAYKTU Ha
cybcTpatHa peakuusi. Te MoraT cblWwo Aa 6baaT npuuMHEHU OT
nceBaonepokcuaasHa aKTMBHOCT  (epuTpouuTy), €HJI0reHHa
nepokcmaasHa akTMBHOCT (unMToxpoM C) unm eHaoreHeH 6GUoTuH (Hanp.
yYepeH Apob6, rbpau, MO3bK, 6bOpek) B 3aBUCMMOCT OT BUAa Ha
M3M0/I3BaHOTO MMyHOOLIBETSIBAHE. 12

CneundunyHmn 3a NpoayKTa OrpaHNYeHns:

HSMa [OMBIHUTENIHN CrIELM@OUYHN 38 IPOAYKTA OFPaHNYEHMS.

OTcTpaHsiBaHe Ha HEN3NpPaBHOCTU:

1.

Hama ouBeTsBaHe Ha npegMeTHM cTbkna — [lpoBepeTe, 3a fAa
onpezenuTe, Yye ca U3Mos3BaHN MOAXOASLM TbKaHW 3a MONOXUTENHA
KOHTPONa, aHTUTeNa 1 NpPoAyKTU 3a OTKPUBAHE.

Cnabo ouBeTsiBaHe Ha BCUYKM NpeAMETHU CTbka — [poBepeTe, 3a Aa
onpegennTe, Yye ca U3Mon3BaHN NMOAXOASALM TbKaHW 3a MNONOXUTESHA
KOHTPONa, aHTUTeNa 1 NpPoAyKTU 3a OTKPUBAHE.

MpekoMepeH hoH Ha BCUYKM CraiioBe — Bb3MOXHO € [1a MMa BUCOKU
HVBA Ha eHAoreHeH 6UOTUH (aKo ce M3Mon3BaT NPOAYKTY 33 OTKpUBaHE
Ha 6aszata Ha 6WMOTWH), eHpgoreHHa HRP akTMBHOCT, npeBpbluaLla
XpPOMOreHa B OLBETEH KpaeH MpoAyKT (M3Mons3BaiiTe nepokcuaaseH
6710K) UM NPEKOMEpHO HecrneundUyHO NPOTEMHOBO B3aMMOAENCTBME
(u3non3BaiTe NpoTenHoB 610K, KaTo 611oKMpaLL pa3TBOp Ha 6a3aTa Ha
CEPYM WU Ka3eWH).

TbKaHHWUTE Cpe30Be Ce U3MMBAT OT NPeAMETHUTE CTbK/1a MO BpeMe Ha
nHKybaumsiTa — lNpoBepeTe nNpeaMeTHUTE CTbKIA, 3a Aa Ce YBepuTe, Ye
Ca NOSIOXXNTENHO 3apeaeHu.

CneumndunyHO ouBeTsBaHe e TBbpAe TbMHO — [1poBepeTe NpoToKoNa, 3a
[a onpeAenunTe fanu KbM NPeAMETHOTO CTBbKIIO € NMPUIOXKEH NpaBuieH
TUTBP Ha aHTUTENa, KaKTo M NpaBuIHUTE BPeMeHa Ha MHKybaums 3a
BCMYKM peareHTU. OCBeH TOBa Ce yBepeTe, Ye MpPOTOKOMLT MMa
[OCTaTbYHO CTBMKM Ha NMPOMMBaHE, 3a fa Ce OTCTPaHAT U3MULIHWUTE
peareHTV cnej NpUKIoYBaHE Ha CTBMKUTE Ha MHKybaums.

npenparku:

1.

2.

owu
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AHTUTEnaTa oT cepusita Q ca pa3paboTeHn eanMHCTBEHO OT Biocare Medical
LLC n He npeanonarat oaobpeHne unn ogobpeHve Ha aHTUTenaTa Biocare
oT Leica Biosystems. Biocare u Leica Biosystems He ca cBbp3aHu, CBbp3aHu
WM CBbP3aHKN MO HWKaKbB HauumH. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX u
BOND-III ca TbproBckv Mapku Ha Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

T -

NT 45 S &

Calretinin J& —f %2 selEduik, Gt seinsmm, 7E6AARREHEI b
et it T A S B R AT VI i W e, I e 4k (THC)
5 e M AR Y PR A (FFPE) A R4L4UR 1Y Calretinin 1. XHE
AT e (0 B G 0 R G 10 I S g R IR S5 P 3 2 % R R S 22 FU kAR 78, OF
ISLTE £ IR AT S A pl A% 0 B 2 AT B R A 2 I U 8 55 AT P
filtf, LAHS B AT T AR G PR B -

BE5YH:
Calretinin & —FS & A8 E, SEIHE QRSN &EE-D28k %, FERF
ETFHAEICAL . BT B KA RS0 R, GRS

ey, 15197
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BT b Al AR R S AR E L A i LA A 2R ) ) S B L Sk 24 Al
R —H. —MkUL SRIEHLULS (THC) BB fo Vi id 8t R H B
KAl R FUR R R TUA (0D R TP GRS R AR R
B L BEE SRR AR LSRR PP IR . S R I S BE b
JEAL R A A W RS T e ARG AT DA REAHEAT B, IR RaRs . R
FYCRARE LS R BB B TR B AR B R S, X T REER T RES R
SEPURTER .

TR TT
FEBLIREA:
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(ZWIFRERTD .

ERIN A«
GBS CR/R AR 2 A i L 2 20

R
erhHKIER, pH 5.9-6.0, & & ABUEAEA T 0.1% SEMPIE
AREZVAELE, HSRZeidRR.
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YHBEE (BRI TRAED
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THALFR 7

Tk S Al B b
FBAFR (Tig) .
KrRE R &
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JeiE R (40-400X JHORF5ER)
HEMLB e r B

P T B ol H T BRI IS -

BEEEAI R 1«

ffF T 2°C & 8°C. fEIXLELLAF FRATFIT, 277 W/ MIFREE 1 BRI AT 3L
WA RIZEN . WA RE M. BBUSIETER E 2 AF LM 261
HIGELE . RS R BGTIRL BN AT R IR RAR BGTIRE AR 2°C % 8°C T
Biocare 1 AR i F 7 A B R R ARE 1«

ISFT 0 9 %o 7 5 T R bR A R R AT G SRS B A et CEVEA
S AT IR FE RS ALEAE M &, 158# 1-800-542-2002
sl biocare.net FIRAEHIHIAR RS BB R Biocare AR,

i
R S RIS E R ZHER & AR A A AT . AR S B BT RO B2 2R
JBegs, DARI TR b B A ML e 12

TE A 1] 52 A0 L3 AR 8 R R AR AL AR R AP TE R Ak . 1988 4R IR SE
I EsuiE R (CLIA) ZE5K 42 CFR §493.1259(b) #llse™ sk z AR BE et
WY ARG HRED T REIHMRE AR T2 HREDFE, ™

RERTHRRIE:
HRAE T T HEFE M T RPATHRIFE S RABE (HIER). 76 IHC i i fd A
HIER CLIE B AT DA KRR B s D R — Bl e e brififb . 45

EEMERT:

1 EHAEERT 0.1% &%, 145 U.S. 29 CFR 1910.1200. OSHA
fa @R A EC $i54 91/155/EC, (KT 0.1% A& TRRE aeym. &
HALEN (NaN3) FERIER, WMRBMASE T SRR S EE
RAERPN, HREEREENERSRMAY. 48R, FAXEKmE, LB
IEBEMEEEPRE. R, 1976 4, ERPM L5
FEWFSLAT, 1976 4E) ©

2. [ 5 1l 5 AObR AR UL S T 22 5 T 30 rh b el 35 7 42 R R s A4 38 B 1 77 5
HEHATARER, I REBUGE MM TS i T A E . U120 AR EGR A, I8 ik
FARURR AR il 5 R ARG R o 2 SRR ) sl b A Pz o B MUK X 3, V5 R kT
o 7

3. IR AEYiS Je ] RS BCIRR R e s
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4, KFG W0 I IR BRI AT e 2 AR R IS SR . TP A AR AT AT 2
i

5. R L ENE B B R E 21

6. TRRPUARRFIIRERR M. PR RS SEPUR k.
7. R EZE R FE R EOCIMAASS &, FIEAT fE ML b s TR E B
AR ECH ARG LR RS 2 PR HG A R AT SR A I . 4R
LA IR RN AR LA ORI se B 1k

8. i HRAL Yotk il 7 AL Yo itk R (R 7 Ak BT A A (AR R T AT oA 32 35
Gl — AR AN S 56 5 AR ST AT AR 8 8] (4R A I 420 () 1k R R0 e B
A P AR AR A, AR AATIE FH AR AT A B R A B (0%
FeA AALFERIALED .

9. HIBIEIE FTEAL B 1 M b BIE R UL R e A FR R P, AR e AR
MR E

10. SDS AIRAEERAEME, {7 http://biocare.net.

11, BHRE SARE KM RM 5™ B4k, THBCR i Biocare A& LA/
BT AE A 7% [ B [ R ) E A 4 )

A5 PR B -
A R A YT R

NeoPATH PRO:

NPAI092 E{EL NeoPATH PRO —jiaffiH. BiAEHMHIESIMAEPF
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B A AR L2

PG E: PR T, iR 20 S
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25 35
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Q &% — & F4kF BOND-III:

ALI092 E7E5 Leica BOND-III FR&{fifH . EAAEH UL E S RA P F
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A WiERE MR I%
XH: ER2 20 44
A 5454k
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BEBESE. 104k
FHAK: 5%

JRE R
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Namjena:

Za in vitro Dijagnosticka upotreba

Calretinin je zeCje poliklonsko protutijelo koje je namijenjeno za
profesionalnu laboratorijsku upotrebu nakon sto je poCetna dijagnoza tumora
postavljena konvencionalnom histopatologijom koriStenjem neimunoloskih
histokemijskih boja, u kvalitativnoj identifikaciji proteina Calretinin
imunohistokemijom (IHC) u ljudskim tkivima fiksiranim u formalinu i
parafinom (FFPE). Klinicko tumacenje bilo kakvog bojenja ili njegove
odsutnosti trebalo bi nadopuniti morfoloskim studijama uz koristenje
odgovarajuc¢ih kontrola te bi ga kvalificirani patolog trebao procijeniti u
kontekstu klinicke povijesti pacijenta i drugih dijagnostickih testova kao
pomoc¢ u donosenju drugih klinickih odluka.

Sazetak i objasnjenje:

Kalretinin je protein koji veze kalcij koji je srodan kalmodulinu i kalbindinu-
D28k i nalazi se uglavhom u neuronskom tkivu. Prisutan je u podskupovima
neurona u cijelom mozgu i lednoj mozdini, ukljucujuci senzorne ganglije. >
19 (prikaz, strucni).

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 specificno protutijelo
na antigen (primarno protutijelo), sekundarno protutijelo na primarno
protutijelo (neobavezna 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: Kuni¢ poliklonski
Reaktivnost vrste: ljudski
Klon: N/A

Izotip: N/A

Koncentracija proteina: Koncentracija Ig specifitcne za seriju nije
dostupna.

Specificnost: Kalretinin

Stanicna lokalizacija: Nuklearni i citoplazmatski

metoda: Afinitetno procisceni zedji poliklonski

Rekonstitucija, mijesanje, razrjedivanje, titracija:

Prethodno razrijedeni reagens za antitijela optimalno je razrijeden za
upotrebu s nize navedenim sustavima bojenja. Daljnje razrjedivanje moze
rezultirati gubitkom antigenske boje. Korisnik mora potvrditi svaku takvu
promjenu. Razlike u obradi tkiva i tehnickim postupcima u laboratoriju
korisnika mogu proizvesti znacajnu varijabilnost u rezultatima zbog cega je
potrebno redovito obavljanje internih kontrola (vidi odjeljak Kontrola
kvalitete).

Poznate primjene:
Imunohistokemija (tkiva fiksirana formalinom i parafinom)

Isporucuje se kao:
Puferirana fizioloska otopina, pH 5,9-6,0, sadrZi proteinski nosac i manje 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 sli¢cha 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)
Automatizirana platforma za bojenje stakalca

Konfiguracije proizvoda s antitijelima dostupne su za upotrebu na
instrumentima navedenima 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 provjeriti 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 korisnicki razrijedenih reagensa.

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 broj 1-800-542-2002
ili putem informacija o tehnickoj podrsci na biocare.net.

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.!2

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 CFR §493.1259(b) da
laboratorij mora Cuvati obojena stakalca najmanje deset godina od datuma
ispitivanje i Cuvati blokove uzoraka najmanje dvije godine od datuma
ispitivanja.”3
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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.*>

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 (NaNs) koji se koristi kao konzervans je otrovan ako se proguta. Natrijev
azid moze 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.)°

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
odgovarajuce 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 reagensa moze rezultirati povecanjem
nespecificnog 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 moZze rezultirati gubitkom antigenske boje.
7. Kako biste sprijecili isparavanje i osigurali maksimalan kapacitet testa,
odmah zatvorite i uklonite reagense iz automatiziranih instrumenata nakon
svakog rada. Ostavljanje reagensa izloZzenima moZe smanjiti njihovu
ucinkovitost i broj testova koje mogu pruziti. Uvijek Cuvajte reagense prema
uputama kako biste odrZali njihovu cjelovitost.

8. Odlozite sve koristene reagense i bilo koji drugi kontaminirani materijal za
jednokratnu upotrebu prema postupcima za zarazni ili potencijalno zarazni
otpad. Odgovornost je svakog laboratorija postupati s krutim i tekucim
otpadom u skladu s njihovom prirodom i stupnjem opasnosti te ga tretirati i
zbrinjavati (ili dati ih obraditi i zbrinuti) u skladu s primjenjivim propisima.

9. Slijedite lokalne propise o odlaganju za svoju lokaciju zajedno s
preporukama u sigurnosno-tehnickom listu kako biste utvrdili sigurno
odlaganje ovog proizvoda

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

11. Za prijavu sumnje na ozbiljne incidente povezane s ovim uredajem
obratite se lokalnom predstavniku tvrtke Biocare i nadleznom tijelu drzave
Clanice ili drzave u kojoj korisnik ima poslovni nastan.

Upute za upotrebu:
Preporuceni protokoli bojenja za kalretinin:

NeoPATH PRO:
NPAI092 je namijenjen za koriStenje s NeoPATH PRO. Posebne upute za
uporabu potrazite u korisnickom prirucniku. Preporuceni parametri
protokola su sljedeci:

Mogucnost  bojenja

MRLUJA
kromogenom
Protokol antitijela: Kalretinin, 20 min na sobnoj temperaturi
Predlozak: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Deparafinacija: Dewax STD; 20 min na 75°C

Dohvacanje antigena

(OVDJE opcija): VISOKO_105C_30MIN

Enzim: N/A
Opcija blokiranja: N/A
Otkrivanje: HRP_20AB_STD (pojacalo; 10 min na RT

polimer; 25 min na RT)

Kromogen: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer
Hematoksilin: 7 min na RT
“ Biocare Medical 19/117
60 Berry Drive
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Serija Q — za Leica BOND-III:

ALI092 je namijenjen za koristenje s Leica BOND-III. Posebne upute za
uporabu potrazite u korisnickom prirucniku. Preporuceni parametri
protokola su sljedeci:

Mogucnost bojenja kromogenom MRLIA

Naziv protokola: IHC protokol F + blokator
Otkrivanje: Bond Polymer Refine
OVDJE: 20 min s ER2
Peroksidni blok: 5 min

Marker (primarno antitijelo): 15 min

Post primarni: 8 min

Polimer: 8 min

Procis¢avanje mijeSanog kromogena: 10 min

Hematoksilin: 5 min

Kontrola kvalitete:
Pogledajte standarde kvalitete CLSI za dizajn i provedbu imunohistokemijskih
testova; Odobrene smjernice-drugo izdanje (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA SAD
(www.clsi.org). 20118

Pozitivha kontrola tkiva: mezoteliom

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
tehnike bojenja. Jedna pozitivna vanjska kontrola tkiva za svaki niz uvjeta
ispitivanja treba biti ukljuena u svako bojenje.

Tkiva koja se koriste za materijale za vanjsku pozitivnhu kontrolu trebaju se
odabrati iz uzoraka pacijenata s dobro karakteriziranim niskim razinama
pozitivne ciljne aktivnosti koja daje slabo pozitivho 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:

Koristite negativnu kontrolu tkiva (znate da biti Calretinin negativan) fiksiran,
obraden i ugraden na nacin identiCan uzorcima pacijenata sa svakim
bojenjem kako bi se potvrdila specificnost IHC primarnog protutijela za
demonstracija ciljnog antigena i davanje indikacije specifichog pozadinskog
bojenja (lazno pozitivno bojenje). Takoder, raznolikost razli¢itin 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 nevazec¢ima.

Nespecificna negativna kontrola reagensa:

Upotrijebite nespecificnu negativhu 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 a Kalretinin zecji poliklonski antitijelo
proizvedeno iz supernatanta kulture tkiva na isti nacin kao primarno antitijelo,
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ali ne pokazuje specifi¢nu reaktivnost s ljudskim tkivima u istoj matrici/otopini
kao i Biocare antitijela. Razrijedite negativno kontrolno protutijelo na istu
koncentraciju imunoglobulina ili proteina kao razrijedeno primarno antitijela
koristenjem identi¢nog razrjedivaca. Ako se fetalni tele¢i serum zadrzi u
Cistom antitijelu nakon obrade, fetalni tele¢i serum u koncentraciji proteina
koja je jednaka razrijedenom primarno protutijelo u istom razrjedivacu
takoder je prikladno za upotrebu. (Pogledajte isporuceni reagens). Sam
razrjedival 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 s nekoliko protutijela koriste na serijskim presjecima,
negativno obojena podruCja jednog stakalca mogu posluZiti kao
negativna/nespecificna pozadinska kontrola za druga protutijela. Kako bi se
razlikovala endogena aktivnost enzima ili nespecifitno vezanje enzima od
specificne imunoreaktivnosti, dodatna tkiva bolesnika mogu se obojiti
isklju¢ivo 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 provijeriti specificnost antitijela testiranjem na
nizu internih tkiva s poznatim karakteristikama imunohistokemijske
ucinkovitosti koja predstavljaju poznata pozitivna i negativna tkiva.
Pogledajte postupke kontrole kvalitete prethodno navedene u ovom odjeljku
uputa za proizvod i preporuke za kontrolu kvalitete CAP programa
certifikacije® za imunohistokemiju i/ili NCCLS IHC smjernice!?). Ove postupke
kontrole kvalitete treba ponoviti za svaku novu seriju antitijela ili kad god
dode do promjene parametara testa. Tkiva navedena u Odjeljku 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.

Tumacdenije 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 nevazec¢ima.

Boja produkta reakcije moze varirati ovisno o koristenim kromogenima

supstrata. Za ocekivane reakcije boja pogledajte upute za pakiranje supstrata.

Nadalje, metakromazija se moze uoditi 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 moZze ugroziti pravilno tumacenje
rezultata. Pogledajte protokol(e) za preporuceno kontrastno bojenje.

Negativna kontrola tkiva:

Negativnu kontrolu tkiva treba pregledati nakon pozitivne kontrole tkiva kako
bi se potvrdila specificnost obiliezavanja ciljnog 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 pozitivho bojenje) u
negativnoj vanjskoj kontroli tkiva, rezultate uzorka s pacijenta treba smatrati
nevazecima.

Nespecifitno bojenje, ako je prisutno, obi¢no 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. Nekroti¢ne ili degenerirane stanice Cesto se boje nespecificno.

“ Biocare Medical 20/117
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Tkivo pacijenta:

Pregledajte uzorke pacijenata obojene navedenim protutijelima trajati.
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.
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Mezoteliom obojen kalretininskim antitijelom
Ogranicenja:

Opca ogranienja:

1. Za in 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. Nepravilna
fiksacija, 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 pravilno
tumacenje 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 ograniCeno 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.
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7. Ovaj proizvod nije namijenjen za upotrebu u protocnoj citometriji.
Radne karakteristike nisu utvrdene za protocnu citometriju.

8. Tkiva osoba zaraZzenih virusom hepatitisa B i koja sadrze povrSinski
antigen hepatitisa B (HBsAg) mogu pokazivati nespecificno bojanje
peroksidazom hrena.!3

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 aktivnoscéu
peroksidaze (citokrom C) ili endogenim biotinom (npr. jetra, dojka,
mozak, bubreg) ovisno o vrsti koristenog imunoloskog bojenja.!?

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

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.

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

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

5. Specifitno 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.
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Protutijela serije Q razvila je iskljuCivo 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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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Zamyslené pouziti:

Pro in vitro Diagnostické pouZiti

Calretinin je krali¢i polyklondlni protilatka, ktera je urcena pro profesionalni
laboratorni pouziti po prvotni diagndze nadoru konvencni histopatologif
pomoci neimunologického histochemického barveni, pfi kvalitativni
identifikaci kalretininového proteinu imunohistochemii (IHC) v lidskych
tkanich fixovanych v parafinu (FFPE). 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 testl kvalifikovanym
patologem jako pomticka pfi provadéni jakychkoli dalSich klinickych stanoveni.

Shrnuti a vysvétleni:

Calretinin je protein vazajici vapnik, ktery souvisi s kalmodulinem a
kalbindinem-D28k a nachazi se hlavné v neuronalni tkani. Je pfitomen v
podskupinach neuronll v celém mozku a miSe, véetné senzorickych ganglii.
15-19

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 prostfednictvim sekvencni aplikace a specificka
protilatka 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: Kralici polyklonaini
Druhova reaktivita: Clovék
Klonovat: N/A

izotyp: N/A

Koncentrace bilkovin: Koncentrace Ig specifické pro Sarzi neni k dispozici.
Specifi¢nost: Calretinin

Bunécna lokalizace: Jaderné a cytoplazmatické

Metoda: Afinitné purifikovany krali¢i polyklonalni

Rekonstituce, michani, Fedéni, titrace:

Pfedredéné protilatkové cinidlo je optimalné nafedéno pro pouziti s nize
uvedenymi barvicimi systémy. Dalsi fedéni mlze vést ke ztraté barveni
antigenu. UzZivatel musi kazdou takovou zménu potvrdit. Rozdily ve
zpracovani tkani a technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou
zplsobit znacnou variabilitu vysledk@l, coz vyzaduje pravidelné provadéni
internich kontrol (viz ¢ast Kontrola kvality).

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

Pufrovany fyziologicky roztok, pH 5,9-6,0, obsahuje proteinovy nosi¢ a méné
nez 0,1 % konzervacni latky azidu sodného. Dalsi podrobnosti viz
Bezpecnostni list.

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

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

Cinidla pro predipravu

Peroxidazovy blok

Proteinovy blok (volitelné).

Detek¢cni sonda a polymer

Negativni kontrolni Cinidla

Chromogeny

Hematoxylin (kontrabarva)

Blueingovo cinidlo

Montazni médium

Kryci sklo

Svételny mikroskop (40-400x zvétSeni)
Automatizovana platforma pro barveni diapozitiv(

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 uzivatelsky fedénych cinidel nebyla spoleCnosti Biocare stanovena.

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

Pfiprava vzorku:

Tkané fixované ve formalinu jsou vhodné pro pouZziti pfed zalitim parafinem.
Kostni tkané by mély byt pfed zpracovanim tkané odvapnény, aby se
usnadnilo fezani tkané a zabranilo se poskozeni cepeli mikrotomu.2

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 vysSetfeni a uchovavat
bloky vzorkd nejméné dva roky od data vysetfeni."3
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Osetreni tkani pied barvenim:

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

Upozornéni a bezpecnostni opatreni:

1. Tato protildtka obsahuje méné nez 0,1 % azidu sodného. Koncentrace
nizéi 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 (NaNs) pouZity jako konzervacni prostredek 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)6

2. Se vzorky pred a po fixaci a se véemi materialy, které jim byly vystaveny,
je tfeba zachazet tak, jako by mohly prendset 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. Nepouziveijte Cinidlo po uplynuti doby pouZzitelnosti vytisténé na lahvicce.
6. Predfedéné protilatkové Cinidlo je pro pouziti optimalné nafedéno. Dalsi
fedéni mlze vést ke ztraté barveni antigenu.

7. Abyste zabranili vyparovani a zajistili maximalni kapacitu testu, po kazdém
cyklu okamZité uzaviete a odstrarite reagencie z automatickych pfistroj@.
Ponechani reagencii vystavenych mize snizit jejich U¢innost a pocet test,
které mohou poskytnout. Reagencie vzdy skladujte podle pokynd, aby byla
zachovana jejich integrita.

8. Zlikvidujte vSechna poufZita Cinidla a jakykoli jiny kontaminovany material
na jedno poutziti podle postupl pro infekéni nebo potencidlné infekéni odpad.
Je odpovédnosti kazdé laboratofe nakladat s pevnym a kapalnym odpadem
podle jejich povahy a stupné nebezpecnosti a zachazet s nim a likvidovat jej
(nebo je nechat zpracovat a zlikvidovat) v souladu s platnymi pfedpisy.

9. Pro uréeni bezpecné likvidace tohoto produktu dodrZujte mistni predpisy
pro likvidaci odpadu ve vasi lokalité spolu s doporucenimi v bezpe¢nostnim
listu

10. Bezpecnostni list je k dispozici na vyzadani a je umistén na
http://biocare.net.

11. Chcete-li nahlasit podezfeni na vazné incidenty souvisejici s timto
zarizenim, kontaktujte mistniho zastupce spolecnosti Biocare a prislusny trad
Clenského statu nebo zemé, ve které je uzivatel usazen.

Navod k pouziti:
Doporucené protokoly barveni pro kalretinin:

NeoPATH PRO:
NPAI092 je urcen pro pouziti s NeoPATH PRO. Konkrétni pokyny k pouZiti
naleznete v uzivatelské prirucce. Doporucené parametry protokolu jsou

nasledujici:

Moznost barveni DAB

chromogenem

Protokol protilatky: Calretinin, 20 minut pfi teploté mistnosti

Sablona: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Odvoskovat: Dewax STD; 20 minut pfi 75 °C

Ziskani antigenu

(moznost ZDE): HIGH_105C_30MIN

Enzym: N/A

MozZnost blokovani: N/A

Detekce: HRP_20AB_STD (zesilova¢; 10 min pii RT

Polymer; 25 min pfi RT)
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7 min DAB + 2 min DAB Enhancer
7 minut pfi teploté mistnosti

Chromogen:
hematoxylin:

Rada Q — pro Leica BOND-III:

ALI092 je urcen pro pouziti s Leica BOND-III. Konkrétni pokyny k pouziti
naleznete v uzivatelské prirucce. Doporucené parametry protokolu jsou
nasledujici:

MozZnost barveni chromogenem DAB

Nazev protokolu: IHC protokol F + blokator
Detekce: Bond Polymer Refine
ZDE: 20 minut s ER2
Peroxidovy blok: 5 min

Marker (primarni protilatka): 15 min

Primarni pfFispévek: 8 min

Polymer: 8 min

Upresnéni smiseného chromogenu: 10 min

hematoxylin: 5 min

Kontrola kvality:

Viz standardy kvality CLSI pro navrh a implementaci imunohistochemickych
testl; Schvalena smérnice — druhé vydani (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA
(www.clsi.org). 20118

Pozitivni tkdrova kontrola: mezoteliom

Materialy pro externi pozitivni kontrolu by mély byt Cerstvé vzorky fixované,
zpracované a zalité co nejdfive stejnym zplisobem jako vzorky pacienta.
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{ pacientd s dobfe charakterizovanou nizkou Urovni pozitivni
cilové aktivity, ktera poskytuje slabé pozitivni barveni. Nizka Groven pozitivity
externich pozitivnich kontrol je navrzena tak, aby zajistila detekci jemnych
zmén citlivosti primarni protildtky z nestability nebo problém@ s metodikou
IHC. Komer¢né dostupna tkariova kontrolni sklicka nebo vzorky zpracované
odlisné od vzorku (vzork(l) pacienta pouze ovéfuji Gcinnost reagencii a
neovéruji pripravu tkané.

Znamé pozitivni tkanové kontroly by se mély pouZivat pouze pro
monitorovani spravného vykonu zpracovanych tkani a testovacich Cinidel,
spiSe neZ jako pomicka pfi formulovani specifické diagndzy vzorkd pacientd.
Pokud pozitivni tkanové kontroly nevykazuji pozitivni zabarveni, vysledky s
testovacimi vzorky by mély byt povazovany za neplatné.

Negativni tkanova kontrola:

PouZijte negativni tkarovou kontrolu (znémd byt Calretinin negativni)
fixované, zpracované a zasazené zplsobem identickym se vzorkem (vzorky)
pacienta pfi kazdém cyklu barveni, aby se ovéfila specificita primarni
protilatky IHC pro prokazani cilového antigenu a poskytnuti indikace
specifického barveni pozadi (falesné pozitivni barveni). Také mze byt
rozmanitost réiznych typd bunék pFitomnych ve vétsiné tkariovych fezll byt
pouzivany laboratofi jako interni negativni kontrolni mista k ovéreni vykonu
IHC specifikace. Typy a zdroje vzorkd, které Ize 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 reagencni kontrolu misto primarni protilatky
s Fezem kazdého vzorku pacienta k vyhodnoceni nespecifického zbarveni a
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umoznuji lepsi interpretaci specifického zbarveni v misté antigenu. V idealnim
pripadé negativni reagencni kontrola obsahuje a Calretinin kralici polyklonaini
protilatka produkovana ze supernatantu tkanové kultury stejnym zplsobem
jako primarni protilatka, ale nevykazuje Zadnou specifickou reaktivitu s
lidskymi tkanémi ve stejné matrici/roztoku jako Biocare protilatka. Nared'te
negativni kontrolni protilatku na stejnou koncentraci imunoglobulinu nebo
proteinu jako nafedéna primarni protilatka protildtka za pouziti identického
fedidla. Pokud fetalni teleci sérum zlstane po zpracovani v Cisté protilatce,
pouZijte fetalni teleci sérum v koncentraci proteinu ekvivalentni zfedéné
primarni protilatka ve stejném fedidle je také vhodna pro pouZziti. (Viz dodané
Cinidlo). Samotné fedidlo mize 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.

KdyZz 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 enzyml 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 pouZzitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostickém
postupu by mél uZivatel ovéfit specifitu protilatky testovanim na fadé
vlastnich tkani se znamymi imunohistochemickymi charakteristikami, které
pfedstavuji znamé pozitivni a negativni tkané. Viz postupy kontroly kvality
dfive uvedené v této Casti pribalové informace k produktu a doporuceni
kontroly kvality certifikacniho programu CAP® pro imunohistochemii a/nebo
doporuceni NCCLS IHC'9). 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.

Odstrarnovani 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 tkarova kontrola:

Pozitivni tkanova kontrola obarvena indikovanou protilatkou by méla byt
nejprve vysetiena, aby se zjistilo, Ze vSechna Cinidla funguji spravné. Vhodné
barveni cilovych bunék (jak je uvedeno vyse) svédd¢i o pozitivni reaktivité.
Pokud pozitivni tkarnové 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. Ocekavané barevné reakce naleznete v
pribalovych informacich substratu. Dale méze byt ve variantach zpdsobu
barveni pozorovana metachromazie.™*

Kdyz se pouzije kontrastni barvivo, v zavislosti na délce inkubace a sile
pouzitého kontrastniho barviva, povede kontrastni barvivo ke zbarveni
bunéénych jader. Nadmérné nebo nelplné kontrastni barveni mlize ohrozit
spravnou interpretaci vysledk@i. Doporucené kontrastni barvivo viz
protokol(y).

Negativni tkariova kontrola:

Negativni tkanova kontrola by méla byt vysSetfena po pozitivni tkarnové
kontrole, aby se ovéfila specificita znaceni cilového antigenu primarni
protildtkou. Absence specifického barveni v negativni tkanové kontrole
potvrzuje nedostatek zkfizené reaktivity protilatek s burikami/bunécnymi
slozkami. Pokud se u negativni externi tkarové kontroly objevi specifické
zbarveni (faleSné pozitivni barveni), vysledky se vzorkem pacienta by mély
byt povazovany za neplatné.
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Nespecifické zbarveni, pokud je pfitomno, ma obvykle difizni vzhled.
Sporadické barveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fezech z tkani
nadmérné fixovanych formalinem. Pro interpretaci vysledk{ barveni pouzijte
neporusené burky. Nekrotické nebo degenerované burky se Casto barvi
nespecificky.

Pacientska tkan:

Prohlédnéte si vzorky pacientll 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 bunkach/tkani chybél. V pfipadé
potteby pouZijte panel protilatek k identifikaci faleSné negativnich reakci.
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Mezoteliom obarveny protildtkou Calretinin
Omezeni:

Obecna omezeni:

1. Pro in vitro diagnostické pouZiti

2. Tento produkt je uréen pouze pro profesionalni pouZiti:
Imunohistochemie je vicestupriovy diagnosticky proces, ktery se sklada
ze specializovaného skoleni ve vybéru vhodnych Cinidel; vybér tkané,
fixace a zpracovani; priprava podlozniho sklicka IHC; a interpretaci
vysledkd barveni.

3. Barveni tkané zavisi na manipulaci a zpracovani tkané pred barvenim.
Nespravna fixace, zmrazovani, rozmrazovani, myti, suseni, zahfivani,
krajeni nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami mlze
zpUsobit artefakty, zachyceni protilatek nebo faleSné negativni vysledky.
Nekonzistentni vysledky mohou byt zplisobeny odchylkami v metodach
fixace a zalévani nebo pfirozenymi nepravidelnostmi v tkani.12

4. Nadmérné nebo neuplné kontrastni barveni mdZze 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 pouZzitim 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 pfipravé a interpretaci kone¢ného IHC
pfipravku.

6. Optimalni Fedéni protilatky a protokoly pro konkrétni aplikaci se mohou
liSit. Mezi né patfi mimo jiné fixace, metoda ziskavani tepla, inkubacni
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10.

11.

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 produktd Biocare. V konecném ddsledku
je odpovédnosti vySetiovatele urcit optimalni podminky.

Tento produkt neni uréen pro pouziti v préitokové cytometrii.
Vykonnostni  charakteristiky nebyly pro prétokovou cytometrii
stanoveny.

Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy
antigen hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické barveni
kfenovou peroxidazou.3

Reagencie mohou vykazovat neolekavané reakce v dfive
netestovanych tkanich. Moznost neocekavanych reakci i u testovanych
skupin tkani nelze zcela eliminovat z dlivodu biologické variability
exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkanich.#
Kontaktujte technickou podporu spolecnosti Biocare na Cisle 1-800-542-
2002 nebo prostrednictvim informaci o technické podpore uvedenych
na biocare.net se zdokumentovanymi neoCekavanymi reakcemi.
Normalni/neimunitni séra ze stejného zvireciho zdroje jako sekundarni
antiséra pouzita v blokovacich krocich mohou zpdsobit faleSné negativni
nebo falesné pozitivni vysledky v ddsledku autoprotildtek nebo
prirozenych protilatek.

FaleSné pozitivni vysledky mohou byt pozorovany v disledku
neimunologické vazby proteind nebo produkttl reakce substratu. Mohou
byt také zplisobeny pseudoperoxidazovou aktivitou (erytrocyty),
endogenni peroxidazovou aktivitou (cytochrom C) nebo endogennim
biotinem (napf. jatra, prsa, mozek, ledviny) v zavislosti na typu
pouZitého imunobarveni.12

Specifickd omezeni produktu:

Zdna dalsi specifickd omezeni produktu.

Odstrafiovani problémii:

1.

2.

3.

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

Slabé zabarveni vSech sklicek — Zkontrolujte, zda byly pouzity vhodné
pozitivni kontrolni tkané, protilatky a detekcni produkty.

Nadmérné pozadi vsech preparatll — Mohou existovat vysoké hladiny
endogenniho biotinu (pokud pouZivate detekéni produkty na bazi
biotinu), endogenni aktivita HRP pfeménujici chromogen na barevny
konecny produkt (pouZijte peroxidazovy blok) nebo nadmérna
nespecifickd proteinova interakce (pouZzijte proteinovy blok, jako je
blokovaci roztok na bazi séra nebo kaseinu).

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

Specifické barveni je pfilis 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 krokll k odstranéni pfebytecnych
Cinidel po dokonceni inkubacnich krokd.
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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,
pridruZeny 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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Tiltaenkt brug:

For in vitro Diagnostisk brug

Calretinin er et polyklonalt kaninantistof, der er beregnet til professionel
laboratoriebrug, efter at den indledende diagnose af tumor er blevet stillet
ved konventionel histopatologi ved hjeelp af ikke-immunologiske
histokemiske farvninger, i kvalitativ identifikation af Calretinin-protein ved
immunhistokemi (IHC) i formalinfikseret paraffin-indlejret vaev (FFPE). Den
kliniske 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:

Calretinin er et calciumbindende protein, der er relateret til calmodulin og
calbindin-D28k og findes hovedsageligt i neuronalt veev. Det er til stede i
undergrupper af neuroner i hele hjernen og rygmarven, inklusive sensoriske
ganglier. 1519

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
(primeert 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 hjaelp 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: Kanin polyklonal
Artsreaktivitet: Human
Klon: N/A

Isotype: N/A

Proteinkoncentration: Partispecifik Ig-koncentration er ikke tilgaengelig.
Specificitet: Calretinin

Cellulzer lokalisering: Nuklear og cytoplasmatisk

Metode: Affinitetsoprenset kanin polyklonal

Rekonstitution, blanding, fortynding, titrering:

Forfortyndet antistofreagens er optimalt fortyndet til brug med nedenstdende
farvningssystemer. Yderligere fortynding kan resultere i tab af
antigenfarvning. Brugeren skal validere enhver sddan aendring. Forskelle i
veevsbehandling og tekniske procedurer i brugerens laboratorium kan give
betydelige variationer i resultater, hvilket ngdvendigger regelmaessig
udfgrelse af interne kontroller (se afsnittet Kvalitetskontrol).

Kendte applikationer:
Immunhistokemi (formalinfikseret paraffinindlejret vaev)
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Leveres som:

Bufret saltvandsoplgsning, pH 5,9-6,0, indeholder 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)
Automatiseret glidefarvningsplatform

Konfigurationer af antistofproduktet er tilgeengelige til brug pd de
instrumenter, der er angivet i tabellen ovenfor.

Opbevaring og stabilitet:
Opbevares ved 2°C til 8°C. Produktet er stabilt til den udigbsdato, 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

brugerfortyndede reagenser er ikke blevet fastsldet af Biocare.

Positive og negative kontroller skal kgres samtidigt med alle patientprgver.
Hvis der observeres en 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 pa 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.!2

Korrekt fikserede og indlejrede vaev, der udtrykker det specificerede
antigenmdl, skal opbevares p& et kgligt sted. Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) fra 1988 kraever i 42 CFR 8§493.1259(b), at
"Laboratoriet skal opbevare farvede objektglas mindst ti &r fra datoen for
undersggelse og behold praveblokke mindst to ar fra eksamensdatoen."3

Behandling af vaev fer farvning:
Udfer 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.*>
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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 (NaNs) 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)®
2. Prgver fgr 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 omréder, 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 s&dan 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. For at forhindre fordampning og sikre maksimal testkapacitet skal du
straks lukke og fjerne reagenser fra automatiserede instrumenter efter hver
kgrsel. At efterlade reagenser blotlagte kan reducere deres effektivitet og
antallet af tests, de kan levere. Opbevar altid reagenser som anvist for at
bevare deres integritet.

8. Bortskaf alle brugte reagenser og alle andre forurenede engangsmaterialer
ved at fglge procedurer for infektigst eller potentielt infektigst affald. Det er
hvert laboratoriums ansvar at hdndtere fast og flydende affald i henhold til
deres art og grad af farlighed og at behandle og bortskaffe det (eller fa dem
behandlet og bortskaffet) i overensstemmelse med geaeldende regler.

9. Fglg lokale bortskaffelsesregler for din placering sammen med
anbefalingerne i sikkerhedsdatabladet for at bestemme sikker bortskaffelse
af dette produkt

10. SDS er tilgaengeligt efter anmodning og findes pa http://biocare.net.

11. For at rapportere formodede alvorlige haendelser relateret til denne
enhed, skal du kontakte den lokale Biocare-repraesentant og den kompetente
myndighed i den medlemsstat eller det land, hvor brugeren er etableret.

Brugsanvisning:
Anbefalede farvningsprotokoller til Calretinin:

NeoPATH PRO:

NPAIQ92 er beregnet til brug med NeoPATH PRO. Se brugervejledningen
for specifikke instruktioner til brug. De anbefalede protokolparametre er
som fglger:

Mulighed . for DAB

kromogenfarvning

Antistofprotokol: Calretinin, 20 min ved stuetemperatur

Skabelon: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Afvoks: Dewax STD; 20 min ved 75°C

Antigenhentning (HER

Option): HIGH_105C_30MIN

Enzym: N/A

Blokeringsmulighed: N/A

Opdagelse: HRP_20AB_STD (Forsteerker; 10 min ved
RT Polymer; 25 min ved RT)

kromogen: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Haematoxylin: 7 min at RT

Q-serien — til Leica BOND-III:

“ Biocare Medical 27/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

ALI092 er beregnet til brug med Leica BOND-III. Se brugervejledningen
for specifikke instruktioner til brug. De anbefalede protokolparametre er
som fglger:

Mulighed for kromogenfarvning DAB

Protokolnavn: IHC Protocol F + Blocker
Opdagelse: Bond Polymer Forfin
HER: 20 min med ER2
Peroxidblok: 5 min

Markgr (primaert antistof): 15 min

Post Primaer: 8 min

Polymer: 8 min

Forfinet blandet kromogen: 10 min

Haematoxylin: 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). 20118

Positiv vaevskontrol: Mesotheliom

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

De veev, 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
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 -
prgver, 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 hjzelp til at
formulere en specifik diagnose af patientprgver. Hvis de positive
vaevskontroller ikke viser positiv farvning, bgr resultaterne med testprgverne
betragtes som ugyldige.

Negativ veevskontrol:

Brug en negativ vaevskontrol (kendt til vaere Calretinin 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 ogsd de mange forskellige celletyper, der findes i de fleste
vaevssnit bruges af laboratoriet som interne negative kontrolsteder for at
verificere IHC's ydeevne specifikationer. Typer og kilder til praver, der kan
bruges til negativt vaev kontroller er angivet i afsnittet Ydelsesegenskaber.

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

Uspecifik 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 en Calretinin kanin polykional 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
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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
farvningsomrader 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 rxkke interne veev med kendte immunhistokemiske
praestationskarakteristika, der repraesenterer 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
guideline!®). Disse kvalitetskontrolprocedurer bgr gentages for hvert nyt
antistoflot, eller ndr der er en aendring i assayparametrene. Vav, der er
anfgrt i afsnittet om ydeevnekarakteristika, er egnede til assayverifikation.

Fejlfinding:

Fglg de antistofspecifikke protokolanbefalinger i henhold til det medfglgende
datablad. Hvis der opstdr atypiske resultater, skal du kontakte Biocares
tekniske support p& 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 mélceller (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. !t

N&r der anvendes en modfarvning, vil modfarvning, afhaengigt af
inkubationsleengden og styrken af den anvendte modfarvning, resultere i en
farvning af cellekernerne. Overdreven eller ufuldstaendig modfarvning kan
kompromittere korrekt fortolkning af resultater. Se protokollen(er) for
anbefalet modfarvning.

Negativ vaevskontrol:

Den negative vaevskontrol bgr undersgges efter den positive vaevskontrol for
at verificere specificiteten af maerkningen af malantigenet med det primaere
antistof. Fraveeret af specifik farvning i den negative vaevskontrol bekraefter
manglen p8 antistofkrydsreaktivitet over for celler/cellulzere 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.

Patientveev:
“ Biocare Medical 28/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

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/vaev. Brug
om ngdvendigt et panel af antistoffer til at identificere falsk-negative
reaktioner.
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Begraensninger:

Generelle begreensninger:

1. For in 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; vaevsudveelgelse, fiksering og
behandling; forberedelse af IHC-glasset; og fortolkning af
farvningsresultaterne.

3. Veevsfarvning er afhaengig af handtering og behandling af vaevet for
farvning. Forkert fiksering, frysning, optgning, vask, tgrring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andre vaev 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 ufuldsteendig modfarvning kan kompromittere korrekt
fortolkning af resultater.

5. Den kliniske fortolkning af enhver positiv eller negativ farvning bgr
evalueres i sammenhaeng 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, vaevssnittykkelse 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 pd
eksklusiv brug af Biocare-produkter. I sidste ende er det efterforskerens
ansvar at bestemme optimale forhold.
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10.

11.

Dette produkt er ikke beregnet til brug i flowcytometri.
Ydeevnekarakteristika er ikke blevet bestemt for flowcytometri.

Vaev fra personer inficeret med hepatitis B-virus og indeholdende
hepatitis B-overfladeantigen (HBsAQ) kan udvise uspecifik farvning med
peberrodsperoxidase.!3

Reagenser kan udvise uventede reaktioner i tidligere utestede veev.
Muligheden for uventede reaktioner selv i testede vaevsgrupper kan
ikke fuldstzendigt elimineres pd grund af biologisk variabilitet af
antigenekspression i neoplasmer eller andre patologiske vaev.!* Kontakt
Biocares tekniske support p& 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.

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.!?

Produktspecifikke begraensninger:

Ingen yderfigere produktspecifikke begraensninger.

Fejlfinding:
1.

2.

3.

Ingen farvning af nogen objektglas — Tjek for at fastsld, om der er brugt
passende positivt kontrolveev, 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
detektionsprodukter), endogen HRP-aktivitet, der omdanner kromogen
til farvet slutprodukt (brug peroxidaseblok) eller overskydende ikke-
specifik proteininteraktion (brug en proteinblok, 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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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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Beoogd gebruik:

Voor /n vitro Diagnostisch gebruik

Calretinine is een polyklonaal konijnenantilichaam dat bedoeld is voor
professioneel laboratoriumgebruik nadat de initiéle diagnose van een tumor
is gesteld door conventionele histopathologie met behulp van niet-
immunologische histochemische kleuringen, bij de kwalitatieve identificatie
van Calretinine-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:

Calretinine is een calciumbindend eiwit dat verwant is aan calmoduline en
calbindine-D28k en voornamelijk in neuronaal weefsel wordt aangetroffen.
Het is aanwezig in subsets van neuronen in de hersenen en het ruggenmerg,
inclusief sensorische ganglia. 1>1°

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 methoden:

Meegeleverde reagentia:

Hostbron: Polyklonaal konijn
Soortreactiviteit: Menselijk
Kloon: N.v.t

Isotype: N.v.t

Eiwitconcentratie: Lotspecifieke Ig-concentratie is niet beschikbaar.
Specificiteit: Calretinine

Mobiele lokalisatie: Nucleair en cytoplasmatisch

Methode: Affiniteitsgezuiverd polyklonaal konijn

Reconstitutie, mengen, verdunnen, titratie:

Voorverdund antilichaamreagens wordt optimaal verdund voor gebruik met
de hieronder genoemde kleursystemen. 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 kunnen aanzienlijke variabiliteit in de
resultaten veroorzaken, waardoor regelmatige uitvoering van interne
controles noodzakelijk is (zie het hoofdstuk Kwaliteitscontrole).
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Bekende toepassingen:
Immunohistochemie (formaline-gefixeerde, in paraffine ingebedde weefsels)

Geleverd als:

Gebufferde zoutoplossing, pH 5,9-6,0, bevat 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)
Geautomatiseerd platform voor kleuring van objectglaasjes

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
verdunde reagentia is niet vastgesteld door Biocare.

Positieve en negatieve controles moeten gelijktijdig met alle patiéntmonsters
worden uitgevoerd. Als onverwachte kleuring wordt waargenomen, die niet
kan worden verklaard door variaties in laboratoriumprocedures en er een
probleem met het antilichaam wordt vermoed, 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. 12

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 CFR
§493.1259(b) dat “Het laboratorium gekleurde objectglaasjes ten minste tien
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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.*>

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 (NaNs) 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)°
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. Om verdamping te voorkomen en een maximale testcapaciteit te
garanderen, dient u na elke run de reagentia onmiddellijk van de
geautomatiseerde instrumenten af te sluiten en te verwijderen. Als u
reagentia bloot laat liggen, kan dit de effectiviteit ervan verminderen en het
aantal tests dat ze kunnen uitvoeren verminderen. Bewaar reagentia altijd
zoals voorgeschreven om hun integriteit te behouden.

8. Gooi alle gebruikte reagentia en alle andere verontreinigde
wegwerpmaterialen weg volgens de procedures voor besmettelijk of
potentieel besmettelijk afval. Het is de verantwoordelijkheid van elk
laboratorium om vast en vloeibaar afval te behandelen, afhankelijk van hun
aard en mate van gevaar, en om dit te behandelen en te verwijderen (of te
laten behandelen en verwijderen) in overeenstemming met de toepasselijke
regelgeving.

9. Volg de plaatselijke verwijderingsvoorschriften voor uw locatie, samen met
de aanbevelingen in het veiligheidsinformatieblad, om de veilige verwijdering
van dit product te bepalen

10. Het veiligheidsinformatieblad is op aanvraag verkrijgbaar en bevindt zich
op http://biocare.net.

11. Om vermoedelijke ernstige incidenten met betrekking tot dit apparaat te
melden, dient u contact op te nemen met de plaatselijke Biocare-
vertegenwoordiger en de bevoegde autoriteit van de lidstaat of het land waar
de gebruiker gevestigd is.

Gebruiksaanwijzing:
Aanbevolen kleurprotocollen voor Calretinine:

NeoPATH PRO:

NPAI092 is bedoeld voor gebruik met de NeoPATH PRO. Raadpleeg de
gebruikershandleiding voor specifieke gebruiksinstructies. Aanbevolen
protocolparameters zijn als volgt:

Chromogene kleuroptie | SCHAR
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Antilichaamprotocol: Calretinine, 20 min bij kamertemperatuur

Sjabloon: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Ontwassen: Ontwax SOA; 20 minuten bij 75°C

Antl_gen Retrieval (HIER HOOG_ 105C_30MIN

Option):

Enzym: N.v.t

Blokkeer optie: N.v.t

detectie: HRP_20AB_STD (versterker; 10 min bij RT
Polymeer; 25 min bij RT)

chromogeen: 7 min DAB + 2 min DAB-versterker

Hematoxyline: 7 minuten bij kamertemperatuur

Q-serie — voor Leica BOND-III:

ALI092 is bedoeld voor gebruik met de Leica BOND-III. Raadpleeg de
gebruikershandleiding voor specifieke gebruiksinstructies. Aanbevolen
protocolparameters zijn als volgt:

Chromogene kleuroptie SCHAR
Protocolnaam: IHC Protocol F + Blokker
detectie: Bond Polymeer Verfijnen
HIER: 20 minuten met ER2
Peroxideblok: 5 min

Marker (primair antilichaam): 15 minuten
Post-primair: 8 minuten

Polymeer: 8 minuten

Gemengd chromogeen verfijnen: 10 minuten
Hematoxyline: 5 min

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). 20118

Positieve weefselcontrole: Mesothelioom

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 pati€éntmonster(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 een negatieve weefselcontrole (bekend bij Calretinine zijn negatief)
gefixeerd, verwerkt en ingebed op een manier die identiek is aan het/de
patiéntmonster(s) bij elke kleuringsrun om de specificiteit van het primaire
IHC-antilichaam voor demonstratie van het doelantigeen, en om een indicatie
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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 Calretinine
polyklonaal konijn antilichaam dat op dezelfde manier uit het supernatant
van de weefselkweek wordt geproduceerd als het primaire antilichaam, maar
geen specifieke reactiviteit vertoont 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 antlichaam in hetzelfde
verdunningsmiddel is ook geschikt voor gebruik. (Zie het meegeleverde
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.

Problemen oplossen:

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)
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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 pati€éntmonster als ongeldig
worden beschouwd.

Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, heeft gewoonlijk een diffuus
uiterlijk. Sporadische kleuring van bindweefsel kan ook worden
waargenomen in coupes van overmatig formalinegefixeerde weefsels.
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.
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Beperkingen:

Algemene beperkingen:
1. Voor /in vitro diagnostisch gebruik
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11.

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.
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.12

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

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
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.

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.

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

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. '3

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).

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.

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:

Geen aanvullende productspecifieke beperkingen.

Prob!
1.

“ Biocare Medical

60 Berry Drive

lemen oplossen:
Geen kleuring van objectglaasjes — Controleer of er geschikt positief
controleweefsel, antilichaam en detectieproducten zijn gebruikt.
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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-specificke eiwitinteractie (gebruik een eiwitblok,
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.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Kasutusotstarve:

Sest /n vitro Diagnostiline kasutamine

Calretinin on kiidliku poliiklonaalne antikeha, mis on ette ndhtud
professionaalseks laboratoorseks kasutamiseks parast kasvaja esialgset
diagnoosimist tavaparase histopatoloogiaga, kasutades mitteimmunoloogilisi
histokeemilisi plekke, kalretiniini valgu kvalitatiivseks tuvastamiseks
immunohistokeemia (IHC) abil formaliiniga fikseeritud parafiiniga
manustatud inimkudedes (FFPE). Mistahes varvumise vGi selle puudumise
kliinilist t6lgendamist peaksid taiendama morfoloogilised uuringud, milles
kasutatakse nduetekohast kontrolli, ning kvalifitseeritud patoloog peaks seda
hindama patsiendi Kliinilise ajaloo ja muude diagnostiliste testide kontekstis,
et aidata teha muid kliinilisi maaramisi.

Kokkuvoéte ja selgitus:

Kalretiniin on kaltsiumi siduv valk, mis on seotud kalmoduliini ja kalbindiin-
D28k-ga ning mida leidub peamiselt neuronaalsetes kudedes. See esineb
neuronite alamriihmades kogu ajus ja seljaajus, sealhulgas sensoorsetes
ganglionides. 151°

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), ensiitimikompleks ja kromogeenne
substraat, millesse on paigutatud pesemisetapid. Kromogeeni ensiimaatiline
aktiveerimine annab antigeeni kohas nahtava reaktsiooniprodukti. Seejarel
vOib proovi varvida ja kaane libistada. Tulemusi tdlgendatakse valguse abil
mikroskoop ja abi patofiisioloogiliste protsesside diferentsiaaldiagnostikas,
mis voivad vGi ei pruugi olla seotud konkreetse antigeeniga.

Materjalid ja meetodid:
Kaasasolevad reaktiivid:

Hosti allikas: Kiiiilik poliiklonaalne
Liigi reaktsioonivéime: Inimene
Kloonimine: Ei kehti

Isotiiiip: Ei kehti

Valgu kontsentratsioon: Partii spetsiifiline Ig kontsentratsioon pole
saadaval.

Spetsiifilisus: Kalretiniin

Mobiilne lokaliseerimine: Tuuma- ja tsiitoplasmaatiline

Meetod: Afiinsuspuhastatud kditiliku polliklonaalne

Lahustamine, segamine, lahjendamine, tiitrimine:

Eellahjendatud antikehareaktiv on optimaalselt lahjendatud allpool
nimetatud varvimissiisteemidega kasutamiseks. Edasine lahjendamine v&ib
pohjustada antigeeni varvumise kadumise. Kasutaja peab koik sellised
muudatused kinnitama. Erinevused koetddtluses ja tehnilistes protseduurides
kasutaja laboris voivad pohjustada tulemuste méarkimisvaarset varieeruvust,
mistottu on vaja regulaarselt labi viia ettevottesiseseid kontrolle (vt
kvaliteedikontrolli jaotist).

Tuntud rakendused:
Immunohistokeemia (formaliiniga fikseeritud parafiiniga kaetud koed)

“ Biocare Medical

Tarnitakse jargmiselt:
Puhverdatud soolalahus, pH 5,9-6,0, sisaldab valgukandjat ja vdahem 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 (v0i sarnane kuivatusahi)
Ksiileen vdi ksiileeni asendaja

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

Eeltddtlusreaktiivid

Peroksidaasi blokaad

Valguplokk (valikuline).

Tuvastussond ja poliimeer

Negatiivsed kontrollreaktiivid
Kromogeenid

Hematoksdiliin (vastuvarv)

Sinistamise reaktiiv

Paigaldusvahend

Katteklaas

Valgusmikroskoop (40-400X suurendus)
Automatiseeritud slaidivarvimise platvorm

Antikehatoote konfiguratsioonid on saadaval kasutamiseks Uilaltoodud tabelis
naidatud instrumentidel.

Séilitamine ja stabiilsus:

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

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

Proovi ettevalmistamine:

Formaliinis fikseeritud koed sobivad kasutamiseks enne parafiini manustamist.
Luukuded tuleb enne kudede té6tlemist katlakivi eemaldada, et holbustada
kudede I6ikamist ja valtida mikrotoomi labade kahjustamist.’2

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 vdahemalt kiimme aastat alates uurige ja
séilitage prooviplokid vahemalt kaks aastat alates uurimise kuup&evast."3

Kudede t66tlemine enne varvimist:

Tehke kuumuse pohjustatud epitoopide otsimine (HIER) vastavalt allolevale
soovitatud protokollile. On ndidatud, et HIER-i rutiinne kasutamine enne IHC-
d vahendab ebakoélasid ja standardiseerib varvimist.*>

Hoiatus ja ettevaatusabindud:
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1. See antikeha sisaldab vdhem 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 (NaNs)
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 toGohutuse ja
tootervishoiu instituut, 1976)°

2. Proove enne ja pérast fikseerimist ning koiki nendega kokkupuutuvaid
materjale tuleb kasitseda nii, nagu need oleksid vGimelised 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. Aurustumise valtimiseks ja maksimaalse testimahu tagamiseks sulgege
reaktiivid kohe pdrast iga kditamist ja eemaldage need
automaatinstrumentidelt. Reaktiivide puutumatuks jatmine voib vdahendada
nende tShusust ja nende poolt pakutavate testide arvu. Sailitage reaktiive
alati vastavalt juhistele, et sdilitada nende terviklikkus.

8. Kdrvaldage kdik kasutatud reaktiivid ja kdik muud saastunud tihekordselt
kasutatavad materjalid, jargides nakkusohtlike Vv0i potentsiaalselt
nakkusohtlike jadtmete protseduure. Iga labor vastutab tahkete ja vedelate
jaatmete kaitlemise eest vastavalt nende laadile ja ohtlikkuse astmele ning
nende kaitlemise ja kdrvaldamise (Vi todtlemise ja kdrvaldamise laskmise)
eest vastavalt kehtivatele eeskirjadele.

9. Jargige oma asukohas kehtivaid kohalikke jadtmekaitluseeskirju ja
ohutuskaardil olevaid soovitusi, et madrata kindlaks selle toote ohutu
kdrvaldamine.

10. Ohutuskaart on saadaval ndudmisel ja asub aadressil http://biocare.net.
11. Selle seadmega seotud arvatavatest tosistest intsidentidest teatamiseks
votke lihendust kohaliku Biocare'i esindaja ja selle liikmesriigi voi riigi padeva
asutusega, kus kasutaja asub.

Kasutusjuhised:
Soovitatavad kalretiniini varvimisprotokollid:

NeoPATH PRO:

NPAI092 on ette nahtud kasutamiseks koos seadmega NeoPATH PRO.
Tapsemaid kasutusjuhiseid leiate kasutusjuhendist. Soovitatavad
protokolli parameetrid on jargmised:

Kromogeense DAB

varvimise voimalus
Antikehade protokoll: | Kalretiniin, 20 minutit toatemperatuuril
Mall: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Vahatus: Dewax STD; 20 minutit temperatuuril 75 °C

Antigeeni  otsimine =
(valik STIN): KORGE_105C_30MIN

Ensiiiim: Ei kehti
Blokeerimisvalik: Ei kehti
Tuvastamine: HRP_20AB_STD (voimendi; 10 min

toatemperatuuril  polimeer; 25 min
toatemperatuuril)
7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Kromogeen:

Hematoksiiliin: 7 minutit toatemperatuuril

Q-seeria — Leica BOND-III jaoks:

“ Biocare Medical 36/117
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ALI092 on ette nahtud kasutamiseks koos Leica BOND-III-ga. Tapsemaid
kasutusjuhiseid leiate kasutusjuhendist. Soovitatavad protokolli
parameetrid on jargmised:

Kromogeense varvimise véimalus DAB

Protokolli nimi: IHC protokoll F + blokeerija
Tuvastamine: Bond Polymer Refine
SIIN: 20 min ER2-ga

Peroksiidi plokk: 5 min

Marker (primaarne antikeha): 15 min

Postitus esmane: 8 min

Poliimeer: 8 min

Segatud kromogeeni puhastamine: 10 min

Hematoksiiliin: 5 min

Kvaliteedikontroll:

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

Positiivne koekontroll: Mesotelioom

Valised positiivsed kontrollmaterjalid peaksid olema varsked proovid, mis on
fikseeritud, toodeldud ja sisestatud voimalikult kiiresti samamoodi nagu
patsiendi proov(id). Positiivsed koekontrollid néitavad digesti ettevalmistatud
kudesid ja digeid varvimistehnikaid. Igasse varvimistsiiklisse tuleks lisada (ks
positiivne vadline 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. Véliste 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
téddeldud 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 ndita positiivset varvumist, tuleks analiiisitavate proovide
tulemused lugeda kehtetuks.

Negatiivsete kudede kontroll:

Kasutage negatiivset koekontrolli (teadaolevalt olla Calretinin negatiivne)
fikseeritud, tdodeldud ja sisestatud viisil, mis on identne patsiendi
proovi(de)ga iga varvimistsikliga, et kontrollida IHC primaarse antikeha
spetsiifilisust sihtantigeeni demonstreerimine ja spetsiifilise taustavarvimise
indikaator (valepositiivne vérvimine). Samuti voivad enamikus koeosades
esinevad erinevad rakutiilibid 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 spetsiifiline  varvumine
(valepositivne 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 mittespetsifilist varvimist
ja

voimaldavad paremini tGlgendada spetsiifilist varvumist antigeeni saidil.
Ideaalis sisaldab negatiivne reaktiivi kontroll a Calretinin  kiidiliku
polikionaalne antikeha, mis on toodetud koekultuuri supernatandist
samamoodi nagu primaarne antikeha, kuid sellel ei ole spetsiifilist
reaktsioonivGimet inimese kudedega samas maatriksis/lahuses nagu Biocare
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antikehad. Lahjendage negatiivne kontrollantikeha sama immunoglobuliini
v0i valgu kontsentratsioonini kui lahjendatud primaarne antikeha, kasutades
identset lahjendit. Kui vasika loote seerum jaab pdrast tédtlemist puhtas
antikehas alles, siis vasika loote seerumit valgukontsentratsiooniga, mis on
samavaarne lahjendatud kontsentratsiooniga. kasutamiseks sobib ka
primaarne antikeha samas lahjendis. (Vt kaasasolevat reaktiivi). Ainutiksi
lahjendit voib kasutada vahem soovitava alternatiivina eelnevalt kirjeldatud
negatiivsete  reaktiivide kontrollidele. Negatiivse reaktiivi  kontrolli
inkubatsiooniperiood peaks vastama primaarse antikeha
inkubatsiooniperioodile.

Kui seerialGikudel kasutatakse mitmest antikehast koosnevaid paneele,
voivad Uhe slaidi negatiivselt varvunud alad toimida
negatiivse/mittespetsiifilise seondumise taustakontrollina teistele
antikehadele.  Endogeense  ensiiimi  aktiivsuse ~ v3i  enslimide
mittespetsiifilise seondumise eristamiseks spetsiifilisest
immunoreaktiivsusest vGib tdiendavaid patsiendi kudesid varvida ainult
substraadi-kromogeeni vdi enstiimi kompleksidega (PAP, avidiin-biotiin,
streptavidiin) ja substraadi-kromogeeniga.

Testi kinnitamine:

Enne antikeha voi varvimissiisteemi 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/voi NCCLS IHC juhiste
jaoks!%). Neid kvaliteedikontrolli protseduure tuleks korrata iga uue
antikehapartii puhul voi alati, kui analtisiparameetrid muutuvad. Katse
kontrollimiseks sobivad toimivusnaditajate jaotises loetletud koed.

Veaotsing:

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

Varvimise télgendamine:

Positiivne koekontroll:

Naidatud antikehaga varvitud positiivset koekontrolli tuleks esmalt uurida, et
teha kindlaks, kas koik reaktiivid tédtavad korralikult. Sihtrakkude sobiv
varvimine (nagu Ulalpool nadidatud) naitab positiivset reaktsioonivoimet. Kui
positiivsed koekontrollid ei ndita positiivset varvumist, tuleks katseproovide
tulemused lugeda kehtetuks.

Reaktsiooniprodukti varvus voib varieeruda soltuvalt kasutatud substraadi
kromogeenidest. Oodatavate varvireaktsioonide kohta vaadake aluspinna
pakendi infolehti. Lisaks vdib metakromaasiat taheldada varvimismeetodi
variatsioonides.!

Kui kasutatakse vastuvarvi, olenevalt kasutatud vastuvérvi inkubatsiooni
pikkusest ja tOhususest, pohjustab vastuvarvimine raku tuumade varvuse.
Liigne vOi mittetdielik vastuvarvimine voib kahjustada tulemuste Oiget

tdlgendamist. Soovitatud vastuvarvimise kohta vaadake protokolli/protokollis.

Negatiivsete kudede kontroll:

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

Mittespetsiifiline varvumine, kui see on olemas, on tavaliselt hajusa
vdlimusega. Sidekoe juhuslikku varvimist vOib tdheldada ka liigselt
formaliiniga fikseeritud kudede I6ikudes. Varvimistulemuste tdlgendamiseks
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kasutage terveid rakke. Nekrootilised vdi degenereerunud rakud vérvuvad
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, tahendab negatiivne tulemus seda, et antigeeni ei tuvastatud,
mitte seda, et antigeen ei olnud analiilisitud rakkudes/koes. Vajadusel
kasutage valenegatiivsete reaktsioonide tuvastamiseks antikehade paneeli.

LN TN e h ‘;‘
In SOTANTA TR PRI PRR \

Mesotelioom vérvitud Ca/ret/hin; antikehaga

Piirangud:

Uldised piirangud:

1. Sest /n 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 tootlemine; IHC slaidi ettevalmistamine; ja
varvimistulemuste tolgendamine.

3.  Kudede varvimine soltub koe kasitsemisest ja tootlemisest enne
varvimist. Ebadige fikseerimine, kiilmutamine, sulatamine, pesemine,
kuivatamine, kuumutamine, IGikamine voi saastumine teiste kudede voi
vedelikega vGib pdhjustada artefakte, antikehade kinnijaamist vGi
valenegatiivseid tulemusi. Ebajdrjekindlad tulemused vdivad olla
tingitud fikseerimis- ja kinnistamismeetodite erinevustest v&i koe
omastest ebakorraparasustest.!?

4.  Liigne voi mittetdielik vastuvarvimine vdib kahjustada tulemuste Giget
tolgendamist.

5. Iga positiivse vOi negatiivse varvumise Kliinilist tolgendust tuleks
hinnata kliinilise pildi, morfoloogia ja muude histopatoloogiliste
kriteeriumide kontekstis. Positiivse voi 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 I0pliku preparaadi ettevalmistamiseks ja télgendamiseks 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 ilima
tundlikkuse tottu ei ole loetletud soovitatavad inkubatsiooniajad ja tiitrid
muude tuvastamisstisteemide puhul kohaldatavad, kuna tulemused
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voivad erineda. Andmelehe soovitused ja protokollid pdhinevad ainult 9.
Biocare toodete kasutamisel. LOppkokkuvdttes vastutab uurija
optimaalsete tingimuste kindlaksmaaramise eest.

7. See toode ei ole ette nahtud kasutamiseks voolutsiitomeetrias. 10.

Voolutsiitomeetria joudlusnditajaid ei ole maaratud.
8.  B-hepatiidi viirusega nakatunud ja B-hepatiidi pinnaantigeeni (HBsAg)
sisaldavate inimeste kudedel voib ilmneda madardika peroksiidaasiga

mittespetsiifiline varvumine.!3 11.

9. Reaktiivid voivad avaldada ootamatuid reaktsioone varem testimata
kudedes. Ootamatute reaktsioonide vOimalust isegi testitud

koerlihmades ei saa tdielikult valistada antigeeni ekspressiooni 12.

bioloogilise varieeruvuse tottu kasvajates vGi muudes patoloogilistes

kudedes.'* Dokumenteeritud ootamatu(te) reaktsiooni(de)ga vGtke 13.

Uihendust Biocare'i tehnilise toega numbril 1-800-542-2002 VGi
veebisaidil biocare.net pakutava tehnilise toe teabe kaudu.

10. Normaalsed/mitteimmuunsed seerumid, mis pdrinevad samast 14.

loomsest allikast kui blokeerimisetappides kasutatavad sekundaarsed

antiseerumid, vOivad autoantikehade vOi looduslike antikehade tottu 15.

pohjustada valenegatiivseid voi valepositiivseid tulemusi.
11. Valepositiivseid tulemusi v0ib naha valkude vdi substraadi

reaktsiooniproduktide mitteimmunoloogilise seondumise t&ttu. Need 16.

voivad olla pdhjustatud ka pseudoperoksidaasi aktiivsusest
(erttrotsiitidid), endogeense peroksidaasi aktiivsusest (tstitokroom C)

voi endogeensest biotiinist (nt maks, rind, aju, neer), olenevalt 17.

kasutatavast immunovarvi tiitibist.?

Tootepdhised piirangud:

Téiendavaid tootespetsiifilisi pfiranguid pole. 18.
Veaotsing:

1. Objektiklaasid ei varvunud — Kontrollige, kas on kasutatud sobivat 19.

positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamisprodukte.
2. Koigi objektiklaaside ndrk varvumine — Kontrollige, kas on kasutatud
sobivat positiivset kontrollkudet, antikeha ja tuvastamistooteid.

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.

Nagel H, et al. The value of anti-calretinin antibody in the differential
diagnosis of normal and reactive mesothelial versus metastatic tumors in
effusion cytology. Pathol Res Pract. 1998; 194(11):759-64.

Ordonez NG. Value of calretinin immunostaining in differentiating
epithelial mesothelioma from lung adenocarcinoma. Mod Pathol. 1998
Oct; 11 (10):929-33.

Leers MP, Aarts MM, Theunissen PH. E-cadherin and calretinin: a useful
combination of immunochemical markers for differentiation between
mesothelioma and metastatic adenocarcinoma. Histopathology. 1998
Mar; 32(3):209-16.

Riera JR, et al. The immunohistochemical diagnostic panel for epithelial
mesothelioma: a reevaluation after heat-induced epitope retrieval. Am J
Surg Pathol. 1997 Dec; 21(12):1409-19.

Gotzos V, Vogt P, Celio MR. The calcium binding protein calretinin is a
selective marker for malignant pleural mesotheliomas of the epithelial
type. Pathol Res Pract. 1996 Feb; 192(2):137-47.

3. KOoigi slaidide liigne taust — v3ib esineda kdrge endogeense biotiini tase Q-seeria antikehad on valja té6tanud ainult Biocare Medical LLC ja need ei
(kui kasutate biotiinipohiseid tuvastustooteid), endogeenset HRP tahenda, et Leica Biosystems on Biocare'i antikehadele heaks kiitnud voi
aktiivsust, mis muudab kromogeeni varviliseks 10pptooteks (kasutage heaks kiitnud. Biocare ja Leica Biosystems ei ole mingil viisil seotud, seotud
peroksidaasi plokki) voi liigne mittespetsiifiline valgu interaktsioon ega seotud. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX ja BOND-III on Leica
(kasutage valguplokki, naiteks seerumi- voi kaseiinipohist blokeerivat Biosystemsi kaubamargid.
lahust).

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

5.  Spetsiifiline varvumine on liilga tume — kontrollige protokolli, et teha
kindlaks, kas objektiklaasile on rakendatud &ige antikehade tiiter,
samuti koigi reaktiivide diged inkubatsiooniajad. Lisaks veenduge, et
protokollis on piisavalt pesemisetappe, et eemaldada parast
inkubatsioonietappide 10ppu liigsed reaktiivid.

Viited:

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.

Shi S-R, Cote RJ, Taylor CR. ] 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."

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
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent

NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
Kayttotarkoitus:

varten /n vitro Diagnostinen kaytto

Calretinin  on kanin polyklonaalinen vasta-aine, joka on tarkoitettu
ammattimaiseen laboratoriokdyttédn sen jalkeen, kun tuumorin alkuperdinen
diagnoosi on tehty tavanomaisella histopatologialla kayttden ei-
immunologisia histokemiallisia varjayksia Calretinin-proteiinin
kvalitatiivisessa  tunnistamisessa  immunohistokemian  (IHC) avulla
formaliinikiinnitetyissa  parafiiniin  upotetuissa ihmiskudoksissa (FFPE).
Kaikkien varjaytymien tai sen puuttumisen Kkliinista tulkintaa tulisi tdydentaa
morfologisilla tutkimuksilla, joissa kdytetddn asianmukaisia kontrolleja, ja
patevan patologin tulee arvioida potilaan kliinisen historian ja muiden
diagnostisten testien yhteydessa muiden kliinisten maaritelmien avuksi.

Yhteenveto ja selitys:

Kalretiniini on kalsiumia sitova proteiini, joka on sukua kalmoduliinille ja
kalbindiini-D28k:lle ja jota I6ytyy pdadasiassa hermosolukudoksesta. Sita
esiintyy hermosolujen alaryhmissa koko aivoissa ja selkdytimessd, mukaan
lukien sensoriset hermosolmut. 1519

Menettelyn periaate:

Tatéd vasta-ainetuotetta voidaan kdyttda ensisijaisena vasta-aineena
formaliinilla  kiinnitettyjen,  parafiiniin  upotettujen  kudosleikkeiden
immunohistokemian testauksessa. Yleensd immunohistokemiallinen (IHC)
varjdystekniikat 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
nakyvddn 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: Kani polyklonaalinen
Lajien reaktiivisuus: Ihmisen
Klooni: Ei kdytdssa

Isotyyppi: Ei kdytossa

Proteiinipitoisuus: Erdkohtainen Ig-pitoisuus ei ole saatavilla.
Spesifisyys: Kalretiniini

Mobiililokalisointi: Ydin- ja sytoplasminen

Menetelma: Affiniteettipuhdistettu polyklonaalinen kani

Liuottaminen, sekoitus, laimennus, titraus:

Esilaimennettu  vasta-ainereagenssi on  optimaalisesti  laimennettu
kaytettavaksi alla mainittujen varjdysjarjestelmien kanssa. Lisalaimennus voi
johtaa antigeenin varjdytymisen menetykseen. Kayttdjdn on vahvistettava
kaikki tallaiset muutokset. Erot kudosten kasittelyssa ja teknisissa
menetelmissé  kdyttdjan laboratoriossa voivat aiheuttaa merkittavia
vaihteluita tuloksissa, mikd edellyttad saannollista sisdista valvontaa (katso
Laadunvalvonta-osio).

Tunnetut sovellukset:
Immunohistokemia (formaliinilla kiinnitetyt parafiiniin upotetut kudokset)

“ Biocare Medical 39/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Toimitetaan nimella:
Puskuroitu suolaliuos, pH 5,9-6,0, sisaltda proteiinikantaja-ainetta ja alle 0,1 %
natriumatsidia. Katso lisatietoja kadyttéturvallisuustiedotteesta.

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)
Automaattinen diavarjdysalusta

Vasta-ainetuotteen konfiguraatiot ovat kdytettavissa ylla olevassa taulukossa
osoitetuissa instrumenteissa.

Varastointi ja vakaus:

Sailyta 2°C - 8°C. Tuote on stabiili injektiopullon etikettiin painettuun
viimeiseen kayttopaivaan asti, kun sita sailytetdan naissé olosuhteissa. Ala
kayta viimeisen kayttdpdivan jdlkeen. Varastointi muissa kuin maaritellyissa
olosuhteissa on tarkistettava. Laimennetut reagenssit tulee kayttaa
viipymattd; Sailyta jdljella oleva reagenssi 2-8 ©C:ssa. Biocare ei ole
vahvistanut kdyttajan laimennettujen reagenssien stabiilisuutta.

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

Néytteen valmistus:

Kudokset kiinnitetty formaliiniin soveltuvat kaytettavéksi ennen parafiinin
upottamista. Luukudokset tulee poistaa kalkki ennen kudosten kasittelya
kudoksen leikkaamisen helpottamiseksi ja mikrotomin terien vaurioitumisen
estamiseksi.!?

Asianmukaisesti kiinnitetyt ja upotetut kudokset, jotka ilmentavat maaritettya
antigeenikohdetta, tulee sdilyttda viiledssad paikassa. Vuoden 1988 Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) -laki edellyttdd 42 CFR:ssd §493.1259(b),
jonka mukaan "Laboratorion on sdilytettdva varjatyt objektilasit vahintdadn
kymmenen vuotta tutkia ja sdilyttad ndytekappaleet vahintdan kaksi vuotta
tutkimuspaivasta."?
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Kudosten hoito ennen vérjdysta:

Suorita Heat Induced Epitoope Retrieval (HIER) alla suositellun protokollan
mukaisesti. HIER:n rutiininomaisen kdytdn ennen IHC:td on osoitettu
minimoivan epajohdonmukaisuudet ja standardoivan varjaytymista.*>

Varoitukset ja varotoimet:

1. Tama vasta-aine sisdltaa 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/EY mukaisesti.
Natriumatsidi (NaNs) sdiléntdaineena kaytettyna on myrkyllistd nieltyna.
Natriumatsidi voi reagoida lyijy- ja kupariputkiston kanssa muodostaen
erittdin rajahtdvia metalliatsideja. Havittdmisen yhteydessa huuhtele
runsaalla vedelld, jotta putkistoihin ei kerry atsidia. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)®
2. Naytteitd ennen kiinnitysta ja sen jdlkeen 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 varjaytymisen
lisddntymiseen.

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

5. Ald kéytd reagenssia pulloon painetun viimeisen kayttopaivamadran
jalkeen.

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

7. Haihtumisen estdmiseksi ja maksimaalisen testikapasiteetin
varmistamiseksi sulje ja poista reagenssit valittdmasti automaattisista
instrumenteista jokaisen ajon jalkeen. Reagenssien jattaminen alttiiksi voi
heikentaa niiden tehokkuutta ja heikentaa niiden tarjoamien testien maaraa.
Sdilytd reagenssit aina ohjeiden mukaisesti niiden eheyden sailyttamiseksi.
8. Havita kaikki kaytetyt reagenssit ja muut saastuneet kertakdyttdiset
materiaalit tarttuvan tai mahdollisesti tarttuvan jatteen kasittelya koskevien
menettelyjen mukaisesti. Jokaisen laboratorion vastuulla on kasitella kiinteaa
ja nestemadista jatettd niiden luonteen ja vaarallisuusasteen mukaisesti seka
kasitelld ja havittaa (tai kasitella ja havittdad) soveltuvien madrdysten
mukaisesti.

9. Noudata sijaintisi paikallisia havitysmaarayksia seka
kayttdturvallisuustiedotteen  suosituksia madrittddksesi tdman tuotteen
turvallisen havittamisen.

10. Kayttoturvallisuustiedote on saatavilla pyynnostd, ja se sijaitsee
osoitteessa http://biocare.net.

11. Jos haluat ilmoittaa tahan laitteeseen liittyvista epdillyistd vakavista
tapahtumista, ota yhteyttd paikalliseen Biocaren edustajaan ja sen
jasenvaltion tai maan toimivaltaiseen viranomaiseen, johon kdyttdja on
sijoittautunut.

Kayttéohjeet:

Calretininin suositellut varjdysmenetelmat:

NeoPATH PRO:

NPAI092 on tarkoitettu kaytettdvaksi NeoPATH PRO:n kanssa. Katso
kayttdoppaasta tarkat kayttoohjeet. Suositellut protokollaparametrit ovat
seuraavat:
Kromogeenivarjdysvaihtoehto | HIETAKAMPELA
Vasta-aineprotokolla: Kalretiniini, 20 min
huoneenlampétilassa
Malli: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Vahanpoisto: Vahanpoisto STD; 20 minuuttia
75 °C:ssa
Antigeenin haku (vaihtoehto
TAALLA): KORKEA_105C_30MIN
Entsyymi: Ei kdytossa
“ Biocare Medical 40/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Estd vaihtoehto:
Tunnistus:

Ei kdytossa

HRP_20AB_STD (vahvistin; 10 min
huoneenlampdtilassa, polymeeri;
25 min huoneenldmpétilassa)

7 min DAB + 2 min DAB Enhancer
7 minuuttia huoneenldampétilassa

Kromogeeni:
Hematoksyliini:

Q-sarja — Leica BOND-III:lle:

ALI092 on tarkoitettu kaytettavaksi Leica BOND-III:n kanssa. Katso

kayttdoppaasta tarkat kdyttoohjeet. Suositellut protokollaparametrit ovat

seuraavat:

Kromogeenivarjdysvaihtoehto HIETAKAMPELA

Protokollan nimi: IHC-protokolla F + esto

Tunnistus: Bond Polymer Refine

TASSA: 20 min ER2:lla

Peroksidilohko: 5 min

Markkeri (primaarinen vasta-aine): 15 min

Ensisijainen viesti: 8 min

Polymeeri: 8 min

Sekakromogeenipuhdistus: 10 min

Hematoksyliini: 5 min
Laadunvalvonta:

Katso CLSI-laatustandardit immunohistokemiallisten madritysten
suunnittelua ja toteutusta varten; Hyvaksytty Guideline-Second edition
(I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 20118

Positiivinen kudoskontrolli: Mesoteliooma

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

Ulkoisiin positiivisiin kontrollimateriaaleihin kaytetyt kudokset tulee valita
potilasndytteistd, joissa on hyvin karakterisoitu alhainen positiivinen
kohdeaktiivisuus, joka antaa heikon positiivisen varjaytymisen. Ulkoisten
positiivisten  kontrollien  alhainen positiivisuustaso on  suunniteltu
varmistamaan pienten muutosten havaitseminen primaarisen vasta-aineen
herkkyydessa 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 tulisi kdyttdd vain prosessoitujen
kudosten ja testireagenssien oikean suorituskyvyn seurantaan, eika
apuvdlineend potilasndytteiden erityisen diagnoosin laatimisessa. Jos
positiiviset  kudoskontrollit eivat osoita positiivista  varjaytymistd,
testindytteiden tuloksia on pidettava virheellisina.

Negatiivisten kudosten kontrolli:

Kayta negatiivista kudoskontrollia (tunnetaan olla Calretinin negatiivinen)
kiinnitetty, kasitelty ja upotettu identtisellda tavalla kuin potilasnayte (-
ndytteet) jokaisessa varjdysajossa IHC:n primaarisen vasta-aineen
spesifisyyden varmistamiseksi. kohdeantigeenin osoittamiseen ja spesifisen
taustavarjdytymisen osoittamiseen (vaara positiivinen varjdys). Myos
useimmat eri solutyypit, joita esiintyy useimmissa kudosleikkeissa, voivat
laboratorio kayttda niitd sisdisind negatiivisina kontrollipaikkoina IHC:n
suorituskyvyn tarkistamiseen tekniset tiedot. Naytetyypit ja -lahteet, joita
voidaan kayttdd negatiiviseen kudokseen sadtimet on lueteltu
Suorituskykyominaisuudet-osiossa.
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Jos negatiivisessa kudoskontrollissa esiintyy spesifista varjaytymistd (vaara
positiivinen varjdytyminen), potilasndytteilld saatuja tuloksia on pidettava
virheellisina.

Epaspesifinen negatiivinen reagenssikontrolli:

Kayta epaspesifista negatiivista reagenssikontrollia primaarisen vasta-aineen
sijasta kunkin potilasnaytteen leikkeen kanssa arvioidaksesi epaspesifista
varjaytymista ja

mahdollistaa spesifisen varjaytymisen paremman tulkinnan
antigeenikohdassa. Ihannetapauksessa negatiivinen reagenssikontrolli
sisaltdd a Kalretiniini kanin polyklonaalinen vasta-aine, joka on tuotettu
kudosviljelman supernatantista samalla tavalla kuin primaarinen vasta-aine,
mutta silld ei ole spesifistd reaktiivisuutta ihmisen kudosten kanssa samassa
matriisissa/liuoksessa kuin Biocare vasta-aine. Laimenna negatiivinen
kontrollivasta-aine samaan immunoglobuliini- tai proteiinipitoisuuteen kuin
laimennettu  primddrinen  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 kaytettdvaksi. (Katso toimitettua reagenssia). Pelkkaa
laimennusainetta voidaan kayttda véahemman toivottavana vaihtoehtona
aiemmin  kuvatuille negatiivisille reagenssikontrolleille.  Negatiivisen
reagenssikontrollin inkubaatioajan tulee vastata primaarisen vasta-aineen
inkubaatioaikaa.

Kun sarjaleikkeissa kdytetddn useiden vasta-aineiden paneeleja, yhden
objektilasin negatiivisesti ~ varjdytyneet  alueet  voivat  toimia
negatiivisena/epaspesifisend sitoutumisen taustakontrollina muille vasta-
aineille. Endogeenisen entsyymiaktiivisuuden tai entsyymien epdspesifisen
sitoutumisen erottamiseksi spesifisestd immunoreaktiivisuudesta voidaan
potilaan lisakudoksia varjatda yksinomaan substraatti-kromogeeni- tai
entsyymikomplekseilla (PAP, avidiini-biotiini, streptavidiini) ja substraatti-
kromogeenilla, vastaavasti.

Maérityksen vahvistus:

Ennen vasta-aineen tai varjdysjarjestelman ensimmaistd  kayttda
diagnostisessa toimenpiteessd 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 varten!®). N&ma
laadunvalvontatoimenpiteet on toistettava jokaiselle uudelle vasta-aineerdlle
tai aina, kun madritysparametreissa tapahtuu muutoksia.
Suorituskykyominaisuudet-osiossa luetellut kudokset soveltuvat maarityksen
todentamiseen.

Vianetsinta:

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

Varjayksen tulkinta:

Positiivinen kudoskontrolli:

Osoitetuilla vasta-aineilla vérjatty positiivinen kudoskontrolli tulee ensin
tutkia sen varmistamiseksi, ettd kaikki reagenssit toimivat oikein.
Kohdesolujen asianmukainen varjays (kuten edelld on osoitettu) osoittaa
positiivista reaktiivisuutta. Jos positiiviset kudoskontrollit eivat osoita
positiivista varjaytymista, testindytteilld saatuja tuloksia on pidettava
virheellisina.

Reaktiotuotteen vari voi vaihdella riippuen kaytetyistad
substraattikromogeeneista. Katso  odotetut  vdrireaktiot  alustan
pakkausselosteista. Lisdksi metakromiaa voidaan havaita varjaysmenetelman
muunnelmissa.!!
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Kun kaytetdan vastavarjdysta, riippuen kdytetyn vastavarjdyksen inkubaation
pituudesta ja tehokkuudesta, vastavarjdys johtaa soluytimien varjadmiseen.
Liiallinen tai epatdydellinen vastavarjdys voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan. Katso suositellut vastavarjdyskaytannot.

Negatiivinen kudoskontrolli:

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

Epaspesifinen varjays, jos sita esiintyy, on yleensa hajanainen. Sidekudoksen
satunnaista varjaytymistd voidaan havaita myds leikkeissd, jotka ovat
perdisin liilkaa formaliinista kiinnitetyistd kudoksista. Kayta ehjia soluja
varjdystulosten tulkitsemiseen. Nekroottiset tai rappeutuneet solut
varjaytyvat usein epdspesifisesti.

Potilaan kudos:

Tutki potilasndytteet, jotka on varjatty osoitetulla vasta-aineella kestda.
Positiivinen  varjdytymisintensiteetti  tulee  arvioida negatiivisen
reagenssikontrollin epaspesifisen taustavarjdyksen yhteydessa. Kuten missa
tahansa immunohistokemiallisessa testissa, negatiivinen tulos tarkoittaa, etta
antigeenia ei havaittu, ei sitd, ettd antigeeni puuttui madritetyistd
soluista/kudoksesta. Kayta tarvittaessa vasta-ainepaneelia tunnistaaksesi
vadrat negatiiviset reaktiot.
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Mesoteliooma vérjétty Ca/rez‘/'nif;- vasta-é;hee//a
Rajoitukset:

Yleiset rajoitukset:

1. varten /n vitro diagnostinen kayttd

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

3. Kudosvarjdys riippuu kudoksen kasittelystd ja prosessoinnista ennen
varjaystd. Vaara kiinnitys, jaadyttdminen, sulattaminen, pesu, kuivaus,
kuumennus, leikkaus tai kontaminaatio muilla kudoksilla tai nesteilld voi
aiheuttaa artefakteja, vasta-aineiden vangitsemista tai vaaria
negatiivisia tuloksia. Ep&johdonmukaiset tulokset voivat johtua
vaihteluista kiinnitys- ja upotusmenetelmissad tai kudoksen sisdisista
epasaannollisyyksista.!?
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10.

11.

Liiallinen tai epatdydellinen vastavarjdys voi vaarantaa tulosten oikean
tulkinnan.

Kaikkien positiivisten tai negatiivisten varjaytymien kliininen tulkinta on
arvioitava kliinisen esityksen, morfologian ja muiden histopatologisten
kriteerien yhteydessa. Positiivisen tai negatiivisen varjaytymisen
kliinista tulkintaa tulisi tdydentdad morfologisilla tutkimuksilla, joissa
kaytetdan asianmukaisia positiivisia ja negatiivisia sisaisia ja ulkoisia
kontrolleja seka muita diagnostisia testeja. Pdtevan patologin, joka
tuntee IHC-vasta-aineiden, reagenssien ja menetelmien oikean kdyton,
vastuulla on tulkita kaikki vaiheet, joita kaytetddn lopullisen IHC-
valmisteen valmistelussa ja tulkinnassa.

Optimaalinen vasta-aineen laimennus ja protokollat tietylle sovellukselle
voivat vaihdella. Naitd ovat muun muassa Kkiinnitys, [&mmon
talteenottomenetelma, inkubaatioajat, kudosleikkeen paksuus ja
kdytetty havaitsemispakkaus. Nadiden ainutlaatuisten reagenssien
ylivoimaisen herkkyyden vuoksi lueteltuja suositeltuja inkubointiaikoja
ja tiittereita ei voida soveltaa muihin tunnistusjarjestelmiin, koska
tulokset voivat vaihdella. Kayttéturvallisuustiedotteen suositukset ja
protokollat perustuvat Biocare-tuotteiden yksinomaiseen kayttdon.
Viime kddessa on tutkijan vastuulla maarittda optimaaliset olosuhteet.
Tata tuotetta ei ole tarkoitettu kdytettavaksi virtaussytometriassa.
Virtaussytometrian suorituskykyominaisuuksia ei ole madritetty.
Hepatiitti B -viruksella infektoituneiden henkildiden kudoksissa, jotka
sisdltavat hepatiitti B -pinta-antigeenida (HBsAg), voi esiintya
epaspesifista piparjuuriperoksidaasin varjaytymista.3

Reagenssit voivat osoittaa odottamattomia reaktioita aiemmin
testaamattomissa kudoksissa. Odottamattomien reaktioiden
mahdollisuutta ei edes testatuissa kudosryhmissa voida tdysin
eliminoida antigeenin ilmentymisen biologisen vaihtelun vuoksi
kasvaimissa tai muissa patologisissa kudoksissa.l* 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
vadria negatiivisia tai vaaria positiivisia tuloksia autovasta-aineista tai
luonnollisista vasta-aineista johtuen.

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 immunovérjéyksen tyypista.!?

Tuotekohtaiset rajoitukset:

Ei muita tuotekohtaisia rajoituksia.

Vianetsinta:

1.

2.
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Objektilasit ei varjdytyneet — Tarkista, etta on kaytetty asianmukaista
positiivista kontrollikudosta, vasta-ainetta ja havaitsemistuotteita.
Kaikkien objektilasien heikko varjdys — Tarkista, ettd on kdytetty
asianmukaista  positiivista  kontrollikudosta, vasta-ainetta ja
havaitsemistuotteita.

Kaikkien objektilasien liiallinen tausta — Endogeenistad biotiinia (jos
kaytdt biotiinipohjaisia havaitsemistuotteita), endogeenista HRP-
aktiivisuutta, joka muuttaa kromogeenin varilliseksi lopputuotteeksi
(kayta peroksidaasiestoa), tai ylimaaraista ei-spesifista
proteiinivuorovaikutusta (kdytd proteiiniblokkia, kuten seerumi- tai
kaseiinipohjaista estoliuosta).

Kudososat pesevédt objektilasit pois inkubaation aikana — Tarkista
objektilasit varmistaaksesi, ettd ne ovat positiivisesti varautuneita.
Erityinen varjays liian tumma — Tarkista protokolla maarittaaksesi, onko
objektilasiin kaytetty oikea vasta-ainetiitteri, seka oikeat inkubaatioajat
kaikille reagenssille. Varmista lisaksi, ettd protokollassa on riittévasti
pesuvaiheita ylimaaraisten reagenssien poistamiseksi
inkubointivaiheiden jalkeen.

Pacheco, CA 94553
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Q-sarjan vasta-aineet on kehittanyt yksinomaan Biocare Medical LLC, eivatka
ne tarkoita, ettd Leica Biosystems olisi hyvaksynyt 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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Utilisation prévue :

Pour /n vitro Utilisation diagnostique

La calrétinine est un anticorps polyclonal de lapin destiné a une utilisation en
laboratoire professionnel aprés que le diagnostic initial de la tumeur ait été
posé par histopathologie conventionnelle utilisant des colorations
histochimiques non immunologiques, dans l'identification qualitative de la
protéine calrétinine 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 contréles appropriés et doit étre évaluée dans
le contexte des antécédents cliniques du patient et d‘autres tests
diagnostiques par un pathologiste qualifié pour faciliter toute autre
détermination clinique.

Résumé et explication :

La calrétinine est une protéine liant le calcium qui est liée a la calmoduline et
a la calbindine-D28k et se trouve principalement dans le tissu neuronal. Il est
présent dans des sous-ensembles de neurones du cerveau et de la moelle
épiniére, y compris les ganglions sensoriels. 1512

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 l'application
séquentielle d'un un anticorps spécifique de I'antigéne (anticorps primaire),
un anticorps secondaire de Il'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 I'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'hte : Polyclonal de lapin
Réactivité des espéces : Humain
Cloner: N/ A

Isotype: N /A

Concentration en protéines : La concentration d'Ig spécifique au lot n'est
pas disponible.

Spécificité: Calrétinine

Localisation cellulaire : Nucléaire et cytoplasmique

Méthode: Polyclonal de lapin purifié par affinité

Reconstitution, Mélange, Dilution, Titrage :

Le réactif anticorps prédilué est dilué de maniére optimale pour étre utilisé
avec les systémes de coloration mentionnés ci-dessous.. Une dilution
supplémentaire peut entrainer une perte de la coloration antigénique.
L'utilisateur doit valider une telle modification. Les différences dans le
traitement des tissus et les procédures techniques dans le laboratoire de
I'utilisateur peuvent produire une variabilité significative des résultats
nécessitant la réalisation réguliere de contrdles internes (voir la section
Contrdle qualité).

“ Biocare Medical 43/117
60 Berry Drive
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Applications connues :
Immunohistochimie (tissus inclus en paraffine fixés au formol)

Fourni comme :

La solution saline tamponnée, pH 5,9 a 6,0, contient 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 contréle négatif

Chromogénes

Hématoxyline (contre-colorant)

Réactif de bleuissement

Support de montage

Lamelle de verre

Microscope optique (grossissement 40-400X)
Plateforme automatisée de coloration de lames

Des 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 apres 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 des réactifs dilués par |'utilisateur n'a pas été établie par
Biocare.

Les contrGles positifs et négatifs doivent étre effectués simultanément avec
tous les échantillons de patients. Si une coloration inattendue est observée,
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 I'inclusion 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. 12

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
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de la date de examen et conserver les blocs d’échantillons au moins deux
ans a compter de la date de I'examen.3

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.*>

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 matieres 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 (NaNs) 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 apres 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 I'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. Pour éviter I'évaporation et garantir une capacité de test maximale,
bouchez et retirez rapidement les réactifs des instruments automatisés apres
chaque analyse. Laisser les réactifs exposés peut réduire leur efficacité et le
nombre de tests qu’ils peuvent fournir. Conservez toujours les réactifs
comme indiqué pour maintenir leur intégrité.

8. Jetez tous les réactifs utilisés et tout autre matériel jetable contaminé en
suivant les procédures relatives aux déchets infectieux ou potentiellement
infectieux. Il appartient a chaque laboratoire de traiter les déchets solides et
liquides selon leur nature et leur degré de dangerosité et de les traiter et de
les éliminer (ou de les faire traiter et éliminer) conformément a toute
réglementation applicable.

9. Suivez les réglementations locales d'élimination de votre emplacement
ainsi que les recommandations de la fiche de données de sécurité pour
déterminer I'élimination en toute sécurité de ce produit.

10. La FDS est disponible sur demande et se trouve sur http://biocare.net.
11. Pour signaler des incidents graves suspectés liés a cet appareil, contactez
le représentant Biocare local et I'autorité compétente de I'Etat membre ou du
pays dans lequel I'utilisateur est établi.

Mode d'emploi :
Protocoles de coloration recommandés pour la calrétinine :

NéoPATH PRO :

NPAI092 est destiné a étre utilisé avec le NeoPATH PRO. Reportez-vous
au manuel d'utilisation pour obtenir des instructions d'utilisation
spécifiques. Les parameétres de protocole recommandés sont les
suivants :

Option de coloration

chromogéne el dils
“ Biocare Medical 44/117
60 Berry Drive
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:r::t)i(c::zlr?:s . Calrétinine, 20 min a température ambiante

Modéle: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Décirage : Déparaffinage STD ; 20 minutes a 75°C

Récupération

d'antigéne (option | HIGH_105C_30MIN

ICI) :

Enzyme: N/A

Option de blocage : N/A

Détection: HRP_20AB_STD (Amplificateur ; 10 min a
température ambiante Polymére ; 25 min a
température ambiante)

Chromogéne : 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Hématoxyline : 7minaTA

Série Q — Pour Leica BOND-III :

ALI092 est destiné a étre utilisé avec le Leica BOND-III. Reportez-vous
au manuel d'utilisation pour obtenir des instructions d'utilisation
spécifiques. Les paramétres de protocole recommandés sont les
suivants :

Option de coloration chromogéne TOUCHE

Nom du protocole : Protocole IHC F + Blogueur
Détection: Affiner le polymére de liaison
ICI: 20 minutes avec ER2

Bloc de peroxyde : 5 minutes

Marqueur (anticorps primaire) : 15 minutes

Post-primaire : 8 minutes

Polymeére: 8 minutes

Affinage de chromogéne mixte : 10 minutes

Hématoxyline : 5 minutes

Contrdle de qualité:

Reportez-vous aux normes de qualité du CLSI pour la conception et la mise
en ceuvre de tests d'immunohistochimie ; Directives approuvées-Deuxieme
édition (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 20118

Contréle tissulaire positif : Mésothéliome

Les matériaux de contrdle positif externe doivent étre des échantillons frais
fixés, traités et incorporés dés que possible de la méme maniére que les
échantillons du patient. Les contrdles tissulaires positifs indiquent des tissus
correctement préparés et des techniques de coloration appropriées. Un
contrdle 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 contréle 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,
plutét que pour aider a formuler un diagnostic spécifique a partir
d'échantillons de patients. Si les contrdles tissulaires positifs ne parviennent
pas a démontrer une coloration positive, les résultats des échantillons de test
doivent étre considérés comme invalides.

Controle tissulaire négatif :
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Utiliser un controle tissulaire négatif (connu pour étre Calrétinine négatif) fixé,
traité et incorporé d'une maniére identique au(x) échantillon(s) du patient a
chaque cycle de coloration pour vérifier la spécificité de I'anticorps primaire
IHC pour démonstration de I'antigéne 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 I'THC 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
contréle tissulaire négatif, les résultats obtenus avec les échantillons du
patient doivent étre considérés comme invalides.

Controle réactif négatif non spécifique :

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 Calrétinine
polyclonale de lapin anticorps 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 primaire dilué. anticorps en utilisant le méme diluant.
Si le sérum de veau fcetal est retenu dans 'anticorps pur apres le traitement,
le sérum de veau fcetal 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 contréles réactifs négatifs décrits
précédemment. La période d'incubation du contrlle 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 l'immunoréactivité spécifique, des tissus supplémentaires du
patient peuvent étre colorés exclusivement avec des complexes substrat-
chromogéne ou enzymatiques (PAP, avidine-biotine, streptavidine) et
substrat-chromogeéne, respectivement.

Vérification des analyses :

Avant la premiére utilisation d'un anticorps ou d’un systéme 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 contrble qualité précédemment décrites dans cette section de
la notice du produit et aux recommandations de contrdle qualité du
programme de certification CAP.® pour I'immunohistochimie et/ou la directive
NCCLS IHC9). Ces procédures de contréle qualité doivent étre répétées pour
chaque nouveau lot d'anticorps ou chaque fois qu'il y a un changement dans
les paramétres 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 :

Controle tissulaire positif :

“ Biocare Medical 45/117

60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Le contrdle 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.

Contrdle tissulaire négatif:

Le contrble tissulaire négatif doit étre examiné aprées le controle tissulaire
positif afin de vérifier la spécificité du marquage de l'antigéne cible par
I'anticorps primaire. L'absence de coloration spécifique dans le contréle
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 contréle tissulaire externe négatif, les
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 I'antigéne était absent dans les cellules/tissus
analysés. Si nécessaire, utilisez un panel d‘anticorps pour identifier les
réactions faussement négatives.
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Limites:

Limites générales :

1.
2.

10.

11.

Pour /n vitro Utilisation diagnostique

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.

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.?

Une contre-coloration excessive ou incompléte peut compromettre la
bonne interprétation des résultats.

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 controles 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.

La dilution 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.

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.

Les tissus provenant de personnes infectées par le virus de I'hépatite B
et contenant l'antigéne de surface de I'népatite B (AgHBs) peuvent
présenter une coloration non spécifique a la peroxydase de raifort.13
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 I'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.

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.
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 endogéne (par exemple, foie, sein,
cerveau, rein), selon le type d'immunocoloration utilisé.!2

Limites spécifiques au produit :

Aucune limitation supplémentaire spécifique au produit.
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Dépannage :

1.

2.

Aucune coloration des lames — Vérifiez que le tissu de contréle positif,
les anticorps et les produits de détection appropriés ont été utilisés.
Faible coloration de toutes les lames — Vérifiez que le tissu de contréle
positif, les anticorps et les produits de détection appropriés ont été
utilisés.

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 chromogene en
produit final coloré (utiliser un bloc de peroxydase) ou une interaction
protéique non spécifique excessive (utiliser un bloc de protéines, tel
qu'une solution de blocage a base de sérum ou de caséine).

Les coupes de tissus sont lavées sur les lames pendant l'incubation.
Vérifiez les lames pour vous assurer qu'elles sont chargées positivement.
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 exces une fois les étapes d'incubation terminées.
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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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Verwendungszweck:

Fir /n vitro Diagnostische Verwendung

Calretinin ist ein polyklonaler Kaninchen-Antikdrper, der fir den
professionellen Laborgebrauch bestimmt ist, nachdem die Erstdiagnose eines
Tumors durch konventionelle Histopathologie unter Verwendung
nichtimmunologischer histochemischer Farbungen gestellt wurde, bei der
qualitativen Identifizierung des Calretinin-Proteins durch Immunhistochemie
(IHC) in formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten (FFPE) menschlichen
Geweben. Die klinische 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
flir andere klinische Feststellungen bewertet werden.

Zusammenfassung und Erklarung:

Calretinin ist ein kalziumbindendes Protein, das mit Calmodulin und
Calbindin-D28k verwandt ist und hauptsdchlich in neuronalem Gewebe
vorkommt. Es kommt in Untergruppen von Neuronen im gesamten Gehirn
und Riickenmark vor, einschlieBlich sensorischer Ganglien. 1519

Verfahrensgrundsatz:

Dieses  Antikdrperprodukt kann als  primdrer  Antikrper  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
(primérer Antikorper), ein sekundarer 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 méglicherweise nicht mit einem
bestimmten Antigen verbunden.

Materialen und Methoden:

Mitgelieferte Reagenzien:

Host-Quelle: Polyklonal vom Kaninchen
Speziesreaktivitat: Menschlich

Klon: N/ A

Isotyp: N/ A

Proteinkonzentration: Die Chargenspezifische Ig-Konzentration ist nicht
verfiigbar.

Besonderheit: Calretinin

Zellulare Lokalisierung: Kern- und zytoplasmatisch

Verfahren: Affinitdtsgereinigtes polyklonales Kaninchen

Rekonstitution, Mischen, Verdiinnung, Titration:

Vorverdiinntes Antikorperreagenz ist optimal fiir die Verwendung mit den
unten aufgefiihrten Farbesystemen verdiinnt. Eine weitere Verdiinnung kann
zum Verlust der Antigenfarbung filhren. Der Benutzer muss jede solche
Anderung validieren. Unterschiede in der Gewebeverarbeitung und den
technischen Verfahren im Labor des Benutzers kénnen zu erheblichen
Schwankungen der Ergebnisse fiihren, die die regelmaBige Durchfiihrung
interner Kontrollen erforderlich machen (siehe Abschnitt ,Qualitatskontrolle™).

“ Biocare Medical 48/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Bekannte Anwendungen:
Immunhistochemie (formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebe)

Geliefert als:

Gepufferte Kochsalzlosung, pH 5,9-6,0, enthalt einen Proteintrdger und
weniger als 0,1 % Natriumazid-Konservierungsmittel. Weitere Einzelheiten
finden Sie im Sicherheitsdatenblatt.

Bendtigte, aber nicht bereitgestellte Materialien und Reagenzien:
Objekttrager positiv geladen.

Positive und negative Gewebekontrollen
Wistenkammer (oder ahnlicher 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

Deckglas

Lichtmikroskop (40-400-fache VergroBerung)
Automatisierte Plattform zum Farben von Objekttrédgern

Konfigurationen des Antikorperprodukts 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 Flaschchenetikett aufgedruckten Verfallsdatum
stabil. Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden. Die Lagerung unter
anderen als den angegebenen Bedingungen muss Uberpriift werden.
Verdiinnte Reagenzien sollten umgehend verwendet werden; Lagern Sie das
restliche Reagenz bei 2 °C bis 8 °C. Die Stabilitdit der vom Benutzer
verdiinnten Reagenzien wurde von Biocare nicht nachgewiesen.

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.!2

OrdnungsgemaB fixierte und eingebettete Gewebe, die das angegebene
Antigen-Ziel exprimieren, sollten an einem kiihlen 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
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Probenblocke mindestens zwei Jahre ab dem Datum der Priifung
aufbewahren."3

Behandlung von Geweben vor der Farbung:

Fiihren Sie die hitzeinduzierte Epitopgewinnung (HIER) gemaB dem unten
empfohlenen Protokoll durch. Es hat sich gezeigt, dass die routinemaBige
Verwendung von HIER vor der IHC Inkonsistenzen minimiert und die Férbung
standardisiert.*>

Warnung und VorsichtsmaBnahmen:
1. Dieser Antikorper enthalt weniger als 0,1 % Natriumazid. Konzentrationen

unter 0,1 % sind gemdB U.S. 29 CFR 1910.1200, OSHA Hazard
Communication und EG-Richtlinie 91/155/EG keine meldepflichtigen
Gefahrstoffe. Natriumazid (NaNs), 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
kénnten, 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 kénnen
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 fir den Gebrauch optimal
verdiinnt. Eine weitere Verdiinnung kann zum Verlust der Antigenfarbung
fiihren.

7. Um Verdunstung zu verhindern und eine maximale Testkapazitat
sicherzustellen, verschlieBen Sie die Reagenzien nach jedem Lauf umgehend
und entfernen Sie sie aus den automatisierten Instrumenten. Wenn
Reagenzien freiliegen, kann dies ihre Wirksamkeit und die Anzahl der Tests,
die sie durchfiihren kénnen, verringern. Lagern Sie Reagenzien immer gemaB
den Anweisungen, um ihre Unversehrtheit zu bewahren.

8. Entsorgen Sie alle gebrauchten Reagenzien und alle anderen
kontaminierten Einwegmaterialien gemaB den Verfahren fiir infektiésen oder
potenziell infektidsen Abfall. Es liegt in der Verantwortung jedes Labors, mit
festen und fliissigen Abfallen entsprechend ihrer Art und Gefahrlichkeit
umzugehen und sie gemaB den geltenden Vorschriften zu behandeln und zu
entsorgen (oder sie behandeln und entsorgen zu lassen).

9. Befolgen Sie die 6rtlichen Entsorgungsvorschriften fiir Ihren Standort
sowie die Empfehlungen im Sicherheitsdatenblatt, um die sichere Entsorgung
dieses Produkts zu gewahrleisten

10. Das Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage erhdltlich und unter
http://biocare.net zu finden.

11. Um vermutete schwerwiegende Vorfalle im Zusammenhang mit diesem
Gerat zu melden, wenden Sie sich an den ortlichen Biocare-Vertreter und die
zustandige Behorde des Mitgliedstaats oder Landes, in dem der Benutzer
ansassig ist.

Gebrauchsanweisung:
Empfohlene Farbeprotokolle fiir Calretinin:

NeoPATH PRO:

NPAIQ92 ist fir die Verwendung mit dem NeoPATH PRO vorgesehen.
Spezifische  Anweisungen zur Verwendung finden Sie im
Benutzerhandbuch. Die empfohlenen Protokollparameter sind wie folgt:

“ Biocare Medical 49/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Option zur

Chromogenfarbung il

Antikérperprotokoll: Calretinin, 20 Min. bei RT

Vorlage: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Entparaffinieren: Entparaffinierung STD; 20 Min. bei 75°C

Antigen-Abruf (HIER-

Option): HIGH_105C_30MIN

Enzym: N/A

Blockoption: N/A

Erkennung: HRP_20AB_STD (Verstérker; 10 Min. bei
RT Polymer; 25 Min. bei RT)

Chromogen: 7 Min. DAB + 2 Min. DAB Enhancer

Hamatoxylin: 7 Min. bei RT

Q-Serie — Fiir Leica BOND-III:

ALI092 ist fir die Verwendung mit dem Leica BOND-III vorgesehen.

Spezifische  Anweisungen zur Verwendung finden Sie im

Benutzerhandbuch. Die empfohlenen Protokollparameter sind wie folgt:

Option zur Chromogenfarbung TUPFEN

Protokollname: IHC-Protokoll  F  +
Blocker

Erkennung: Bond Polymer Refine

HIER: 20 Minuten mit ER2

Peroxidblock: 5 Min

Marker (Primarantikorper): 15 Min

Nach der Grundschule: 8 Min

Polymer: 8 Min

Gemischtes Chromogen verfeinern: 10 Min

Hamatoxylin: 5 Min

Qualitatskontrolle:

Siehe CLSI-Qualitatsstandards fir Design und Implementierung von
Immunhistochemie-Assays; Genehmigte Richtlinie — Zweite Auflage (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA USA (www.clsi.org). 20118

Positive Gewebekontrolle: Mesotheliom

Externe positive Kontrolimaterialien 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 fir die externen Positivkontrollmaterialien verwendeten Gewebe sollten
aus Patientenproben mit gut charakterisierten niedrigen Konzentrationen der
positiven Zielaktivitat ausgewahlt werden, die eine schwach positive Farbung
ergeben. Der niedrige Positivitdtsgrad fiir externe Positivkontrollen soll die

Erkennung geringfiigiger Veranderungen der priméren
Antikdrperempfindlichkeit aufgrund von Instabilitdt oder Problemen mit der
IHC-Methodik gewabhrleisten. Im Handel erhdltliche

Gewebekontrollobjekttrager 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:
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Verwenden Sie eine negative Gewebekontrolle (bekanntermaBen). se/
Calretinin negativ) fixiert, verarbeitet und in einer Weise eingebettet, die mit
der/den Patientenprobe(n) bei jedem Farbedurchgang identisch ist, um die
Spezifitdt des IHC-Primdrantikdrpers fiir zu Uberpriifen 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 kdnnen vom Laboratorium als interne Negativkontrolistellen zur
Uberpriifung der Leistung des IHC verwendet werden Spezifikationen. Die
Arten und Quellen der Proben, die fiir negatives Gewebe verwendet werden
kdnnen Die Steuerelemente sind im Abschnitt
4Leistungsmerkmale™ 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 Primdrantikdrpers 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 enthdlt eine negative Reagenzkontrolle a
Polyklonales Calretinin-Kaninchen Antikorper, der auf die gleiche Weise wie
der Primdrantikorper aus Gewebekulturiiberstand hergestellt wird, zeigt
jedoch keine spezifische Reaktivitat mit menschlichen Geweben in derselben
Matrix/Lésung wie der Biocare-Antikdrper. Verdiinnen Sie einen negativen
Kontrollantikdrper auf die gleiche Immunglobulin- oder Proteinkonzentration
wie der verdiinnte Primédrantikrper Antikdrper unter Verwendung des
identischen Verdinnungsmittels. Wenn fbtales Kélberserum nach der
Verarbeitung im unverdiinnten Antikdrper zuriickbleibt, fotales Kélberserum
in einer Proteinkonzentration, die der verdiinnten entspricht Primarantikorper
im gleichen Verdiunnungsmittel 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 Antikérpern auf Serienschnitten verwendet
werden, konnen die negativ geférbten Bereiche eines Objekttragers als
negative/unspezifische Bindungshintergrundkontrolle fiir andere Antikdrper
dienen. Um endogene Enzymaktivitdat oder unspezifische Bindung von
Enzymen von spezifischer Immunreaktivitdt zu unterscheiden, kdnnen
zusatzliche Patientengewebe ausschlieBlich mit Substrat-Chromogen oder
Enzymkomplexen (PAP, Avidin-Biotin, Streptavidin) bzw. Substrat-
Chromogen gefarbt werden.

Assay-Verifizierung:

Vor der erstmaligen Verwendung eines Antikorpers oder Farbesystems in
einem diagnostischen Verfahren sollte der Benutzer die Spezifitat des
Antikorpers Uberpriifen, 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 Qualitatskontrollempfehlungen des CAP-
Zertifizierungsprogramms?® fiir Immunhistochemie und/oder die NCCLS IHC-
Leitliniel®). Diese Qualitdtskontrollverfahren sollten fir jede neue
Antikdrpercharge oder bei jeder Anderung der Testparameter wiederholt
werden. Die im Abschnitt ,Leistungsmerkmale™ aufgefiihrten Gewebe sind
fiir die Testverifizierung geeignet.

Fehlerbehebung:

Befolgen Sie die Antikdrper-spezifischen Protokollempfehlungen gemas dem
bereitgestellten Datenblatt. Wenn atypische Ergebnisse auftreten, wenden
Sie sich unter 1-800-542-2002 an den technischen Support von Biocare.

Interpretation der Farbung:

“ Biocare Medical 50/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Positive Gewebekontrolle:

Die mit dem angegebenen Antikdrper gefdarbte 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 Reaktivitdt 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 unvollstandiges Gegenfarben kann
die korrekte Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen. Die empfohlene
Gegenfarbung finden Sie im/in den Protokollen.

Negative Gewebekontrolle:

Die negative Gewebekontrolle sollte nach der positiven Gewebekontrolle
untersucht werden, um die Spezifitdt der Markierung des Zielantigens durch
den Primdrantikorper zu Uberpriifen. Das Fehlen einer spezifischen Farbung
in der negativen Gewebekontrolle bestdtigt das Fehlen einer Antikdrper-
Kreuzreaktivitdt mit Zellen/Zellkomponenten. Wenn bei der negativen
externen Gewebekontrolle eine spezifische Farbung (falsch positive Farbung)
auftritt, sollten die Ergebnisse mit der Patientenprobe als ungliltig 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 Antikérper
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.
G e T . T T i -
S RN /r’\l VoGS s\ )
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Mit Calretinin-Antikorper geférbtes Mesotheliom

Einschrankungen:

Allgemeine Einschrénkungen:

1.
2.

10.

11.

Fir /n vitro diagnostische Verwendung

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.

Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des
Gewebes vor der Farbung ab. UnsachgemaBes Fixieren, Einfrieren,
Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder Kontamination
mit anderen Geweben oder Flissigkeiten kann zu Artefakten,
Antikorpereinschliissen oder falsch negativen Ergebnissen fiihren.
Inkonsistente Ergebnisse konnen auf unterschiedliche Fixierungs- und
Einbettungsmethoden oder auf inhdrente UnregelmaBigkeiten im
Gewebe zurlickzufiihren sein.!2

UbermaBiges oder unvollstindiges Gegenfirben kann die korrekte
Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen.

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 ergdnzt werden. Es liegt in der Verantwortung
eines qualifizierten Pathologen, der mit der ordnungsgemaBen
Verwendung von IHC-Antikdrpern, Reagenzien und Methoden vertraut
ist, alle Schritte zur Vorbereitung und Interpretation der endgiiltigen
IHC-Praparation zu interpretieren.

Die optimale Antikdrperverdiinnung und die Protokolle fiir eine
bestimmte Anwendung kénnen variieren. Dazu gehdren 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 konnen. 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.

Dieses Produkt ist nicht fiir die Verwendung in der Durchflusszytometrie
bestimmt. Fir  die  Durchflusszytometrie ~ wurden keine
Leistungsmerkmale ermittelt.

Gewebe von Personen, die mit dem Hepatitis-B-Virus infiziert sind und
Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg) enthalten, kdnnen eine
unspezifische Farbung mit Meerrettichperoxidase aufweisen.!3
Reagenzien konnen in zuvor nicht getesteten Geweben unerwartete
Reaktionen hervorrufen. Die Mdoglichkeit unerwarteter Reaktionen
selbst in getesteten Gewebegruppen kann aufgrund der biologischen
Variabilitat der Antigenexpression in Neoplasmen oder anderen
pathologischen Geweben nicht vollstandig ausgeschlossen werden.!*
Kontaktieren Sie den technischen Support von Biocare unter 1-800-542-
2002 oder Uber die technischen Supportinformationen auf biocare.net
mit dokumentierten unerwarteten Reaktionen.

Normale/nichtimmune Seren aus derselben tierischen Quelle wie
sekundéare Antiseren, die in Blockierungsschritten verwendet werden,
kdnnen aufgrund von Autoantikdrpern oder natiirlichen Antikérpern zu
falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen fiihren.

Falsch  positive Ergebnisse  kdnnen aufgrund einer nicht
immunologischen Bindung von Proteinen oder
Substratreaktionsprodukten auftreten. Abhdngig von der Art der

verwendeten  Immunfarbung kdnnen sie  auch durch
Pseudoperoxidaseaktivitdt (Erythrozyten), endogene
“ Biocare Medical
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

USA

51/117

Peroxidaseaktivitdt (Cytochrom C) oder endogenes Biotin (z. B. Leber,
Brust, Gehirn, Niere) verursacht werden.!2

Produktsperzifische Einschrénkungen:

Keine zusatzlichen produktspezifischen Einschrankungen.

1

Fehlerbehebung:

Keine Farbung der Objekttrager — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
positives Kontrollgewebe, Antikérper und Nachweisprodukte verwendet
wurden.

Schwache Farbung aller Objekttrager — Uberpriifen Sie, ob geeignetes
positives Kontrollgewebe, Antikérper und Nachweisprodukte verwendet
wurden.

UbermaBiger Hintergrund auf allen Objekttrégern — Es kénnen 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 Proteinwechselwirkungen vorhanden sein
(verwenden Sie einen Proteinblock, z. B. eine Blockierungslésung auf
Serum- oder Kaseinbasis).

Gewebeschnitte werden wahrend der Inkubation von den
Objekttragern abgewaschen — Uberpriifen Sie die Objekttrager, um
sicherzustellen, dass sie positiv geladen sind.

Spezifische Farbung zu dunkel — Uberpriifen Sie das Protokoll, um
festzustellen, ob der richtige Antikdrpertiter auf den Objekttrager
aufgetragen wurde und ob die Inkubationszeiten fiir alle Reagenzien
korrekt sind. Stellen Sie auBerdem sicher, dass das Protokoll geniigend
Waschschritte enthdlt, um Uberschiissige Reagenzien nach Abschluss
der Inkubationsschritte zu entfernen.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
MpoBAenopevn XxpRon: F'VWOTEG EPAPHOYEG:

TMa /n vitro AlayvwoTikn Xprion

H kahpeTivivn gival £va NoAUKAWVIKO avTiowda KOUVEAIOU Mou npoopileTal
yia snayyeAUATIKn pyacTnpiakn xprion agou yivel n apxikn didyvwon Tou
Oykou We oupBaTikn IoTonaboloyia XPNOIKOMOIWVTAG [N AVOOOAOYIKEG
IOTOXNHIKEG KNAIBEG, OTNV NOIOTIKN TauTonoinan Tng npwTeivng Calretinin pe
avogoioToxnueia (IHC) oe avBpwnivoug I0TOUG EVOWHATWHEVOUG OF
napagivn pe @oppalivn (FF). H kAivikiy eppnveia onolaodnnoTte Xpwong n
anouciag TnG Ba npénel va CUUNANPWVETAl PE HOPPOAOYIKEG HENETEG e
Xpron kataAnAwv eAéyxwv kal 8a npenel va aglohoyeital aTo nAaicio Tou
kAIvVikoU 10TopIkoU Tou aoBevoug kal AAwV dlayvwoTIKQV EETACEWY ano
€IdIKeEUJEVO naBoAoyo ¢ Pondnua oTtn Afyn Tuxov AAAwV  KAIVIKOV
NpoadIoPICTHMV.

MepiAnyn ka1 Ene§nynon:

H kaApeTivivn gival pia npwTeivn nou deopelel To aoBECTIO Nou OXETICETal JE
TNV kaAdodouAivn kai Tnv kaABivdivn-D28k kai BpiokeTal Kupiwg oTov
VEUPWVIKO 10TO. YNAPXEI OE UNOCUVOAA VEUPWVWV OE OAO TOV EYKEPAAO Kal
TO VWTIAIO PUEAD, GUUNEPIANAUBAVOpEVY TWV aIoBNTNPIAKWVY yayyAiwy. 1519

Apxn Aladikaciag:

AUTO TO NPOIOV AVTIOMMATOC WMopei va Xpnaoiponoinfei wg To nNpwTelov
avTiowWa o€ SOKIUEG aVOTOIOTOXNKEIAG THNHATWY I0TOU HOVILOMOINUEVWY HE
(POPHAAIVN, EVOWUATWHEVWY OE napagivn. Mevika, n avogoioToxnuikn (IHC)
0l TEXVIKEG XpWONG ENITPEMOUV TNV OMTIKOMOINGN TWV AVTIYOVWV HETW TNG
d1adoxIKNG €pappoync Tou a €dIKO avriowua oTo avriyovo (npwteliov
avTiowa), éva deuTepelov avTiowua oTo NpwTeUov avTicwua (MPoalpeTIKO
avTiowyda olUvdeong/avixveutng), éva oUpnAeypa evlUpwv  Kal  €va
XPWHOYOVO UNOOTPWHA HE NapepBardpeva aTadia eknAuong. H evluparikn
EVEPYOMOINON TOU XPWHOYOVOU EXEl WG AMOTEAECWA éva opaTtd Mpoiov
avTidpaong oTn B€on Tou avTiyovou. STn Ouvéxela, To deiypa pnopei va
avTIXPWHATIOTEl  kal va yNOTpRoel To KAAuppa. Ta  anoteAéopata
€punvelovTal XpNOILONoIOVTAG £va QWG MIKPOOKOMNIo kai Borbeia oTn
dlapopikn didyvwon nado@uaioloyIkwv dlEpyaci®y, Nou UNopei ) Pnopei va
HNV OXeTICETaI E £Va GUYKEKPIUEVO AVTIYOVO.

YAika kai Mé@odor:

Mapexdueva avTidpaoTrpia:

MNMnyn oikodeonoTn: KouvéAl NOAUKAWVIKO
AvTI3pacTIKOTNTA €IBOUG: AvBpWNIVOG
KAwvonoinon: N/A

IooTunog: N/A

SUYKEVTPWON NPWTEIVNG: Acv gival dIaBEoIun ouykevTpwon Ig €idikn yia
napTida.

EidikoTnTa: KahpeTivivn

EvToniopog KIvnTHG THAEP®VIag: Mupnvikr kal KUTTaponAacHaTikn
M£60380¢: MoAUKAWVIKO KOUVEN KaBapIoWEVO e OuyyEvela

AvaouoTtaon, avapei§n, apaiwon, TITAod0TnON:

To npoapaiwpévo avTIdSPAcThPIO aVTIOHPATOG APdIWVETAl BEATIOTA yia
XPNoN He Ta NApakdTw avagepOpeva CUCTNUATA Xpwong. Mepamépw
apaiwon pnopei va odnynoel o anwAela xpmong avTiyovou. O Xpnotng
Npenel va enikupwoel onoladnnote TETold aliayr. O1 diagopég oTnv
enefepyacia Twv IOTWV Kal OTIG TEXVIKEG dladiKaoieG OTO €PyacTnpio Tou
XPROTN HNOpEi va NpokaA£oouv onpavTikr SlakUpavon oTa anoTeAéopaTa
nou anairoUv TNV TAKTIKR EKTEAEON €0WTEPIKWV eAeyxwv (BA. evoTtnTa
[1010TIKOG EAEYXOG).

“ Biocare Medical 53/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

AvoooioToxnueia (10Toi evowuaTwévol 0 Napa®ivn aTabeponoinyevol Pe
(poppaivn)

MapéxeTal wg:

PuBuiopévo ahartouxo diaAupa, pH 5,9-6,0 nepiExel popea npwTEivng Kai
AiyoTtepo and 0,1% ouvtnpnTikd alidio Tou vatpiou. Asite To ®UAO
Aedopevwv Aopaleiag yia NnpooBEeTeG AeNTOUEPEIEG.

YAIKA kal avTidpacTnpia nou anairolvTal dA\d Sev napeyovrai:
To pIkpooKOnio oAIoBaivel BETIKA (POPTIOHEVO.
©ETIKOI Kal apvnTIKOi EAEYXOI 10TV

Desert Chamber (1} NnapoUoIog (poUpvVoG GTEYVMOMATOG)
ZuhOAio 1} unokaTaoTaTto EuAohiou

AIBavoAn i aAkooAn avTidpaoTnpiou

©ahapog anokaAuyng (xUTpa TaxUuTnTac)
AnIOVIOUEVO I aNECTAyHEVO VEPO

PuBpIoTIKO diGAupa NAUoNG

AvTIdpacTrpia npoeneEepyaciag

MnAok unepogeidaong

MnAok NpwTeivng (MPOAIPETIKD).

AVIXVEUTNG aViXVEUONG Kal MOAUMEPEG
AvTIOpacTrpia apvnTIkoU AEyXOU

Xpwpoyova

AiuaTto€uAivn (avTixpnon)

MnAe avTidpaoTrpio

Méaoo TonoBETnang

Kahuppa

Mikpoakonio GwToG (UeyéBuvan 40-400X)
MAaTQOPHA AUTOPATONOINUEVNG XPWONG NAQKWV

01 JIaPoPPWOEIG TOU MPOIOVTOG AVTICHHATOG €ival SIaBETIYEG yia Xprion oTa
opyava nou unodeikvUovTal oTov Napandave nivaka.

AnoBnkeuon kai oTabepdTnTa:

®ulacoeTal oToug 2°C €wg 8°C. To npoidv eival oTaBepd péXpl TNV
nuepopnvia AARENG mou avaypdgperal oTnv ETIKETA Tou @ialidiou, oTav
(uhaooeTal und autég TIC ouvOnkec. Na pn xpnoldonolsital PETA TNV
nuepopnvia AMEnG. H anoBrikeuon unod onoleadnnoTe CUVBRKEG EKTOG ano
auTéG nou kaBopilovral npénel va enaAnBevstal. Ta  apaiwpéva
avTidpacTnpia Ba npénel va XpnolJonolouvTal auéows. (PUAAETE TuxOv
unoleinopevo avTidpacTnpio oToug 2°C éwg 8°C. H oTaBepdTnTa Twv
avTIdpacTnpiwv Nou £xouv apaiwdei and To xpraTn dev €xel TEKUNPIWOE and
Tn Biocare.

01 BeTIKOi Kal OI apvNTIKOI HAPTUPEG Ba npénel va ekTehoUvTal TaUTOXPOVa
We OAa Ta deiypata aoBevav. EGv napatnpnBei anpoadoknTn Xpwan, n onoia
dev pnopei va Enyndsi and dIaQopEC OTIC £pyacTnpIiakeg diadikaoieg Kal
undapxel unowia yia NpoBANKa We To avTiowpa, ENIKOIVOVNOTE HE TNV TEXVIKN
YnooTnpi§n Tng Biocare oto 1-800-542-2002 1 WECW TWV NANPOPOPINV
TEXVIKNG UMNOCTNPIENG Nou napéxovral oTo biocare.net.

NpocToipacia dsiyparoc:

IoToi oTepewpevol ae Goppalivn gival kaTAAMnAa yia xprion npiv anod Tnv
evowpdTwon napaivng. Or ooTIKoi I0Toi Ba Npénel va anaoBeoTwvovTal npiv
ano Tnv ene&epyaaia Tou 10ToU yia va diukoAuvBei N konr Tou 10ToU Kai va
ano@euxBei n ZnuId oTIG AenideC Tou HIKPOTOHOU. 1+

Ol OWOTA OTEPEWMEVOl KAl EVOWHATWHEVOI 10TOI MoU eKPPAlouv Tov
KaBopIouEVo aTOXO avTiyovou Ba npénel va GUAGooovVTal o€ SPOTEPD HEPOG,
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O vopoc yia T BeATiwon Tou kAivikoU spyactnpiou (CLIA) Tou 1988 anaitei
010 42 CFR §493.1259(B) 0TI «To £pyacTrpio NPENEl va diaTnpei AeKIQOPEVES
QVTIKEIMEVOPOPOUG NAAKEG TOUAdXIOTOV Oéka XpoOvia and Tnv nuepopnvia
€€€Taon kal diaTHPNON TWV THNUATWV JElyHATwv TouhdyioTov dUo Xpovia
and Tnv nuepounvia sEEraonc.»?

Oepangia 1I0TOV NpIv and Tn Xpwon:

EkteAéote Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) ouUpgwva pe TO
NPOTEIVOUEVO MPWTOKOAO napakatw. H TakTikn xprion Tou HIER npiv anod
Tnv IHC éxel anodeixBei OTI eAayioTonolei TNV AcUVENEId KAl TUMOMOIEI TN
Xpoon. 3

MNpo&idonoinon kai npo@UAGEEIG:

1. Autd TO avTiowyda nepiExel Aiyotepo and 0,1% alidio Tou varpiou. Oi
OUYKEVTPWOEIG MIKPOTEPEC ano 0,1% Sev gival enikivduva UNIKA nou prnopolv
va avapepBouv oUPPwva pe To 29 CFR 1910.1200 Twv HIMA, Tnv avakoivwaon
Kivduvou OSHA kai Tnv Odnyia 91/155/EK Tng EK. AZidio Tou vaTtpiou (NaNs)
XPNOIKONOIEITal WG ouVTNPENTIKO gival TogIkd €av katanoBei. To alidio Tou
vaTpiou Pnopei va avTidpacel e TiG udPAUAIKEG EYKATAOTACEIC JoAUBSOU Kal
XahkoU yia va oxnuaTiosl EaIpeTIKA ekpnKTIKG agidia PeTaAwv. MeTa Tnv
anoppiyn, EENAUVETE e PEYAAEG NOOOTNTEG vEPOU YIa va ANOTPEWETE TN
ouoowpeuon afidiwv oTIG UdPaUAIKEG eykaTaoTdoelg. (Center for Disease
Control, 1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)®
2. Ta deiyyata, npiv Kal PETA T OTEPEWOT, Kal OAa Ta UAIKG nou ekTiBevTal
o€ auTda Ba npéEnel va avTiPeTwniCovTal gav va eival Ikava va PETadmnoouy
pOAUVON Kal va anoppinTovTal Pe TIG KATAMNAEG NPOPUAGEEIG. MOTE pnv
METAQEPETE Ta avTIdPaAcThPId e MINETA and To OTOUA Kal anoQUYETE TNV
€nagr Tou dEPPAToC Kal Twv BAEVVOYOVWV HE avTidpacTnplia kai deiyuara.
Eav Ta avmidpacTrpia n Ta deiypata £pBouv O enagr) ME guaiodbnTeg
NePIOXES, NAUVETE e GpBovn nocdTnTa vepou.’

3. H pikpopBiakn poAuvon Twv avTidpaoTnpiwv Prnopei va odnyroel os alénon
NG N EIBIKMG XPWONG.

4. Xpovol enmaong r Beppokpacie SIapopeTIKEG anod auTeg nou kaBopilovTal
pnopei va dwoouv eo@alpéva anotedéoparta. O XprioTng npénel va
ENIKUPWOEI onoiadnnoTe TETola alhayr.

5. Mn XpnoIUonoIiTe TO avTIOPACTAPIO PETA TNV Nnuepopnvia AREng nou
avaypagetai oTo @ialidio.

6. To npoapaiwyévo avTidpacTnipIo avTIoHPATOG ApalwVeTal BEATIOTA yia
xpnon. Mepairépw apaiwon unopei va odnynoel O anmAeld Xpwong
avTiyovou.

7. Na va anoTp&WeTe Tnv €EATHION Kal va dIaoQaNIoETE T PEYIOTN IKavoTNTa
OOKIUNG, KAeioTE auéowG kal agaipécTe Ta avmidpacThpla and Ta
auTopaTonoinuéva Opyava WETa and kabe ekTéAeon. To va agrvete Ta
avTIdpacTrpla eKTEBEINEVA PNOPEI VA WEIMTE! TNV ANOTEAECUATIKOTNTA TOUG
Kal Tov apiBpd Twv SOKILWV Nou prnopouv va napéxouv. Na anoBnkeleTte
navra Ta avridpacTripia cUPPWVa KE TIGC 0dNnYieg yia va dlaTnprosTe TNV
aKepaioTNTa TOUG,

8. AnoppiyTe 6Aa Ta xpnaigonoinyéva avridpacTnpia Kal onoiadnnoTe aAha
HoAuopéva avahwolua UNKG akoAouBwvTag diadikagieg yia HOAUCHATIKG 1
duvnTikG poAuopaTtika anoBAnta. Eival euBlvn kabe epyacTnpiou va
XEIpileTal OTEPEA Kal uypa anoAnTa cUPPWva We Tn eUoN Kai Tov Babuo
€MIKIVOUVOTNTAG TOUC Kal va Ta XelpileTal kal va Ta anoppinTel (f va Ta
avabétel ot ene€epyacia kal anoppiyn) oUUQWVA HE OMOIOUGDNMNOTE
10XUOVTEG KaVOVIGHOUG.

9. AkoAouBroTe Toug TomikoUG KavoviopoUg anoppiyng yia Tnv Tonobeaia
oag padi pe ouoTtdaoeig oto ®UAO Asdopévwv Aopaleiag yia va kabopioeTe
TNV ao®aAr andppiyn autol Tou NPoIOVTOG

10. To SDS eival diaB£aio kaToniv arriuaTog Kal BpiokeTal aTn dielBuvon
http://biocare.net.

11. MNa va avagpepeTe UnonTa coBapd NePICTATIKA NOU OXETIovTal e auTiv
TN OUOKEUI, ENIKOIVWVAOTE PE TOV TOMIKO avTINpoowno Tng Biocare kai Tnv
apuodia apxny Tou KpAtoug MEAOUG N TNG XWPAg OTnv onoia eival
£YKATEGTNMEVOC O XPNOTNG.

0dnyieg xpnong:
SUVIOTMHEVA NPWTOKOAAG XPWONG Yia TNV KAApeTIvivn:

“ Biocare Medical 54/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

NeoPATH PRO:

To NPAI092 npoopileTal yia xprion e To NeoPATH PRO. Avatpé€Te oTo
Eyxeipidlo XprioTn yia CUYKEKPIUEVEG 0dnyieg Xpriong. Ol CUVICTWUEVEG
napaueTpol NpwTokOAoU gival ol €&nc:

Emidoyn ~ XPWONGS | panETwH

XPWHOYOVOU

MpwTokoAAO . ,
AVTIOPATOV: KaApeTivivn, 20 AenTta og RT
Nepiypappa: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Dewax: Dewax STD; 20 Aentd gToug 75°C

AvAakTnon avriyovou
(EAQ EmiAoyR): YWHAOZ_105C_30AEN

EvCupo: N/A

Enidoyn

anokA&gIopoU: N/A

Avixveuon: HRP_20AB_STD (evioxuti, 10 Aentd ot

nohupepéc RT, 25 Aentd o RT)
7 Aentd DAB + 2 Aentd DAB Enhancer
7 \entd oTo RT

Xpwpoyovo:
Aipgato&ulivn:

Ze1pa Q — lNa Leica BOND-III:

To ALI092 npoopileTal yia xprion e To Leica BOND-III. Avatpégte oTo
EyxeIpidlo XprioTn YIa CUYKEKPILEVEG 0dnyieg Xprionc. OI GUVICTWUEVEG
napapeTpol NpwTokOAoU eival ol €8nc:

EniAoyn Xp®WonG XpwHOyovou EMAAEIWH

'Ovopa npwToKOAAOU: IHC Protocol F + Blocker
Avixveuon: Bond Polymer Refine
EAQ: 20 AenTd pe ER2
MnAok unepoeidiou: 5 Aenta

A€gikTnG (NPWTOYEVEG avTiowpa): 15 AenTa

Post Primary: 8 AenTa

MoAupepéc: 8 Aentd

MikTO Xpwpoyovo Refine: 10 AenTd
Aipato&ulivn: 5 Aenta

MoioTikoG £éAeyxoG:

AvaTpé€te ota npdTuna noidtnTag Tou CLSI yia Tov oxedlaoud kai T
e@appoyny avahloswv avoooioToxnueiag. Eykekpipévn  Odnyia-AelTepn
£kdoan (I/LA28-A2) CLSI Wayne, PA HMA (www.clsi.org). 20118

OeTIkOG ENeyXOG 10TOU: MegoBnAiwpa

Ta uNika e€wTepikoU BeTikoU eAéyxou Ba npénel va sival ppeoka deiypara
nou OTepewVOVTal, unoBaAovTal oe enegepyaania Kal EVOWUATOVOVTal TO
OUVTOHOTEPO duvaTod [e Tov idIo TPOMo onwg To(a) deiypa(a) acbevoug. Ol
BeTIkoi EAeyXO!l I0TWV gival EVOEIKTIKOI TWV OWOTA MPOETOINACHEVOV I0TWV
Kal TwV KaTaANAWV TEXVIKOV Xpwone. 'Evag BeTIKOG eEWTEPIKOC PapTUPAG
10TOU yia kaBe aUvoho ouvenkwv dokiung Ba npénel va nepIAapBaveral og
KGBe BOKIUM XPWOnG.

01 1oTO0i MoU XpNnolJonoloUvTal yia Ta UNIKG eEwTepIkoU BETIKOU eAEyxou Ba
npenel va emiAéyovtal and Oeiypata acBevwv Pe KaAd XapakTnpiopéva
XaunAa enineda BeTikAG dpaocTnpIOTNTAG OTOXOU Mou divel acBevr| BETIKN
Xpwon. To XaunAo eninedo BeTIKOTNTAG yIa €EWTEPIKOUG BETIKOUG HAPTUPEC
€xel oxediaoTei yia va diao@alifel Tnv avixveuon avenaiobnTwv alaywv
TNV €UAICONCIa TOU NPWTOYEVOUG AvTIOWHATOG anod acTabela r) npoBAnuara
He Tn HeBodoloyia IHC. O1 NnAakeg eAEyxou I0TOU nou diaTiBevTal aTo EUNOpIO
r Ta deiypaTa nou €xouv unoaTei dlagopeTIKr eneEepyaaia anod Ta deiypata
aoBevoug enMIKUPWVOUV HOVO Tnv anddoon Tou avTidpacTtnpiou kai dev
enaAnBsUouv TNV NposTolyaacia IoTou.

O1 yvwaToi BeTIKOI APTUPEG IOTWV Ba Npenel va xpnalyonololvTal JOvo yia
TNV napakoAolBnan TnG 0woTnG anodoong TV ENEEEPYACHEVWY I0TWV Kal
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TWV JOKILAOTIKOV avTIdpacTnpiny, Napd wg Bonénua aTn dauopPwaon HIag
OUYKEKPIPEVNG SIayvwong deiyudTwy aoBevav. Eav ol BTIKoi HApTUPEC 10TOU
dev katapepouv va emideifouv BTk Xpwaon, Ta anoTeAéopata Pe Ta
deiypaTa dokiung 8a npénel va BswpolvTal akupa.

ApvnTIKOG EAeYXOG 10TOU:

XpnoigonoinoTe €va apvnTikd papTupa I0Twv (YVwoTOd o va &var
KaAperivivp apvnTikd) oTaBeponoindnke, unoPAnBnke os ensfepyacia kai
EVOWHATMONKE We TPOMo navopoldTuno pe To(ta) deiypa(a) aocBevolg pe
KaBe diadikaoia Xpwaong yia va enaAnBeuTei n €1I0IKOTNTA TOU NPWTOYEVOUG
avTiowpaTog IHC yia enidei€n Tou avTiydvou oTOXOU Kal yia napoxr EvOeIgng
€I0IKNG Xpwong unoPabpou (weudwg OeTikn Xpwon). Emiong, n noikiAia
SlapOopPETIKWY TUNWV KUTTAPWV MOU UNAPXOUV OTd MEPICTOTEPA TUNKATA
10ToU Wropei va xpnaidonoinBouv and Tov EpyacTrpio WG ECWTEPIKEG BETEIG

apvnTikoU gA€yxou yia Tnv enaifiBeuon Tng anodoong Tou IHC npodiaypageg.

O1 TUNOI Kal ol NNYEG Twv delypdTwy nou pnopolv va Xpnaiyonoinfouy yia
apvnTikd 10T0  Ta oToIxeia €Néyxou napatibevrar oTnv  EvoTnTa
XapakTnpioTika anddoong.

Eav epgavioTei e18Ikn Xpwaon (Yeudwg BeTIK Xpwaon) aTov apvnTIKO dpTupa
10ToU, Ta anoTeAéopaTa pe Ta deiypata acBevwv Ba npénel va BewpouvTal
akupa.

Mn €101kOG apvnTIKOG EAEYXOG avTIOpAaTNPIou:

XpnaoidonoinaTe évav pn 181KO papTupa apvnTikoU avTidpacTnpiou oTn B€on
TOU NPWTOYEVOUG QVTIOMKATOG e [ia Topr and kabe deiypa acBevoug yia va
a&lohoynaoeTe TN pn 181K XpWaon Kal

€MITPENOUV TNV KaAUTEPN epunveia TG €IBIKNG Xpwong otn B£on Tou
avTiyovou. TNV 1I3avikr NepINTWOon, vag apvnTIKOG EAEYXOG avTidpaoTnpiou
nepIEXel a IToAukAwvikrj KaApeTiviv) kouvediou avTiowpa nou napayeral ano
UnepKeidevo Uypo I0TOKAANIEPYEIAG HE Tov idI0 TPOMO ONWG To NPWTEUOV
avTiowpa ala dev eppavilel e1dikn avTidpacTIKOTNTA e avBpmMNIVoug 1I0ToUG
otnv idia pnTpa/didAupa pe To Biocare avTiowpa. Apai®oTE €va avTiowua
apvnTikoU WapTupa aTny idia GUYKEVTPWAON avoooapaipivng r NpwTeivng Ke
TO APAIWHEVO NPWTOYEVEG AVTIOWHA XPNOILONOIMVTAG To idlo apalwTikd. Eav
0 EMPPUIKOG 0pOC HOOYOU dlaTnpeital oTo KaBapd avTiowpa HETa Tnv
ene€epyaaia, o opdg EUPRPUOU HOOXOU OE GUYKEVTPWON NPWTEIVNG I003UVaun
ME TNV apaiwpévn To NPWTOYEVEG avTIOWA aTo idI0 apalwTIKO €ival £niong
KaTaMnAo yia xpron. (AvaTpeEre oTo napexopevo avTidpacTrpio). To
apaiwTIKO HOVO Jnopei va xpnoiponoindsi  w¢  Aiyotepo  emBupnTn
evaAAakTIkr) AUON OTa NPONYOUUEVMG NEPIYPAPEVTA apvnTIKA avTidpacTrpia
eAéyxou. H nepiodog enwaong yia Tov apvnTikd PApTupa avTidpacTnpiou
NPENEI va avTIOTOIXE OE QUTH ToU NPwWToYEVOUG AVTIOWKATOG.

‘OTav xpnoidonoioUvTal NaveA NoANQV avTICWHATWY OE OEIPIAKEG TOUEG, Ol
apvnTIKa XPWHATIOPEVEG NEPIOXEG HIAG AVTIKEIEVOPOPOU NAAKAC UMOpEi va
XPNOoIPEUOOUV WG EAeyXOG UNoBABpou apvnTIKAG/KUN €1BIKNG SETUEUONG Yia
GMa avmioopata. Ta va  diapopornoinBei n  evdoyevig  eVIUMIKN
dpaotnpiotnTa N n un €dikn Ofopeuon evlUpwv and Tnv €Ok
avoooavTIdpacTIKOTNTA, EMINAEOV 10TOI AOBEV®MV WNopolv va XpwHaTioTouv
anoKAEIOTIKG ME OUPNAOKA UMOCTPMKUATOG-XpwHOYOvou 1) eviipou (PAP,
apidivn-BioTivn, oTpenTapidivn) Kal UNOCTPWHA-XPWHOYOVO, avTioToIXd.

EnaAnBeuon dokipaoiag:

Mpiv anoé Tnv apxikn Xpnon evog avTiowpaTog 1 CUCTHKATOG XPWONG OE Hid
dlayvwoTikn diadikacia, o xpnoTtng 6a npenel va enaknBeloel Tnv €18IKOTATA
TOU avTIOWHATOG JOKINAJOVTAG TO OE [Ia OEIPA ECWTEPIKAWV I0TQV HE YVWOTA
avoooioTOXNHIKG XapakTnPEIoTIKA anddoong nou avTinpoowrneUouv yVwaoToUug
BeTIkOUG Kal apvnTIKOUG I0TOUG. AvaTpeETE OTIG SIadIkaaieg NOIOTIKOU EAEyXOU
nou nepIypapnKav MPOoNyoUHEVWG OE auTAV TNV €vOTNTA Tou &vOETou
npoiovToG Kkal OTIG OUCTACEIC MOIOTIKOU €AEYXOU TOU MPOYPAMKATOq
nigTonoinong CAP? yia Tnv avoooioToxNKEIa Kai/r TNV KaTeuBuvTipia ypauun
NCCLS IHC10). Autéc oi diadikaciec noloTikoU eAéyxou Ba npénel va
enavaiapBavovTal yia Kabe véa napTida avTIOWUATWV ) OMoTe UNApPXEl
al\ayn oTiG napapeTpoug TnG avaiuong. O1 I0Toi Mou avagépovTal oTnv
EvotnTa XapaktnpioTikd Anddoong eival katdAMnMol yia enaAnBeuon Tng
avaiuonc.

“ Biocare Medical 55/117
60 Berry Drive
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AVTIHET®NION NPOBANHATOV:

AkoAOUBINOTE TIG GUCTACEIG Tou €I8IKOU MPWTOKOMOU yia Ta avTiowuaTa
oUPQWva Pe TO NApeXOHEVO (PUAMO dedopevwv. Edv npokUwouv daruna
anoTeA£0WATa, ENIKOIVWVAOTE e TNV TeXVIKA YNooTnpi&n Tne Biocare oo 1-
800-542-2002.

Epunveia Tng Xpoong:

OeTIKOG ENEYXOG I0TOU:

O BeTIKOC HAPTUPAG I0TOU MOU EXEl XPWHATIOTE! HE EVOEIKVUOHEVO aVTiowHa
Ba npénel va eEeTaoTei NpwTa yia va dianioTwBsi 0TI OAa Ta avTidpacTnpia
Aermoupyolv owoTd. H kaTaAnAn Xpwon Twv KUTTApwV-OTOXwV (Onwg
UnodeIkvUETal Napanavw) eival evOEIKTIKN TNG BETIKNG avTidpacTIKOTNTAG,
Edv o1 BeTIKOI HAPTUPEC I0TOU anoTuUXouV va eMdiEouv BETIKR Xpwarn, TUXOV
anoTeAéopara We Ta deiydara dokiung Ba npenel va BswpolvTal akupa.

To Xpwpa Tou NpoidvTog avTidpaong Wnopei va noikiA\el avaloya pe Ta
XPWHOYOVA TOU UMNOCTPWHATOG Mou XpnaionololvTal. AvatpeETe aTa £vBeTa
OUOKEUAoIiag TOU UMOOTPWMATOG VYid TIG AVAPEVOUEVEG  XPWHATIKEG
avTidpaceig. Mepamépw, HeTaxpwpaoia pnopei va napatnpnbei  oe
napal\ayeg Tng peboddou xpwaongc. 1t

‘OTav XpnolomnoIgiTal avTIXpmon, avaoya e To PRKOG ENwacng kal Ty 1IoxU
TNG avTIXpWong Mou Xpnoiporolsital, n avTixpwon 6a odnynoel ot
XPWHATIONO TWV KUTTAPIKQV Nuprvav. H unepBolikr f aTeAng avrixpwon
unopei va B6écel oe KivOUVO T OWOTH €PPNVEId TWV ANOTEAEOUATWV.
AvaTpéETte aTo(a) NpwTOKOANO(Q) YIa NPOTEIVOLEVN AQVTIXPWON.

ApvnTikdG EAeyXOG 10TOU:

O apvnTikoG papTupag 1oToU Ba npénel va eEeTaleTal PETA Tov BETIKO
MapTupa 10ToU yia va enaAnBeuTtei n €BIKOTNTA TNG ENICHUAvVONG Tou
avTIyovou OTOXOU anod To npwTelov avTiowpa. H anoucia I8IKNG Xpwong
OTOV apvnTIKO €Aeyx0o 10ToUu enmiBeBainvel TNV €Melwn diaoTaupoUpevng
avTIdPacTIKOTNTAG AVTIOOUATOG Of KUTTAPA/KUTTApIKG oucTaTika. Eav
eppavioTel €101k Xpwaon (Yeudwg BETIKN XpWaon) OTov apvnTIKO EEWTEPIKO
Waptupa 10ToU, Ta anoTteAéopata pe To Oeiypa acBevolug Ba npénel va
BewpnBouv akupa.

H un €181Kn Xpwaon, £av undapyel, £xel ouvnBwg dIAXUTN EUPAavion. Znopadikn
XPWON Tou GUVOETIKOU 10TOU pnopei eniong va napatnpndsi o TOWEG ano
UnepPOAIKA OTEPEWHEVOUG WE QOpHaAivn 10TOUG. XpnoihonoinoTe aeikTa
KUTTapa yia TNV €pUNVeid TV anoTeEAEOPATWV XPWonG Ta VEKPWTIKA 1
€KQPUNIOPEVA KUTTApa ouxva Xpwparifovral pn €dika.

IoT6¢ aoBevolg:

E€etaoTe Oeiypdata aoBevv Mou €XOUV XPWHATIOTEI HE EVOEIKVUOUEVO
avTiowpa TeheuTaiog. H BeTIkn €vraon xpwong Ba npénel va agloAoyeital oTo
nAaicio onolacdnnoTe pn €dIKAG XPWonG unoBdBpou Tou apvnTikoU
avTidpacTnpiou eAéyxou. 'ONw¢ He KABE avoOOIOTOXNMIKN JOKIYM, £va
apvnTIkO anoTéAeopa anyaivel OTI To avTiyovo dev avixveluBnke, Oxl OTI TO
avTiyovo anouciale ota kUTTapa/ioTd nou npoodiopioTnkav. Edav eival
anapaitnTo, XPNOILOMOINCTE HId opdda avTICWHATWV yia TOV EVTOMIOHO
WEUdME apvnTIKWV avTIOPACEWV.
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Msaoﬁf//lla),ua )(pwpar/apsvo LE avTiowya Ca/ret/n/n

Meplopiopoi:

Tevikoi NepIopiopoi:

1.
2.

“ Biocare Medical

60 Berry Drive

a /in vitro dlayvwaTIKr Xprion

AuTO TO npoiov npoopileTal povo yia enayyeAuaTikn xpnon: H
avogoioToxnueia eival pia diayvwaTikn diadikagia noAanAwv otadiwv
nou anoTeAeital and eEeIdIKEUPEVN €knaidEUcn OTNV €MIAOYN TwV

KaTaAnAwv avTidpacTnpinv. eNAoyr, OTEPEWON Kal enegepyaaia 1oTou.

npoetolpacia Tng diapaveiag IHC. kal epunveia Twv anoTEAEOHATOV
XPonG.

H xpwan Tou I0ToU €EapTaTal anod Tov XEIPIoWO Kal Tnv enegepyaaia Tou
ioToU npiv and Tn Xpwon. H akatdMnAn oTepéwan, Kataywugn,
andyugn, nAuoipo, oTéyvwia, B€puavan, konn f JoAuvon e GANoug
I0TOUG N Uypa Mnopei va NPOKAAECEl TexvoupynuaTa, nayideuon
avTIoWHATwV 1 Weudwg apvnTika anoTeAéopata. Ta acuvenn
anoteAéoparta pnopei va o@eilovral oe napalayeg oTiG PeBAdouG
OTEPEWONG KAl EVOWMPATWONG N OFE EYYEVEIG aVWHANEG €VTOG Tou
10TOU. 12

H unepBoAikn 1) aTeANG avTixpwan prnopei va B€oel o KivOuvo T 0WoTN
EPUNVEIA TWV ANOTEAEOUATWV.

H kAVIKN) eppnveia onoiagdnnoTe BETIKAG ) apvnTIKAG XpWang 6a npenel
va a&lohoyeital oTo NAaiolo TNG KAIVIKNAG €Ikovag, TnG HoppoAoyiag kai
aMwv 1oTonadoloyikmv KpIrnpiwv. H KAIVIKR) epunveia onoiacdnnoTe
OeTIkNG 1 apvnTIKNG Xpwong Oa npénel va CUMNANPWVETAl anod
HOP@OAOYIKEG HEAETEG WE XPron KATAMnAwv BETIKQV Kal apvnTIKQV
E0WTEPIKMV Kal EEWTEPIKAV PAPTUPWVY KABWG Kal GAMw®V dlayvVwaTIKWV
e€eTaoswy. H gpunveia OAwv Twv BNUATWVY Nou XpnaiponoloUvTal yia
TNV NPOETOIATia Kal TNV gpunveia Tou TeAikoU napackeudopartog IHC
gival euBlvn evog e1dIKkeuPEVou NaboAdyou Mou gival EOIKEIWHEVOG HE
TN OWOTA XPNon TwV avTICWHATWY, TWV avTidpacTnpiov Kar Twv
HEBOdWV THC.

H BEATIOTN apaiwon avTIoWHATHV Kal Ta NPwTOKOAA yia pia
OUYKEKPIUEVN €pappoyn Wnopei va dlapepouv. AuTa nepidapBavouy,
eVOEIKTIKA T OTEPEWON, TN MEBOdO avakTnong BepuodTnTag, TOUG
XPOVOUG €NwAonG, To NAxog Tou TUAKATOG 10ToU Kal TO KIT AvixVEUONG
nou Xpnaoiporolgital. AOyw TnG avmwTePnG €uaiobnoiag autwv Twv
Hovadikwv avTidpacTnpiwy, O CUVIOTWHEVOI XpOvol enmacng kai ol
TiTAOI NMou avagépovTal Oev I0XUOUV yia AAAa CUCTAKATA avixveuong,
Kabwg Ta anoTeAéouaTa evdexeTal va diagepouv. O CUOTACEIG Kal Ta
npwTOKoANa Tou OeATiou dedopévwv Bacilovral OTnV AnoKAEIOTIKN
XPRon Twv npoiovTwv Biocare. TeAikd, sival euBUvn Tou epeuvnTn va
kaBopioel TIG BEATIOTEG OUVONKEG,.

Pacheco, CA 94553

USA
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7.  AuTd TO npoiodv dev NpoopileTal yia Xpron oTnv KUTTAPOUETPIa Por|C.
Ta xapaktnpioTikd anddoong Oev €xouv MpOodIOPIOTEl yia TNV
KUTTapoWETpia porc.

8. Or ioT0i an6 dtopa poAuopéva e Tov 10 TNG nnatimdag B kai nou
nepIEXOUV  €nipaveiakd avtiyovo nnatimdag B (HBsAg) pnopei va
£H(Aavioouv pn edIKn XpWon We unepogeidaon xpévou. 13

9. Ta avmidpacTrpia UNOpPEi va NapoucidoouV anpocdOKNTEG avTIOPACEIC
oe 10ToUG nou dev sixav dOKIYaoTel mponyoupgevwe. H miBavotnta
anpoadoKNTWV avTIdPACEWY aKOUN Kal O JOKIPNACHEVEG OUADES IOTWY
dev pnopei va eEaleipOei NANPwG Adyw TNG BIOAOYIKNG HETABANTOTNTAG
™G €kPpaong avTiydvou oe veonAdopara r aAAoug naboloyikoUg
10TOUG.* ENIKOIVWVNACTE PE TNV TEXVIKI UNOCTNPIEN TnG Biocare oTo 1-
800-542-2002 1 péow TWV NANPOPOPILV TEXVIKNAG UMNOCTHPIENG Nou
napéxovral oTo biocare.net, He TEKUNPIWKEVEG ANPOOSOKNTEG
avTIOPACEIC.

10. ®ucioloyikoi/un-avocol opoi and Tnv idla Wik NnNyn HE TOUG
deuTepoyeveig  avTiopoUG MNou  Xpnoigonolouvral  oTa  Brparta
QnoKAEIOUOU WMopei va MNPOKAAEoOUV WeUdWE apvnTIKAa N Weudwg
BETIKG anoTeAéTUATa AOY®W AUTOAVTICWHATWY I PUTIKWV AVTICWHATWV.

11. EogaAyéva BeTikd anoTeAéopata pnopei va napatnpndolv AGyw Wn
avoooNOyIKNG OEOHEUONG MNPWTEV@OY 1 MPOIGVIWV  avTidpaong
unooTPWHATOG. Mnopei €niong va npokAnBolv and dpacTnpidoTnTa
Weudo-unepoeidaong (epubpokUTTapa), evdoyevr) dpacTnpEIOTNTA
unepo&e1daong (kutdxpwpa C) i evdoyevn BioTivn (M.x. ANap, HaoTog,
eykEPaANog, veppdG) avaloya pe Tov TUMO TNG avoooxprong mnou
Xpnoiponoieitar. 2

Eidikoi nepiopiopoi npoidvToc:
A&V UndpxouVv npooBEToI NEPIOPICLION YId TO TUYKEKDILIEVO MPOIOV.

AvTIHET®NION NPOBANUATOV:

1. Aev unapxel xpwon onolwvdnnote nAakwv — EAéyETe yia va
npoodIopioeTE OTI €X0UV XpnoIHonoIndei KAaTAAANAOG 10TOG BETIKOU
HapTupa, avTiowpa Kal NpoiovTa avixveuone.

2. AcdBevig xpwon OAwv Twv NAakwv — EAEYETE yia va npoadiopigeTe OTI
£x0UvV XpnaiponoinBei kataAMnAol 10Toi BeTIKOU €AEéyxoU, avTIo®KATA
Kal NpoiovTa avixveuong.

3. YnepBohikd undPabpo OAwv Twv dlapaveiov — Mnopei va undpyouv
uynAa enineda evdoyevolg PloTivng (av XpnOILONOIEITE MPoiovTa
avixveuong pe Baon Tn Biotivn), evdoyevrc dpacTnpiotnta HRP nou
METATPENEI TO XPWHOYOVO OE EyXPWHO TEAIKO NPoiodv (XPnaidonoInaTe
MrAok  unepoeidaonc) N unepPoMikn aMnAenidpacn un  €IBIKNG
npwTeivng (XpNoILONOINOTE WNAOK MPWTEIVNG, ONWG avaoTaATIKO
diaAupa pe Baon Tov opd f TNV kalgivn).

4. Ta TunAuarta 1oToUu EENAEVOUV TIG QVTIKEIMEVOPOPEG MAGKEG KATA TN
dlapkela TNG enwaong — EAEYETE TIC avTIKEINEVOPOPEG NAAKEC yia va
BeBaiwBeiTe OTI ival BETIKA POPTIOHEVEG,

5.  EdIky xpwon noAU okoUpa — EAEyETE To MpwTOKOAAO yia va
NPOCJIOPIOETE €AV €PAPHOCTNKE O KATAANAOG TITAOG QVTIOCWHATWV
TNV aVTIKEIHEVOPOPO NAGKA, KABWGE Kal of KaTaAANAoI XpOvol Enmacng
yia 0Aa Ta avmidpaoTripia. Emniéov, BeRainbeite OTI To NPWTOKOAO
€€l APKETA Pruarta nAUONG yia Tnv agaipeon Tng nepioosiag
avTIdpacTnPiwV HETA TNV 0AOKARPWON TWV BNUdTwV EN®acnc.
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Ta avmioopara Tng oeipac Q avanTtlooovTal anokKAEIOTIKAG anod Tnv Biocare
Medical LLC kai dev ouvendyovtal €ykpion i £yKpIon TwV avTIOWHATWV
Biocare and Tn Leica Biosystems. H Biocare kai n Leica Biosystems dev
ouvdeovTal, dev OXeTICovTal 1) OXeTi(ovTal Pe kavévav Tpono. Ta Leica, Leica
Biosystems, BOND-MAX kai BOND-III eivali eunopikd onuarta Tng Leica
Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Rendeltetésszerii hasznalat:

Mert /n vitro Diagnosztikai felhasznalas

A calretinin egy nyudl poliklondlis antitest, amelyet professzionalis
laboratériumi felhasznalasra szannak, miutén a daganat kezdeti diagndzisét
hagyomanyos hisztopatologiai modszerrel, nem immunoldgiai hisztokémiai
festéssel, a Calretinin fehérje immunhisztokémiaval (IHC) torténd kvalitativ
azonositasara formalin fixalt paraffinba agyazott human szévetekben (FFPE)
szanjak. Barmilyen festédés vagy hianya klinikai értelmezését megfeleld
kontrollokat alkalmazé morfoldgiai vizsgalatokkal kell kiegésziteni, és a beteg
klinikai ~ anamnézisének és egyéb  diagnosztikai  vizsgalatainak
Gsszefliggésében kell értékelnie egy szakképzett patoldgusnak, hogy
segitsen barmilyen mas klinikai meghatarozasban.

Osszegzés és magyarazat:

A calretinin egy kalciumkot6 fehérje, amely rokon a kalmodulinnal és a
calbindin-D28k-val, és féleg az idegszOvetben taldlhatd. Az agy és a
gerincvel6 neuronjainak alcsoportjaiban jelen van, beleértve a szenzoros
ganglionokat is. 151

Eljaras elve:

Ez az antitesttermék elsédleges antitestként hasznalhatd formalinnal régzitett,
paraffinba agyazott szbvetmetszetek immunhisztokémiai vizsgalataban.
Altalaban az immunhisztokémiai (IHC) A festési technikak lehet6vé teszik az
antigének lathatova 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 differencialdiagndzisaban, amely lehet, ill nem kapcsolddhat egy
adott antigénhez.

Anyagok és modszerek:

Mellékelt reagensek:

Gazda forrasa: Nyul poliklonalis
A fajok reakciokészsége: Emberi
Klén: N/A

Izotipus: N/A

Fehérje koncentracio: Tételspecifikus Ig-koncentraci6 nem all
rendelkezésre.

Specifikussag: Calretinin

Mobil lokalizacié: Nuklearis és citoplazmatikus

Modszer: Affinitastisztitott poliklonalis nydl

Feloldas, keverés, higitas, titralas:

Az elbhigitott antitest reagens optimdlisan higitott az alabb emlitett
festérendszerekhez. A tovabbi higitdas az antigénfestés elvesztését
eredményezheti. A felhasznalénak minden ilyen valtoztatast érvényesitenie
kell. A felhasznald laboratériuméban a szovetfeldolgozés és a technikai
eljarasok kozotti kilonbségek jelentds eltéréseket eredményezhetnek az
eredményekben, ami rendszeres hazon belili ellenGrzéseket tesz
szilkségessé (lasd a MinGségellendrzés szakaszt).

Ismert alkalmazasok:
Immunhisztokémia (formalinnal régzitett paraffinba agyazott szévetek)

“ Biocare Medical 58/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

igy szallitva:

A pufferolt séoldat, pH 5,9-6,0, fehérjehordozdt és kevesebb, mint 0,1%
natrium-azid tartositdszert tartalmaz. Tovabbi részletekért lasd a biztonsagi
adatlapot.

Sziikséges, de nem mellékelt anyagok és reagensek:
A mikroszkop targylemezei pozitiv toltésliek.
Pozitiv és negativ szévetkontrollok

Desert Chamber (vagy hasonld szaritd siitd)
Xilol vagy xilol helyettesité

Etanol vagy reagens alkohol

Elzard 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)

Kékit6é reagens

Szerelési kdzeg

Feddliveg

Fénymikroszkdp (40-400X nagyitas)
Automatizalt targylemezfestd platform

Az antitest termék konfiguracidi elérhet6k a fenti tablazatban feltiintetett
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 korlilmények kozott taroljak. Ne hasznalja a
lejérati id6 utdn. A meghatarozottaktdl eltérd korilmények kozotti tarolast
ellendrizni kell. A higitott reagenseket azonnal fel kell hasznalni; a maradék
reagenst 2°C és 8°C kozott tarolja. A felhasznald altal higitott reagensek
stabilitasat a Biocare nem allapitotta meg.

A pozitiv és negativ kontrollokat egyidejlleg kell lefuttatni az Gsszes
betegmintaval. Ha varatlan festédést észlel, amely nem magyarazhatd 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
tamogatasi informaciokon keresztiil.

Minta el6készités:

Formalinnal rogzitett szovetek alkalmasak paraffin bedgyazas el6tti
hasznélatra. A csontszoveteket a szovetfeldolgozas el6tt vizkGteleniteni kell
a szOvetvagas megkonnyitése és a mikrotom pengéi karosodasanak
elkeriilése érdekében.!?

A megfelelGen rogzitett és beagyazott, a meghatarozott 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 megvizsgalja és meg6rzi a mintatomboket a vizsgalat
id6pontjatdl szamitott legalabb két évig."3
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A szévetek kezelése festés elGtt:

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 festédést.*>

Figyelmeztetés és 6vintézkedések:

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 (NaNs) tartdsitdszerként hasznalva lenyelve mérgez6.
A natrium-azid reakciéba léphet az 6lom- és rézvezetékkel, és erbsen
robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet. Artalmatlanitaskor oblitse le nagy
mennyiségl vizzel, hogy megakadalyozza az azidok felhalmozddasat a
vizvezetékekben. (Betegségvédelmi Kdzpont, 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 pipettazzon reagenseket
szajon at, és keriilje a borrel és a nyalkahartyakkal valo érintkezést a
reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy a mintak érzékeny
teriiletekkel érintkeznek, mossa le b6 vizzel.”

3. A reagensek mikrobidlis szennyez6dése a nem specifikus fest6dés
novekedését eredményezheti.

4. A megadottdl eltér6 inkubacidés id6k vagy homérsékletek hibas
eredményeket adhatnak. A felhasznalonak minden ilyen valtoztatast
érvényesitenie kell.

5. Ne hasznalja fel a reagenst az injekcios tivegre nyomtatott lejarati id6 utan.
6. Az el6higitott antitest reagens a felhaszndlashoz optimalisan higitott. A
tovabbi higitas az antigénfestés elvesztését eredményezheti.

7. A parolgds megel6zése és a maximalis tesztkapacitas biztositasa
érdekében minden egyes futtatds utan azonnal zarja le és tavolitsa el a
reagenseket az automatizalt mliszerekr6l. A reagensek szabadon hagyasa
csokkentheti azok hatékonysagat és csokkentheti a rendelkezésre allo tesztek
szamat. A reagenseket mindig az utasitasoknak megfelelGen tarolja, hogy
meg0rizze sértetlenségét.

8. A fert6z6 vagy potencidlisan fert6z6 hulladékra vonatkozd eljarasokat
kovet6en semmisitse meg az Gsszes hasznalt reagenst és minden egyéb
szennyezett eldobhatd anyagot. Az egyes laboratériumok feleléssége, hogy
a szilard és folyékony hulladékokat természetiiknek és veszélyességi
fokuknak megfeleléen kezeljék, és a vonatkozd elGirasoknak megfelelGen
kezeljék és artalmatlanitsak (vagy kezeltessék és artalmatlanitsak).

9. A termék biztonsagos artalmatlanitasanak meghatarozasahoz kévesse az
On tartdzkodasi helyére vonatkozd helyi hulladékkezelési elSirasokat,
valamint a biztonsagi adatlap ajanlasait.

10. Az SDS kérésre elérhetG, és a http://biocare.net cimen talalhato.

11. Az eszkézzel kapcsolatos feltételezett sulyos események bejelentéséhez
forduljon a Biocare helyi képviselGjéhez és a felhasznald székhelye szerinti
tagallam vagy orszdg illetékes hatdsagahoz.

Hasznalati utasitas:
A Calretinin ajanlott festési protokolljai:

NeoPATH PRO:

Az NPAI092 a NeoPATH PRO-val val6 hasznalatra késziilt. Tekintse meg
a Felhasznaldi kézikonyvet a konkrét hasznalati utasitasokért. Az ajanlott
protokollparaméterek a kovetkezok:

Kromogén festési z

lehetéség HANGYANYI

Antitest protokoll: Calretinin, 20 perc szobah6mérsékleten

Sablon: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Viaszmentesito: Viaszmentesité STD; 20 percig 75 °C-on

Antigén

visszakeresés (ITT | MAGAS_105C_30MIN

opcid):

Enzim: N/A
“ Biocare Medical 59/117
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Blokkolasi

lehet6ség: N/A

Erzékelés: HRP_20AB_STD (erdsito; 10 perc
szobahGmérsékleten  polimer; 25  perc
szobah6mérsékleten)

Kromogén: 7 perc DAB + 2 perc DAB Enhancer

Hematoxilin: 7 perc szobahémérsékleten

Q sorozat — Leica BOND-III-hoz:

Az ALI092 a Leica BOND-III-mal valé hasznalatra készilt. Tekintse meg a
Felhasznaldi kézikonyvet a konkrét hasznalati utasitasokért. Az ajanlott
protokollparaméterek a kovetkezok:

Kromogén festési lehetiség HANGYANYI

Protokoll neve: IHC Protokoll F + blokkold
Erzékelés: Bond Polymer Refine

ITT: 20 perc ER2-vel

Peroxid blokk: 5 perc

Marker (elsodleges antitest): 15 perc

Elsédleges bejegyzés: 8 perc

Polimer: 8 perc

Vegyes kromogén finomitas: 10 perc

Hematoxilin: 5 perc

Mindéségellendrzés:

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). 20118

Pozitiv szévetkontroll: Mesothelioma

A kils6 pozitiv kontrollanyagoknak friss mintaknak kell lenniiik, rogzitve,
feldolgozva és a lehet6 leghamarabb beagyazva, ugyanigy, mint a
betegminta(ka)t. A pozitiv szovetkontroll a megfeleléen el6készitett
szoveteket és a megfelel6 festési technikakat jelzi. Minden egyes vizsgalati
korilményhez egy pozitiv kiilsé szévetkontrollt kell bevonni minden festési
futtatasba.

A kiils6 pozitiv kontrollanyagokhoz hasznalt sz6veteket olyan betegmintakbal
kell kivalasztani, amelyekben a pozitiv célaktivitas jol jellemezhet6 alacsony
szintje, ami gyenge pozitiv festést eredményez. A kiilsé pozitiv kontrollok
alacsony pozitivitasi szintjét gy tervezték, hogy biztositsa az elsédleges
antitest-érzékenységben az instabilitdésbdl vagy az IHC-modszerrel
kapcsolatos problémakbdl eredd finom valtozasokat. A kereskedelemben
kaphaté szovetkontroll térgylemezek vagy a paciens mintditdl eltéréen
feldolgozott mintak csak a reagens teljesitményét érvényesitik, és nem
igazoljak a szévet elGkészitését.

Az ismert pozitiv szévetkontrollokat csak a feldolgozott szbvetek és a
tesztreagensek megfelel6 teljesitményének ellendrzésére szabad hasznalni,
nem pedig a betegmintak specifikus diagndzisanak felallitasahoz. Ha a pozitiv
sz6vetkontroll nem mutat pozitiv fest6dést, a vizsgalati mintak eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ szévetek kontrollja:

Hasznaljon negativ szdvetkontrollt (ismert /egyen Calretinin negativ)
régziteni, feldolgozni és beagyazni a paciens mintaival azonos mddon minden
egyes festési futtatdssal, hogy ellenGrizzék az IHC elsGdleges antitest
specifitdsat a célantigén kimutatasa, valamint a specifikus hattérfestédés
jelzése (téves pozitiv festés). Ezenkiviil a legtobb szévetmetszetben jelenlévd
kilonféle sejttipusok sokfélesége képes a laboratérium bels6 negativ
kontrollhelyként  haszndlja az IHC teljesitményének ellenGrzésére
specifikaciok. A negativ szovetekhez hasznalhaté mintak tipusai és forrasai A
vezérlGelemek a Teljesitményjellemzk részben talalhatok.
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Ha specifikus festédés (alpozitiv festédés) fordul el6 a negativ
sz6vetkontrollban, a betegmintak eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Nem specifikus negativ reagens kontroll:

Haszndljon nem specifikus negativ reagens kontrollt az elsGdleges antitest
helyett minden egyes betegminta egy metszetével, hogy értékelje a nem
specifikus festGdést és

lehetévé teszik a specifikus fest6dés jobb értelmezését az antigén helyén.
Idedlis esetben egy negativ reagens kontroll tartalmaz a Calretinin nyul
poliklondlis A szovettenyészet fellilisz6jabol ugyanigy eldallitott antitest,
mint az elsédleges antitest, de nem mutat specifikus reaktivitast az emberi
szbvetekkel ugyanabban a matrixban/oldatban, mint a Biocare antitest.
Higitsa a negativ kontroll antitestet ugyanarra az immunglobulin- vagy
fehérjekoncentraciora, mint a higitott primer antitest ellenanyagot azonos
higitoval. Ha a feldolgozas utan a borjimagzati szérum megmarad a tiszta
antitestben, a higitott fehérjekoncentracidval egyenérték(
borjumagzatszérum primer antitest ugyanabban a higitoszerben is
hasznalhato. (Lasd a mellékelt reagenst). A korabban leirt negativ reagens
kontrollok kevésbé kivanatos alternativajaként a higitd Gnmagaban is
hasznalhat6. A negativ reagens kontroll inkubacids idészakanak meg kell
egyeznie az elsédleges antitest inkubacids id6szakaval.

Ha tobb antitestbdl allé paneleket hasznalnak a sorozatmetszeteken, egy
targylemez negativan festd teriiletei negativ/nem specifikus kotGdési
hattérkontrollként  szolgalhatnak mas antitestekhez. Az endogén
enzimaktivitds vagy az enzimek nem specifikus  kotGdésének
megkilonboztetésére a specifikus immunreaktivitastdl tovabbi betegszovetek
festhetOk kizardlag szubsztrat-kromogén vagy enzimkomplexekkel (PAP,
avidin-biotin, streptavidin), illetve szubsztrat-kromogénnel.

A vizsgalat ellenGrzése:

Az antitest vagy festGrendszer diagnosztikai eljarasban torténd els6
hasznalata el6tt a felhasznaldnak ellendriznie kell az antitest specifitasat gy,
hogy egy sor hazon bellli szoveten teszteli, amelyek ismert
immunhisztokémiai teljesitményjellemz6i ismertek, amelyek ismert pozitiv és
negativ szoveteket képviselnek. Tekintse meg a termékismerteté ezen
részében kordbban ismertetett minGség-ellenGrzési eljarasokat és a CAP
tanusitasi program mindség-ellendrzési ajanlasait.® az immunhisztokémiahoz
ésfvagy az NCCLS IHC-iranyelvéhez!?). Ezeket a minGség-ellenbrzési
eljarasokat meg kell ismételni minden Uj antitest-tételnél, vagy amikor a
vizsgalati paraméterek megvaltoznak. A Teljesitményjellemzdk részben
felsorolt szévetek alkalmasak a teszt ellenGrzésére.

Hibaelharitas:

K6vesse 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 el6sz6r 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 szoveti kontrollok nem mutatnak pozitiv festést,
a vizsgalati mintak minden eredményét érvénytelennek kell tekinteni.

A reakcidtermék szine az alkalmazott szubsztrat kromogénektdl fiiggéen
valtozhat. A varhatd szinreakcidkért lasd az aljzat csomagolasat. Ezenkivil a
festési modszer valtozataiban metakromazia figyelheté meg.1t

Ha ellenfestést hasznalunk, az alkalmazott ellenfestés inkubacids hosszatol
és hatdsossagatdl fliggben az ellenfestés a sejtmagok elszinezédését
eredményezi. A tllzott vagy hianyos ellenfestés veszélyeztetheti az
eredmények megfeleld értelmezését. Az ajanlott ellenfestéshez lasd a
protokoll(oka)t.

Negativ szévetkontroll:
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A negativ szbveti kontrollt a pozitiv széveti kontroll utan meg kell vizsgalni,
hogy ellendrizzik a célantigén els6dleges antitest altali jel6lésének
specifitasat. A specifikus festédés hidnya a negativ széveti kontrollban
megerdsiti az  antitest  sejtekkel/sejtkomponensekkel szembeni
keresztreaktivitasanak hianyat. Ha specifikus festédés (alpozitiv festGdés)
fordul el6 a negativ kiils6 szovetkontrollban, a betegminta eredményeit
érvénytelennek kell tekinteni.

A nem specifikus fest6dés, ha van, altalaban diffliz megjelenés. A tdlzottan
formalinban rogzitett szovetekbll szarmazd metszeteken a kotGszovet
szdrvanyos fest6dése is megfigyelhet6. Hasznaljon ép sejteket a festési
eredmények értelmezéséhez. A nekrotikus vagy degenerdlt sejtek gyakran
nem specifikusan festédnek.

Betegszovet:

Vizsgalja meg a jelzett antitesttel megfestett betegmintakat utolsé. A pozitiv
festGdés intenzitasat 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 kimutathat6, nem pedig azt, hogy az antigén hianyzott a vizsgalt
sejtekben/sz6vetekben. Ha sziikséges, hasznalja az antitestek paneljét az
alnegativ reakciok azonositasahoz.
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Calretinin antitesttel festett mesothelioma
Korlatozasok:

Altaldnos korlatozésok:

1. Mert in vitro diagnosztikai hasznalat

2. Ez a termék kizérdlag professziondlis haszndlatra készilt: Az
immunhisztokémia egy tObblépcs6s 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 szivetfestés a szovet festés elGtti kezelésétdl és feldolgozasatal fligg.
A nem megdfelel6 rogzités, fagyasztas, felolvasztds, mosas, szaritas,
melegités, metszés vagy mas szovetekkel vagy folyadékokkal vald
szennyez6dés miitermékeket, ellenanyag-befogast vagy hamis negativ
eredményeket eredményezhet. Az ellentmondasos eredmények oka
lehet a rogzitési és beagyazasi modszerek eltérése, vagy a széveten
beliili inherens szabalytalansagok.?

4. A tllzott vagy hianyos ellenfestés veszélyeztetheti az eredmények
megfeleld értelmezését.

5. Barmely pozitiv vagy negativ festédés klinikai értelmezését a klinikai
megjelenés, a morfologia és egyéb korszovettani kritériumok
Osszefliggésében kell értékelni. A pozitiv vagy negativ festédés klinikai
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értelmezését megfelelé pozitiv és negativ bels6 és kiilsé kontrollokat, 4.
valamint egyéb diagnosztikai teszteket alkalmazé morfoldgiai
vizsgalatokkal kell kiegésziteni. Az IHC antitestek, reagensek és
moddszerek megfelelé haszndlatat ismerd, szakképzett patologus
feladata, hogy értelmezze a végsé IHC-készitmény elkészitéséhez és
értelmezéséhez hasznalt Gsszes Iépést. 7.
6. Egy adott alkalmazashoz az optimalis antitesthigitas és protokollok
valtozhatnak. Ezek kozé tartozik tobbek kozétt a rogzités, a
hGvisszanyerési modszer, az inkubaciés id6k, a szGvetmetszet 8.
vastagsaga és a hasznalt kimutatasi készlet. Ezen egyedi reagensek
kivald érzékenysége miatt a felsorolt ajanlott inkubacids id6k és titerek
nem alkalmazhatdk mas kimutatasi rendszerekre, mivel az eredmények 9.
eltéréek lehetnek. Az adatlap ajanlasai és protokolljai a Biocare
termékek kizardlagos felhasznalasan alapulnak. Végso soron a vizsgalo

ou

feladata az optimalis feltételek meghatarozasa. 10.

7.  Ezt a terméket nem aramlasi citometriaban valé hasznalatra tervezték.
Az adramlasi citometria teljesitményjellemz6it nem hataroztak meg.
8. A hepatitis B virussal fert6zott és hepatitis B fellleti antigént (HBsAg)

tartalmazod személyek szovetei torma-peroxidazzal nem specifikus 11.

fest6dést mutathatnak.!3
9. A reagensek varatlan reakcidkat mutathatnak korabban nem tesztelt

szGvetekben. A nem vart reakciok lehetGsége még a vizsgalt 12.

szbvetcsoportokban sem zarhaté ki teljesen az antigénexpresszid

bioldgiai variabilitdsa miatt daganatokban vagy mas patologias 13.

szbvetekben.'* Forduljon a Biocare miiszaki tAmogatasahoz az 1-800-
542-2002 telefonszamon vagy a biocare.net oldalon talalhaté miiszaki

tamogatasi informaciokon keresztlil dokumentalt varatlan reakciokkal. 14.

10. A blokkold lépésekben hasznalt masodlagos antiszérumokkal azonos

allati forrasbdl szarmazd normal/nem immunszérum dlnegativ vagy 15.

alpozitiv eredményeket okozhat az autoantitestek vagy természetes
antitestek miatt.

11. A fehérjék vagy szubsztrat reakcidtermékek nem immunoldgiai 16.

kotGdése miatt alpozitiv eredményeket lehet latni. A pszeudo-peroxidaz
aktivitas (eritrocitdk), az endogén peroxidaz aktivitas (citokrom C) vagy

az endogén biotin (példaul maj, emld, agy, vese) is okozhatja a hasznalt 17.

immunfestés tipusatdl fliggéen.12

Termékspecifikus korlatozasok:

Nincsenek tovabbi termékspecifikus korlatozasok. 18.

Hibaelharitas:

1. A targylemezek nem festédnek — Ellendrizze, hogy megfeleld pozitiv 19.

kontrollszGvetet, antitestet és kimutatasi termékeket hasznalt-e.
2. Az Gsszes targylemez gyengén fest6dott — Ellendrizze, hogy megfeleld
pozitiv kontrollszévetet, antitestet és kimutatasi termékeket hasznalt-e.

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.

Nagel H, et al. The value of anti-calretinin antibody in the differential
diagnosis of normal and reactive mesothelial versus metastatic tumors in
effusion cytology. Pathol Res Pract. 1998; 194(11):759-64.

Ordonez NG. Value of calretinin immunostaining in differentiating
epithelial mesothelioma from lung adenocarcinoma. Mod Pathol. 1998
Oct; 11 (10):929-33.

Leers MP, Aarts MM, Theunissen PH. E-cadherin and calretinin: a useful
combination of immunochemical markers for differentiation between
mesothelioma and metastatic adenocarcinoma. Histopathology. 1998
Mar; 32(3):209-16.

Riera JR, et al. The immunohistochemical diagnostic panel for epithelial
mesothelioma: a reevaluation after heat-induced epitope retrieval. Am J
Surg Pathol. 1997 Dec; 21(12):1409-19.

Gotzos V, Vogt P, Celio MR. The calcium binding protein calretinin is a
selective marker for malignant pleural mesotheliomas of the epithelial
type. Pathol Res Pract. 1996 Feb; 192(2):137-47.

3. Az Gsszes targylemez tulzott hattere — Magas szint(i endogén biotin A Q sorozatl antitesteket kizardlag a Biocare Medical LLC fejlesztette ki, és
(biotin alapt kimutatasi termékek hasznalata esetén), endogén HRP ezek nem jelentik a Biocare antitestek Leica Biosystems altali jovahagyasat
aktivitas, amely a kromogént szines végtermékkeé alakitja (hasznaljon vagy jovahagyasat. A Biocare és a Leica Biosystems semmilyen mddon nem
peroxidaz blokkot), vagy tdl sok nem specifikus fehérje kélcsonhatas kapcsoldédnak egymashoz, nem kapcsolddnak egymashoz. A Leica, Leica
(fehérjeblokkot, példaul szérum- vagy kazein alapu blokkolo oldatot Biosystems, BOND-MAX és BOND-III a Leica Biosystems védjegyei.
hasznaljon).

4. A szbvetmetszetek lemossak a targylemezeket az inkubacié soran —
Ellenérizze a lemezeket, hogy megbizonyosodjon arrdl, hogy pozitiv
toltéstiek.

5. A specifikus festés tul sotét — Ellendrizze a protokollt, hogy megallapitsa,
megfeleld antitesttitert alkalmaztak-e a targylemezen, valamint az
Osszes reagens megfeleld inkubacids idejét. Ezenkiviil gy6z6djon meg
arrol, hogy a protokoll elegendé mosasi |épést tartalmaz a felesleges
reagensek eltavolitdsahoz az inkubacids lépések befejezése utan.

Referenciak:

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.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Destinazione d'uso:

Per in vitro Uso diagnostico

La calretinina € un anticorpo policlonale di coniglio destinato all'uso
professionale in laboratorio dopo che la diagnosi iniziale del tumore é stata
effettuata mediante istopatologia convenzionale utilizzando colorazioni
istochimiche non immunologiche, nell'identificazione qualitativa della
proteina calretinina 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:

La calretinina € una proteina legante il calcio correlata alla calmodulina e alla
calbindina-D28k e si trova principalmente nel tessuto neuronale. E presente
in sottoinsiemi di neuroni in tutto il cervello e nel midollo spinale, compresi i
gangli sensoriali. 1>1°

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: Policlonale di coniglio
Reattivita della specie: Umano
Clone: N/ A

Isotipo: N/ A

Concentrazione proteica: La concentrazione di Ig specifica del lotto non
e disponibile.

Specificita: Calretinina

Localizzazione cellulare: Nucleare e citoplasmatica

Metodo: Policlonale di coniglio purificato per affinita

Ricostituzione, miscelazione, diluizione, titolazione:

1l reagente anticorpale prediluito & diluito in modo ottimale per I'uso con i
sistemi di colorazione menzionati di seguito. Un'ulteriore diluizione puo
comportare la perdita della colorazione dell'antigene. L'utente deve
convalidare qualsiasi modifica di questo tipo. Le differenze nella lavorazione
dei tessuti e nelle procedure tecniche nel laboratorio dell'utente possono
produrre una variabilita significativa nei risultati che richiedono I'esecuzione
regolare di controlli interni (vedere la sezione Controllo qualita).

Applicazioni conosciute:
Immunoistochimica (tessuti inclusi in paraffina fissati in formalina)

Fornito come:

La soluzione salina tamponata, pH 5,9-6,0, contiene un trasportatore
proteico e meno dello 0,1% di conservante di sodio azide. Consultare la
scheda di sicurezza per ulteriori dettagli.

Materiali e reagenti necessari ma non forniti:
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

Coprioggetto

Microscopio ottico (ingrandimento 40-400X)
Piattaforma di colorazione automatizzata dei vetrini

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 dei reagenti diluiti 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 I'anticorpo, contattare il supporto tecnico di
Biocare al numero 1-800-542-2002 o tramite le informazioni di 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. 12

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."?
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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 I'uso di routine di
HIER prima delllIHC riduce al minimo lincoerenza e standardizza la
colorazione.*>

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 (NaNs) 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)8

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. Per prevenire |'evaporazione e garantire la massima capacita del test,
tappare e rimuovere tempestivamente i reagenti dagli strumenti

automatizzati dopo ogni analisi. Lasciare i reagenti esposti puo ridurne
I'efficacia e il numero di test che possono fornire. Conservare sempre i
reagenti come indicato per mantenerne l'integrita.

8. Smaltire tutti i reagenti usati e qualsiasi altro materiale monouso

contaminato seguendo le procedure per i rifiuti infetti o potenzialmente infetti.

E responsabilita di ciascun laboratorio gestire i rifiuti solidi e liquidi in base
alla loro natura e al grado di pericolosita e trattarli e smaltirli (o farli trattare
e smaltire) in conformita con le normative applicabili.

9. Seguire le normative locali sullo smaltimento della propria posizione
insieme alle raccomandazioni nella Scheda dati di sicurezza per determinare
lo smaltimento sicuro di questo prodotto

10. La SDS & disponibile su richiesta e si trova all'indirizzo http://biocare.net.
11. Per segnalare sospetti incidenti gravi legati a questo dispositivo,
contattare il rappresentante Biocare locale e |'autorita competente dello Stato
membro o del Paese in cui & stabilito ['utente.

Istruzioni per l'uso:
Protocolli di colorazione consigliati per la calretinina:

NeoPATH PRO:

NPAIO92 e destinato all'uso con NeoPATH PRO. Fare riferimento al
Manuale dell'utente per istruzioni specifiche sull'uso. I parametri del
protocollo consigliati sono i seguenti:
Opzione di
colorazione TAMPONARE
cromogena
Pro.tocollo : Calretinina, 20 minuti a temperatura ambiente
anticorpale:
Modello: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Decera: Decera STD; 20 minuti a 75°C
“ Biocare Medical 63/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Recupero

dell'antigene ALTA_105°C_30MIN
(opzione QUI):

Enzima: N/A

Opzione di blocco: N/A

Rilevamento: HRP_20AB_STD (Amplificatore; 10 minuti a
RT Polimero; 25 minuti a RT)
7 minuti DAB + 2 minuti DAB Enhancer

7 minuti a temperatura ambiente

Cromogeno:
Ematossilina:

Serie Q — Per Leica BOND-III:

ALI092 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:

Opzione di colorazione cromogena | TAMPONARE
Nome del protocollo: Protocollo IHC F + bloccante
. Raffinazione del polimero
Rilevamento:
legante
QUI: 20 minuti con ER2
Blocco di perossido: 5 minuti
Marker (anticorpo primario): 15 minuti
Post Primario: 8 minuti
Polimero: 8 minuti
Perfezionamento del cromogeno _—
- 10 minuti
misto:
Ematossilina: 5 minuti

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). 20118

Controllo positivo del tessuto: Mesotelioma

I materiali di controllo positivo esterno devono essere campioni freschi fissati,
processati e incorporati il pit 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 a essere Calretinin negativo)
fissato, trattato 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
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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 del reagente negativo contiene a
Calretinina policlonale di coniglio anticorpo prodotto dal surnatante di coltura
tissutale allo stesso modo dell'anticorpo primario ma non mostra alcuna
reattivita specifica con i tessuti umani nella stessa matrice/soluzione
dell'anticorpo 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 I'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.

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 |'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, I'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 IHC!?). 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.
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1l colore del prodotto di reazione puo variare a seconda dei cromogeni del
substrato utilizzati. Fare riferimento ai foglietti illustrativi del substrato per le
reazioni cromatiche previste. Inoltre, la metacromasia puo 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 pud 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.

Tessuto del paziente:
Esaminare i campioni dei pazienti colorati con I'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.
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Mesotelioma colorato con anticorpo Calretinina
Limitazioni:

Limitazioni generali:

1. Per in vitro Uso diagnostico

2. Questo prodotto & solo per uso professionale: I'immunoistochimica € un
processo diagnostico in piu fasi che consiste in una formazione
specializzata nella selezione dei reagenti appropriati; selezione,
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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. Llinterpretazione 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.

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.!3

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.!2

Limitazioni specifiche del prodotto:
Nessuna limitazione aggiuntiva specifica del prodotto.

Risoluzione dei problemi:

1. Nessuna colorazione dei vetrini — Verificare che siano stati utilizzati
tessuto di controllo positivo, anticorpi e prodotti di rilevamento adeguati.

2. Colorazione debole di tutti i vetrini — Controllare per determinare se
sono stati utilizzati tessuti di controllo positivo, anticorpi e prodotti di
rilevamento adeguati.

3. 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

“ Biocare Medical 65/117
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nel prodotto finale colorato (utilizzare il blocco della perossidasi) o un
eccesso di interazione proteica non specifica (utilizzare un blocco
proteico, 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.
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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,
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associati o correlati in alcun modo. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX e

BOND-III sono marchi di Leica Biosystems.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A

Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A
Paredzétais lietojums: Piegadats ka:

Par in vitro Diagnostikas lietoSana

Calretinin ir trusa poliklonala antiviela, kas paredzéta profesionalai lietosanai
laboratorija péc sakotngjas audz&ja diagnozes noteikSanas ar parasto
histopatolodiju, izmantojot neimunolodiskus histokimiskus traipus, lai
kvalitativi identificétu kalretinina proteinu ar imtnhistokimiju (IHC) formalina
fiksétos parafina iegultos cilvéka audos (FFPE). Jebkuras iekrasoSanas vai tas
neesamibas kliniska interpretacija ir japapildina ar morfologiskiem
pétijumiem, izmantojot atbilstoSas kontroles, un ta ir janoverté pacienta
kliniskas véstures un citu diagnostisko testu konteksta, ko veic kvalificéts
patologs, lai palidzétu veikt jebkadas citas kliniskas noteiksanas.

Kopsavilkums un skaidrojums:

Kalretinins ir kalciju saistoSs proteins, kas ir saistits ar kalmodulinu un
kalbindinu-D28k un ir atrodams galvenokart neironu audos. Tas atrodas
neironu apaksgrupas visa smadzenés un muguras smadzenés, tostarp
sensorajos ganglijos. 1>1°

Procediiras princips:

So antivielu produktu var izmantot ka primaro antivielu formalina fiksétu,
parafina iestradatu audu sekciju iminhistokimiskaja parbaudé. Kopuma
iminhistokimiska (IHC) kraso$anas metodes |auj 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 iestradatiem mazgasanas posmiem.
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 diferencialdiagnozeé, kas var vai var nebut saistits ar noteiktu
antigénu.

Materiali un metodes:
Piedavatie reagenti:

Resursdatora avots: Trusu poliklonals
Sugas reagétspéeja: Cilveks

Klonét: N/A

Izotips: N/A

Olbaltumvielu koncentracija: Partijai specifiska Ig koncentracija nav
pieejama.

Specifiskums: Kalretinins

Sunu lokalizacija: Kodols un citoplazmas

Metode: Afinitates attirits trusu poliklonals

Atskaidisana, sajauksana, atskaidiSana, titrésana:

Ieprieks atskaidits antivielu reagents ir optimali atSkaidits lietosanai ar talak
minétajam krasos$anas sistemam. Turpmaka atskaidiSana var izraisit antigéna
krasojuma zudumu. Lietotajam ir jaapstiprina visas $adas izmainas. Atskiribas
audu apstradé un tehniskajas procediras lietotaja laboratorija var radit
ievérojamas atskiribas rezultatos, tadél ir nepiecieSama regulara iekséja
kontrole (skatiet sadaju Kvalitates kontrole).

Zinamas lietojumprogrammas:
Iminhistokimija (formalina fikséti parafina iestradati audi)

“ Biocare Medical 72/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Buferéts sals skidums, pH 5,9-6,0, satur proteina nesgju un mazak neka 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
TuksnesSa kamera (vai lidziga Zaveésanas krasns)
Ksilols vai ksilola aizstajéjs

Etanols vai reagenta spirts

Apslanosanas kamera (spiediena plits)
Dejonizets vai destiléts Gdens

Mazgasanas buferis

PriekSapstrades reagenti

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)
Automatizéta priekSmetstiklinu krasosanas platforma

Antivielu produkta konfiguracijas ir pieejamas lietoSanai ieprieks 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
atskaidito readentu 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.

Parauga sagatavosana:

Formalina fikséti audi ir pieméroti lietoSanai pirms parafina iestradasanas.
Kaulu audi pirms audu apstrades ir jaatkalko, lai atvieglotu audu griesanu un
novérstu mikrotomu asmenu bojajumus.2

Pareizi fikséti un iestradati audi, kas ekspresé noradito antigena mérki,
jauzglaba vésa vieta. 1988. gada Kliniskas laboratorijas uzlabosanas likums
(CLIA) pieprasa 42 CFR. 8§493.1259(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.*>
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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 (NaNs), ko lieto ka konservantu, ir toksisks, ja to norij. Natrija azids var
reagét ar svina un vara santehniku, veidojot loti spradzienbistamus metalu
azidus. Péec likvidésanas izskalojiet ar lielu Gdens daudzumu, lai novérstu
azida uzkrasanos santehnika. (Slimibu kontroles centrs, 1976, Nacionalais
darba drosibas un veselibas instittits, 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 nepipegjiet readentus iekskigi un izvairieties
no saskares ar adu un glotadam ar readentiem 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 temperatras, kas atskiras no noraditajam, var sniegt
klidainus rezultatus. Lietotajam ir jaapstiprina visas $adas izmainas.

5. Nelietot reagentu péc deriguma termina beigam, kas noradits uz flakona.

6. lepriek$ atSkaidits antivielu readents ir optimali atSkaidits lietosanai.
Turpmaka atSkaidiSana var izraisit antigéna krasojuma zudumu.

7. Lai novérstu iztvaikoSsanu un nodrosinatu maksimalu testa jaudu, péc
katras darbibas nekavéjoties aizveriet un nonemiet reagentus no
automatizétajiem instrumentiem. Readentu atstasana atklata veida var
samazinat to efektivitati un to veikto testu skaitu. Vienmér uzglabajiet
reagentus atbilstosi noradijumiem, lai saglabatu to integritati.

8. Izmetiet visus izlietotos readentus un visus citus piesarnotos
vienreizlietojamos materialus, ievérojot procediras attieciba uz infekcioziem
vai potenciali infekcioziem atkritumiem. Katra laboratorija ir atbildiga par
cieto un skidro atkritumu apstradi atbilstosi to veidam un bistamibas pakapei,
ka arf to apstradi un apglabasanu (vai apstradi un likvidéSanu) saskana ar
spéka esosajiem noteikumiem.

9. Ievérojiet jlisu atrasanas vietas viet&jos atkritumu likvidéSanas noteikumus,
ka arl ieteikumus droSibas datu lapa, lai noteiktu Si produkta droSu
iznicinasanu.

10. SDS ir pieejams péc pieprasijuma un atrodas http://biocare.net.

11. Lai zinotu par iesp&amiem nopietniem incidentiem saistiba ar So ierici,
sazinieties ar viet€jo Biocare parstavi un tas dalibvalsts vai valsts kompetento
iestadi, kura lietotajs ir registréts.

Lietosanas instrukcijas:
Ieteicamie kalretinina krasosanas protokoli:

NeoPATH PRO:

NPAI092 ir paredzéts lietosanai kopa ar NeoPATH PRO. Konkrétus
lietoSanas noradijumus skatiet lietotdja rokasgramata. Ieteicamie
protokola parametri ir Sadi:

Hrogénas
krasosanas iesp€ja
Antivielu protokols: Kalretinins, 20 minites RT

DAB

Veidne: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Devasks: Devasks STS; 20 mindtes 75°C temperatura
Antigéna izguve

(SEIT opcija): HIGH_105C_30MIN

Enzims: N/A

Blokésanas opcija: N/A

Atklasana: HRP_20AB_STD (pastiprinatajs; 10 min pie RT
poliméra; 25 min pie RT)
Hrogéns: 7 min DAB + 2 min DAB pastiprinatajs

Hematoksilins: 7 min pie RT

Q sérija — Leica BOND-III:
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ALI092 ir paredzéts lietoSanai ar Leica BOND-III. Konkrétus lietoSanas
noradijumus skatiet lietotdja rokasgramata. Ieteicamie protokola
parametri ir sadi:

Hrogénas krasosanas iespé&ja DAB

Protokola nosaukums: IHC protokols F + blokétajs
Atklasana: Bond Polymer Refine
SEIT: 20 min ar ER2

Peroksida bloks: 5 min

Markieris (primara antiviela): 15 min

Izlikt primaro: 8 min

Polimérs: 8 min

Jaukta hromogéna attiriSana: 10 min

Hematoksilins: 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. gads®

Pozitiva audu kontrole: Mezotelioma

Argjiem pozitivas kontroles materialiem jabiit svaigiem paraugiem, kas fikseti,
apstradati un péc iespéjas atrak jaievieto tada pasa veida ka pacienta
paraugs(-i). Pozitiva audu kontrole liecina par pareizi sagatavotiem audiem
un pareizam krasoSanas metodem. Katra krasoSanas cikla jaieklauj viena
pozitiva aréja audu kontrole katrai testa apstakju 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 aré€jam pozitivajam
kontrolém ir paredzéts, lai nodroSinatu smalku primaro antivielu jutibas
izmainu noteikSanu no nestabilitates vai problemam ar IHC metodologiju.
Tirdznieciba pieejamie audu kontroles priekSmetstiklini vai paraugi, kas
apstradati atSkirigi 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 (zinams bdt Calretinin negativi) fikseti,
apstradati un iegulti identiski pacienta paraugam(-iem) katra krasosanas cikla,
lai parbauditu IHC primaras antivielas specifiskumu meérka antigéna
demonstréSana un sniegt noradi par specifisku fona krasojumu (viltus
pozitiva krasoSana). Ari dazadu $tinu tipu dazadiba, kas atrodas lielakaja dala
audu sekciju, var Laboratorija izmantos ka iek$&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 reagenta kontrole:

Primaras antivielas vieta izmantojiet nespecifisku negativu readgenta kontroli
ar katra pacienta parauga dalu, lai novértétu nespecifisko krasosanos un
lauj labak interpretét specifisko krasojumu antigéna vieta. Ideala gadijuma
negativa reagenta kontrole satur a Kalretinina trusa poliklonals antiviela, kas
razota no audu kulttiras 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
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koncentraciju, kas lidzvértiga atSkaiditajai lietoSanai ir piemérota ari primara
antiviela taja pasa skidinataja. (Skatit pievienoto reagentu). AtsSkaiditaju
vienu pasu var izmantot ka mazak vélamo alternativu ieprieks aprakstitajam
negativajam readentu kontrolém. Negativa readenta kontroles inkubacijas
periodam jaatbilst primaras antivielas inkubacijas periodam.

Ja serijveida sekcijas tiek izmantoti vairaku antivielu paneli, viena
prieckSmetstiklina  negativi iekrasotie  apgabali var kalpot ka
negativa/nespecifiska saistisanas 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 sakotnéjas izmantoSanas
diagnostikas procedira, lietotajam japarbauda antivielas specifika,
parbaudot to uz vairakiem iekS&jiem audiem ar zinamiem imunhistokimiskas
veiktsp€jas raksturlielumiem, kas atspogulo zinamus pozitivus un negativus
audus. Skatiet kvalitates kontroles procediras, kas ieprieks aprakstitas Saja
produkta ievietojuma sadala, un KLP sertifikacijas programmas kvalitates
kontroles ieteikumus.® imiinhistokimijai un/vai NCCLS IHC vadlinijam1©). Sis
kvalitates kontroles procediras jaatkarto katrai jaunai antivielu partijai vai
ikreiz, kad notiek izmainas testa parametros. Veiktsp&jas raksturlielumu
sadala uzskaititie audi ir pieméroti testa parbaudei.

Problému novérsana:
Ieveérojiet 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
§tinu 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
lappusés. Turklat metahromaziju var novérot krasosanas metodes
Ja tiek izmantots pretkrasojums, atkariba no inkubacijas ilguma un izmantota
pretkrasojuma stipruma, pretkraso$ana izraisis Stnu 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 triikums negativaja audu kontrolé apstiprina

antivielu krusteniskas reaktivitates trikumu pret Sinam/stinu komponentiem.

Ja negativa ar&ja audu kontrolé notiek specifiska iekrasosanas (viltus pozitiva
iekrasosanas), pacienta parauga rezultati jauzskata par nederigiem.

Nespecifiska krasosana, ja tada ir, parasti ir izkliedéta. Sporadisku saistaudu
iekrasoSanos var novérot ari sekcijas no parmeérigi formalina fiksétiem
audiem. KrasoSanas rezultatu interpretacijai izmantojiet neskartas Stnas.
Nekrotiskas vai degenerétas stinas biezi krasojas nespecifiski.

Pacienta audi:

Parbaudiet pacientu paraugus, kas iekrasoti ar noraditajam antivielam
pédéjais. Pozitiva krasoSanas intensitate janovérté saistiba ar jebkuru
nespecifisku negativa reagenta kontroles fona krasojumu. Tapat ka ar
jebkuru imtnhistokimisko testu, negativs rezultats nozimeg, ka antigéns nav
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konstatéts, nevis antigéna nebija parbauditajas Slnas/audiem. Ja
nepiecieSams, izmantojiet antivielu paneli, lai identificétu viltus negativas
reakcijas.
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Mezotelioma iekrasota ar Calretinin ant/'l}}e/u
IerobeZojumi:

Visparigi ierobezojumi:

1. Par /n vitro diagnostikas izmantosana

2. Sis produkts ir paredzéts tikai profesionalai lietoSanai: Iminhistokimija
ir daudzpakapju diagnostikas process, kas sastav no specializE€tas
apmacibas atbilstosu readentu izvélg; audu atlase, fiksacija un apstrade;
IHC priekSmetstiklina sagatavo$sana; 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 bit fiksacijas un
iegulSanas metoZzu atskiribu dél vai audos raksturigu nelidzenumu dgl.*2

4. Parmériga vai nepilniga pretkraso$ana var apdraudét pareizu rezultatu
interpretaciju.

5. Jebkuras pozitivas vai negativas iekrasoSanas kliniska interpretacija
janoveérte 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$&jos un aréjos kontroles testus,
ka arf citus diagnostikas testus. Kvalificéts patologs, kurs ir iepazinies
ar pareizu IHC antivielu, reagentu 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 iegliSanas
metodi, inkubacijas laikus, audu sekcijas biezumu un izmantoto
noteikSanas komplektu. So unikalo readentu augstakas jutibas dé|
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 apstaklus.

7.  Sis produkts nav paredzéts izmantoSanai pllismas citometrija. Plismas
citometrijas veiktsp&jas raksturlielumi nav noteikti.

8. Audos no personam, kas inficétas ar B hepatita virusu un satur B
hepatita virsmas antigénu (HBsAg), var bt nespecifiska iekrasoSanas
ar marrutku peroksidazi.!3
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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 patolodiskos 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.

10. 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 d&.

11. Kludaini pozitivus rezultatus var redzét proteinu vai substrata reakcijas
produktu neimunologiskas saistiS$anas del. Tos var izraisit ari
pseidoperoksidazes aktivitate (eritrociti), endogéna peroksidazes
aktivitate (citohroms C) vai endogéns biotins (pieméram, aknas, kriits,
smadzenes, nieres) atkariba no izmantota imiinkrasojuma veida.!?

Produkta specifiskie ierobezojumi:
Nav papildu produktu specifisku ierobeZojumu.

Problému novérsana:

1. PriekSmetstiklini nav iekrasoti — parbaudiet, lai noteiktu, vai ir izmantoti
atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas produkti.

2. Vaja visu priekSmetstiklinu krasosana — parbaudiet, lai noteiktu, vai ir
izmantoti atbilstosi pozitivas kontroles audi, antivielas un noteikSanas
produkti.

3. Parmeérigs visu priekSmetstiklinu fons — var bit 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 olbaltumvielu mijiedarbiba (izmantojiet proteinu bloku,
pieméram, seruma vai kazeina bazes blok&joso skidumu).

4. Audu sekcijas nomazga priekSmetstiklinus inkubacijas laika -
parbaudiet priekSmetstiklinus, lai parliecinatos, ka tie ir pozitivi uzladéti.

5. IpaSa kraso3anas ir parak tumsa — parbaudiet protokolu, lai noteiktu,
vai priekSmetstikliniem ir piemérots pareizs antivielu titrs, ka ari pareizu
visu reagentu inkubacijas laiku. Turklat parliecinieties, ka protokola ir
pietiekami daudz mazgasanas solu, lai péc inkubacijas darbibu
pabeigSanas nonemtu liekos reagentus.

Atsauces:

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.

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."

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.

ous

“ Biocare Medical 75/117
60 Berry Drive
Pacheco, CA 94553

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

. 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.

Nagel H, et al. The value of anti-calretinin antibody in the differential
diagnosis of normal and reactive mesothelial versus metastatic tumors in
effusion cytology. Pathol Res Pract. 1998; 194(11):759-64.

Ordonez NG. Value of calretinin immunostaining in differentiating
epithelial mesothelioma from lung adenocarcinoma. Mod Pathol. 1998
Oct; 11 (10):929-33.

Leers MP, Aarts MM, Theunissen PH. E-cadherin and calretinin: a useful
combination of immunochemical markers for differentiation between
mesothelioma and metastatic adenocarcinoma. Histopathology. 1998
Mar; 32(3):209-16.

Riera JR, et al. The immunohistochemical diagnostic panel for epithelial
mesothelioma: a reevaluation after heat-induced epitope retrieval. Am J
Surg Pathol. 1997 Dec; 21(12):1409-19.

Gotzos V, Vogt P, Celio MR. The calcium binding protein calretinin is a
selective marker for malignant pleural mesotheliomas of the epithelial
type. Pathol Res Pract. 1996 Feb; 192(2):137-47.

Q sérijas antivielas izstrada tikai Biocare Medical LLC, un tas nenozimé, ka
Leica Biosystems ir apstipringjusi 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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Numatytas naudojimas:

Uz in vitro Diagnostinis naudojimas

Calretinin yra triusio polikloninis antikiinas, skirtas profesionaliam naudojimui
laboratorijoje po to, kai pradiné naviko diagnozé buvo atlikta jprastine
histopatologija, naudojant  neimunologines histochemines démes,
kokybiniam kalretinino baltymo identifikavimui imunohistochemijos metodu
(IHC) formalinu fiksuotuose parafinu jterptuose Zmogaus audiniuose (FFPE).
Klinikinis bet kokio dazymo 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 bity galima atlikti kitus Klinikinius
sprendimus.

Santrauka ir paaiskinimas:

Kalretininas yra kalcj suriSantis baltymas, susijes su kalmodulinu ir
kalbindinu-D28k ir daugiausia randamas neurony audinyje. Jis yra smegeny
ir nugaros smegeny neurony pogrupiuose, jskaitant jutimo ganglijas. 1519

Procediiros principas:

Sis antikiiny produktas gali buti naudojamas kaip pagrindinis antiklinas
atliekant  formalinu  fiksuoty, parafinu jterpty audiniy pjaviy
imunohistocheminius tyrimus. Apskritai imunohistocheminis (IHC) daZzymo
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: Triusis polikloninis
Rusiy reaktyvumas: Zmogaus
Klonuoti: N/A

Izotipas: N/A

Baltymy koncentracija: Konkrecios partijos Ig koncentracijos néra.
SpecifiSkumas: Kalretininas

Mobilioji lokalizacija: Branduoliné ir citoplazminé

Metodas: Afinitetu iSgrynintas polikloninis triusis

Atskiedimas, maiSymas, skiedimas, titravimas:

IS anksto praskiestas antikiiny reagentas yra optimaliai atskiestas naudoti su
toliau nurodytomis dazymo sistemomis. Tolesnis skiedimas gali sukelti
antigeno dazymo praradima. Vartotojas turi patvirtinti visus tokius pakeitimus.
Dél audiniy apdorojimo ir techniniy procediiry skirtumy vartotojo
laboratorijoje rezultatai gali labai skirtis, todél reikia reguliariai atlikti vidaus
kontrole (Zr. Kokybés kontrolés skyriy).

Zinomos programos:
Imunohistochemija (formalinu fiksuoti audiniai, jterpti j parafing)
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Tiekiama kaip:

Buferinis druskos tirpalas, pH 5,9-6,0, 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)
Automatizuota stikleliy dazymo platforma

Antikiiny produkto konfiglracijas galima naudoti auksciau esancioje lenteléje
nurodytais instrumentais.

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
naudotojo praskiesty reagenty stabilumo.

Teigiamas ir neigiamas kontrolé turi biti atliekama vienu metu su visais
paciento méginiais. Jei pastebimas netikétas dazymas, kurio negalima
paaiskinti laboratoriniy procedtry skirtumais, ir jtariate antikiiny problema,
susisiekite su Biocare techninés pagalbos tarnyba telefonu 1-800-542-2002
arba per techninés pagalbos informacija, pateiktg biocare.net.

Méginio paruosimas:

Audiniai fiksuoti formalinu tinka naudoti pries jterpiant | parafing. Kauliniai
audiniai turi bdti nukalkinti pries audiniy apdorojima, kad biity lengviau
nupjauti audinj ir nepazeisti mikrotomo asmeny.'-2

Tinkamai fiksuoti ir jterpti audiniai, iSreiskiantys nurodytg antigeno taikinj,
turi bati laikomi vésioje vietoje. 1988 m. Klinikiniy laboratorijy tobulinimo
jstatymas (CLIA) reikalauja 42 CFR §493.1259(b), kad ,Laboratorija turi
saugoti beicuotus stiklelius maziausiai deSimt mety nuo istirti ir saugoti
méginiy blokus maZiausiai dvejus metus nuo tyrimo datos.3

Audiniy gydymas pries dazyma:

Atlikite Silumos sukelta epitopy paieskg (HIER) pagal toliau pateiktg
rekomenduojamg protokolg. Jrodyta, kad jprastas HIER naudojimas pries IHC
sumazina nenuoseklumg ir standartizuoja dazyma.*>
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Ispéjimas ir atsargumo priemonés:

1. Siame antikline 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
(NaNs), 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.)®

2. Méginiai pries ir po fiksavimo bei visos su jais paveiktos medziagos turi
biti 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
méginiai pateko | jautrias vietas, nuplaukite dideliu kiekiu vandens.”

3. Mikrobinis reagenty uZterStumas gali padidinti nespecifinj dazyma.

4. Kitos nei nurodytos inkubacijos trukmés arba temperatiros rezultatai gali
duoti klaidingus rezultatus. Vartotojas turi patvirtinti visus tokius pakeitimus.
5. Nenaudokite reagento pasibaigus tinkamumo laikui, nurodytam ant
buteliuko.

6. IS anksto praskiestas antikiiny reagentas yra optimaliai atskiestas
naudojimui. Tolesnis skiedimas gali sukelti antigeno dazymo praradima.

7. Kad iSvengtuméte garavimo ir uztikrintuméte maksimaly bandymo
pajéguma, nedelsdami uzdenkite ir paSalinkite reagentus iS automatiniy
prietaisy po kiekvieno paleidimo. Palikus reagentus atvirus, gali sumazéti jy
efektyvumas ir sumazéti galimy atlikti tyrimy skaicius. Visada laikykite
reagentus taip, kaip nurodyta, kad iSlaikytuméte jy vientisuma.

8. ISmeskite visus panaudotus reagentus ir visas kitas uZterstas vienkartines
medZiagas laikydamiesi infekciniy arba potencialiai infekciniy atlieky
pasalinimo. Kiekviena laboratorija yra atsakinga uz kietyjy ir skystyjy atlieky
tvarkyma pagal jy pobidj ir pavojingumo laipsnj bei jy apdorojima ir Salinimg
(arba pasirtipinimg, kad jos bity apdorotos ir pasalintos) pagal galiojancias
taisykles.

9. Laikykités vietiniy jlsy vietos atlieky Salinimo taisykliy ir saugos duomeny
lapo rekomendacijy, kad nustatytuméte, kaip saugiai iSmesti $j gamin;.

10. SDS galima gauti paprasius ir jis yra adresu http://biocare.net.

11. Norédami pranesti apie jtariamus rimtus incidentus, susijusius su Siuo
prietaisu, susisiekite su vietiniu Biocare atstovu ir valstybés narés arba Salies,
kurioje yra jsisteiges naudotojas, kompetentinga institucija.

Naudojimo instrukcijos:
Rekomenduojami kalretinino dazymo protokolai:

NeoPATH PRO:

NPAIO92 skirtas naudoti su NeoPATH PRO. Konkrediy naudojimo

instrukcijy ieskokite vartotojo vadove. Rekomenduojami protokolo

parametrai yra tokie:

Chr9mqgeno dazymo DAB

parinktis

Antikuny protokolas: Kalretininas, 20 min kambario
temperaturoje

Sablonas: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Devaskas: Devasko STD; 20 min 75°C temperatiroje

Antigeno paieska &

(parinktis CIA): AUKSTAS_105C_30MIN

Fermentas: N/A

Blokavimo parinktis: N/A

Aptikimas: HRP_20AB_STD (stiprintuvas; 10 min RT
polimeras; 25 min RT)

Chromogenas: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Hematoksilinas: 7 min RT

Q serija — skirta Leica BOND-III:
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ALI092 skirtas naudoti su Leica BOND-III. Konkreciy naudojimo
instrukcijy ieskokite vartotojo vadove. Rekomenduojami protokolo
parametrai yra tokie:

Chromogeno dazymo parinktis DAB

Protokolo pavadinimas: THC protokolas F + blokatorius
Aptikimas: Klijavimo polimeras Rafine
CIA: 20 min su ER2

Peroksido blokas: 5 min

Zymeklis (pirminis antikunas): 15 min

Pagrindinis pranesimas: 8 min

Polimeras: 8 min

Misrus chromogeno valymas: 10 min

Hematoksilinas: 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 m8

Teigiama audiniy kontrolé: Mezoteliomag

ISorinés teigiamos kontrolés medziagos turi biti SvieZi méginiai, uzfiksuoti,
apdoroti ir jterpti kuo greiciau tokiu paciu bldu, kaip ir paciento méginys (-
iai). Teigiamas audiniy kontrolé rodo tinkamai paruostus audinius ir tinkamus
dazymo bidus. | kiekvieng dazymo eigg turéty bdti jtraukta viena teigiama
iSorinio audinio kontrolé kiekvienam tyrimo salygy rinkiniui.

Audiniai, naudojami iSorinéms teigiamoms kontrolinéms medziagoms, turéty
bti parenkami i$ pacienty méginiy, kuriy teigiamas tikslinis aktyvumas yra
Zemas, o tai suteikia silpng teigiamg dazyma. Zemas teigiamumo lygis
iSorinéms teigiamoms kontroléms skirtas uztikrinti subtiliy pirminiy antikdiny
jautrumo pokyciy, atsirandanciy dél nestabilumo arba problemy, susijusiy su
IHC metodika, aptikima. Parduodamos audiniy kontrolinés skaidrés arba
meéginiai, apdoroti kitaip nei paciento meéginys (-iai), patvirtina tik reagento
veikima ir netikrina audiniy paruosimo.

Zinomos teigiamos audiniy kontrolés priemonés turéty biti 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 bdti Calretinin neigiami)
fiksuoti, apdoroti ir jterpti tokiu paciu blidu kaip paciento méginys (-iai) per
kiekvieng dazymo eiga, siekiant patikrinti IHC pirminio antikino 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 veikimg specifikacijas. Méginiy, kurie gali bati
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 bati laikomi
negaliojanciais.

Nespecifiné neigiamo reagento kontrolé:

Vietoj pirminio antikiino naudokite nespecifinio neigiamo reagento kontrole
su kiekvieno paciento méginio dalimi, kad jvertintuméte nespecifinj dazymasi
ir

leidZia geriau interpretuoti specifinj dazymasi antigeno vietoje. Idealiu atveju
neigiama reagento kontrolé turi a Polikloninis triusio kalretininas antikiinas,
pagamintas i$ audiniy kultlros supernatanto taip pat, kaip ir pirminis
antiklinas, taciau neturi specifinio reaktyvumo su Zmogaus audiniais toje
pacioje matricoje / tirpale kaip ir Biocare antik@inas. Praskieskite neigiama
kontrolinj antikiing iki tokios pat imunoglobulino ar baltymo koncentracijos
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kaip ir praskiestas pirminis antiklinas naudojant identisky skiediklj. Jei po
apdorojimo verSelio vaisiaus serumas lieka gryname antikiine, verselio
vaisiaus serume, kurio baltymy koncentracija lygi praskiestai Pirminis
antik@inas tame paciame skiediklyje taip pat tinkamas naudoti. (Zr. pateikta
reagentg). Vien tik skiediklis gali biti naudojamas kaip maZiau pageidautina
anksCiau aprasyty neigiamy reagenty kontrolés alternatyva. Neigiamo
reagento kontrolés inkubacinis laikotarpis turi atitikti pirminio antiktino
inkubacinj laikotarpj.

Kai serijiniuose pjviuose naudojamos keliy antikiiny plokstés, vieno stiklelio
neigiamai nusidaZiusios sritys gali biiti neigiamos / nespecifinés kity antikiiny
suriS$imo fono kontrolé. Norint atskirti endogeninj fermenty aktyvuma arba
nespecifinj fermenty prisijungima 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 antikiing arba dazymo sistemg diagnostikos
procediroje, vartotojas turéty patikrinti  antikino  specifiskuma,
iSbandydamas jj su keletu vidiniy audiniy su  Zinomomis
imunohistocheminémis charakvteristikomis, atitinkanc¢iomis ~ zinomus
teigiamus ir neigiamus audinius. Zr. kokybés kontrolés procediiras, anksciau
aprasytas Siame gaminio informacinio lapelio skyriuje, ir BZUP sertifikavimo
programos kokybés kontrolés rekomendacijas.® imunohistochemijai ir (arba)
NCCLS IHC gairéms®). Sios kokybés kontrolés procediros turi bati
kartojamos kiekvienai naujai antikuny partijai arba kiekvieng karta, kai
pasikeiCia tyrimo parametrai. Veikimo charakteristiky skyriuje iSvardyti
audiniai yra tinkami tyrimo patikrinimui.

Trikciy salinimas:

Laikykités specifiniy antikuny 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, nudazytg nurodytu antikiinu,
siekiant jsitikinti, kad visi reagentai veikia tinkamai. Tinkamas tiksliniy lasteliy
dazymas (kaip nurodyta auksCiau) rodo teigiamg reaktyvuma. Jei teigiami
audiniy kontroliniai méginiai neparodo teigiamo dazymosi, visi bandiniy
rezultatai turéty biti laikomi negaliojanciais.

Reakcijos produkto spalva gali skirtis priklausomai nuo naudojamy substrato
chromogeny. Numatytas spalvy reakcijas zr. pagrindo pakuotés lapeliuose.
Be to, metachromazija gali biti stebima daZymo metodo variantuose.!!

Kai naudojamas kontrastinis dazymas, priklausomai nuo inkubacijos trukmeés
ir naudojamo priesinio daZzymo stiprumo, prieSdazymas sukels lasteliy
branduoliy spalva. Pernelyg didelis arba neiSsamus dazymas gali pakenkti
tinkamam rezultaty interpretavimui. Zr. protokolg (-us) dél rekomenduojamo
priesdazo.

Neigiamy audiniy kontrolé:

Neigiama audiniy kontrolé turéty bti iStirta po teigiamos audiniy kontrolés,
siekiant patikrinti tikslinio antigeno Zymé&jimo 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
biti laikomi negaliojanciais.

Nespecifinis dazymas, jei yra, paprastai turi difuzinj vaizda. Sporadinis
jungiamojo audinio dazymas taip pat gali bti stebimas pjlviuose i$ pernelyg
formalino fiksuoty audiniy. Dazymo rezultatams interpretuoti naudokite
nepazeistas lgsteles. Nekrotinés arba iSsigimusios lgstelés daznai nusidazo
nespecifiskai.
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Paciento audiniai:

Istirkite paciento méginius, nudazytus nurodytais antikiinais paskutinis.
Teigiamas dazymo intensyvumas turéty biti jvertintas 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 antikiny grupe, kad nustatytuméte
klaidingai neigiamas reakcijas.
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Mezotelioma nudaZyta Calretinin antikdnu
Apribojimai:

Bendrieji apribojimai:

1. Uz in 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. Nenuoseklis rezultatai gali atsirasti dél fiksavimo
ir jterpimo metody skirtumy arba dél jgimty audiniy nelygumy.t?

4. Pernelyg didelis arba neiSsamus dazymas gali pakenkti tinkamam
rezultaty interpretavimui.

5. Kilinikinis 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 biti papildytas morfologiniais tyrimais,
naudojant tinkama teigiama ir neigiama vidine ir iSorine kontrole, taip
pat kitus diagnostinius tyrimus. Kvalifikuotas patologas, susipazines su
tinkamu IHC antikliny, reagenty ir metody naudojimu, yra atsakingas
uz visus veiksmus, naudojamus ruosiant ir interpretuojant galutinj IHC
preparata.

6. Optimalus antikiiny skiedimas ir protokolai konkrec¢iam naudojimui gali
skirtis. Tai apima, bet tuo neapsiribojant, fiksavima, Silumos atgavimo
metoda, inkubacijos laika, audinio pjuvio storj ir naudojama aptikimo
rinkinj. Dél didesnio Siy 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.
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10.

11.

Sis produktas néra skirtas naudoti srauto citometrijoje. Srauto
citometrijos veikimo charakteristikos nenustatytos.

Asmeny, uzsikrétusiy hepatito B virusu ir turinciy hepatito B pavirsiaus
antigeno (HBsAg), audiniai gali bati nespecifiniai krieny peroksidaze.!3
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, pateiktg biocare.net, ir pateikite dokumentuota (-
as) netiketg (-as) reakcija (-as).

Normallis/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.

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:

Jokiy papildomy specifiniy gaminio apribojimy.

Trikciy Salinimas:

1.

2.

3.

Jokiy stikleliy nesidazyta — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami kontroliniai audiniai, antiktinai ir aptikimo produktai.

Silpnas visy stikleliy dazymas — Patikrinkite, ar buvo naudojami tinkami
teigiami kontroliniai audiniai, antiktinai ir aptikimo produktai.

Per didelis visy skaidriy fonas — gali biiti didelis endogeninio biotino
kiekis (jei naudojami biotino pagrindu pagaminti aptikimo produktai),
endogeninis HRP aktyvumas, paverciantis chromogeng spalvotu
galutiniu produktu (naudokite peroksidazés blokg), arba pertekliné
nespecifiné baltymy saveika (naudokite baltymy bloka, pvz., serumo
arba kazeino pagrindu pagamintg blokavimo tirpalg).

Inkubacijos metu audiniy sekcijos nuplaunamos nuo stikleliy —
Patikrinkite stiklelius, kad jsitikintumeéte, jog jie yra teigiamai jkrauti.
Specifinis dazymas per tamsus — Patikrinkite protokola, kad
nustatytumeéte, ar ant stiklelio buvo pritaikytas tinkamas antikiny titras,
taip pat tinkamas visy reagenty inkubacijos laikas. Be to, jsitikinkite,
kad protokole yra pakankamai plovimo etapy, kad pasalintuméte
reagenty pertekliy po inkubacijos etapy.

Nuorodos:

1.

2.

o vk

10.
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Q serijos antikiinus sukdreé tik ,Biocare Medical LLC" ir tai nereiskia, kad
4Leica Biosystems" patvirtino ar patvirtino ,Biocare™ antikiinus. ,Biocare" ir
4Leica Biosystems™ néra jokiu bldu 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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Tiltenkt bruk:

Til /in vitro Diagnostisk bruk

Calretinin er et polyklonalt kaninantistoff som er beregnet for profesjonell
laboratoriebruk etter at den fgrste diagnosen av svulsten er stilt ved
konvensjonell histopatologi ved bruk av ikke-immunologiske histokjemiske
farginger, i kvalitativ  identifikasjon av  Calretinin-protein  ved
immunhistokjemi (IHC) i formalinfiksert parafininnstgpt humant vev (FFPE).
Den Kkliniske tolkningen av enhver farging eller fraveer 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 hijelp til & foreta andre
kliniske avgjgrelser.

Sammendrag og forklaring:

Calretinin er et kalsiumbindende protein som er relatert til calmodulin og
calbindin-D28k og finnes hovedsakelig i nevronvev. Det er tilstede i
undergrupper av nevroner i hele hjernen og ryggmargen, inkludert
sensoriske ganglier. 1512

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 sekundzert 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: Kanin polyklonal
Artsreaktivitet: Menneskelig
Klone: N/A

Isotype: N/A

Proteinkonsentrasjon: Lotspesifikk Ig-konsentrasjon er ikke tilgjengelig.
Spesifisitet: Calretinin

Mobil lokalisering: Kjernefysisk og cytoplasmatisk

Metode: Affinitetsrenset kanin polyklonal

Rekonstituering, blanding, fortynning, titrering:

Forhdndsfortynnet antistoffreagens er optimalt fortynnet for bruk med de
nedenfor nevnte fargesystemene. Ytterligere fortynning kan fgre til tap av
antigenfarging. Brukeren md validere enhver slik endring. Forskjeller i
vevsbehandling og tekniske prosedyrer i brukerens laboratorium kan gi
betydelig variasjon i resultatene som krever regelmessig utfgrelse av interne
kontroller (se avsnittet Kvalitetskontroll).

Kjente applikasjoner:
Immunhistokjemi (formalinfiksert parafininnstgpt vev)

“ Biocare Medical 80/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Leveres som:

Bufret saltvannslgsning, pH 5,9-6,0, inneholder en proteinbaerer 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)
Automatisert Slide Staining Platform

Konfigurasjoner av antistoffproduktet er tilgjengelig for bruk pd
instrumentene som er angitt i tabellen ovenfor.

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 gjenveerende reagens ved 2°C til 8°C. Stabiliteten til
brukerfortynnede reagenser 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
statteinformasjonen 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. 2

Riktig fiksert og innebygd vev som uttrykker det spesifiserte antigenmalet,
bgr oppbevares pd et kjglig sted. The Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) av 1988 krever i 42 CFR §493.1259(b) at "Laboratoriet m& beholde
fargede objektglass i minst ti ar fra datoen for undersgkelse og oppbevar
preveblokker i minst to ar fra eksamensdatoen."3

Behandling av vev fgr farging:

Utfgr 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.*>
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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 (NaNs) 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 rerleggerarbeid. (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 & overfgre 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 prever 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 fgre til tap av antigenfarging.

7. For & forhindre fordampning og sikre maksimal testkapasitet, ma du
umiddelbart dekke og fjerne reagenser fra automatiserte instrumenter etter
hver kigring. A etterlate reagenser eksponert kan redusere deres effektivitet
og antall tester de kan gi. Oppbevar alltid reagenser som anvist for &
opprettholde deres integritet.

8. Kast alle brukte reagenser og alle andre kontaminerte engangsmaterialer
ved & fglge prosedyrer for smittefarlig eller potensielt smittefarlig avfall. Det
er hvert laboratoriums ansvar & hdndtere fast og flytende avfall i henhold til
deres natur og grad av farlighet og & behandle og deponere det (eller f& det
behandlet og deponert) i samsvar med gjeldende forskrifter.

9. Fglg lokale forskrifter for avhending for ditt sted sammen med
anbefalingene i sikkerhetsdatabladet for & fastsl& sikker avhending av dette
produktet

10. SDS er tilgjengelig pa forespgrsel og ligger pa http://biocare.net.

11. For 8 rapportere mistenkte alvorlige hendelser relatert til denne enheten,
kontakt den lokale Biocare-representanten og den kompetente myndigheten
i medlemsstaten eller landet der brukeren er etablert.

Bruksanvisning:
Anbefalte fargingsprotokoller for Calretinin:

NeoPATH PRO:
NPAI092 er beregnet for bruk med NeoPATH PRO. Se brukerhdndboken
for spesifikke bruksanvisninger. Anbefalte protokollparametere er som

falger:

Alternativ . for DAB

kromogenfarging

Antistoffprotokoll: Calretinin, 20 min ved romtemperatur
Mal: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Avvoks: Avvoks STD; 20 min ved 75°C

Antigenhenting (HER

alternativ): HIGH_105C_30MIN

Enzym: N/A
Blokkeringsalternativ: N/A
Oppdagelse: HRP_20AB_STD (Forsterker; 10 min ved

RT-polymer; 25 min ved RT)
7 min DAB + 2 min DAB Enhancer
7 min ved RT

Kromogen:
Hematoksylin:

-serien — For Leica BOND-III:

“ Biocare Medical 81/117
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ALI092 er beregnet for bruk med Leica BOND-III. Se brukerh&ndboken
for spesifikke bruksanvisninger. Anbefalte protokollparametere er som
falger:

Alternativ for kromogenfarging DAB

Protokollnavn: IHC Protocol F + Blocker
Oppdagelse: Bond Polymer Refine
HER: 20 min med ER2
Peroksidblokk: 5 min

Markgr (primaert antistoff): 15 min

Post Primaer: 8 min

Polymer: 8 min

Blandet kromogen raffiner: 10 min

Hematoksylin: 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). 20118

Positiv vevskontroll: Mesothelioma

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 nivdet av positivitet for
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
prgver behandlet annerledes enn pasientprgven(e) validerer bare
reagensytelsen og verifiserer ikke vevsforberedelse.

Kjente positive vevskontroller bgr kun brukes for 3 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 vaere Calretinin negativ) fiksert,

behandlet og innebygd pd en madte som er identisk med pasientprgven(e)
med hver fargekjgring for 3 verifisere spesifisiteten til det primaere IHC-
antistoffet for demonstrasjon av mélantigenet, og for & gi en indikasjon p8
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 pa antigenstedet. Ideelt sett
inneholder en negativ reagenskontroll en Calretinin kanin polyklonal antistoff
produsert fra vevskultursupernatant pd samme méte 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 fatalt
kalveserum holdes tilbake i det rene antistoffet etter prosessering, fatalt
kalveserum i en proteinkonsentrasjon som tilsvarer det fortynnede primaert
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antistoff i samme fortynningsmiddel er ogsa egnet for bruk. (Se medfglgende
reagens). Fortynningsmiddel alene kan brukes som et mindre gnskelig
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 pd
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-
retningslinjent?). 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.

Feilsgking:

Fglg de antistoffspesifikke protokollanbefalingene i henhold til databladet
som fglger med. Hvis det oppstdr atypiske resultater, kontakt Biocares
tekniske stgtte pd 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 pd 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.!!

N&r 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 ogs& 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
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immunhistokjemisk test betyr et negativt resultat at antigenet ikke ble pavist,
ikke at antigenet var fraveerende i cellene/vevet som ble analysert. Om
ngdvendig, bruk et panel med antistoffer for & identifisere falske negative
reaksjoner.
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Mesothelioma farget med Calretinin antistoff
Begrensninger:

Generelle begrensninger:

1. Til in vitro diagnostisk bruk

2. Dette produktet er kun for profesjonell bruk: Immunhistokjemi er en
flertrinns diagnostisk prosess som bestér av spesialisert oppleering i valg
av passende reagenser; vevseleksjon, fiksering og prosessering;
klargjgring av IHC-glasset; og tolkning av fargeresultatene.

3. Vevsfarging er avhengig av héndtering og bearbeiding av vevet fgr
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 &
tolke alle trinnene som brukes til 8 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. P& 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 pd& 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.!3
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10.

11.

Reagenser kan vise uventede reaksjoner i tidligere ikke-testet vev.
Muligheten for uventede reaksjoner selv i testede vevsgrupper kan ikke
elimineres fullstendig pd grunn av biologisk variasjon av
antigenekspresjon i neoplasmer eller annet patologisk vev.'* Kontakt
Biocares tekniske stgtte pd 1-800-542-2002, eller via den tekniske
stgtteinformasjonen gitt p& biocare.net, med dokumenterte uventede
reaksjoner.

Normale/ikke-immune sera fra samme dyrekilde som sekundzere
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 ogsa
vaere fordrsaket av pseudoperoksidaseaktivitet (erytrocytter), endogen
peroksidaseaktivitet (cytokrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever,
bryst, hjerne, nyre) avhengig av typen immunfarging som brukes.?

Produktspesifikke begrensninger:

Ingen ytterligere produktspesifikke begrensninger.

Feilsgking:

1.

2.

3.

Ingen farging av noen objektglass — Kontroller for & fastsld at det er
brukt passende positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter.
Svak farging av alle objektglass — Kontroller for & fastsla at det er brukt
passende positivt kontrollvev, antistoff og deteksjonsprodukter.
Overdreven bakgrunn av alle objektglass — Det kan veere hgye niver
av endogent biotin (hvis du bruker biotinbaserte deteksjonsprodukter),
endogen HRP-aktivitet som konverterer kromogen til farget
sluttprodukt (bruk peroksidaseblokk), eller overflgdig ikke-spesifikk
proteininteraksjon (bruk en proteinblokk, for eksempel serum- eller
kaseinbasert blokkeringslgsning).

Vevsseksjoner vasker av objektglass under inkubering — Sjekk
objektglassene for & sikre at de er positivt ladet.

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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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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Przeznaczenie:

Dla in vitro Zastosowanie diagnostyczne

Kalretynina jest kroliczym przeciwciatem poliklonalnym przeznaczonym do
profesjonalnego uzytku laboratoryjnego po postawieniu wstepnej diagnozy
nowotworu za pomocg konwencjonalnej histopatologii przy uzyciu
nieimmunologicznych barwien histochemicznych, w celu jakosciowej
identyfikacji biatka kalretynyny metodg 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:

Kalretynina jest biatkiem wigzacym wapn, spokrewnionym z kalmoduling i
kalbindyna-D28k, wystepujacym gtéwnie w tkance nerwowej. Wystepuje w
podzbiorach neuronéw w mdzgu i rdzeniu kregowym, w tym w zwojach
czuciowych. 1519

Zasada postepowania:

Ten produkt bedacy przeciwciatem moze by¢ stosowany jako przeciwciato
pierwotne w badaniach immunohistochemicznych skrawkéw tkankowych
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Ogolnie rzecz biorac,
immunohistochemiczne (IHC) techniki barwienia pozwalaja na wizualizacje
antygendw poprzez sekwencyjne nakfadanie a swoiste przeciwciato
przeciwko antygenowi (przeciwciato pierwotne), przeciwciato wtdrne
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 pomoca $wiatta mikroskopu i pomoc w diagnostyce
roznicowej procesoéw patofizjologicznych, ktdre moga lub moga nie byé
powigzane z konkretnym antygenem.

Materialy i metody:

Dostarczone odczynniki:

Zrédto hosta: Krdlik poliklonalny
Reaktywnos¢ gatunku: Cztowiek
Klon: Nie dotyczy

Izotyp: Nie dotyczy

Stezenie biatka: Stezenie Ig specyficzne dla partii nie jest dostepne.
Specyficznos¢: Kalretynina

Lokalizacja komérkowa: Jadrowe i cytoplazmatyczne

Metoda: Kroliczy poliklonal oczyszczony na zasadzie powinowactwa

Rekonstytucja, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie:
Wstepnie rozcienczony odczynnik przeciwciat jest optymalnie rozcienczony
do stosowania z nizej wymienionymi systemami barwienia. Dalsze
rozcieAczanie moze spowodowac utrate barwienia antygenu. Uzytkownik
musi zatwierdzi¢ kazdg takg zmiane. Rdznice w przetwarzaniu tkanek i
procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika mogga powodowac
znaczng zmienno$¢ wynikéw, wymagajaca regularnego przeprowadzania
wewnetrznych kontroli (patrz sekcja Kontrola jakosci).

Znane zastosowania:
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Immunohistochemia (tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie)

Dostarczane jako:

Buforowany roztwor soli fizjologicznej o pH 5,9-6,0 zawiera nosnik biatkowy
i mniej niz 0,1% azydku sodu $rodka konserwujacego. Dodatkowe szczegdty
znajduja 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 obrdobki wstepnej

Blok peroksydazy

Blok biatkowy (opcjonalnie).

Sonda detekcyjna i polimer

Odczynniki do kontroli negatywnej
Chromogeny

Hematoksylina (kontrabarwnik)

Odczynnik niebieszczacy

Srodek montazowy

Szkto nakrywkowe

Mikroskop $wietiny (powiekszenie 40-400X)
Zautomatyzowana platforma do barwienia slajdéw

Dostepne sg konfiguracje produktu bedacego przeciwciatem 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$¢ odczynnikéw rozcieniczonych przez
uzytkownika nie zostata ustalona przez firme Biocare.

Kontrole dodatnie i ujemne nalezy oznaczy¢ jednocze$nie ze wszystkimi
probkami od pacjentdw. W przypadku zaobserwowania nieoczekiwanego
zabarwienia, ktérego nie mozna wyttumaczy¢ zmianami w procedurach
laboratoryjnych i istnieje podejrzenie problemu z przeciwciatem, nalezy
skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy Biocare pod numerem
1-800-542-2002 lub za posrednictwem informacji pomocy technicznej
dostepnych na stronie biocare.net.

Przygotowanie probki:

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.!2

Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki wyrazajgce okreslony docelowy
antygen nalezy przechowywac w chtodnym miejscu. Ustawa o doskonaleniu
laboratoriéw klinicznych (CLIA) z 1988 r. wymaga 42 CFR §493.1259(b), ze
,Laboratorium musi przechowywa¢ wybarwione preparaty przez co najmniej
dziesie¢ lat od daty badania i przechowuje bloki probek przez co najmniegj
dwa lata od daty badania.”
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Obrébka tkanek przed barwieniem:

Wykonaj indukowane cieptem pobieranie epitopow (HIER) zgodnie z
zalecanym protokotem ponizej. Wykazano, ze rutynowe stosowanie HIER
przed IHC minimalizuje niesp6jnosci i standaryzuje barwienie.*>

Ostrzezenia i $rodki 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 dyrektywq WE 91/155/WE. Azydek sodu (NaNs) 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¢ duza iloscig wody, aby zapobiec gromadzeniu sie
azydku w instalacjach wodno-kanalizacyjnych. (Centrum Kontroli Chordb,
1976, Panstwowy Instytut Bezpieczenstwa i Higieny Pracy, 1976)°

2. Z probkami przed i po utrwaleniu oraz ze wszystkimi materiatami, ktdre
miaty z nimi kontakt, nalezy postepowac tak, jakby mogty przenosic 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 odczynnikébw moze skutkowac
zwiekszeniem nieswoistego barwienia.

4. Czasy inkubacji lub temperatury inne niz podane mogg dawac btedne
wyniki. Uzytkownik musi zatwierdzi¢ kazda taka zmiane.

5. Nie uzywac odczynnika po uptywie daty waznosci wydrukowanej na fiolce.
6. Wstepnie rozcienczony odczynnik przeciwciat jest optymalnie rozcienczony
do uzycia. Dalsze rozcienczanie moze spowodowac utrate barwienia
antygenu.

7. Aby zapobiec parowaniu i zapewni¢ maksymalng wydajnos¢ testu, po
kazdym cyklu natychmiast zamykaj i usuwaj odczynniki z automatycznych
urzadzen. Pozostawienie odczynnikéw narazonych na dziatanie moze
zmniejszy¢ ich skutecznosc¢ i liczbe testow, ktdre moga zapewni¢. Zawsze
przechowuj odczynniki zgodnie z zaleceniami, aby zachowac ich integralnosc.
8. Wszystkie zuzyte odczynniki i inne zanieczyszczone materiaty jednorazowe
nalezy utylizowa¢ zgodnie z procedurami postepowania z odpadami
zakaznymi lub potencjalnie zakaznymi. Kazde laboratorium ma obowigzek
postepowa¢ z odpadami statymi i ptynnymi zgodnie z ich charakterem i
stopniem niebezpieczenistwa oraz za ich przetwarzanie i utylizacje (lub
zlecanie ich przetworzenia i utylizacji) zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.
9. Postepuj zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczacymi utylizacji
obowigzujgcymi w Twojej lokalizacji oraz zaleceniami zawartymi w Karcie
Charakterystyki, aby okresli¢ bezpieczng utylizacje tego produktu

10. Karta charakterystyki jest dostepna na Zzadanie i znajduje sie pod
adresem http://biocare.net.

11. Aby zgtosi¢ podejrzenie powaznych incydentdw zwigzanych z tym
urzadzeniem, nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem firmy
Biocare oraz wiasciwym organem Panstwa cztonkowskiego lub kraju, w
ktdrym uzytkownik ma siedzibe.

Instrukcja uzycia:
Zalecane protokoty barwienia dla kalretynyny:

NeoPATH PRO:

NPAI092 jest przeznaczony do uzytku z NeoPATH PRO. Szczegdtowe
instrukcje dotyczace uzytkowania mozna znalezé w instrukcji obstugi.
Zalecane parametry protokotu sg nastepujgce:

Opcja barwienia ZIMNICA

chromogenowego

Protokot przeciwciat: Kalretynina, 20 min w RT

Szablon: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Odwoskowanie: Odwosk STD; 20 minut w temperaturze
75°C

Pobieranie antygenu

(TUTAJ opcja): WYSOKA_105C_30MIN

“ Biocare Medical 85/117
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Enzym: Nie dotyczy
Opcja bloku: Nie dotyczy
Wykrywanie: HRP_20AB_STD (wzmacniacz; 10 min w RT

Polymer; 25 min w RT)

Chromogen: 7 minut DAB + 2 minuty wzmacniacza DAB

Hematoksylina: 7 minut w temperaturze pokojowej

Seria Q — dla Leica BOND-III:

ALI092 jest przeznaczony do uzytku z Leica BOND-III. Szczegdtowe
instrukcje dotyczace uzytkowania mozna znalez¢ w instrukcji obstugi.
Zalecane parametry protokotu sg nastepujgce:
Opcja barwienia ZIMNICA
chromogenowego
Nazwa protokotu: Protokdt IHC F + bloker
. Wigzanie polimeru
Wykrywanie: Udoskonalenie
TUTAJ: 20 minut z ER2
Blok nadtlenkowy: 5 minut
Marker (przeciwcialo pierwotne): | 15 minut
Post gtéwny: 8 minut
Polimer: 8 minut
Mieszany chromogen Rafinacja: 10 minut
Hematoksylina: 5 minut

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). 20118

Pozytywna kontrola tkanek: Miedzybtoniak

Zewnetrzne materiaty kontroli dodatniej powinny sktadac sie ze Swiezych
prdbek, 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 pozytywng
zewnetrzng kontrole tkanek dla kazdego zestawu warunkéw testowych.

Tkanki stosowane w materiatach zewnetrznej kontroli pozytywnej nalezy
wybiera¢ sposrdd probek pacjentéw o dobrze scharakteryzowanym niskim
poziomie dodatniej aktywnosci docelowej, ktdra powoduje stabe dodatnie
barwienie. Niski poziom dodatniosci 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 prdbki pacjenta potwierdzajg jedynie dziatanie odczynnika i nie
weryfikujg przygotowania tkanki.

Znane pozytywne kontrole tkankowe nalezy wykorzystywa¢ wylacznie do
monitorowania  prawidtowego dziatania przetworzonych tkanek i
odczynnikéw testowych, a nie jako pomoc w formutowaniu konkretnej
diagnozy prébek od pacjentéw. Jezeli dodatnie kontrole tkankowe nie wykaza
dodatniego barwienia, wyniki uzyskane dla probek testowych nalezy uznac
za niewazne.

Negatywna kontrola tkankowa:

Uzyj negatywnej kontroli tkankowej (znanej z by<¢ Kalretininem negatywne)
utrwalone, przetworzone i zatopione w sposoéb identyczny jak probki pacjenta
przy kazdym barwieniu w celu sprawdzenia specyficznosci przeciwciata
pierwotnego IHC dla demonstracja docelowego antygenu i dostarczenie
wskazania specyficznego barwienia tlta (barwienie fatszywie dodatnie).
Réwniez réznorodnos$¢ réznych typdw komdrek obecnych w wiekszosci
skrawkow tkanek moze to powodowa¢ by¢ wykorzystywane przez
laboratorium jako wewnetrzne miejsca kontroli negatywnej w celu
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sprawdzenia dziatania IHC specyfikacje. Rodzaje i zrddla probek, ktdre
mozna wykorzystaé do badania tkanek ujemnych elementy sterujgce s
wymienione w sekcji Charakterystyka wydajnosci.

Jezeli w negatywnej kontroli tkankowej wystapi specyficzne zabarwienie
(fatszywie dodatnie zabarwienie), wyniki uzyskane na probkach 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 z odczynnikiem zawiera a
Poliklonalna krdlicza kalretynina przeciwciato wytworzone z supernatantu
hodowli tkankowej w taki sam sposdb jak przeciwciato pierwotne, ale nie
wykazuje specyficznej reaktywnosci z tkankami ludzkimi w tej samej
matrycy/roztworze co przeciwciato Przeciwciato Biocare. Rozcienczyé
przeciwciato stanowigce kontrole ujemng do takiego samego stezenia
immunoglobuliny lub biatka jak rozcienczone przeciwciato pierwotne
przeciwciatlo przy uzyciu identycznego rozcienczalnika. 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 zastosowac
sam rozcienczalnik jako mniej pozadana alternatywe dla opisanych wczesniej
kontroli ujemnych z odczynnikami. Okres inkubacji kontroli ujemnej
odczynnika powinien odpowiada¢ 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 odréznié
endogenng aktywno$¢ enzymatyczng lub nieswoiste wigzanie enzyméw od
swoistej immunoreaktywnosci, dodatkowe tkanki pacjenta mozna wybarwic
wytacznie  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 wilasnych 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 IHC'?). 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 problemoéw:

Postepuj zgodnie z zaleceniami protokotu dotyczacymi specyficznych
przeciwciat, zgodnie z dostarczong kartg charakterystyki. W przypadku
wystgpienia nietypowych wynikéw nalezy skontaktowac sie z pomoca
techniczng firmy Biocare pod numerem 1-800-542-2002.

Interpretacja barwienia:

Pozytywna kontrola tkanek:

Najpierw nalezy zbadac pozytywna kontrole tkankowa 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.

“ Biocare Medical 86/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Kolor produktu reakcji moze sie rézni¢ w zaleznosci od uzytego chromogenu
substratu. Informacje na temat oczekiwanych reakgji kolorystycznych mozna
znalez¢ w ulotkach dotgczonych do podtoza. Ponadto metachromazje mozna
zaobserwowa¢ 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 lub niepetne
barwienie kontrastowe moze zaktdci¢ prawidtowa interpretacje wynikdw.
Zalecane barwienie kontrastowe znajduje sie w protokotach.

Negatywna kontrola tkanek:

Negatywng kontrole tkankowa nalezy zbada¢ po pozytywnej kontroli
tkankowej, aby zweryfikowa¢ specyficznos¢ znakowania docelowego
antygenu przez przeciwciato pierwszorzedowe. Brak swoistego barwienia w
negatywnej kontroli tkankowej potwierdza brak reaktywnosci krzyzowej
przeciwciat w stosunku do komorek/sktadnikow komorkowych. Jezeli w
ujemnej zewnetrznej kontroli tkanek wystapi specyficzne zabarwienie
(fatszywie dodatnie zabarwienie), wyniki uzyskane dla probki pacjenta nalezy
uznac za niewazne.

Niespecyficzne zabarwienie, jesli wystepuje, zwykle ma rozproszony wyglad.
Sporadyczne zabarwienie tkanki facznej mozna réwniez zaobserwowac w
skrawkach tkanek nadmiernie utrwalonych w formalinie. Do interpretacji
wynikow barwienia nalezy uzywac¢ nienaruszonych komoérek. Komorki
martwicze lub zdegenerowane czesto barwig sie nieswoiscie.

Tkanka pacjenta:
Zbadaj probki pacjentéw wybarwione wskazanymi przeciwciatami ostatni.
Intensywno$¢ barwienia dodatniego nalezy ocenia¢ 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 reakcji fatszywie ujemnych.
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Ograniczenia:

0Ogdlne ograniczenia:

1. Dla /n 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
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10.

11.

odczynnikéw; wybor tkanki, utrwalanie i przetwarzanie; przygotowanie
szkietka IHC; i interpretacje wynikdw barwienia.

Barwienie tkanek zalezy od sposobu postepowania z tkanka i jej obrdbki
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.
Niespojne wyniki mogg wynika¢ z réznic w metodach utrwalania i
osadzania lub z nieodtgcznych nieprawidtowosci w tkance.!?
Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze zaktdci¢
prawidtowg interpretacje wynikow.

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 dodatnich i ujemnych
kontroli wewnetrznych i zewnetrznych, a takze innych testow
diagnostycznych. Za interpretacje wszystkich etapdéw przygotowania i
interpretacji koncowego preparatu IHC odpowiada wykwalifikowany
patolog, ktory jest zaznajomiony z wtasciwym uzyciem przeciwciat IHC,
odczynnikéw i metod.

Optymalne rozcienczenie przeciwciat i protokoty dla konkretnego
zastosowania moga sie rdzni¢. Naleza do nich miedzy innymi utrwalanie,
metoda odzyskiwania ciepta, czasy inkubacji, grubos¢ skrawkdow tkanki
i zastosowany zestaw do detekgcji. Ze wzgledu na wyjatkowa czutos¢
tych unikalnych odczynnikdw, podane zalecane czasy inkubacji i miana
nie majq zastosowania do innych systeméw detekcji, poniewaz wyniki
mogaq sie rozni¢. Zalecenia i protokoty zawarte w arkuszach danych
opierajg sie na wylgcznym stosowaniu produktow Biocare. Ostatecznie
zadaniem badacza jest okreslenie optymalnych warunkéw.

Ten produkt nie jest przeznaczony do stosowania w cytometrii
przeptywowej. Charakterystyki dziatania nie zostaty okreSlone dla
cytometrii przeptywowej.

Tkanki os6b zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i
zawierajgce antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B
(HBsAg) moga wykazywal niespecyficzne barwienie peroksydazg
chrzanowa.!?

Odczynniki mogg wykazywac 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
antygendw w nowotworach lub innych tkankach patologicznych.
Skontaktuj sie z pomocg techniczng firmy Biocare pod numerem 1-800-
542-2002 lub za posrednictwem informacji pomocy technicznej
dostepnych na stronie biocare.net, podajac udokumentowane
nieoczekiwane reakcje.

Surowice normalne/nieimmunologiczne pochodzace z tego samego
zrédta zwierzecego, co surowice wtdrne stosowane na etapach
blokowania, mogg dawa¢ wyniki falszywie ujemne lub fatszywie
dodatnie ze wzgledu na obecno$¢ autoprzeciwciat lub przeciwciat
naturalnych.

Wyniki  falszywie  dodatnie mogg  wystagpic 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, mézg, nerki), w zaleznosci od
rodzaju uzytego barwnika immunologicznego.!?

Ograniczenia specyficzne dla produktu:

Brak dodatkowych ograniczeri specyficznych dla produktu.

Rozwigzywanie problemoéw:

1.

“ Biocare Medical
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Brak barwienia jakichkolwiek szkietek — sprawdzi¢, czy uzyto
odpowiedniej tkanki kontroli pozytywnej, przeciwciat i produktow do
wykrywania.
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Stabe barwienie wszystkich preparatow — sprawdzi¢, czy uzyto
odpowiedniej tkanki kontroli pozytywnej, przeciwciat i produktéw do
wykrywania.

Nadmierne tto wszystkich preparatdbw — moze wystepowaé wysoki
poziom endogennej biotyny (w przypadku stosowania produktéw do
wykrywania na bazie biotyny), endogenna aktywnos¢ HRP
przeksztatcajgca chromogen w kolorowy produkt koricowy (uzyj bloku
peroksydazy) lub nadmierne niespecyficzne interakcje biatek (uzyj
bloku biatka, takiego jak roztwdr blokujgcy na bazie surowicy lub
kazeiny).

Skrawki tkanek zmywaja szkietka podczas inkubacji — Sprawdz szkietka,
aby upewnic sie, ze sg natadowane dodatnio.

Specyficzne barwienie jest zbyt ciemne — Sprawdz protokoét, aby ustalic,
czy do szkietka natozono wiasciwe miano przeciwciat, a takze czy
okreslono wiasciwy czas inkubacji dla wszystkich odczynnikéw. Ponadto
nalezy upewnic sie, ze protokot zawiera wystarczajaca liczbe etapow
ptukania, aby usung¢ nadmiar odczynnikow po zakonczeniu etapow
inkubaciji.
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Przeciwciata serii Q zostatly opracowane wytgcznie 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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Uso pretendido:

Para in vitro Uso de diagnostico

A calretinina € um anticorpo policlonal de coelho destinado ao uso
laboratorial profissional apds o diagnéstico inicial do tumor ter sido feito por
histopatologia convencional usando coloragdes histoquimicas ndo
imunolégicas, na identificagdo qualitativa da proteina calretinina por
imunohistoquimica (IHC) em tecidos humanos fixados em formalina e
embebidos em parafina (FFPE). A interpretagdo clinica de qualquer coloragdo
ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfologicos
utilizando controlos adequados e deve ser avaliada no contexto da histdria
clinica do paciente e de outros testes de diagndstico por um patologista
qualificado como auxilio na realizagdo de quaisquer outras determinagoes
clinicas.

Resumo e explicagao:

A calretinina é uma proteina de ligagdo ao calcio relacionada a calmodulina
e a calbindina-D28k e é encontrada principalmente no tecido neuronal. Esta
presente em subconjuntos de neurénios em todo o cérebro e medula
espinhal, incluindo ganglios sensoriais. 151

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 coloragdo
permitem a visualizagdo de antigenos através da aplicacdo sequencial de um
anticorpo especifico para o antigeno (anticorpo primario), um anticorpo
secundario para o anticorpo primario (ligacdo 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: Coelho policlonal
Reatividade da espécie: Humano
Clone: N/ D

Isétipo: N/ D

Concentragao de Proteina: A concentracdo de Ig especifica do lote ndo
esta disponivel.

Especificidade: Calretinina

Localizagao Celular: Nuclear e citoplasmatico

Método: Policlonal de coelho purificado por afinidade

Reconstituicao, mistura, diluicdo, titulagao:

O reagente de anticorpo pré-diluido é diluido de forma ideal para uso com os
sistemas de coloragdo mencionados abaixo. Uma diluicdo adicional pode
resultar na perda da coloragdo do antigénio. O usuario deve validar qualquer
alteracdo desse tipo. As diferencas no processamento de tecidos e nos
procedimentos técnicos no laboratdrio do utilizador podem produzir uma
variabilidade significativa nos resultados, necessitando da realizagdo regular
de controlos internos (ver secgao Controlo de Qualidade).

Aplicagbes conhecidas:
Imunohistoquimica (tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina)

“ Biocare Medical 89/117
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Fornecido como:

Solugdo salina tamponada, pH 5,9-6,0, contém um transportador de proteina
e menos de 0,1% de conservante azida sodica. 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 desionizada ou destilada

Tampao de lavagem

Reagentes de pré-tratamento

Bloqueio 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

Microscdpio optico (ampliacdo de 40-400X)
Plataforma automatizada de coloracdo de laminas

As configuragGes do produto de anticorpo estdo disponiveis para utilizagdo
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 condicGes. N&do
use apds a data de validade. O armazenamento sob qualquer condigdo
diferente das especificadas deve ser verificado. Os reagentes diluidos devem
ser usados imediatamente; armazenar qualquer reagente restante entre 2°C
e 89C. A estabilidade dos reagentes diluidos 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.

Preparacao de amostras:
Tecidos fixados em formalina sdo adequados para uso antes da inclusdo em

parafina. Os tecidos dsseos devem ser descalcificados antes do
processamento do tecido para facilitar o corte do tecido e evitar danos as
ldminas 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
Laboratorios Clinicos (CLIA) de 1988 exige em 42 CFR §493.1259(b) que “O
laboratério 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.”
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Tratamento de tecidos antes da coloracao:
Execute a recuperagdo de epitopos induzida por calor (HIER) de acordo com

0 protocolo recomendado abaixo. Foi demonstrado que o uso rotineiro de
HIER antes da IHC minimiza a inconsisténcia e padroniza a coloragdo.*®

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, comunicagdo de perigo OSHA e Diretiva CE 91/155/EC.
Azida de sddio (NaNs) usado como conservante é toxico se ingerido. A azida
de sddio pode reagir com encanamentos de chumbo e cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Apds o descarte, lave com grandes volumes
de agua para evitar o acimulo de azida no encanamento. (Centro de Controle
de Doengas, 1976, Instituto Nacional de Seguranca e Salde Ocupacional,
1976)8

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 os 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
coloragdo inespecifica.

4. Tempos de incubagdo ou temperaturas diferentes dos especificados
podem dar resultados errados. O usuario deve validar qualquer alteragdo
desse tipo.

5. Nao 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 diluigdo adicional pode resultar na perda da coloragdo do antigénio.

7. Para evitar a evaporacdo e garantir a capacidade maxima do teste, tampe
e remova imediatamente os reagentes dos instrumentos automatizados apds
cada execugdo. Deixar os reagentes expostos pode reduzir a sua eficacia e o
nimero de testes que podem fornecer. Armazene sempre os reagentes
conforme indicado para manter a sua integridade.

8. Descarte todos os reagentes usados e quaisquer outros materiais
descartaveis contaminados seguindo os procedimentos para residuos
infecciosos ou potencialmente infecciosos. E responsabilidade de cada
laboratério manusear os residuos solidos e liquidos de acordo com a sua
natureza e grau de perigosidade e trata-los e descarta-los (ou fazer com que
sejam tratados e eliminados) de acordo com quaisquer regulamentos
aplicaveis.

9. Siga os regulamentos de descarte locais de sua localidade, juntamente
com as recomendacdes da Ficha de Dados de Seguranga, para determinar o
descarte seguro deste produto.

10. A FDS estd disponivel mediante solicitacdo e esta localizada em
http://biocare.net.

11. Para comunicar suspeitas de incidentes graves relacionados com este
dispositivo, contacte o representante local da Biocare e a autoridade
competente do Estado-Membro ou pais onde o utilizador esta estabelecido.

Instrugdes de uso:
Protocolos de coloracdo recomendados para calretinina:

NeoPATH PRO:
NPAIQ92 deve ser usado com o NeoPATH PRO. Consulte o Manual do
Usuario para obter instrugdes especificas de uso. Os parametros de
protocolo recomendados sdo os seguintes:

Opgao de coloragao

com cromogénio —
Protocolo de
Anticorpos:

Modelo: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Desparafinar: Desparafinagao DST; 20 minutos a 75°C
Recuperagao de
antigeno (opcao | ALTO_105°C_30MIN
AQUI):

Calretinina, 20 min a temperatura ambiente
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Enzima: N/D
Opcao de bloqueio: N/D
Deteccao: HRP_20AB_STD (Amplificador; 10 min em RT

Polimero; 25 min em RT)
7 min DAB + 2 min DAB Enhancer
7 minutos a temperatura ambiente

Cromadgeno:
Hematoxilina:

Série Q — Para Leica BOND-III:

ALI092 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 0s seguintes:

Opcao . c_le coloragdo com DAB
cromogénio
Nome do protocolo: Protocolo IHC F + Bloqueador
Detecciio: IF_{eﬁn~amento de polimero de
igagao
AQUI: 20 minutos com ER2
Bloco de perodxido: 5 minutos
Marcador (anticorpo primario): 15 minutos
Pés-primaria: 8 minutos
Polimero: 8 minutos
Refinamento de cromogénio .
N 10 minutos
misto:
Hematoxilina: 5 minutos

Controle de qualidade:

Consulte os Padroes de Qualidade CLSI para Projeto e Implementacdo de
Ensaios Imunohistoquimicos; Diretriz Aprovada — Segunda edicdo (I/LA28-
A2) CLSI Wayne, PA EUA (www.clsi.org). 20118

Controle Positivo de Tecidos: Mesotelioma

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 coloracdo um controlo tecidual
externo positivo para cada conjunto de condiges 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 coloragao
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 preparagdo
do tecido.

Os controlos teciduais positivos conhecidos s6 devem ser utilizados para
monitorizar o desempenho correcto dos tecidos processados e dos reagentes
de teste, e ndo como auxilio na formulacdo de um diagndstico especifico de
amostras de pacientes. Se os controlos teciduais positivos ndo demonstrarem
coloragdo positiva, os resultados com as amostras de teste deverdo ser
considerados invalidos.

Controle Negativo de Tecidos:

Use um controle tecidual negativo (conhecido por ser Calretinina negativo)
fixado, processado e incorporado de maneira idéntica a(s) amostra(s) do
paciente em cada execugao de coloragdo para verificar a especificidade do
anticorpo primario IHC para demonstragdo do antigeno alvo e para fornecer
uma indicagdo de coloracdo de fundo especifica (coloragdo falso positivo).
Além disso, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maioria
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das secgGes 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 segdo 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 coloragdo especifica no local do
antigeno. Idealmente, um controle de reagente negativo contém um
Calretinina coelho policlonal anticorpo 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 ap6s o processamento, o soro fetal de vitelo numa concentragdo de
proteina equivalente ao diluido anticorpo primario no mesmo diluente
também ¢ 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
incubagdo do reagente de controlo negativo deve corresponder ao do
anticorpo primario.

Quando sdo utilizados painéis de varios anticorpos em secgoes em série, as
areas de coloragdo negativa de uma lamina podem servir como controlo de
fundo de ligacdo 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-cromégeno ou complexos
enzimaticos (PAP, avidina-biotina, estreptavidina) e substrato-cromdgeno,
respectivamente.

Verificagdo 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
recomendagOes de controle de qualidade do Programa de Certificacdo CAP®
para imunohistoquimica e/ou a diretriz NCCLS IHC?). Estes procedimentos
de controle de qualidade devem ser repetidos para cada novo lote de
anticorpos ou sempre que houver alteragdo nos parametros do ensaio. Os
tecidos listados na Segdo de Caracteristicas de Desempenho sdo adequados
para verificagao de ensaio.

Solugdo de problemas:

Siga as recomendagdes 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 coloracao:

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 coloracdo positiva, quaisquer resultados com as amostras de
teste deverdo ser considerados invalidos.
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A cor do produto da reacdo pode variar dependendo dos cromdgenos do
substrato utilizados. Consulte as bulas do substrato para obter as reagoes de
cor esperadas. Além disso, a metacromasia pode ser observada em variagoes
do método de coloragdo.!!

Quando é utilizado um contracorante, dependendo da duragdo da incubagdo
e da poténcia do contracorante utilizado, o contracorante resultara numa
coloragdo dos ntcleos das células. A contrastacdo excessiva ou incompleta
pode comprometer a interpretacdo adequada dos resultados. Consulte o(s)
protocolo(s) para obter a contracoloragdo 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 coloracdo inespecifica, se presente, geralmente tem aparéncia difusa. A
coloragdo esporadica do tecido conjuntivo também pode ser observada em
seccBes de tecidos excessivamente fixados em formalina. Use células intactas
para interpretagdo dos resultados de coloragdo. Células necrdticas ou
degeneradas geralmente apresentam coloragao inespecifica.

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 reagGes falso-negativas.
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Mesotelioma corado com anticorpo Calretinina
Limitagoes:

Limitacdes Gerais:

1. Para /n vitro Uso diagnostico

2.  Este produto é apenas para uso profissional: A imunohistoquimica é um
processo de diagndstico em multiplas etapas que consiste em
treinamento especializado na selegdo dos reagentes adequados;
selegdo, fixacao e processamento de tecidos; preparagdo da ldmina IHC;
e interpretacdo dos resultados da coloracao.
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10.

11.

A coloragdo do tecido depende do manuseio e processamento do tecido
antes da coloragdo. Fixagdo, 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 variagdes nos métodos de fixacdo e inclusao, ou
a irregularidades inerentes ao tecido.!?

A contrastagdo excessiva ou incompleta pode comprometer a
interpretacdo adequada dos resultados.

A interpretacdo clinica de qualquer coloragdo positiva ou negativa deve
ser avaliada dentro do contexto da apresentacdo clinica, morfologia e
outros critérios histopatologicos. A interpretagdo clinica de qualquer
coloragdo positiva ou negativa deve ser complementada por estudos
morfoldgicos utilizando controlos internos e externos positivos e
negativos adequados, bem como outros testes de diagnéstico. 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.

A diluigdo ideal de anticorpos e os protocolos para uma aplicacao
especifica podem variar. Estes incluem, mas ndo estdo limitados a
fixacdo, método de recuperagdo de calor, tempos de incubagdo,
espessura da seccdo 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 detecgdo, pois os resultados podem variar. As
recomendages e protocolos da ficha técnica sdo baseados no uso
exclusivo de produtos Biocare. Em ultima analise, é responsabilidade
do investigador determinar as condigdes ideais.

Este produto ndo se destina ao uso em citometria de fluxo. As
caracteristicas de desempenho nao foram determinadas para citometria
de fluxo.

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.!3

Os reagentes podem demonstrar reagdes inesperadas em tecidos ndo
testados anteriormente. A possibilidade de reagdes inesperadas mesmo
em grupos de tecidos testados ndo pode ser completamente eliminada
devido a variabilidade biolégica 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 informagOes de suporte técnico fornecidas em biocare.net, com
reagOes inesperadas documentadas.

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.

Resultados falso-positivos podem ser observados devido a ligagdo ndo
imunoldgica de proteinas ou produtos de reacdo de substrato. Eles
também podem ser causados por atividade de pseudo peroxidase
(eritrocitos), atividade de peroxidase enddgena (citocromo C) ou
biotina enddgena (por exemplo, figado, mama, cérebro, rim),
dependendo do tipo de imunocoloracdo utilizada.'?

Limitacoes Especificas do Produto:

Sem limitagdes adicionais especificas do produto.

Solugao de problemas:

1.
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Nenhuma coloragdo em nenhuma lamina — Verifique para determinar
se foram utilizados tecidos de controle positivo, anticorpos e produtos
de detecgao apropriados.

Coloragdo fraca de todas as laminas — Verifique para determinar se
foram utilizados tecidos de controlo positivo apropriados, anticorpos e
produtos de deteccao.

Fundo excessivo de todas as laminas — Pode haver niveis elevados de
biotina enddgena (se estiver usando produtos de detecgao a base de
biotina), atividade enddgena de HRP convertendo cromogénio em
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produto final colorido (use bloco de peroxidase) ou excesso de
interagdo proteica ndo especifica (use um bloco de proteina, como
solugdo de bloqueio a base de soro ou caseina).

As secgOes de tecido sdo removidas das laminas durante a incubagdo —
Verifique as laminas para garantir que estdo carregadas positivamente.
Coloragdo especifica demasiado escura — Verifique o protocolo para
determinar se o titulo de anticorpos adequado foi aplicado a lamina,
bem como os tempos de incubag&o 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 conclusao das
etapas de incubagdo.
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Utilizare prevazuta:

Pentru /n vitro Utilizare pentru diagnosticare

Calretinina este un anticorp policlonal de iepure care este destinat utilizarii
profesionale in laborator dupd ce diagnosticul initial al tumorii a fost facut
prin  histopatologie  conventionald folosind  colorari  histochimice
nonimunologice, in identificarea calitativda a proteinei Calretinin prin
imunohistochimie (IHC) in tesuturi umane incorporate in parafina fixata in
formol (FFPE). Interpretarea clinica a oricdrei colordri sau absenta acesteia
ar trebui completata de studii morfologice folosind controale adecvate si ar
trebui evaluatd in contextul istoricului clinic al pacientului si al altor teste de
diagnostic de cdtre un patolog calificat, ca ajutor in efectuarea oricdror alte
determinari clinice.

Rezumat si explicatie:

Calretinina este o proteind care leaga calciul care este legata de calmodulina
si calbindin-D28k si se gaseste in principal in tesutul neuronal. Este prezent
n subseturi de neuroni din tot creierul si maduva spindrii, inclusiv ganglionii
senzoriali. 1>-19

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 spalare interpuse. Activarea enzimatica 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: Iepure policlonal
Reactivitatea speciei: Uman
Cloneaza: N/ A

Izotip: N/ A

Concentratia de proteine: Concentratia de Ig specifica lotului nu este
disponibila.

Specificitate: Calretinina

Localizare celulara: Nuclear si citoplasmatic

Metoda: Policlonal de iepure purificat prin afinitate

Reconstituire, amestecare, diluare, titrare:

Reactivul anticorp prediluat este diluat optim pentru utilizare cu sistemele de
colorare mentionate mai jos. O diluare ulterioara poate duce la pierderea
colordrii cu antigen. Utilizatorul trebuie sa valideze orice astfel de modificare.
Diferentele in procesarea tesuturilor si procedurile tehnice din laboratorul
utilizatorului pot produce o variabilitate semnificativd a rezultatelor care
necesita efectuarea regulata a controalelor interne (vezi sectiunea Controlul
calitatii).

Aplicatii cunoscute:
Imunohistochimie (tesuturi incorporate in parafina fixate in formol)

“ Biocare Medical 94/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Furnizat ca:

Solutia salind tamponatd, pH 5,9-6,0, contine un purtator proteic si mai putin
de 0,1% conservant cu azidd 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).

Sondd de detectare si polimer

Reactivi de control negativ

Cromogene

Hematoxilina (contracolor)

Reactiv de albastru

Mediu de montaj

Sticla de acoperire

Microscop cu lumina (mdrire 40-400X)
Platforma automata de colorare a diapozitivelor

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 ramas la 2°C pana la 8°C. Stabilitatea reactivilor
diluati de utilizator nu a fost stabilitd de Biocare.

Controalele pozitive si negative trebuie efectuate simultan cu toate probele
pacientului. Dacd se observa o colorare neasteptatd, care nu poate fi
explicatd prin variatii ale procedurilor de laborator si se suspecteazd o
problema cu anticorpul, contactati Asistenta Tehnicd Biocare la 1-800-542-
2002 sau prin intermediul informatiilor de asistenta tehnica furnizate pe
biocare.net.

Pregadtirea probei:
Tesuturi fixate in formol sunt adecvate pentru utilizare finainte de

incorporarea parafinei. Tesuturile osoase trebuie decalcificate nainte de
prelucrarea tesuturilor pentru a facilita tdierea tesuturilor si pentru a preveni
deteriorarea lamelor microtomului.’2

Tesuturile fixate si incorporate in mod corespunzator care exprima antigenul
tintd specificat trebuie pastrate intr-un loc racoros. Actul Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) din 1988 impune in 42 CFR §493.1259(b) cd
Jlaboratorul 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
examinarii.”?
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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 inainte 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 (NaNs) 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 apd pentru a
preveni acumularea de azidd in instalatii sanitare. (Centrul pentru Controlul
Bolilor, 1976, Institutul National de Securitate si Sdnatate in Muncd, 1976)®

2. Specimenele, inainte si dupa 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
gura 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 sa 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. Pentru a preveni evaporarea si pentru a asigura capacitatea maxima de
testare, acoperiti si indepartati prompt reactivii din instrumentele automate
dupa fiecare rulare. Lasand reactivii expusi le poate reduce eficacitatea si
numarul de teste pe care le pot furniza. Depozitati intotdeauna reactivii
conform instructiunilor pentru a le mentine integritatea.

8. Aruncati toti reactivii utilizati si orice alte materiale contaminate de unica
folosinta urménd procedurile pentru deseurile infectioase sau potential
infectioase. Este responsabilitatea fiecarui laborator sa manipuleze deseurile
solide si lichide in conformitate cu natura si gradul de periculozitate al
acestora si sa le trateze si sd le elimine (sau sa le faca tratate si eliminate) in
conformitate cu orice reglementdri aplicabile.

9. Urmati reglementdrile locale de eliminare pentru locatia dvs., impreuna cu
recomanddrile din Fisa cu date de securitate pentru a determina eliminarea
n siguranta a acestui produs

10. FDS este disponibila la cerere si se afla la http://biocare.net.

11. Pentru a raporta incidente grave suspectate legate de acest dispozitiv,
contactati reprezentantul local Biocare si autoritatea competenta din statul
membru sau tara in care este stabilit utilizatorul.

Instructiuni de utilizare:
Protocoale de colorare recomandate pentru Calretinina:

NeoPATH PRO:

NPAI092 este destinat utilizarii cu NeoPATH PRO. Consultati manualul de
utilizare pentru instructiuni specifice de utilizare. Parametrii de protocol
recomandati sunt urmatorii:

Optiune de colorare DAB

cu cromogen

Pro!:ocol_ul de Calretining, 20 min la RT
anticorpi:

Sablon: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Deparafina: Dewax STD; 20 min la 75°C
Preluare antigen

(optiune AICI): HIGH_105C_30MIN

Enzima: N/A

Optiuneadeblocare: | N/A

“ Biocare Medical 95/117
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Detectare: HRP_20AB_STD (amplificator; 10 min la RT
polimer; 25 min la RT)

Cromogen: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Hematoxilina: 7 minute la RT

Seria Q — Pentru Leica BOND-III:

ALI092 este destinat utilizarii cu Leica BOND-III. Consultati manualul de
utilizare pentru instructiuni specifice de utilizare. Parametrii de protocol
recomandati sunt urmatorii:

Optiune de colorare cu cromogen | DAB

Nume protocol: Protocol IHC F + Blocker

Detectare: Raf]nar?a polimerului de
legatura

AICI: 20 min cu ER2

Bloc de peroxid: 5 min

Marker (anticorp primar): 15 min

Post primar: 8 min

Polimer: 8 min

Rafinarea cromogenului mixt: 10 min

Hematoxilina: 5 min

Controlul calitatii:

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). 20118

Control pozitiv al tesuturilor: mezoteliom

Materialele de control pozitiv extern trebuie sa fie probe proaspete fixate,
procesate si incorporate cat mai curand posibil, in acelasi mod ca probele
pacientului. Controalele pozitive ale tesuturilor indica tesuturile pregatite
corect si tehnicile adecvate de colorare. Un control de tesut extern pozitiv
pentru fiecare set de conditii de testare ar trebui s fie inclus in fiecare cursd
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 slaba. Nivelul scazut de
pozitivitate pentru controalele pozitive externe este conceput pentru a
asigura detectarea modificdrilor subtile ale sensibilitdtii 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 degraba decét ca ajutor in formularea unui diagnostic specific al
probelor de pacienti. Daca 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 negativ al tesuturilor (cunoscut de fie Calretinin 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 colorarii
specifice de fond (colorare fals pozitivd). 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 caietul de sarcini. Tipurile si sursele de specimene care pot
fi utilizate pentru tesutul negativ controalele sunt listate in sectiunea
Caracteristici de performanta.
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Dacad apare o colorare specifica (colorare fals pozitiva) 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 bund interpretare a colorarii specifice la locul antigenului. In
mod ideal, un control reactiv negativ contine a Calretinina iepure policlonald
anticorp produs din supernatantul culturii de tesut in acelasi mod ca
anticorpul primar, dar nu prezintd reactivitate specifica cu tesuturile umane
in aceeasi matrice/solutie ca si Anticorp Biocare. Se dilueaza un anticorp de
control negativ la aceeasi concentratie de imunoglobulind sau proteina 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 echivalentd cu cea diluata. anticorpul primar din acelasi diluant
este de asemenea adecvat pentru utilizare. (Consultati reactivul furnizat).
Numai diluantul poate fi utilizat ca o alternativd mai putin doritd fata de
controalele negative descrise anterior. Perioada de incubatie pentru controlul
reactiv negativ trebuie sa corespundd 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 nespecificd a enzimelor de
imunoreactivitatea specifica, tesuturile suplimentare ale pacientului pot fi
colorate exclusiv cu substrat-cromogen sau complexe enzimatice (PAP,
avidina-biotina, streptavidina) si respectiv substrat-cromogen.

Verificarea testului:

Inainte de utilizarea initiala a unui anticorp sau a unui sistem de colorare intr-
o procedurd de diagnosticare, utilizatorul trebuie sa verifice specificitatea
anticorpului testandu-l pe o serie de tesuturi interne cu caracteristici de
performantd imunohistochimice cunoscute reprezentand tesuturi pozitive si
negative cunoscute. Consultati procedurile de control al calitatii 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 IHC!). 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. Daca 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 intai 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
observata 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 excesiva sau incompletd poate
compromite interpretarea corectd a rezultatelor. Consultati protocoalele
pentru contracolorarea recomandata.

“ Biocare Medical 96/117

60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Controlul negativ al tesuturilor:

Controlul negativ al tesuturilor trebuie examinat dupd controlul pozitiv al
tesutului pentru a verifica specificitatea etichetarii antigenului tintd 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 nespecificd, 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 coloreaza adesea
nespecific.

Tesutul pacientului:

Examinati mostrele pacientului colorate cu anticorpul indicat dura.
Intensitatea colorarii pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei colorari
de fond nespecifice a controlului reactiv negativ. Ca si in cazul oricdrui 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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Mezoteliom colorat cu anticorp Calretinin

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 consta 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
inainte de colorare. Fixarea necorespunzdtoare, inghetarea,
dezghetarea, spalarea, uscarea, incalzirea, sectionarea sau
contaminarea cu alte tesuturi sau fluide pot produce artefacte, captarea
anticorpilor sau rezultate fals negative. Rezultatele inconsecvente se
pot datora variatiilor in metodele de fixare si incorporare sau
neregularitatilor inerente in tesut.!2

4. Contracolorarea excesiva sau incompletd poate compromite
interpretarea corectad a rezultatelor.

5. Interpretarea clinicd a oricdrei coloratii pozitive sau negative trebuie
evaluata in contextul prezentarii clinice, al morfologiei si al altor criterii
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histopatologice. Interpretarea clinicd a oricdrei colorari pozitive sau
negative ar trebui sd fie completata de studii morfologice care utilizeaza
controale interne si externe pozitive si negative adecvate, precum si
alte teste de diagnostic. Este responsabilitatea unui patolog calificat
care este familiarizat cu utilizarea corecta a anticorpilor, reactivilor si
metodelor IHC sa interpreteze toti pasii utilizati pentru pregatirea 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 utilizatd. Datoritd sensibilitatii superioare a acestor
reactivi unici, timpii si titrurile de incubare recomandate enumerate nu

sunt aplicabile altor sisteme de detectare, deoarece rezultatele pot varia.

Recomanddrile si protocoalele din fisa de date se bazeaza pe utilizarea
exclusiva a produselor Biocare. In cele din urma, este responsabilitatea
investigatorului s& determine conditiile optime.

7. Acest produs nu este destinat utilizarii in citometria n flux.
Caracteristicile de performanta nu au fost determinate pentru citometria
n flux.

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.!3

9. Reactivii pot demonstra reactii neasteptate in tesuturile netestate
anterior. Posibilitatea unor reactii neasteptate chiar si in grupurile de
tesuturi testate nu poate fi complet eliminata din cauza variabilitatii
biologice a exprimarii antigenului in neoplasme sau in alte tesuturi
patologice.™* Contactati asistenta tehnicd Biocare la 1-800-542-2002
sau prin intermediul informatiilor de asistenta tehnica furnizate pe
biocare.net, cu reactii neasteptate documentate.

10. Serurile normale/neimune din aceeasi sursa animala 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.!2

Limitari specifice produsului:
Fard limitari suplimentare specifice produsului.

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 endogena (daca se utilizeaza produse de detectare pe baza de
biotind), activitate HRP endogend de conversie a cromogenului in
produs final colorat (utilizati bloc de peroxidaza) sau interactiune
proteica nespecifica in exces (utilizati un bloc proteic, 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 specificd prea intunecata — Verificati protocolul pentru a
determina dacd 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 spdlare pentru a elimina
excesul de reactivi dupa finalizarea etapelor de incubare.
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Anticorpii din seria Q sunt dezvoltati exclusiv de Biocare Medical LLC si nu
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Zamysl'ané pouzitie:

Pre in vitro Diagnostické pouzitie

Calretinin je krali¢ia polyklonalna protilatka, ktora je urena na profesionalne
laboratérne  pouzitie po prvotnej diagnéze nadoru konvencnou
histopatoldgiou s pouzitim neimunologickych histochemickych farbeni, pri
kvalitativnej identifikacii kalretininového proteinu imunohistochémiou (IHC) v
I'udskych tkanivach fixovanych vo formaline (FFPE). Klinickd interpretacia
akéhokol'vek zafarbenia alebo jeho nepritomnosti by mala byt doplnena
morfologickymi Stddiami s pouzitim vhodnych kontrol a mala by byt
vyhodnotena v kontexte pacientovej klinickej anamnézy a inych
diagnostickych testov kvalifikovanym patolégom ako pomdcka pri vykonavani
akychkol'vek inych klinickych stanoveni.

Zhrnutie a vysvetlenie:

Kalretinin je protein viazuci vapnik, ktory slvisi s kalmodulinom a
kalbindinom-D28k a nachadza sa hlavne v neurénovom tkanive. Je pritomny
v podskupinach neurénov v celom mozgu a mieche, vratane senzorickych
ganglii. 1>1°

Princip postupu:

Tento protildtkovy produkt sa mdéZe pouZit ako primarna protildtka pri
imunohistochemickom testovani vo formaline fixovanych, v parafine zaliatych
tkanivovych rezov. Vo vseobecnosti imunohistochemické (IHC) techniky
farbenia umoziuju vizualizaciu antigénov prostrednictvom sekvencnej
aplikacie a Specificka protilatka k antigénu (primarna protilatka), sekundarna
protilatka k primarnej protilatke (volitelna vazba protilatka/sonda), enzymovy
komplex a chromogénny substrat s vlozenymi krokmi premyvania.
Enzymaticka aktivacia chromogénu vedie k viditel'nému 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 mézu resp
nemusia byt’ spojené s konkrétnym antigénom.

Materialy a metody:
Dodévané Cinidla:

Zdroj hostitel'a: Kralik polyklonalny
Reaktivita druhov: Ludské
Klonovat': N/A

Izotyp: N/A

Koncentracia bielkovin: Koncentracia Ig Specifickad pre SarZu nie je k
dispozicii.

Specifickost”: kalretinin

Bunkova lokalizacia: Jadrové a cytoplazmatické

metadda: Afinitne purifikovany krali¢i polyklonalny

Rekonstitucia, miesanie, riedenie, titracia:

Predriedené protilatkové Cinidlo je optimalne nariedené na pouzitie s nizSie
uvedenymi farbiacimi systémami. DalSie riedenie moze viest k strate
zafarbenia antigénu. Pouzivatel’ musi kazdd takdto zmenu potvrdit'. Rozdiely
v spracovani tkaniva a technickych postupoch v laboratdriu pouzivatela mézu
sposobit’ znacnu variabilitu vysledkov, ¢o si vyZaduje pravidelné vykonavanie
internych kontrol (pozri Cast’ Kontrola kvality).

Zname aplikacie:
Imunohistochémia (tkaniva fixované v parafine fixované vo formaline)
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Dodavané ako:

Pufrovany fyziologicky roztok, pH 5,9 — 6,0 obsahuje proteinovy nosi¢ a
menej ako 0,1 % konzervacnej latky azidu sodného. DalSie podrobnosti
najdete v karte bezpecnostnych Udajov.

Potrebné materidly a Cinidld, ktoré nie si sucastou dodavky:
Mikroskopické sklicka st kladne nabité.
Pozitivne a negativne kontroly tkaniva
PUStna komora (alebo podobna susiareri)
Xylén alebo ndhrada xylénu

Etanol alebo reagencny alkohol
Odmast'ovacia komora (tlakovy hrniec)
Deionizovana alebo destilovana voda
Premyvaci pufor

Cinidla na predipravu

Peroxidazovy blok

Proteinovy blok (volitelné).

Detekcna sonda a polymér

Negativne kontrolné cinidla

Chromogény

Hematoxylin (kontrafarba)

Blueingovo cinidlo

Montazne médium

Krycie sklo

Svetelny mikroskop (40-400x zvacsenie)
Automatizovana platforma na farbenie diapozitivov

Konfiguracie protilatkového produktu st dostupné na pouZzitie s nastrojmi
uvedenymi v tabul’ke vyssie.

Skladovanie a stabilita:

Skladujte pri teplote 2°C aZz 8°C. Produkt je stabilny do datumu exspiracie
vytlateného na Stitku injek¢nej liekovky, ak sa uchovava za tychto podmienok.
NepouZivajte po datume exspiracie. Skladovanie za akychkol'vek inych
podmienok, ako su 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 riedenych ¢inidiel nebola stanovena spolo¢nostou
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 informacii o technickej podpore
poskytovanych na biocare.net.

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 Cepiel'ok mikrotomu.12

Spravne fixované a zaliate tkaniva exprimujlce Specifikovany ciel'ovy antigén
by sa mali skladovat' na chladnom mieste. Zakon o zlepSovani klinickych
laboratérii (CLIA) z roku 1988 vyZzaduje v 42 CFR §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.3
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Osetrenie tkaniv pred farbenim:

Vykonajte teplom indukované vyhladavanie epitopu (HIER) podla
odporucaného protokolu uvedeného nizsie. Ukazalo sa, Ze rutinné pouzivanie
HIER pred IHC minimalizuje nekonzistentnost’ a Standardizuje farbenie.*>

Varovanie a bezpecnostné opatrenia:

1. Tato protildtka obsahuje menej ako 0,1 % azidu sodného. Koncentracie
nizsie ako 0,1 % nie su nebezpecné materialy, ktoré sa hlasia podla U.S. Azid
sodny (NaNs) 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 chor6b, 1976, Narodny institit bezpecnosti a ochrany zdravia pri
praci, 1976)®

2. So vzorkami pred a po fixacii a so vSetkymi materialmi, ktoré si 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 vyhybajte sa kontaktu koZe a sliznic s Cinidlami a vzorkami.

Ak sa reagencie alebo vzorky dostant do kontaktu s citlivymi oblastami,
umyte ich velkym mnoZzstvom vody.”

3. Mikrobidlna kontaminacia cCinidiel méze viest’ k zvySeniu neSpecifického
zafarbenia.

4. Inkubacné Casy alebo teploty iné, ako st uvedené, mozu viest' k chybnym
vysledkom. Pouzivatel’ musi kazd( takdto zmenu potvrdit’.

5. NepouZivajte Cinidlo po datume exspiracie vytlatenom na injekénej
liekovke. .

6. Predriedené protilatkové Cinidlo je optimalne nariedené na pouzitie. DalSie
riedenie moze viest' k strate zafarbenia antigénu.

7. Aby ste zabranili vyparovaniu a zabezpecili maximalnu testovaciu kapacitu,
po kazdom cykle okamZite uzavrite a odstrarte reagencie z automatickych
pristrojov. Ponechanie reagencii vystavené méze znizit' ich u¢innost’ a pocet
testov, ktoré mozu poskytn(t. Reagencie vzdy skladujte podla pokynov, aby
sa zachovala ich integrita.

8. Vsetky pouzité reagencie a vSetky ostatné kontaminované jednorazové
materialy zlikvidujte podla postupov pre infekény alebo potencidlne infekény
odpad. Zodpovednostou kazdého laboratdria je nakladat' s pevnym a
tekutym odpadom podla ich povahy a stupna nebezpecnosti a zaobchadzat’
s nim a zneSkodriovat’ ho (alebo nechat’ ho spracovat’ a zneskodnit') v stilade
s akymikol'vek platnymi predpismi.

9. DodrzZiavajte miestne predpisy o likvidacii vo vasej lokalite spolu s
odporucaniami v karte bezpecnostnych Udajov, aby ste urcili bezpecnu
likvidaciu tohto produktu

10. KBU je k dispozicii na poZiadanie a nachadza sa na http://biocare.net.
11. Ak chcete nahlasit’ podozrenie na vazne incidenty suvisiace s tymto
zariadenim, kontaktujte miestneho zastupcu spoloCnosti Biocare a prislusny
organ Clenského $tatu alebo krajiny, v ktorej ma pouZivatel sidlo.

Navod na pouzitie:
Odporutcané protokoly farbenia pre kalretinin:

NeoPATH PRE:

NPAI092 je urceny na pouzitie s NeoPATH PRO. Konkrétne pokyny na
pouzitie najdete v pouzivatel'skej prirucke. Odporicané parametre
protokolu s nasledovné:
Moznost i farbenia DAB
chromogénom
Protokol . T . .
protilatky: Calretinin, 20 minut pri teplote miestnosti
Sabldna: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Odvoskovat'’: Dewax STD; 20 minut pri 75 °C
Ziskanie antigénu
(moznost’ TU): HIGH_105C_30MIN
Enzym: N/A
Moznost’
blokovania: N/A
“ Biocare Medical 99/117
60 Berry Drive
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Detekcia: HRP_20AB_STD (zosilfiovac; 10 mindt pri teplote
miestnosti polymér; 25 mindt pri teplote
miestnosti)

Chromogén: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Hematoxylin: 7 minGt pri RT

Séria Q — Pre Leica BOND-III:

ALI092 je urCeny na pouzitie s Leica BOND-III. Konkrétne pokyny na
pouzitie najdete v pouzivatel'skej prirucke. Odporicané parametre
protokolu s nasledovné:

MozZnost’ farbenia chromogénom DAB

Nazov protokolu: IHC protokol F + blokator
Detekcia: Bond Polymer Refine

TU: 20 mindt s ER2
Peroxidovy blok: 5 min

Marker (primarna protilatka): 15 min

Primarny prispevok: 8 min

Polymér: 8 min

Upresnenie zmieSaného chromogénu: 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). 20118

Pozitivna kontrola tkaniva: mezotelidm

Materidly pre externd pozitivnu kontrolu by mali byt’ éerstvé vzorky fixované,
spracované a vlozené o najskor rovnakym spdsobom ako vzorka (vzorky)
pacienta. Pozitivne kontroly tkaniva naznacCuju spravne pripravené tkaniva a
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 ciel'ovej aktivity, ktora poskytuje slabé pozitivne zafarbenie. Nizka
Uroven pozitivity pre externé pozitivne kontroly je navrhnuta tak, aby
zabezpecCila detekciu jemnych zmien citlivosti primarnej protilatky z
nestability alebo problémov s metodikou IHC. Komerc¢ne dostupné tkanivové
kontrolné sklicka alebo vzorky spracované inak ako vzorka (vzorky) pacienta
iba overuju Gcinnost’ 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
pomdcka pri formulovani Specifickej diagnézy vzoriek pacientov. Ak pozitivne
kontroly tkaniva nepreukdzu pozitivne zafarbenie, vysledky s testovanymi
vzorkami by sa mali povaZovat’ za neplatné.

Negativna kontrola tkaniva:

Pouzite negativnu kontrolu tkaniva (zname byt’ Calretinin negativne) fixované,
spracované a vlozené spdsobom identickym so vzorkou (vzorkami) pacienta
pri kazdom cykle farbenia, aby sa overila Specifickost’ primarnej protilatky
IHC pre preukazanie cielového antigénu a poskytnutie indikacie Specifického
zafarbenia pozadia (falosne pozitivne farbenie). MéZe to byt aj mnozstvo
réznych typov buniek pritomnych vo vacsine tkanivovych rezov byt pouzité
laboratoériom ako interné negativne kontrolné miesta na overenie vykonu IHC
Specifikacie. Typy a zdroje vzoriek, ktoré mozno pouZit' na negativne tkanivo
ovladacie prvky st 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.
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Nespecificka negativna kontrola reagencii:

Pouzite nespecifickdl negativnu kontrolu Cinidla namiesto primarnej protilatky
s rezom kazdej vzorky pacienta na vyhodnotenie nespecifického zafarbenia a
umoznuju lepsiu interpretaciu Specifického zafarbenia v mieste antigénu. V
idedlnom pripade negativna kontrola Cinidla obsahuje a Polyklonainy kralici
kalretinin protilatka produkovand zo supernatantu tkanivovej kultdry
rovnakym spGsobom ako primarna protilatka, ale nevykazuje Ziadnu
Specifickll reaktivitu s I'udskymi tkanivami v rovnakej matrici/roztoku ako
Biocare protilatka. Nariedte negativnu kontrolnd protilatku na rovnakd
koncentraciu imunoglobulinu alebo proteinu ako zriedena primarna protilatka
protildtka s pouzitim rovnakého riedidla. Ak sa fetalne telacie sérum po
spracovani zachova v Cistej protilatke, fetalne tel'acie sérum s koncentraciou
proteinu ekvivalentnou zriedenému primarna protilatka v rovnakom riedidle
je tieZ vhodnd na poutZitie. (Pozrite si dodané cinidlo). Samotné riedidlo sa
moze pouZzit' ako menej Ziaduca alternativa k predtym opisanym negativnym
kontrolnym cinidlam. Inkubacna doba pre negativnu reagencnu kontrolu by
mala zodpovedat’ dobe primarnej protilatky.

Ked' sa na sériovych rezoch pouZiju panely niekolkych protilatok, negativne
zafarbené oblasti jedného sklicka mo6zu slizit' ako negativna/nesSpecificka
vdzbova 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, v tomto poradi.

Overenie testu:

Pred prvym pouzitim protilatky alebo farbiaceho systému v diagnostickom
postupe by si mal pouZivatel’ overit’ Specifickost’ protilatky testovanim na sérii
vlastnych tkaniv so znamymi imunohistochemickymi charakteristikami, ktoré
predstavuju zname pozitivne a negativne tkaniva. Pozrite si postupy kontroly
kvality predtym uvedené v tejto Casti pribalového letaku k produktu a
odportcania kontroly kvality certifikaného programu CAP® pre
imunohistochémiu a/alebo usmernenie NCCLS IHC'?). Tieto postupy kontroly
kvality by sa mali opakovat' pre kazd novu Sarzu protilatok alebo vzdy, ked’
dojde k zmene parametrov testu. Na overenie testu s vhodné tkaniva
uvedené v Casti Vykonnostné charakteristiky.

Riesenie problémov:

Postupujte podla odportcani protokolu Specifického pre protilatky podla
priloZeného udajového listu. Ak sa vyskytnu atypické vysledky, kontaktujte
technickd podporu spolocnosti Biocare na cisle 1-800-542-2002.

Interpretacia farbenia:

Pozitivna kontrola tkaniva:

Pozitivna tkanivova kontrola zafarbena indikovanou protilatkou by sa mala
najskor vysetrit', aby sa zistilo, Ze vsetky Cinidla funguju spravne. Prislusné
farbenie cielovych buniek (ako je uvedené vyssie) svedCi o pozitivnej
reaktivite. Ak pozitivne kontroly tkaniva nepreukadzu pozitivne zafarbenie,
akékol'vek vysledky s testovanymi vzorkami by sa mali povaZovat' za neplatné.

Farba reak¢ného produktu sa modZe menit v zavislosti od pouZitych
substratovych chromogénov. OcCakavané farebné reakcie najdete v
pribalovych letdkoch substratu. Dalej je mozné pozorovat’ metachromaziu vo
variantoch spésobu farbenia.!! .

Ked' sa pouzije kontrastné farbenie, v zavislosti od dizky inkubacie a ucinnosti
pouzitého kontrastného farbenia, kontrastné farbenie povedie k zafarbeniu
bunkovych jadier. Nadmerné alebo neliplné kontrastné farbenie méze ohrozit’
spravnu interpretaciu vysledkov. Odportcané kontrastné farbenie ndjdete 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
protildtkou. Nepritomnost’ Specifického zafarbenia v negativnej kontrole
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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 difuzny 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:

Preskimajte 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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Mezotelidm zafarben Y protildtkou proti kalretininu
Obmedzenia:

VSeobecné obmedzenia:

1. Pre in vitro diagnostické pouZitie

2. Tento produkt je wurleny len na profesiondlne pouZitie:
Imunohistochémia je viackrokovy diagnosticky proces, ktory pozostava
20 Specializovaného Skolenia vo vybere vhodnych Cinidiel; vyber tkaniva,
fixacia a spracovanie; priprava podlozného sklicka IHC; a interpretacia
vysledkov farbenia.

3. Farbenie tkaniva zavisi od manipulacie 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 moézu byt
sposobené odchylkami v metddach fixacie a zapustenia alebo
prirodzenymi nepravidelnostami v tkanive.!2

4. Nadmerné alebo nelpIné kontrastné farbenie moze ohrozit’ spravnu
interpretaciu vysledkov.

5.  Klinicka interpretacia akéhokolvek pozitivneho alebo negativneho
zafarbenia by sa mala hodnotit v kontexte klinického obrazu,
morfolégie a inych histopatologickych kritérii. Klinickd interpretdcia
akéhokol'vek pozitivneho alebo negativneho zafarbenia by mala byt
doplnena morfologickymi Stidiami s pouZitim spravnych pozitivnych a
negativnych vnltornych a vonkajSich kontrol, ako aj inych
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diagnostickych testov. Je zodpovednostou kvalifikovaného patoldga,
ktory je oboznameny so spravnym pouzivanim IHC protilatok, Cinidiel a
metod, interpretovat’ vSetky kroky pouZité na pripravu a interpretaciu
konecného IHC preparatu.

6. Optimalne riedenie protilatky a protokoly pre Specifick( aplikaciu sa
mozu liSit. Tieto zahfmajd, ale nie st obmedzené na fixaciu, metodu
ziskavania tepla, inkubacné casy, hribku tkanivového rezu a pouZzitd
detekénl stipravu. Z dvodu vyssej citlivosti tychto jedinecnych Cinidiel
nie je mozné odportcané inkubacné Casy a uvedené titre aplikovat’ na
iné detekcné systémy, pretoze vysledky sa mézu lisit. Odporucania a
protokoly Udajovych listov st zalozené na vyhradnom pouzivani
produktov Biocare. V kone¢nom ddsledku je zodpovednostou
vySetrovatela urcit’ optimalne podmienky.

7. Tento produkt nie je ureny na pouZitie v prietokovej cytometrii.
Vykonnostné charakteristiky neboli stanovené pre prietokovi
cytometriu.

8. Tkaniva od osbb infikovanych virusom hepatitidy B a obsahujlce
povrchovy antigén hepatitidy B (HBsAg) méZu vykazovat' nesSpecifické
zafarbenie chrenovou peroxidazou.!3

9. Reagencie moézu vykazovat neocakavané reakcie v predtym
netestovanych tkanivach. MozZnost 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 technicki podporu spolo¢nosti
Biocare na Cisle 1-800-542-2002 alebo prostrednictvom informacii
technickej podpory poskytnutych na biocare.net so zdokumentovanymi
neocakavanymi reakciami.

10. Normalne/neimunitné séra z rovnakého zvieracieho zdroja ako
sekundarne antiséra pouzité v blokovacich krokoch mdzu spGsobit’
faloSne negativne alebo falosne pozitivne vysledky v dosledku
autoprotilatok alebo prirodzenych protilatok.

11. Falosne pozitivne vysledky moézu byt pozorované v dosledku
neimunologickej vazby proteinov alebo produktov reakcie substratu.
MGZu byt spbsobené aj pseudoperoxidazovou aktivitou (erytrocyty),
endogénnou peroxidazovou aktivitou (cytochrém C) alebo endogénnym
biotinom (napr. pecen, prsia, mozog, oblicky) v zavislosti od typu
pouZitého imunofarbiva.!?

Specifické obmedzenia produktu:
Ziadne dalsie Specifické obmedzenia produktu.

RieSenie problémoyv:

1. Ziadne zafarbenie na sklickach — Skontrolujte, ¢i sa pouZzilo vhodné
tkanivo pozitivnej kontroly, protildtka a detekéné produkty.

2. Slabé zafarbenie vsetkych sklicok — Skontrolujte, ¢i sa pouzilo vhodné
tkanivo pozitivnej kontroly, protilatka a detekcné produkty.

3. Nadmerné pozadie vSetkych sklicok — M6Zu existovat’ vysoké hladiny
endogénneho biotinu (ak pouZivate detekéné produkty na baze biotinu),
endogénna aktivita HRP premienajlica chromogén na farebny konecny
produkt (pouZite peroxidazovy blok) alebo nadmernd neSpecificka
proteinova interakcia (pouzite proteinovy blok, ako je blokovaci roztok
na baze séra alebo kazeinu).

4. Tkanivové rezy zmyju sklicka pocas inkubacie — Skontrolujte sklicka,
aby ste sa uistili, Ze si pozitivne nabité.

5. Specifické zafarbenie je prilis tmavé — Skontrolujte protokol a zistite, Ci
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 série Q su vyvinuté vyhradne spolo¢nost'ou Biocare Medical LLC a
neznamenajl schvalenie alebo schvalenie protilatok Biocare spolo¢nost'ou
Leica Biosystems. Biocare a Leica Biosystems nie st nijakym spGsobom
prepojené, spojené ani prepojené. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX a
BOND-III st ochranné znamky spolocnosti Leica Biosystems.

TP V8 (12/27/2024)

USA

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

| Fax: 925-603-8080



Calretinin
Prediluted Rabbit Polyclonal Antibody
901-092-031925

Slovenian

Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Namen uporabe:

Za in vitro Diagnosti¢na uporaba

Kalretinin je kuncje poliklonsko protitelo, ki je namenjeno profesionalni
laboratorijski uporabi po zacetni diagnozi tumorja s konvencionalno
histopatologijo z uporabo neimunoloskih histokemicnih barvanj pri
kvalitativni identifikaciji proteina kalretinina z imunohistokemijo (IHC) v
Cloveskih tkivih, vgrajenih v formalin, v parafin (FFPE). Klini¢no interpretacijo
kakrsnega koli obarvanja ali njegove odsotnosti je treba dopolniti z
morfoloskimi Studijami z uporabo ustreznih kontrol in jo mora oceniti
usposobljeni patolog v kontekstu bolnikove klinicne anamneze in drugih
diagnosti¢nih testov kot pomoc¢ pri drugih klini¢nih ugotovitvah.

Povzetek in razlaga:

Kalretinin je beljakovina, ki veZe kalcij, sorodna kalmodulinu in kalbindinu-
D28k in se nahaja predvsem v nevronskem tkivu. Prisoten je v podskupinah
nevronov v mozganih in hrbtenjadi, vkljucno s senzori¢nimi gangliji. 15-1°

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 specifi¢no 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 nato
lahko nasprotno obarva in prekrije. Rezultati se interpretirajo z uporabo luci
mikroskopom in pomo¢ pri diferencialni diagnostiki patofizioloskih procesov,
ki lahko oz morda ni povezan z doloCenim antigenom.

Materiali in metode:

PriloZeni reagenti:

Vir gostitelja: Zajec poliklonski
Reaktivnost vrste: Clovek
Klon: N/A

Izotip: N/A

Koncentracija beljakovin: Specificna koncentracija Ig ni na voljo.
Specificnost: Kalretinin

Celicna lokalizacija: Jedrska in citoplazemska

metoda: Afinitetno preciscen kundji poliklon

Rekonstitucija, mesanje, redcenje, titracija:

Predhodno razredcen reagent protiteles je optimalno razred¢en za uporabo s
spodaj navedenimi sistemi za barvanje. Nadaljnje red¢enje lahko povzroci
izgubo obarvanja antigena. Uporabnik mora vsako taksno spremembo
potrditi. Razlike v obdelavi tkiv in tehni¢nih postopkih v laboratoriju
uporabnika lahko povzrocijo znatno variabilnost rezultatov, zaradi Cesar je
potrebno redno izvajanje internih kontrol (glejte poglavje Nadzor kakovosti).

Znane aplikacije:
Imunohistokemija (tkiva, fiksirana s formalinom in parafinom)
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Dobavljeno kot:

Pufrirana fizioloska raztopina, pH 5,9-6,0, 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 povecava)
Avtomatizirana platforma za barvanje preparatov

Konfiguracije produkta protiteles 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 razredcenih reagentov.

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.

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 prepre¢imo poskodbe rezil mikrotoma. 2

Pravilno fiksirana in vdelana tkiva, ki izrazajo doloCeno tarco antigena, morajo
biti shranjena na hladnem. Zakon o izboljSanju klini¢nega 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 priporocenem
protokolu spodaj. Pokazalo se je, da rutinska uporaba HIER pred IHC
zmanjsuje nedoslednost in standardizira barvanje.*>
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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 (NaNs), 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 kopiCenje azida v vodovodnih napeljavah. (Center za
nadzor bolezni, 1976, Nacionalni institut za varnost in zdravje pri delu, 1976)®
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 kozo in sluznicami. Ce pridejo reagenti ali vzorci v stik
z obcutljivimi obmodji, jih sperite z veliko vode.”

3. Mikrobna kontaminacija reagentov lahko povzroci povecanje
nespeciﬁénega obarvanja.

4. Casi inkubacije ali temperature, ki niso navedene, lahko dajo napacne
rezultate. Uporabnik mora vsako takSno spremembo potrditi.

5. Reagenta ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti, ki je
natisnjen na viali.

6. Predhodno razredCen reagent protiteles je optimalno razredcen za uporabo.

Nadaljnje redCenje lahko povzroci izgubo obarvanja antigena.

7. Da preprecite izhlapevanje in zagotovite najvecjo zmogljivost testiranja,
po vsakem zagonu nemudoma zaprite in odstranite reagente iz
avtomatiziranih instrumentov. Ce reagente pustite izpostavljene, se lahko
zmanj$a njihova ucinkovitost in Stevilo testov, ki jih lahko zagotovijo.
Reagente vedno shranjujte v skladu z navodili, da ohranite njihovo celovitost.
8. Odstranite vse uporabljene reagente in vse druge kontaminirane materiale
za enkratno uporabo po postopkih za infektivne ali potencialno infektivne
odpadke. Odgovornost vsakega laboratorija je, da ravna s trdnimi in tekocimi
odpadki glede na njihovo naravo in stopnjo nevarnosti ter da jih obdela in
odstrani (ali da jih obdelati in odstraniti) v skladu z veljavnimi predpisi.

9. Upostevaijte lokalne predpise o odstranjevanju za vaso lokacijo skupaj s
priporocili v varnostnem listu, da doloCite varno odstranjevanje tega izdelka.
10. Varnostni list je na voljo na zahtevo in se nahaja na http://biocare.net.
11. Ce Zelite prijaviti domnevne resne incidente, povezane s to napravo, se
obrnite na lokalnega predstavnika druzbe Biocare in pristojni organ drzave
Clanice ali drzave, v kateri ima uporabnik sedez.

Navodila za uporabo:
Priporoceni protokoli barvanja za kalretinin:

NeoPATH PRO:
NPAI092 je namenjen uporabi z NeoPATH PRO. Za posebna navodila za
uporabo glejte uporabniski prirocnik. PriporoCeni parametri protokola so
nasledniji:

MozZnost barvanja s

DAB
kromogenom
Protokol protiteles: Kalretinin, 20 min pri RT
Predloga: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Dewax: Dewax STD; 20 min pri 75°C

Pridobivanje
antigena (moznost | VISOKA_105C_30MIN

TUKAJ):

Encim: N/A

Moznost blokiranja: N/A

Zaznavanje: HRP_20AB_STD (ojacevalnik; 10 min pri sobni

polimer; 25 min pri sobni temperaturi)

Kromogen: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Hematoksilin: 7 minut pri RT
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_Serija Q —za Leica BOND-III:
ALI092 je namenjen uporabi z Leica BOND-III. Za posebna navodila za
uporabo glejte uporabniski prirocnik. PriporoCeni parametri protokola so
nasledniji:

Moznost barvanja s kromogenom DAB

Ime protokola: IHC Protocol F + Blocker
Zaznavanje: Bond Polymer Refine
TUKAJ: 20 minut z ER2
Peroksidni blok: 5 min

Marker (primarno protitelo): 15 min

Post Primarni: 8 min

polimer: 8 min

Mesano kromogensko preciscevanije: 10 min

Hematoksilin: 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). 20118

Pozitivha kontrola tkiva: mezoteliom

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
barvanja. V vsak postopek barvanja je treba vkljuciti eno pozitivno zunanjo
kontrolo tkiva za vsak niz testnih pogojev.

Tkiva, uporabljena za materiale za zunanjo pozitivho 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 pozitivhe 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 pomoc
pri oblikovanju specifi¢ne diagnoze bolnikovih vzorcev. Ce pozitivhe kontrole
tkiva ne pokazejo pozitivnega obarvanja, je treba rezultate s preskusnimi
vzorci Steti za neveljavne.

Negativna kontrola tkiva:

Uporabite negativno kontrolo tkiva (znano biti Calretinin negativno), fiksirano,
obdelano in vdelano na enak nacin kot vzorci bolnika z vsakim postopkom
barvanja, da se preveri specificnost primarnega protitelesa IHC za prikaz
tarénega antigena in podatek o specifichem 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 specifino obarvanje (lazno pozitivno
obarvanje), je treba rezultate bolnikovih vzorcev obravnavati kot neveljavne.

Nespecificna 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 a Kalretinin kuncji
poliklonski protitelo proizvedeno iz supernatanta tkivne kulture na enak nacin
kot primarno protitelo, vendar ne kaze specificne reaktivnosti s cloveskimi
tkivi v istem matriksu/raztopini kot Biocare protitelesa. Protitelo negativne
kontrole razredCite na enako koncentracijo imunoglobulina ali beljakovin kot
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razredéeno primarno protitelesa z enakim razredcilom. Ce se fetalni teledji
serum po obdelavi ohrani v Cistem protitelesu, se fetalni telecji 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 podroCja enega  preparata  sluzijo kot
negativna/nespecificna vezavna kontrola ozadja za druga protitelesa. Za
razlikovanje endogene encimske aktivnosti ali nespecifine vezave encimov
od specificne 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 imunohistokemicnega delovanja, ki
predstavljajo znana pozitivha in negativna tkiva. Glejte postopke nadzora
kakovosti, ki so bili predhodno opisani v tem razdelku vlozka izdelka, in
priporodila za nadzor kakovosti certifikacijskega programa CAP? za
imunohistokemijo in/ali smernico NCCLS IHC!). Te postopke nadzora
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 specifi¢na protitelesa v skladu s priloZenim
podatkovnim listom. Ce pride do netipicnih rezultatov, se obrnite na tehnic¢no
podporo Biocare na 1-800-542-2002.

Razlaga barvanja:

Pozitivna kontrola tkiva:

Najprej je treba pregledati pozitivho 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 razli¢nih
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 specificnega 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.

Nespecifi¢no obarvanje, Ce je prisotno, ima obicajno razprsen videz. ObCasno
obarvanje vezivnega tkiva je mogoce opaziti tudi v odsekih tkiv, ki so prevec
fiksirana s formalinom. Za razlago rezultatov obarvanja uporabite
nedotaknjene celice. Nekroticne ali degenerirane celice se pogosto obarvajo
nespecificno.

“ Biocare Medical 104/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Bolnikovo tkivo:

Preglejte bolnikove vzorce, obarvane z navedenim protitelesom zadniji.
Intenzivnost pozitivhega obarvanja je treba oceniti v kontekstu morebitnega
nespecifitnega 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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Omejitve:

Splosne omejitve:

1. Za in vitro diagnosti¢na uporaba

2. Ta izdelek je samo za profesionalno uporabo: Imunohistokemija je
vecstopenijski 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 povzroi artefakte, ujetost protiteles ali lazno
negativne rezultate. Neskladni rezultati so lahko posledica razlik v
metodah fiksacije in vdelave ali inherentnih nepravilnosti v tkivu.2

4.  Prekomerno ali nepopolno kontrastno barvanje lahko ogrozi pravilno
interpretacijo rezultatov.

5.  Klini¢no interpretacijo kakrSnega koli pozitivnega ali negativnega
obarvanja je treba ovrednotiti v okviru klinicne slike, morfologije in
drugih histopatoloskin meril. Klinino 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 diagnosti¢nih 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 konc¢nega 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 Casi in titri ne
veljajo za druge detekcijske sisteme, saj se lahko rezultati razlikujejo.
Priporocila in protokoli podatkovnega lista temeljijo na izkljucni 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.
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10.

11.

Tkiva oseb, okuzenih z virusom hepatitisa B in vsebujejo povrsSinski
antigen hepatitisa B (HBsAQg), so lahko nespecificno obarvana s hrenovo
peroksidazo.!3

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.1* 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 povzroci tudi
aktivnost psevdo peroksidaze (eritrociti), aktivnost endogene
peroksidaze (citokrom C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, moZgani,
ledvice), odvisno od vrste uporablienega imunskega barvanja.!2

Posebne omejitve izdelka:

Ni dodatnih posebnih omejitev za izdelek.

Odpravljanje tezav:

1.

Nobeno stekelec ni obarvan — preverite, da ugotovite, ali so bila
uporabljena ustrezna pozitivha kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za
odkrivanje.

Sibko obarvanje vseh stekelcev — Preverite, da ugotovite, ali so bila
uporabljena ustrezna pozitivha kontrola, tkivo, protitelesa in izdelki za
odkrivanje.

Prekomerno ozadje vseh stekelcev — Obstajajo lahko visoke ravni
endogenega biotina (Ce uporabljate izdelke za odkrivanje na osnovi
biotina), endogena aktivhost HRP, ki pretvarja kromogen v obarvan
kon¢ni produkt (uporabite blok peroksidaze) ali presezek nespecificne
interakcije z beljakovinami (uporabite blok proteina, kot je raztopina za
blokiranje na osnovi seruma ali kazeina).

Odrezki tkiv se med inkubacijo sperejo s stekelcev — Preverite stekelca,
da zagotovite, da so pozitivho naelektrena.

Specifitno 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 serije Q je razvila izklju¢no 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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Uso previsto:

Para in vitro Uso diagnostico

La calretinina es un anticuerpo policlonal de conejo destinado al uso
profesional en laboratorio después de que se haya realizado el diagndstico
inicial del tumor mediante histopatologia convencional utilizando tinciones
histoquimicas no inmunoldgicas, en la identificacion cualitativa de la proteina
calretinina mediante inmunohistoquimica (IHC) en tejidos humanos fijados
con formalina e incluidos en parafina (FFPE). La interpretacion clinica de
cualquier tincidbn 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:

La calretinina es una proteina fijadora de calcio que esta relacionada con la
calmodulina y la calbindina-D28k y se encuentra principalmente en el tejido
neuronal. Esta presente en subconjuntos de neuronas en todo el cerebro y
la médula espinal, incluidos los ganglios sensoriales. 1519

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
cromogeno 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
diagnostico diferencial de procesos fisiopatoldgicos, que pueden o Puede no
estar asociado con un antigeno en particular.

Materiales y métodos:

Reactivos proporcionados:

Fuente del anfitridn: policlonal de conejo
Reactividad de las especies: Humano
Clon: N/ A

Isotipo: N / A

Concentracion de proteinas: La concentracion de Ig especifica del lote no
esta disponible.

Especificidad: calretinina

Localizacion celular: Nuclear y citoplasmatico

Método: Policlonal de conejo purificado por afinidad

Reconstitucién, mezcla, dilucion, valoracion:

El reactivo de anticuerpos prediluido se diluye de manera dptima para su uso
con los sistemas de tincién mencionados a continuacién.. Una mayor dilucién
puede provocar la pérdida de la tincion del antigeno. El usuario debe validar
cualquier cambio de este tipo. Las diferencias en el procesamiento de tejidos
y los procedimientos técnicos en el laboratorio del usuario pueden producir
una variabilidad significativa en los resultados, lo que requiere la realizacion
regular de controles internos (consulte la seccion Control de calidad).

Aplicaciones conocidas:
Inmunohistoquimica (tejidos incluidos en parafina y fijados con formalina)

Se suministra como:

La solucion salina tamponada, pH 5,9-6,0, contiene un portador proteico y
menos del 0,1 % de conservante de azida sédica. 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

Bloqueo de peroxidasa

Blogue de proteinas (opcional).

Sonda de deteccion y polimero.

Reactivos de control negativo

cromogenos

Hematoxilina (contratincion)

reactivo de azulado

Medio de montaje

cubreobjetos

Microscopio dptico (aumento 40-400X)
Plataforma de tincion de portaobjetos automatizada

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 vencimiento. 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 89C. Biocare no ha establecido la estabilidad de los
reactivos diluidos 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
de Biocare al 1-800-542-2002 o mediante la informacidn de soporte técnico
proporcionada en biocare.net.

Preparacion de la muestra:
Tejidos fijados en formalina. son adecuados para su uso antes de la inclusion

en parafina. Los tejidos 6seos deben descalcificarse antes del procesamiento
del tejido para facilitar el corte del tejido y evitar danos a las hojas del
micrétomo. 12

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 tenidos al menos diez
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anos a partir de la fecha de examen y conservar los bloques de muestras al
menos dos afios después de la fecha del examen”.3

Tratamiento de tejidos antes de la tincidn:

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.+5

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 (NaNs) 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)8

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 6ptima para su
uso. Una mayor dilucién puede provocar la pérdida de la tincion del antigeno.
7. Para evitar la evaporacion y garantizar la maxima capacidad de la prueba,
tape y retire rapidamente los reactivos de los instrumentos automatizados
después de cada anadlisis. Dejar los reactivos expuestos puede reducir su
eficacia y la cantidad de pruebas que pueden realizar. Guarde siempre los
reactivos segUn las instrucciones para mantener su integridad.

8. Deseche todos los reactivos usados y cualquier otro material desechable
contaminado siguiendo los procedimientos para desechos infecciosos o
potencialmente infecciosos. Es responsabilidad de cada laboratorio manipular
los residuos solidos y liquidos seglin su naturaleza y grado de peligrosidad y
tratarlos y eliminarlos (o hacer que los traten y eliminarlos) de acuerdo con
las normas aplicables.

9. Siga las normas locales de eliminacién de su ubicacién junto con las
recomendaciones de la Hoja de datos de seguridad para determinar la
eliminacion segura de este producto.

10. La SDS esta disponible previa solicitud y se encuentra en
http://biocare.net.

11. Para informar sospechas de incidentes graves relacionados con este
dispositivo, comuniquese con el representante local de Biocare y la autoridad
competente del Estado miembro o pais en el que esta establecido el usuario.

Instrucciones de uso:
Protocolos de tincién recomendados para calretinina:

NeoPATHPRO:

NPAIO92 esta disefiado para usarse con NeoPATH PRO. Consulte el
Manual del usuario para obtener instrucciones de uso especificas. Los
parametros de protocolo recomendados son los siguientes:

Opcuo’n de tincion con LENGUADO
cromogeno
Pro.tocolo de Calretinina, 20 min a temperatura ambiente
anticuerpos:
“ Biocare Medical 107/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Plantilla: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Desparafinado: ETS desparafinadas; 20 minutos a 75°C

Recuperacion de

antigenos (opcién | ALTA_105C_30MIN

AQUI):

Enzima: N/A

Opcidn de bloqueo: N/A

Deteccion: HRP_20AB_STD (Amplificador; 10 min a RT
Polimero; 25 min a RT)

Cromoégeno: 7 min DAB + 2 min potenciador DAB

Hematoxilina: 7 minutos a temperatura ambiente

Serie Q — Para Leica BOND-III:

ALI092 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:

Opciodn de tincion con cromdégeno | LENGUADO

Nombre del protocolo: Protocolo IHC F + Blogueador
Deteccion: Refinar polimero de enlace
AQUI: 20 min con ER2

Bloque de perdxido: 5 minutos

Marcador (anticuerpo primario): 15 minutos

Post Primaria: 8 minutos

Polimero: 8 minutos

Refinacion de cromdégeno mixto: 10 minutos

Hematoxilina: 5 minutos

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). 20118

Control Positivo de Tejidos: mesotelioma

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 tincion 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 diagndstico 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 (conocido por ser calretinina negativo)
fijado, procesado e incluido de manera idéntica a las muestras del paciente
con cada proceso de tincion para verificar la especificidad del anticuerpo
primario IHC para demostracion del antigeno diana y para proporcionar una
indicacion de tincién de fondo especifica (tincion falsa positiva). Ademas, la
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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. presupuesto.
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 Calretinina
policlonal de conejo El anticuerpo se produce a partir del sobrenadante del
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 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 IHC!?). Estos procedimientos de
control de calidad deben repetirse para cada nuevo lote de anticuerpos o
siempre que haya un cambio en los pardmetros 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 segun 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 tefido con el
anticuerpo indicado para comprobar que todos los reactivos funcionan
correctamente. La tincion apropiada de las células diana (como se indico
anteriormente) es indicativa de reactividad positiva. Si los controles de tejido
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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
cromdgenos 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 contratincion, dependiendo de la duracidon de la
incubacion y la potencia de la contratincion utilizada, la contratincion 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 contratincion
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 tincidn 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 estd 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
intactas para la interpretacion de los resultados de la tincién. Las células
necroticas o degeneradas a menudo se tifien de forma inespecifica.

Tejido del paciente:
Examinar muestras de pacientes tefiidas con el anticuerpo indicado. ultimo.

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 detecto 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.
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Mesotelioma tefiido con anticuerpo calretinina
Limitaciones:

Limitaciones generales:

1. Para /n vitro Uso diagnostico

2.  Este producto es solo para uso profesional: La inmunohistoquimica es
un proceso de diagndstico de varios pasos que consiste en una
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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 tincién de tejidos depende de la manipulacion y procesamiento del
tejido antes de la tincion. La fijacidn, 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.!2

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 diagnostico. Es
responsabilidad de un patdlogo calificado que esté familiarizado con el
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 dilucion 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 dltima instancia, es responsabilidad del investigador determinar las
condiciones optimas.

7. Este producto no estd 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.!3

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), seglin el tipo de
inmunotincién utilizada.'?

Limitaciones especificas del producto:
No hay limitaciones adicionales especificas del producto.

Solucion de problemas:

1. Sin tincion de ningun portaobjetos: verifique que se hayan utilizado
tejido de control positivo, anticuerpos y productos de deteccion
adecuados.

2. Tincién débil de todos los portaobjetos: verifique que se hayan utilizado
tejido de control positivo, anticuerpos y productos de deteccidn

adecuados.
“ Biocare Medical 109/117
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Fondo excesivo en todos los portaobjetos: puede haber niveles altos de
biotina enddgena (si se utilizan productos de deteccién 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 de proteinas no especificas (use un bloque de proteinas,
como una solucion de bloqueo a base de suero o caseina).

Las secciones de tejido se lavan de los portaobjetos durante la
incubacion. Revise los portaobjetos para asegurarse de que estén
cargados positivamente.

Tincion especifica demasiado oscura: consulte el protocolo para
determinar si se aplicd el titulo de anticuerpos adecuado al portaobjetos,
asi como los tiempos de incubacién 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 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
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Avsedd anvandning:

For in vitro Diagnostisk anvandning

Calretinin ar en polyklonal kaninantikropp som &r avsedd fér professionell
laboratorieanvandning efter att den initiala diagnosen av tumér har gjorts
genom konventionell histopatologi med anvandning av icke-immunologiska
histokemiska farger, i kvalitativ identifiering av Calretinin-protein genom
immunhistokemi (IHC) i formalinfixerad paraffininbaddad vavnad (FFPE).
Den Kkliniska tolkningen av eventuell fargning eller dess frénvaro bor
kompletteras med morfologiska studier med lampliga kontroller och bor
utvarderas 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:

Calretinin ar ett kalciumbindande protein som ar relaterat till calmodulin och
calbindin-D28k och finns huvudsakligen i neuronal vdvnad. Det finns i
undergrupper av neuroner i hela hjarnan och ryggmaérgen, inklusive
sensoriska ganglier. 1512

Procedurprincip:

Denna antikroppsprodukt kan anvéndas som den primara antikroppen vid
immunhistokemitestning av formalinfixerade, paraffininbdddade
vavnadssnitt. I allmdnhet immunhistokemiska (IHC) fargningstekniker
m&jliggor 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 hjdlp 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 tillhandahalls:

Vardkalla: Kanin polyklonal
Arters reaktivitet: Mansklig
Klona: N/A

Isotyp: N/A

Proteinkoncentration: Partispecifik Ig-koncentration ar inte tillganglig.
Specificitet: Calretinin

Celluldr lokalisering: Nukledr och cytoplasmatisk

Metod: Affinitetsrenad kanin polyklonal

Rekonstitution, blandning, spadning, titrering:

Forspadd antikroppsreagens ar optimalt utspadd for anvandning med nedan
namnda fargningssystem. Ytterligare utspadning kan resultera i forlust av
antigenfargning. Anvandaren méste validera alla s8dana &ndringar.
Skillnader i vdvnadsbearbetning och tekniska procedurer i anvdndarens
laboratorium kan ge betydande variationer i resultat som kraver regelbunden
utférande av interna kontroller (se avsnittet Kvalitetskontroll).

Kanda applikationer:
Immunhistokemi (formalinfixerade paraffininbdddade vavnader)

“ Biocare Medical 111/117
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Levereras som:

Bufferad saltlésning, pH 5,9-6,0, innehéller en proteinbarare och mindre &n
0,1 % natriumazidkonserveringsmedel. Se sakerhetsdatabladet for
ytterligare information.

Material och reagens som behgvs men inte tillhandahdlls:
Objektglas positivt laddade.

Positiva och negativa vavnadskontroller
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 (motfargning)

Bldnande reagens

Monteringsmedium

Tackglas

Ljusmikroskop (40-400X forstoring)
Automatiserad Slide Staining Platform

Konfigurationer av antikroppsprodukten &r tillgangliga fér anvandning pd 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.
Anvénd inte efter utgdngsdatum. Forvaring under alla andra férhdllanden &n
de angivna maste verifieras. Utspadda reagenser bor anvandas omedelbart;
forvara eventuellt kvarvarande reagens vid 2°C till 8°C. Stabiliteten hos
anvandarutspadda reagenser har inte faststallts av Biocare.

Positiva och negativa kontroller bér kdras samtidigt med alla patientprover.
Om ovantad fargning observeras, vilket 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 som finns pd biocare.net.

Provforberedelse:

Vavnader fixerade i formalin ar lampliga att anvénda fére paraffininbdddning.
Ossds vavnad bor avkalkas fore vdvnadsbearbetning for att underldtta
vévnadsskarning och férhindra skador pd mikrotombladen. .2

Korrekt fixerade och inbdddade véavnader som uttrycker det specificerade
antigenmalet bor forvaras pa en sval plats. Clinical Laboratory Improvement
Act (CLIA) fr&n 1988 kraver i 42 CFR §493.1259(b) att "Laboratoriet méste
behdlla férgade objektglas minst tio ar frdn datumet for undersoka och
behdlla provblocken minst tvé ar frdn datumet for undersokningen."?

Behandling av vavnader fore fargning:
Utfér Heat Induced Epitope Retrieval (HIER) enligt rekommenderat protokoll
nedan. Rutinmdssig anvandning av HIER fére IHC har visat sig minimera
inkonsekvens och standardisera fargning.*>
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Varning och forsiktighetsatgarder:

1. Denna antikropp innehdller mindre &n 0,1 % natriumazid. Koncentrationer
mindre @n 0,1 % &r inte rapporterbara farliga material enligt U.S. 29 CFR
1910.1200, OSHA Hazard Communication och EG-direktiv 91/155/EC.
Natriumazid (NaN3) som anvands som konserveringsmedel ar giftigt vid
fortéring. Natriumazid kan reagera med bly- och kopparrér for att bilda
hogexplosiva metallazider. Vid kassering, spola med stora volymer vatten fér
att forhindra aziduppbyggnad i rérledningar. (Center for Disease Control,
1976, National Institute of Occupational Safety and Health, 1976)°

2. Prover, fore och efter fixering, och allt material som exponeras for dem
ska hanteras som om de skulle kunna 6verféra 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
omréden, tvatta med rikliga méngder vatten.”

3. Mikrobiell kontaminering av reagenser kan resultera i en ©kning av
ospecifik fargning.

4. Andra inkubationstider eller temperaturer an de angivna kan ge felaktiga
resultat. Anvandaren maste validera alla s&dana andringar.

5. Anvénd inte reagens efter det utgdngsdatum som &r tryckt pd flaskan.

6. Forutspadd antikroppsreagens &r optimalt utspadd for anvandning.
Ytterligare utspadning kan resultera i forlust av antigenfargning.

7. For att forhindra avdunstning och sdkerstélla maximal testkapacitet, lock
omgé&ende och ta bort reagenser fran automatiserade instrument efter varje
kdrning. Att lamna reagens exponerade kan minska deras effektivitet och
antalet tester de kan ge. Forvara alltid reagenser enligt anvisningarna for att
bibehdlla deras integritet.

8. Kassera alla anvanda reagenser och alla andra kontaminerade
engdngsmaterial enligt procedurer for smittsamt eller potentiellt smittsamt
avfall. Det ar varje laboratoriums ansvar att hantera fast och flytande avfall
i enlighet med deras natur och grad av farlighet och att behandla och kassera
det (eller ldta behandla och kassera dem) i enlighet med tillampliga
bestdmmelser.

9. Folj lokala avfallsforeskrifter for din plats tillsammans med
rekommendationerna i sakerhetsdatabladet for att faststdlla saker kassering
av denna produkt

10. S&kerhetsdatabladet &r tillgéngligt pd begédran och finns pd
http://biocare.net.

11. For att rapportera misstankta allvarliga incidenter relaterade till denna
enhet, kontakta den lokala Biocare-representanten och den behériga
myndigheten i den medlemsstat eller det land dar anvandaren ar etablerad.

Bruksanvisning:
Rekommenderade fargningsprotokoll fér Calretinin:

NeoPATH PRO:

NPAI092 &ar avsedd att anvandas med NeoPATH PRO. Se
anvandarmanualen for specifika instruktioner for anvandning.
Rekommenderade protokollparametrar ar foljande:

Alternativ L for BADDA

kromogenfargning

Antikroppsprotokoll: Calretinin, 20 min vid RT

Mall: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD

Avvax: Dewax STD; 20 min vid 75°C

Antigenhamtning

(alternativ HAR): HIGH_105C_30MIN

Enzym: N/A

Blockeringsalternativ: N/A

Upptackt: HRP_20AB_STD (férstdrkare; 10 min vid

RT-polymer; 25 min vid RT)

Kromogen: 7 min DAB + 2 min DAB Enhancer

Hematoxylin: 7 min vid RT
“ Biocare Medical 112/117
60 Berry Drive
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Q-serien — For Leica BOND-III:

ALI092 ar avsedd att anvandas med Leica BOND-III. Se
anvandarmanualen foér specifika instruktioner fér anvandning.
Rekommenderade protokollparametrar ar féljande:

Alternativ for kromogenfargning BADDA
Protokollnamn: IHC Protocol F + Blocker
Upptackt: Bond Polymer Refine
HAR: 20 min med ER2
Peroxidblock: 5 min

Markor (primar antikropp): 15 min

Post Primar: 8 min

Polymer: 8 min

Mixed Chromogen Refine: 10 min

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). 20118

Positiv vavnadskontroll: Mesoteliom

Externt positivt kontrollmaterial bér vara farska prover fixerade, bearbetade
och inbdddade s3 snart som mojligt pd samma sitt som
patientprovet/patienterna. Positiva vdvnadskontroller tyder p& korrekt
preparerade vavnader och korrekta fargningstekniker. En positiv extern
vavnadskontroll for varje uppsattning testbetingelser bor inkluderas i varje
fargningskdrning.

De vdvnader som anvands fér de externa positiva kontrolimaterialen bor
véljas fran patientprover med vélkarakteriserade 1dga nivaer av den positiva
malaktiviteten som ger svag positiv fargning. Den 13ga nivan av positivitet
for externa positiva kontroller ar utformad for att sakerstélla upptackt av
subtila foréndringar i den priméra antikroppens kanslighet frén instabilitet
eller  problem med IHC-metoden. Kommersiellt  tillgangliga
vavnadskontrollobjektglas eller prover som bearbetats annorlunda &n
patientproven/patienterna validerar endast reagensprestanda och verifierar
inte vavnadsberedning.

Kanda positiva vavnadskontroller bér endast anvéndas for att Gvervaka
korrekt prestanda hos bearbetade vévnader och testreagens, snarare an som
ett hjélpmedel for att formulera en specifik diagnos av patientprover. Om de
positiva vdvnadskontrollerna inte visar positiv fargning, bor resultaten med
testproverna anses ogiltiga.

Negativ vévnadskontroll:

Anvand en negativ vavnadskontroll (kénd for vara Calretinin negativ) fixerad,
bearbetad och inbdddad pd ett sitt som &r identiskt med
patientprovet/patientproverna med varje fargningskorning for att verifiera
specificiteten hos den primdra IHC-antikroppen for demonstration av
mélantigenet och for att ge en indikation pd specifik bakgrundsfargning (falsk
positiv fargning). Det kan ocksd mangfalden av olika celltyper som finns i de
flesta vavnadssnitt anvandas av laboratoriet som interna negativa
kontrollplatser for att verifiera IHC:s prestanda specifikationer. Typer och
kallor for prover som kan anvandas fér negativ vdvnad kontrollerna listas i
avsnittet Prestandaegenskaper.

Om specifik fargning (falsk positiv fargning) intraffar i den negativa
vavnadskontrollen, bor resultaten med patientproverna anses ogiltiga.

Ospecifik negativ reagenskontroll:

Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll i stdllet for den primara
antikroppen med en sektion av varje patientprov for att utvdrdera ospecifik
fargning och

TP V8 (12/27/2024)

USA

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



Calretinin
Prediluted Rabbit Polyclonal Antibody
901-092-031925

Swedish

mojliggor béttre tolkning av specifik fargning pd@ antigenstéllet. Helst
innehdller en negativ reagenskontroll en Calretinin kanin polyklonal antikropp
producerad frén vavnadskultursupernatant pd samma satt som den priméara
antikroppen men uppvisar ingen specifik reaktivitet med manskliga vavnader
i samma matris/ldsning som Biocare antikropp. Spad 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 primar antikropp i samma spadningsmedel ar ocksd lamplig for
anvandning. (Se medfdljande 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 fér andra antikroppar. For att differentiera
endogen enzymaktivitet eller ospecifik bindning av enzymer frén specifik
immunreaktivitet, kan ytterligare patientvdvnader férgas uteslutande med
substrat-kromogen eller enzymkomplex (PAP, avidin-biotin, streptavidin)
respektive substrat-kromogen.

Assayverifiering:

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 kanda positiva och negativa
vavnader. Se kvalitetskontrollprocedurerna som tidigare beskrivits i detta
avshitt av produktbilagan och till kvalitetskontrollrekommendationerna i CAP
Certification Program® for immunhistokemi och/eller NCCLS IHC-riktlinjel?).
Dessa kvalitetskontrollprocedurer bér upprepas for varje nytt antikroppsparti,
eller ndrhelst det sker en fordndring i analysparametrarna. Vavnader listade
i avsnittet Prestandaegenskaper ar lampliga for analysverifiering.

Fels6kning:

Folj de antikroppsspecifika protokollrekommendationerna enligt det
medféljande databladet. Om atypiska resultat uppstar, kontakta Biocares
tekniska support p& 1-800-542-2002.

Tolkning av fargning:

Positiv vavnadskontroll:

Den positiva vdvnadskontrollen fargad med indikerad antikropp bor
undersokas forst for att sdkerstdlla 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 motférgning anvands, beroende pd inkubationslangden och styrkan
hos den anvanda motfargningen, kommer motférgning att resultera i en
fargning av cellkdrnorna. Overdriven eller ofullstindig motfirgning kan
aventyra korrekt tolkning av resultaten. Se protokoll fér rekommenderad
motfargning.

Negativ vavnadskontroll:

Den negativa vavnadskontrollen boér undersokas efter den positiva
vavnadskontrollen for att verifiera specificiteten for markningen av
malantigenet med den primara antikroppen. Frénvaron av specifik fargning i
den negativa vavnadskontrollen bekraftar avsaknaden av
antikroppskorsreaktivitet mot celler/cellulara komponenter. Om specifik
fargning (falsk positiv férgning) intréffar i den negativa externa
vavnadskontrollen, bor resultaten med patientprovet anses ogiltiga.

“ Biocare Medical 113/117
60 Berry Drive

Pacheco, CA 94553

Ospecifik fargning, om sddan finns, har vanligtvis ett diffust utseende.
Sporadisk férgning av bindvav kan ocksd observeras i snitt frén alltfor
formalinfixerade vavnader. Anvand intakta celler foér tolkning av
fargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler fargas ofta ospecifikt.

Patientvdvnad:

Undersok patientprover fargade med indikerad antikropp sista. Positiv
fargningsintensitet bdr beddmas inom ramen fér eventuell ospecifik
bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som med alla
immunhistokemiska tester betyder ett negativt resultat att antigenet inte
upptdcktes, inte att antigenet saknades i cellerna/vdvnaden som
analyserades. Anvand vid behov en panel av antikroppar for att identifiera
falsknegativa reaktioner.
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Mesoteliom fdrgat med Calretinin-antikropp
Begransningar:

Allménna begrénsningar:

1. For in 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 Iampliga reagenser; vdvnadsval,
fixering och bearbetning; férberedelse av IHC-objektglaset; och
tolkning av fargningsresultaten.

3. Vavnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av
vavnaden fére 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 pd inneboende oregelbundenheter i
vévnaden.!2

4. QOverdriven eller ofullstindig motfirgning kan &ventyra korrekt
tolkning av resultaten.

5.  Den Kkliniska 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 dr en kvalificerad patolog som
ar 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.
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6. Den optimala antikroppsspadningen och protokollen for en
specifik tilldmpning kan variera. Dessa inkluderar, men ar inte
begransade till, fixering, varmedtervinningsmetod,
inkubationstider, vadvnadssnitttjocklek och detektionskit som
anvands. P3 grund av den Gverldgsna kansligheten hos dessa
unika reagenser ar de rekommenderade inkubationstiderna och
titrarna som anges inte tillimpliga pd andra detektionssystem,
eftersom resultaten kan variera. Databladets rekommendationer
och protokoll &r baserade pd& exklusiv anvandning av Biocare-
produkter. Ytterst dr det utredarens ansvar att faststdlla optimala
férhéllanden.

7. Denna produkt ar inte avsedd for anvandning i flodescytometri.
Prestandaegenskaper har inte faststallts for flodescytometri.

8.  Vavnader fran personer infekterade med hepatit B-virus och som
innehdller hepatit B-ytantigen (HBsAg) kan uppvisa ospecifik
fargning med pepparrotsperoxidas.3

9. Reagenser kan uppvisa ovantade reaktioner i tidigare otestade
vavnader. Mdjligheten for ovantade reaktioner dven i testade
vavnadsgrupper kan inte helt elimineras pd grund av biologisk
variation av antigenuttryck i neoplasmer eller andra patologiska
vévnader.!* Kontakta Biocares tekniska support pd 1-800-542-
2002, eller via den tekniska supportinformationen pd biocare.net,
med dokumenterade ovdntade reaktioner.

10. Normala/icke-immuna sera frdn samma djurkélla som sekundéara
antisera som anvands i blockeringssteg kan orsaka falsknegativa
eller falskt positiva resultat p& 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, hjarna, njure) beroende péd vilken typ av immunfargning
som anvands.!?

Produktspecifika begrdnsningar:

Inga ytterligare produktspecifika begrédnsningar.

Fels6kning:
1. Ingen fargning av ndgra objektglas — Kontrollera att I&mplig positiv
kontrollvavnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvants.
2. Svag fargning av alla objektglas — Kontrollera att I&mplig positiv
kontrollvavnad, antikroppar och detektionsprodukter har anvants.
3. Overdriven bakgrund av alla objektglas — Det kan finnas héga niv8er av
endogent biotin (om du anvander biotinbaserade detektionsprodukter),
endogen HRP-aktivitet som omvandlar kromogen till fargad slutprodukt
(anvand  peroxidasblock), eller overskott av icke-specifik
proteininteraktion (anvand ett proteinblock, sdsom serum- eller
kaseinbaserad blockeringslosning).
4. Vavnadssektioner tvattar bort objektglasen under inkubationen —
Kontrollera objektglasen for att sdkerstélla att de ar positivt laddade.
5. Specifik fargning for mork — Kontrollera protokollet fér att avgéra om
korrekt antikroppstiter applicerades p& objektglaset, samt korrekta
inkubationstider for alla reagenser. Se dessutom till att protokollet har
tillrdckligt med tvattsteg for att ta bort dverflodigt reagens efter att
inkubationsstegen har slutforts.
Referenser:
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Available Product Formats

Format Catalog Number Description Dilution Diluent
NeoPATH PRO NPAI 092 T40 40 tests Ready-to-use N/A
Q Series— For Leica BOND-III ALI 092 G7 7.0 mL Ready-to-use N/A

Kullanim Amaci:

icin /n vitro Tanisal Kullanim

Calretinin, formalinle sabitlenmis parafine goémiilmis (FFPE) insan
dokularinda Calretinin proteininin immunohistokimya (IHC) ile kalitatif
tanimlanmasinda, timorin ilk tanisinin immiinolojik olmayan histokimyasal
lekeler kullanilarak geleneksel histopatoloji ile yapiimasindan sonra
profesyonel laboratuvar kullanimi igin tasarlanmig bir tavsan poliklonal
antikorudur. Herhangi bir lekelenmenin veya yoklugunun klinik yorumu,
uygun kontrollerin kullanildigi morfolojik galismalarla tamamlanmali ve
hastanin klinik gegmisi ve diger klinik tespitlerin yapilmasina yardimci olmak
Uzere kalifiye bir patolog tarafindan diger tanisal testler baglaminda
degerlendirilmelidir.

Ozet ve Agiklama:
Kalretinin, kalmodulin ve kalbindin-D28k ile iligkili olan ve esas olarak néronal
dokuda bulunan bir kalsiyum baglayici proteindir. Duyusal gangliyonlar da

dahil olmak tizere beyin ve omurilikteki néronlarin alt gruplarinda bulunur. 1>
19

Prosediir Prensibi:

Bu antikor Uriind, formalinle sabitlenmis, parafine gémiilmis doku kesitlerinin
imminohistokimya testlerinde birincil antikor olarak kullanilabilir. Genel
olarak immuiinhistokimyasal (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 triini ile sonuglanir. Numune daha sonra
zit boyanabilir ve kapak kaydirilabilir. Sonuglar bir 1sik kullanilarak yorumlanir
olabilecek veya patofizyolojik slreglerin ayirici tanisinda yardimci olabilir.
belirli bir antijenle iliskili olmayabilir.

Geregler ve Yontemler:

Sadlanan Reaktifler:

Ana Bilgisayar Kaynagi: Tavsan poliklonal
Tiirlerin Reaktivitesi: Insan

Klon: Yok

izotip: Yok

Protein Konsantrasyonu: Lota 6zgii Ig konsantrasyonu mevcut degildir.
ozgiillitk: Kalretinin

Hiicresel Yerellestirme: Niikleer ve sitoplazmik

Yontem: Affinity saflagtiriimis tavsan poliklonal

Sulandirma, Karistirma, Seyreltme, Titrasyon:

Onceden seyreltilmis antikor reaktifi, asagida belirtilen boyama sistemleriyle
kullanim igin optimum sekilde seyreltilir. Daha fazla seyreltme, antijen
boyamasinin kaybina neden olabilir. Kullanicinin bu tir dedisiklikleri
dogrulamasi gerekir. Kullanicinin laboratuvarindaki doku isleme ve teknik
prosediirlerdeki  farklliklar, kurum ici kontrollerin diizenli olarak
gergeklestiriimesini  gerektiren sonuglarda onemli degiskenliklere neden
olabilir (bkz. Kalite Kontrol bolimu).

Bilinen Uygulamalar:
Immiinohistokimya (formalinle sabitlenmis parafine gémiilii dokular)
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Su Sekilde Saglanir:
Tamponlu salin soltisyonu, pH 5,9-6,0, bir protein tasiyici ve %0,1'den az
sodyum azid koruyucu igerir. Ek ayrintilar igin Glivenlik Veri Sayfasina bakin.

Gerekli Olan Ancak Sagdlanmayan Malzemeler ve Reaktifler:
Mikroskop pozitif ylkli kayar.
Pozitif ve negatif doku kontrolleri
Col Odasi (veya benzeri Kurutma firini)
Ksilen veya ksilen ikamesi

Etanol veya reaktif alkol

Gizlenme Odasi (Duduiikli tencere)
Deiyonize veya damitiimig 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 biiyiitme)
Otomatik Slayt Boyama Platformu

Antikor Griintintin konfiglirasyonlari 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 Uizerinde yazili olan son kullanma tarihine kadar stabildir. Son kullanma
tarihinden sonra kullanmayiniz. Belirtilenlerin digindaki kosullar altinda
depolama dogrulanmalidir. Seyreltilmis reaktifler derhal kullaniimalidir; kalan
reaktifi 2°C ila 8°C'de saklayin. Kullanici tarafindan seyreltilen reaktiflerin
stabilitesi Biocare tarafindan belirlenmemistir.

Pozitif ve negatif kontroller tim hasta drnekleriyle ayni anda galistiriimalidir.
Laboratuvar prosediirlerindeki degisikliklerle agiklanamayan beklenmedik bir
lekelenme gdzlemlenirse ve antikorla ilgili bir sorundan siipheleniliyorsa, 1-
800-542-2002 numarali telefondan veya biocare.net adresinde saglanan
teknik destek bilgileri araciligiyla Biocare Teknik Destegiyle iletisime gegin.

Numune Hazirlama:
Formalinde sabitlenen dokular Parafine gémilmeden ©nce kullanima
uygundur. Doku kesmeyi kolaylastirmak ve mikrotom bigaklarinin zarar
gormesini onlemek igin doku islemeden 6nce kemik dokularin kiregten
arindiriimasi gerekir. 12

Belirtilen antijen hedefini ifade eden uygun sekilde sabitlenmis ve gémili
dokular serin bir yerde saklanmalidir. 1988 tarihli Klinik Laboratuvar
Iyilestirme 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.3

Dokularin Boyama Oncesi Tedavisi:

Asadida Gnerilen protokole gore Isi Kaynakli Epitop Alma (HIER) islemini
gerceklestirin. HIER'in IHC'den 6nce rutin kullaniminin tutarsizidi en aza
indirdigi ve boyamayi standartlastirdigi gosterilmistir.4>
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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 (NaNs) koruyucu olarak kullanidiginda yutulmasi halinde
toksiktir. Sodyum azit, kursun ve bakir tesisatlarla reaksiyona girerek son
derece patlayici metal azitler olusturabilir. imha edildikten sonra, tesisatta
azit birikmesini 6nlemek igin bol miktarda suyla yikayin. (Hastalik Kontrol
Merkezi, 1976, Ulusal Mesleki Glivenlik ve Saglik Enstitlisi, 1976)°

2. Tespitten O6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim
materyaller, enfeksiyon bulastirabilecekmis gibi kullaniimali ve uygun
onlemler alinarak imha edilmelidir. Reaktifleri asla agiz 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 digindaki inkiibasyon siireleri veya sicakliklar hatali sonuglar
verebilir. Kullanicinin bu tiir degisiklikleri dogrulamasi gerekir.

5. Reaktifi sisenin Uzerinde yazili olan son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

6. Onceden seyreltilmis antikor reaktifi kullanim icin en uygun sekilde
seyreltilir. Daha fazla seyreltme, antijen boyamasinin kaybina neden olabilir.
7. Buharlasmayi 6nlemek ve maksimum test kapasitesini saglamak igin, her
galismadan sonra reaktifleri otomatik cihazlardan derhal kapatin ve gikarin.
Reaktiflerin agikta birakilmasi, bunlarin etkinligini ve saglayabilecekleri test
sayisini azaltabilir. Bitlnliklerini korumak igin reaktifleri her zaman belirtildigi
sekilde saklayin.

8. Enfeksiy6z veya potansiyel olarak enfeksiy6z atik prosedirlerini izleyerek
kullanilmig tiim reaktifleri ve diger kontamine tek kullanimlik malzemeleri atin.
Kati ve sivi atiklarin dogasina ve tehlike derecesine gore islenmesi ve ilgili
diizenlemelere uygun olarak aritilmasi ve imha edilmesi (veya aritilip bertaraf
edilmesi) her laboratuvarin sorumlulugundadir.

9. Bu urinun glvenli bir sekilde imha edilmesini belirlemek igin,
bulundugunuz vyerdeki yerel imha yonetmeliklerine ve Glvenlik Veri
Sayfasindaki 6nerilere uyun.

10. SDS talep (izerine saglanir ve http://biocare.net adresinde bulunur.

11. Bu cihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylari bildirmek igin yerel Biocare
temsilcisiyle ve kullanicinin yerlesik oldugu Uye Devletin veya Ulkenin yetkili
makamiyla iletisime gegin.

Kullanim Talimatlar:
Kalretinin igin Onerilen Boyama Protokolleri:

NeoPATH PRO:

NPAI092, NeoPATH PRO ile kullaniimak {izere tasarlanmistir. Ozel kullanim
talimatlari igin Kullanim Kilavuzuna bakin. Onerilen protokol parametreleri
asadidaki gibidir:
Kromojen Boyama
Segenegi

Antikor Protokolii: Kalretinin, oda sicakliginda 20 dakika
Sablon: HRP_HIGH_105C_20MINAB_STD
Balmumu giderme: Dewax STD; 75°C'de 20 dakika

DAB

Antijen Alma

(BURADA Secenegi): HIGH_105C_30MIN

Enzim: Yok

Bloke Segenegi: Yok

Algilama: HRP_20AB_STD (Amplifikatdr; RT Polimer'de
10 dakika; RT'de 25 dakika)

Kromojen: 7 dk DAB + 2 dk DAB Giiglendirici

Hematoksilen: RT'de 7 dakika
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Q Serisi — Leica BOND-III icin:
ALI092'nin Leica BOND-III ile kullaniimasi amaglanmistir. Ozel kullanim
talimatlari igin Kullanim Kilavuzuna bakin. Onerilen protokol parametreleri
asadidaki gibidir:

Kromojen Boyama Secenegi DAB

Protokol Adi: IHC Protokolii F + Engelleyici
Algilama: Bond Polimer Rafinasyonu
BURADA: ER2 ile 20 dakika

Peroksit Blogu: 5 dakika

isaretleyici (Birincil Antikor): 15 dakika

Birincil Sonrasi: 8 dakika

Polimer: 8 dakika

Karisik Kromojen Rafinasyonu: 10 dakika

Hematoksilen: 5 dakika

Kalite Kontrolii:

Immiinohistokimya Testlerinin Tasarimi ve Uygulanmasina iliskin CLSI Kalite
Standartlarina bakin; Onaylanmis Kilavuz-ikinci Baski (I/LA28-A2) CLSI
Wayne, PA ABD (www.clsi.org). 20118

Pozitif Doku Kontrolii: mezotelyoma

Harici Pozitif kontrol malzemeleri, hasta numunesi/numuneleri ile ayni sekilde
mimkin olan en kisa siirede sabitlenmis, islenmis ve gomiimis taze
numunelerden olusmalidir. Pozitif doku kontrolleri, dogru hazirlanmis
dokularin ve uygun boyama tekniklerinin gdstergesidir. Her boyama islemine,
her test kosulu seti igin bir pozitif dis doku kontrolli dahil edilmelidir.

Harici pozitif kontrol materyalleri igin kullanilan dokular, zayif pozitif boyama
veren, iyi karakterize edilmis diisiik pozitif hedef aktivitesi seviyelerine sahip
hasta numunelerinden secilmelidir. Harici pozitif kontroller igin diistik pozitiflik
diizeyi, birincil antikor duyarliiginda istikrarsiziktan 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 érneklerine yonelik spesifik bir teghisin
formiile edilmesine yardimci olmak yerine, yalnizca islenmis dokularin ve test
reaktiflerinin dogru performansini izlemek igin kullanilmalidir. Pozitif doku
kontrolleri pozitif boyama gdstermezse test érnekleriyle elde edilen sonuglar
gegersiz sayllmalidir.

Negatif Doku Kontrolii:

Negatif doku kontroli kullanin (bilindigi gibi) Kalretinin o/ THC birincil
antikorunun  spesifikligini dogrulamak icin her boyama isleminde hasta
numunesi/numuneleri ile ayni sekilde sabitlenir, islenir ve gdmuilir. hedef
antijenin gosterilmesi ve spesifik arka plan boyamasinin bir géstergesinin
saglanmasi (yanlis pozitif boyama). Ayrica cogu doku kesitinde mevcut olan
farkl hiicre tiplerinin gesitliligi, laboratuvarci tarafindan IHC'nin performansini
dogrulamak amaciyla dahili negatif kontrol alanlar olarak kullanilacaktir
oOzellikler. Negatif doku igin kullanilabilecek 6rnek tirleri ve kaynaklari
kontroller Performans Ozellikleri bélimiinde listelenmistir.

Negatif doku kontroliinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama) meydana
gelirse hasta numuneleriyle elde edilen sonuglar gegersiz sayilmalidir.

Spesifik Olmayan Negatif Reaktif Kontrolii:

Spesifik olmayan boyamayl degerlendirmek igin her hasta 6rneginin bir
bollim ile birincil antikor yerine spesifik olmayan bir negatif reaktif kontroli
kullanin ve

antijen bolgesindeki spesifik boyamanin daha iyi yorumlanmasina izin verir.
Ideal olarak, negatif bir reaktif kontrolii sunlari icerir: Kalretinin tavsan
poliklonal antikor, birincil antikorla ayni sekilde doku kiltiiri stipernatanindan
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Uretilir ancak ayni matris/gdzelti icinde insan dokulariyla spesifik bir reaktivite
sergilemez. Biocare antikoru. Negatif kontrol antikorunu, seyreltilmis primer
ile ayni immdinoglobulin veya protein konsantrasyonuna seyreltin Ayni
seyreltici kullanilarak antikor. Fetal buzadi serumu islemden sonra saf
antikorda kalirsa, seyreltiimis seruma esdeger 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 yonelik 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 immiinoreaktiviteden ayirt
etmek igin, ilave hasta dokulari sirasiyla substrat-kromojen veya enzim
kompleksleri (PAP, avidin-biyotin, streptavidin) ve substrat-kromojen ile ézel
olarak boyanabilir.

Test Dogrulamasi:

Bir antikorun veya boyama sisteminin bir teshis prosediriinde ilk
kullanimindan 6nce kullanici, antikoru bilinen pozitif ve negatif dokular temsil
eden bilinen immiinohistokimyasal performans ozelliklerine sahip bir dizi
kurum ici doku Uzerinde test ederek antikorun 6zgulligint dogrulamalidir.
Uriin ekinin bu bélimiinde daha 6nce ézetlenen kalite kontrol prosediirlerine
ve CAP Sertifikasyon Programinin kalite kontrol tavsiyelerine bakin.?
Immiinohistokimya ve/veya NCCLS IHC kilavuzu icinl®). Bu kalite kontrol
prosediirleri her yeni antikor lotu igin veya test parametrelerinde her
degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. Performans Ozellikleri Bélimiinde
listelenen dokular test dogrulamasi igin uygundur.

Sorun giderme:

Saglanan veri sayfasina gore antikora 6zel protokol énerilerini izleyin. Tipik
olmayan sonuglar ortaya ¢ikarsa 1-800-542-2002 numaral telefondan
Biocare Teknik Destegiyle iletisime gegin.

Boyamanin Yorumlanmasi:

Pozitif Doku Kontroli:

Belirtilen antikorla boyanmig pozitif doku kontrolii, tim reaktiflerin diizgiin
galistigindan emin olmak igin ilk 6nce incelenmelidir. Hedef hiicrelerin uygun
sekilde boyanmasi (yukarida belirtildigi gibi) pozitif reaktivitenin gostergesidir.
Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama géstermezse test numuneleriyle elde
edilen sonuglar gegersiz sayilmalidir.

Reaksiyon Uriinliniin rengi, kullanilan substrat kromojenlerine bagli olarak
degisebilir. Beklenen renk reaksiyonlari igin alt tabaka paketindeki eklere
bakin. Ayrica boyama yodnteminin varyasyonlarinda metakromazi
g6zlemlenebilir.'t

Bir karsit boyama kullanildidinda, kulucka siiresine ve kullanilan karsit
boyamanin glicline bagl olarak karsit boyama, hiicre gekirdeklerinin
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 6zgulligiina
dodrulamak igin pozitif doku kontroliinden sonra negatif doku kontrolii
incelenmelidir. Negatif doku kontroliinde spesifik boyamanin olmamasi,
hiicrelere/hiicresel bilesenlere karsi antikor capraz reaktivitesinin olmadigini
dodrular. Negatif dis doku kontroliinde spesifik boyama (yanlis pozitif boyama)
meydana gelirse hasta numunesiyle elde edilen sonuglar gegersiz sayllmalidir.

Spesifik olmayan boyama, mevcutsa genellikle yaygin bir gériiniime sahiptir.
Agiri formalinle fikse edilmis dokulardan alinan kesitlerde ara sira bag
dokusunda lekelenme de gozlemlenebilir. Boyama sonuglarinin yorumlanmasi
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igin saglam hucreleri kullanin. Nekrotik veya dejenere hiicreler siklikla spesifik
olmayan bir sekilde boyanir.

Hasta Dokusu:

Belirtilen antikorla boyanmig hasta numunelerini inceleyin son. Pozitif boyama
yogunlugu, negatif reaktif kontroliiniin spesifik olmayan arka plan boyamasi
baglaminda degerlendirilmelidir. Herhangi bir imminohistokimyasal 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.
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Kalretinin antikoru ile boyanmis mezotelyoma
Sinirlamalar:

Genel Sinirlamalar:

1. Icin in vitro teshis Kullanimi

2. Bu {riin yalnizca profesyonel kullanim igindir: Immiinohistokimya,
uygun reaktiflerin segiminde 6zel egitimden olusan gok adiml bir teghis
slrecidir; doku segimi, fiksasyonu ve islenmesi; IHC slaytinin
hazirlanmasi; ve boyama sonuglarinin yorumlanmasi.

3.  Doku boyamasi, boyamadan 6nce dokunun islenmesine ve islenmesine
bagldir. Uygunsuz sabitleme, dondurma, ¢6zme, ykama, kurutma,
isitma, kesit alma veya diger doku veya sivilarla kontaminasyon;
artefaktlara, antikor tuzagina veya yanlis negatif sonuglara neden
olabilir. Tutarsiz sonuglar, sabitleme ve gdmme yodntemlerindeki
farkliliklara veya doku icindeki dogal diizensizliklere bagh olabilir.2

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 ig ve dis kontrollerin yani sira diger
teshis testlerinin kullanildigi morfolojik calismalarla tamamlanmalidir.
Nihai IHC hazirhgini hazirlamak ve yorumlamak igin kullanilan tiim
adimlari yorumlamak, IHC antikorlarinin, reaktiflerinin ve yontemlerinin
dogru kullanimina asina olan nitelikli bir patologun sorumlulugundadir.

6. Belirli bir uygulama igin optimum antikor seyreltmesi ve protokolleri
farklilik gosterebilir. Bunlar arasinda, bunlarla sinirli olmamak tzere,
fiksasyon, I1si geri alma yontemi, inkiibasyon siireleri, doku kesiti kalinligi
ve kullanilan tespit kiti yer alir. Bu benzersiz reaktiflerin Ustiin
hassasiyeti nedeniyle, dnerilen inkiibasyon sureleri ve listelenen titreler,
sonuglar farklilik gosterebilecedinden dider tespit sistemleri igin gegerli
degildir. Veri sayfasi onerileri ve protokolleri Biocare Uriinlerinin 6zel
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kullanimina dayanmaktadir. Sonugta optimal kosullari belirlemek
arastirmacinin sorumlulugundadir.

7. Bu dUrinin akis sitometrisinde kullanilmasi amaglanmamigtir. Akis
sitometrisi igin performans ozellikleri belirlenmemistir.

8.  Hepatit B viriisu ile enfekte olmus ve hepatit B ylizey antijeni (HBsAQ)
iceren kisilerden alinan dokular, yaban turpu peroksidaziyla spesifik
olmayan boyama sergileyebilir.3

9. Reaktifler daha o6nce test edilmemis dokularda beklenmeyen
reaksiyonlar gosterebilir. Test edilen doku gruplarinda bile beklenmeyen
reaksiyonlarin olasiligi, neoplazmalarda veya diger patolojik dokularda
antijen ekspresyonunun biyolojik degiskenligi nedeniyle tamamen
ortadan kaldirlamaz.!* 1-800-542-2002 numaral telefondan veya
biocare.net'te saglanan teknik destek bilgileri araciligiyla, belgelenmis
beklenmedik 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 drlnlerinin imminolojik olmayan
baglanmasi nedeniyle yanlis pozitif sonuglar gériilebilir. Ayrica kullanilan
immin boyanin tirline bagh olarak yalanci peroksidaz aktivitesi
(eritrositler), endojen peroksidaz aktivitesi (sitokrom C) veya endojen
biyotin (6rn. karacider, meme, beyin, bobrek) nedeniyle de
kaynaklanabilir.2

Uriine Ozel Sinirlamalar:
Urtine ozel ek sinirlama yoktur.

Sorun giderme:

1.  Higbir slaytta lekelenme yok — Uygun pozitif kontrol dokusunun,
antikorun ve tespit triinlerinin kullanildigini belirlemek icin kontrol edin.

2. Tum slaytlarin zayif boyanmasi — Uygun pozitif kontrol dokusunun,
antikorun ve tespit driinlerinin kullanildigini belirlemek igin kontrol edin.

3. Tum slaytlarin agiri arka plani — Yiksek seviyelerde endojen biyotin
(biyotin bazh tespit urlinleri kullaniliyorsa), kromojeni renkli son uriine
donistiiren endojen HRP aktivitesi (peroksidaz blogu kullanin) veya
asin spesifik olmayan protein etkilesimi (serum veya kazein bazli bloke
etme sollisyonu gibi bir protein blogu kullanin) olabilir.

4. Doku bolimleri inkiibasyon sirasinda slaytlar yikar — Pozitif yUkli
olduklarindan emin olmak igin slaytlari kontrol edin.

5. Spesifik boyama gok koyu — Slayda uygun antikor titresinin uygulanip
uygulanmadidini ve ayrica tim reaktifler icin uygun inkiibasyon
surelerini belirlemek igin protokolii kontrol edin. Ek olarak, kulugka
adimlari tamamlandiktan sonra fazla reaktifleri gikarmak igin protokoliin
yeterli yilkama adimina sahip oldugundan emin olun.
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Q Serisi antikorlar yalnizca Biocare Medical LLC tarafindan gelistirilmistir ve
Biocare antikorlarinin Leica Biosystems tarafindan onaylandidi veya
onaylandigi anlamina gelmez. Biocare ve Leica Biosystems'in higbir sekilde
badlantili, iliskili veya iligkili degildir. Leica, Leica Biosystems, BOND-MAX ve
BOND-III, Leica Biosystems'in ticari markalaridir.
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