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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per I'uso

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

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de uso

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

Leia estas instrugdes antes de utilizar este produto.
Instruktioner vid Anvandning

Var god Ias innan ni anvander produkten.
Odnyieg Xpriong

Mapakahoupe diaBaoTe TIG 0dnyieg TTPIV
XPNOIUOTIOINCETE TO TTPOIOV AUTO.
Brugsanvisning

Laes venligst fer produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen vodér gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fgr du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

Litfen bu drind kullanmadan énce okuyunuz.
WHcTpykumm 3a ynotpeba

Monsi, npoyeTete npeau ynotpeba Ha TO3M NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznalatba vétele elétt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni inainte de a utiliza produsul.
MHCTpyKLMA NO NPUMEHEHUI0
MpouTuTe Nnepes NPYMEHEHNEM 3TOTO NPOAYKTA.

www.LeicaBiosystems.com

FR IT DE ES PT SV EL DA NL
IR BG HU RO RU PL SL G SK

Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczyta¢
instrukcje.

Navodila za uporabo
Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pted pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, precitajte si ho pred pouzitim produktov.

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

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

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

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

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

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan 6nce ambalajin bozulmamis olmasini
kontrol edin.

MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau
ynotpeba.

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

Mepen npumeHeHnem ybeautech B LIENOCTHOCTU
yNaKkoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie
jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

PFed pouzitim zkontrolujte neporu$enost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, ¢i balenie nie je porusené.
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BOND Ready-to-Use Primary Antibody
CTLA-4 (CAL49), TmL
Catalog No: PA0181

Intended Use
This reagent is for in vitro diagnostic use.

CTLA-4 (CAL49) monoclonal antibody is intended to be used for the qualitative identification by light microscopy of CTLA-4 protein
in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue by immunohistochemical staining using the automated BOND system (includes Leica
BOND-MAX system and Leica BOND-III system).

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

Summary and Explanation

Immunohistochemical techniques can be used to demonstrate the presence of antigens in tissue and cells (see “Using BOND Reagents”
in your BOND user documentation). CTLA-4 (CAL49) primary antibody is a ready to use product that has been specifically optimized

for use with BOND Polymer Refine Detection. The demonstration of human CTLA-4 protein is achieved by first allowing the binding of
CTLA-4 (CALA49) to the section, and then visualizing this binding using the reagents provided in the detection system. The use of these
products, in combination with the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system), reduces
the possibility of human error and inherent variability resulting from individual reagent dilution, manual pipetting and reagent application.

Reagents Provided

CTLA-4 (CAL49) is a rabbit anti-human monoclonal antibody produced as a tissue culture supernatant, and supplied in Tris buffered
saline with carrier protein, containing 0.35 % ProClin™ 950 as a preservative.

Total volume =7 mL.

Clone
CAL49
N.B. Clone CAL49 is manufactured by and sold under license from Abcam Plc.

Immunogen

Synthetic peptide corresponding to human CTLA-4 aa183-283.
Specificity

Human CTLA-4 protein.

Ig Class
1gG1

Total Protein Concentration
Approx 10 mg/mL

Antibody Concentration
Greater than or equal to 0.2 mg/L.

Dilution and Mixing

CTLA-4 (CAL49) primary antibody is optimally diluted for use on the BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica
BOND-III system). Reconstitution, mixing, dilution or titration of this reagent is not required.

Materials Required But Not Provided
Refer to “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation for a complete list of materials required for specimen treatment and
immunohistochemical staining using the BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system).

Storage and Stability

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

The signs indicating contamination and/or instability of CTLA-4 (CAL49) are: turbidity of the solution, odor development, and presence of
precipitate. Return to 2-8°C immediately after use.

Storage conditions other than those specified above must be verified by the user’.

Precautions

« This product is intended for in vitro diagnostic use.

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

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

« Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them, should be handled as if capable of transmitting infection and
disposed of with proper precautions2. Never pipette reagents by mouth and avoid contacting the skin and mucous membranes with
reagents or specimens. If reagents or specimens come in contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water. Seek
medical advice.
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« Consult Federal, State or local regulations for disposal of any potentially toxic components.
« Minimize microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur.

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

Instructions for Use

CTLA-4 (CAL49) primary antibody was developed for use on the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX system and
Leica BOND-III system) in combination with BOND Polymer Refine Detection. The recommended staining protocol for CTLA-4 (CAL49)
primary antibody is IHC Protocol F. Heat induced epitope retrieval is recommended using BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640)
for 20 minutes.

Results Expected

Normal Tissues

Clone CAL49 detects the CTLA-4 protein in the cytoplasm/membrane of a proportion of immune cells. Staining was observed within
immune cells in most tissue types, and particularly in lymph node, tonsil, spleen and thymus gland. Staining was observed in cells within
the adrenal medulla, pancreatic acinar cells, alveolar macrophages, occasional cells in the white matter of the cerebellum and follicular
epithelial cells of the thyroid. Weak staining was observed in proximal tubules of the kidney, liver hepatocytes and respiratory epithelium
of the larynx. Staining of the urothelial basement membrane was noted in the bladder. (Total number of normal cases evaluated = 124).
Tumor Tissues

Clone CAL49 stained 1/11 breast tumors (including 1/7 invasive ductal carcinoma, 0/2 fibroadenomas, 0/1 mucinous breast cancer and
0/1 invasive lobular carcinoma), 1/5 thyroid tumors (including 1/1 follicular carcinoma, 0/3 follicular adenomas and 0/1 papillary thyroid
carcinoma) and 1/4 hepatocellular carcinomas. No staining was detected in endometrial tumors (0/12) (including 0/10 adenocarcinomas,
0/1 clear cell carcinoma, and 0/1 atypical hyperplasia), bowel tumors (0/8) (including 0/6 adenocarcinomas and 0/2 adenomas), head
and neck tumors (0/5) (including 0/1 adenocarcinoma, 0/1 nasopharyngeal carcinoma, 0/1 squamous cell carcinoma, 0/1 adenoid cystic
carcinoma and 0/1 adenoma), metastatic tumors (0/5), brain tumors (0/4) (including 0/3 meningiomas and 0/1 astrocytoma), lung tumors
(0/4) (including 0/2 squamous cell carcinomas, 0/1 adenocarcinoma and 0/1 small cell carcinoma), squamous cell carcinoma of the
esophagus (0/3), adenocarcinomas of the stomach (0/3), lymphoma (0/3), ovarian tumors (0/3) (including 0/2 adenocarcinomas and

0/1 granulosa cell tumor), adrenal tumors (0/2) (including an adrenocortical carcinoma and an adenoma), transitional cell carcinomas of
the bladder (0/2), bone tumours (0/2) (including 0/1 osteosarcoma and 0/1 chondrosarcoma), renal clear cell carcinomas (0/2), prostatic
adenocarcinomas (0/2), seminomas (0/2), squamous cell carcinomas of the cervix (0/2), a melanoma (0/1), an adenocarcinoma of

the pancreas (0/1), a squamous cell carcinoma of the skin (0/1) and a prostatic hyperplasia (0/1). (Total number of abnormal cases
evaluated = 88)

CTLA-4 (CAL49) is recommended for the detection of CTLA-4 protein in normal and neoplastic tissues. as an adjunct to
conventional histopathology using non-immunologic histochemical stains.

Product Specific Limitations

CTLA-4 (CAL49) has been optimized at Leica Biosystems for use with BOND Polymer Refine Detection and BOND ancillary reagents.
Users who deviate from recommended test procedures must accept responsibility for interpretation of patient results under these

circumstances. The protocol times may vary, due to variation in tissue fixation and the effectiveness of antigen enhancement, and must
be determined empirically. Negative reagent controls should be used when optimizing retrieval conditions and protocol times.

Troubleshooting

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

Further Information

Further information on immunostaining with BOND reagents, under the headings Principle of the Procedure, Materials Required,
Specimen Preparation, Quality Control, Assay Verification, Interpretation of Staining, Key to Symbols on Labels, and General Limitations
can be found in “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation.
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Anticorps primaires préts a I'emploi BOND
CTLA-4 (CAL49) 7 ml
Numéro de référence : PA0181

Utilisation conforme

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

L’anticorps monoclonal CTLA-4 (CAL49) destiné a l'identification qualitative par microscopie optique de la protéine CTLA-4 humaine
dans les tissus fixés au formol et enrobés de paraffine par coloration immunohistochimique a I'aide du systéeme automatisé BOND (dont
les systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III).

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

Résumé et explication

Les techniques immunohistochimiques peuvent étre utilisées pour la mise en évidence d’antigénes sur tissus ou cellules (voir

« Utilisation des réactifs BOND » dans votre manuel d’utilisation BOND). L'anticorps primaire CTLA-4 (CAL49) est prét a 'emploi et a
été spécialement optimisé pour BOND Polymer Refine Detection. La démonstration de la protéine CTLA-4 humaine s'effectue d'abord
par la liaison de CTLA-4 (CAL49) a la coupe, puis par la visualisation de cette liaison au moyen des réactifs fournis dans le systeme
de détection. L'utilisation de ces produits avec le systéme automatisé BOND (dont les systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III)
réduit la possibilité d'erreur humaine et la variabilité inhérente qui résulte de la dilution de réactifs individuels, du pipetage manuel et de
I'application des réactifs.

Réactifs fournis

CTLA-4 (CAL49) est un anticorps monoclonal anti-humain de lapin, produit par surnageant de culture de tissu et conditionné dans du
tampon salin Tris avec une protéine de transport contenant 0,35 % de ProClin™ 950 comme conservateur.

Volume total = 7 ml.

Clone
CAL49
N.B. Clone CAL49 est produit par et vendu sous licence par Abcam Plc.

Immunogéne

Peptide synthétique correspondant a la protéine CTLA-4 aa183-283 humaine.
Spécificité

Protéine humaine CTLA-4.

Classe Ig
1gG1

Concentration totale en protéines
Env. 10 mg/ml

Concentration en anticorps
Supérieure ou égale a 0,2 mg/l.

Dilution et mélange
L'anticorps primaire CTLA-4 (CAL49) est dilué de maniére optimale pour une utilisation sur le systtme BOND (dont les systémes Leica
BOND-MAX et Leica BOND-III). Il n’est pas nécessaire de reconstituer, mélanger, diluer ou titrer ce réactif auxiliaire.

Matériels nécessaires mais non fournis

Consultez la section relative a « I'utilisation des réactifs BOND » de votre documentation d'utilisateur BOND pour obtenir la liste
complete des matériaux requis pour le traitement et la coloration immunohistochimique des échantillons a I'aide du systéme BOND
(inclut les systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III).

Conservation et stabilité

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

Les signes indiquant une contamination ou une instabilité de CTLA-4 (CAL49) sont les suivants : turbidité de la solution, développement
d'une odeur et présence de précipité. Remettre immédiatement entre 2 °C et 8 °C aprés utilisation.

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

Précautions

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

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

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

PA0181
Page 4


http://www.leicabiosystems.com/

« Les échantillons, avant et apres la fixation, ainsi que tous les matériaux exposés a ces échantillons, doivent étre traités comme s'ils
étaient susceptibles de transmettre une infection et éliminés avec les précautions qui s'imposent.2 Ne jamais pipeter les réactifs a la
bouche et éviter le contact de la peau et des membranes muqueuses avec les réactifs ou les échantillons. Rincer avec de grandes
quantités d’eau en cas de contact des réactifs ou des spécimens avec des zones sensibles. Demander conseil a un médecin.

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

« Minimiser la contamination microbienne des réactifs, faute de quoi un accroissement de la coloration non spécifique est susceptible
de se produire.

« La récupération ou des durées ou températures d’incubation autres que celles précisées peuvent donner des résultats erronés. Toute
modification de ces paramétres doit étre validée par I'utilisateur.

Mode d’emploi

L’anticorps primaire CTLA-4 (CAL49) a été développé pour étre utilisé sur le systéme automatisé BOND (dont les systémes Leica
BOND-MAX et Leica BOND-IIl) en combinaison avec le BOND Polymer Refine Detection. Le protocole de coloration recommandé pour
I'anticorps primaire CTLA-4 (CAL49) est IHC Protocol F. La récupération d'épitopes induite par la chaleur est recommandée avec BOND
Epitope retrieval Solution 2 (AR9640) durant 20 minutes.

Résultats attendus

Tissus normaux

Clone CAL49 détecte la protéine CTLA-4 dans le cytoplasme/la membrane d'une certaine proportion de cellules immunitaires. Une
coloration de l'intérieur des cellules immunitaires a été observée dans la plupart des types de tissus, et en particulier dans les ganglions
lymphatiques, les amygdales, la rate et la glande thymus. Une coloration a été observée dans les cellules de la médullaire surrénale,
des cellules acinaires du pancréas, des macrophages alvéolaires, ainsi que quelques cellules dans la matiére blanche du cervelet et les
cellules épithéliales folliculaires de la thyroide. Une coloration faible a été observée dans les tubes proximaux du rein, les hépatocytes
du foie et I'épithélium respiratoire du larynx. Une coloration de la membrane basale de 'urothélium a été observée dans la vessie.
(Nombre total de cas normaux évalués = 124).

Tissus tumoraux

Clone CAL49 a coloré 1/11 tumeurs du sein (dont 1/7 carcinome canalaire invasif, 0/2 fibroadénomes, 0/1 cancer mucineux du sein et
0/1 carcinome lobulaire invasif), 1/5 tumeurs de la thyroide (dont 1/1 carcinome folliculaire, 0/3 adénomes folliculaires et 0/1 carcinome
papillaire de la thyroide) et 1/4 carcinomes hépatocellulaires. Aucune coloration n’a été observée dans les tumeurs de 'endométre
(0/12) (dont 0/10 adénocarcinomes, 0/1 carcinome a cellules claires et 0/1 hyperplasie atypique), tumeurs intestinales (0/8) (dont 0/6
adénocarcinomes et 0/2 adénomes), tumeurs de la téte et du cou (0/5) (dont 0/1 adénocarcinome, 0/1 carcinome nasopharyingé,

0/1 carcinome a cellules squameuses, 0/1 carcinome adénoide cystique et 0/1 adénome), tumeurs métastatiques (0/5), tumeurs du
cerveau (0/4) (dont 0/3 méningiomes et 0/1 astrocytome), tumeurs du poumon (0/4) (dont 0/2 carcinomes a cellules squameuses, 0/1
adénocarcinome et 0/1 carcinome a petites cellules), carcinome a cellules squameuses de I'cesophage (0/3), adénocarcinomes de
I'estomac (0/3), lymphome (0/3), tumeurs des ovaires (0/3) (dont 0/2 adénocarcinomes et 0/1 tumeur des cellules de la granulosa),
tumeurs des glandes surrénales (0/2) (dont un carcinome corticosurrénal et un adénome), carcinomes a cellules transitionnelles de

la vessie (0/2), tumeurs des os (0/2) (dont 0/1 ostéosarcome et 0/1 chondrosarcome), carcinomes a cellules claires du rein (0/2),
adénocarcinomes de la prostate (0/2), séminomes (0/2), carcinomes a cellules squameuses du col de I'utérus (0/2), un mélanome (0/1),
un adénocarcinome du pancréas (0/1), un carcinome a cellules squameuses de la peau (0/1) et une hyperplasie de la prostate (0/1).
(Nombre total de cas tumoraux évalués = 88).

Le CTLA-4-(CAL49) est recommandé pour la détection de la protéine CTLA-4 dans les tissus normaux et néoplasiques. en
complément a I'histopathologie traditionnelle utilisant des marqueurs histochimiques non immunologiques.

Limites spécifiques au produit

CTLA-4 (CAL49) a été optimisé chez Leica Biosystems pour une utilisation avec BOND Polymer Refine Detection et les réactifs
auxiliaires BOND. Les utilisateurs qui s’écartent des procédures de test recommandées doivent accepter la responsabilité de
l'interprétation des résultats de patient dans ces circonstances. La durée du protocole peuvent varier en raison de différences dans

la fixation de tissu et de I'efficacité de I'amplification de I'antigene, et doivent étre déterminées de maniére empirique. Des réactifs de
contréle auxiliaires négatifs doivent étre utilisés lors de I'optimisation des conditions de récupération et de la durée du protocole.

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

Autres informations

De plus amples informations concernant I'immunomarquage avec les réactifs BOND, sous les rubriques Principes de la procédure,
Matériel nécessaire, Préparation de I'’échantillon, Contréle de qualité, Vérification du test, Interprétation de la coloration, Légendes des
symboles sur les étiquettes et Limites générales, se trouvent dans « Utilisation des réactifs BOND » dans la documentation utilisateur
BOND.
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Anticorpo primario BOND pronto all'uso
CTLA-4 (CAL49), Tml
N. di catalogo: PA0181

Uso previsto
Questo reagente & per uso diagnostico in vitro.

L'anticorpo monoclonale CTLA-4 (CAL49) é destinato ad essere utilizzato per I'identificazione qualitativa al microscopio ottico
della proteina CTLA-4 in tessulti fissati in formalina, inclusi in paraffina e sottoposti a colorazione immunoistochimica con il sistema
automatizzato BOND (include i sistemi Leica BOND-MAX e Leica BOND-II).

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

Sommario e spiegazione

Grazie alle tecniche di immunoistochimica € possibile dimostrare la presenza di antigeni nel tessuto e nelle cellule (vedere “Uso dei
reagenti BOND” nella documentazione per 'utente BOND). L'anticorpo primario CTLA-4 (CAL49) & un prodotto pronto all’'uso che € stato
ottimizzato in modo specifico per I'impiego con il BOND Polymer Refine Detection. La dimostrazione della proteina CTLA-4 umana si
ottiene in primo luogo consentendo il legame di CTLA-4 (CAL49) alla sezione, quindi visualizzando tale legame per mezzo dei reagenti
forniti nel sistema di rilevazione. L'uso di questi prodotti, in combinazione con il sistema automatizzato BOND (che include i sistemi Leica
BOND-MAX e Leica BOND-III), riduce la possibilita di errore umano e la variabilita intrinseca derivante dalla diluizione del reagente, dal
pipettaggio manuale e dall'applicazione del reagente.

Reagenti forniti

CTLA-4 (CAL49) é un anticorpo monoclonale di coniglio anti-umano prodotto come surnatante di coltura tissutale e fornito in soluzione
salina tamponata Tris con proteina carrier, contenente lo 0,35% di ProClin™ 950 come conservante.

Volume totale = 7 ml.

Clone
CAL49
N.B. Il clone CALA49 ¢ prodotto e commercializzato su licenza da Abcam Plc.

Immunogeno

Peptide sintetico corrispondente a CTLA-4 aa183-283 umana.
Specificita

Proteina umana CTLA-4.

Classe Ig
1gG1

Concentrazione proteica totale
Circa 10 mg/ml.

Concentrazione anticorpale
Pari o superiore a 0,2 mgl/l.

Diluizione e miscelazione

L’anticorpo primario CTLA-4 (CAL49) é diluito in modo ottimale per essere usato con il sistema BOND (include il sistema Leica BOND-
MAX e il sistema Leica BOND-III). Questo reagente non necessita di ricostituzione, miscelazione, diluizione né titolazione.

Materiali necessari ma non forniti

Fare riferimento a “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per I'utente di BOND per I'elenco completo dei materiali necessari
per il trattamento e la colorazione immunoistochimica dei campioni con il sistema BOND (che include i sistemi Leica BOND-MAX e Leica
BOND-III).

Conservazione e stabilita

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

| segni di contaminazione e/o instabilita di CTLA-4 (CAL49) sono: torbidita della soluzione, sviluppo di odori e presenza di precipitato.
Riportare a 2-8°C immediatamente dopo l'uso.

L'utente deve verificare eventuali condizioni di conservazione diverse da quelle specificate’.

Precauzioni

« |l presente prodotto € destinato all'uso diagnostico in vitro.

« La concentrazione di ProClin™ 950 & pari allo 0,35%. Esso contiene il principio attivo 2-metilisotiazol-3(2H)-one e pud causare
irritazione alla cute, agli occhi, alle mucose e alle alte vie respiratorie. Per la manipolazione dei reagenti usare guanti monouso.

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

« | campioni, pre e post fissazione, e tutti i materiali ad essi esposti, vanno maneggiati come oggetti potenzialmente in grado di
trasmettere infezioni e smaltiti con precauzione2. Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare che i reagenti o i campioni
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vengano a contatto con la pelle o le mucose. Se i reagenti o i campioni biologici vengono a contatto con aree sensibili, lavare
abbondantemente con acqua. Consultare un medico.

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

« Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti per evitare un aumento di colorazione aspecifica.

« Tempi di recupero o incubazione o temperature diversi da quelli specificati possono generare risultati erronei. Ogni eventuale
modifica deve essere validata dall'utente.

Istruzioni per l'uso

L'anticorpo primario CTLA-4 (CAL49) e stato sviluppato per I'uso nel sistema automatizzato BOND (include i sistemi Leica BOND-

MAX e Leica BOND-III ) in combinazione al BOND Polymer Refine Detection. Il protocollo di colorazione consigliato per I'anticorpo
primario CTLA-4 (CAL49) é I'lHC Protocol F. Per lo smascheramento dell’epitopo indotto da calore si consiglia I'uso della BOND Epitope
Retrieval Solution 2 (AR9640) per 20 minuti.

Risultati attesi

Tessuti normali

Il clone CAL49 rileva la proteina CTLA-4 nel citoplasma o nella membrana di una parte delle cellule immunitarie. E stata osservata
colorazione nelle cellule immunitarie presenti nella maggior parte dei tipi di tessuto e in modo particolare nei linfonodi, nelle tonsille,
nella milza e nel timo. E stata osservata colorazione nelle cellule presenti nel midollo del surrene, nelle cellule acinari del pancreas, nei
macrofagi alveolari, occasionalmente nelle cellule della materia bianca del cervelletto e nelle cellule epiteliali follicolari della tiroide. E
stata osservata colorazione debole nei tubuli prossimali del rene, negli epatociti del fegato e nell’'epitelio respiratorio della laringe. E stata
notata colorazione della membrana basale dell'urotelio nella vescica. (Numero complessivo di casi normali valutati = 124).

Tessuti neoplastici

Il clone CAL49 ha colorato 1 di 11 tumori della mammella (compresi 1 di 7 carcinomi duttali invasivi, 0 di 2 fibroadenomi, 0 di 1 cancro
mucinoso della mammella e 0 di 1 carcinoma lobulare invasivo), 1 di 5 tumori della tiroide (compresi 1 di 1 carcinoma follicolare, 0 di

3 adenomi follicolari e 0 di 1 carcinoma papillare della tiroide) e 1 di 4 carcinomi epatocellulari. Nessuna colorazione ¢ stata osservata
nei tumori del’endometrio (0 di 12) (compresi 0 di 10 adenocarcinomi, 0 di 1 carcinoma a cellule chiare e 0 di 1 iperplasia atipica),
tumori del colon-retto (0 di 8) (compresi 0 di 6 adenocarcinomi e 0 di 2 adenomi), tumori della testa e del collo (0 di 5) (compresi 0

di 1 adenocarcinoma, 0 di 1 carcinoma nasofaringeo, 0 di 1 carcinoma a cellule squamose, 0 di 1 carcinoma adenoido-cistico e 0

di 1 adenoma), tumori metastatici (0 di 5), tumori del cervello (0 di 4) (compresi 0 di 3 meningiomi e 0 di 1 astrocitoma), tumori del
polmone (0 di 4) (compresi 0 di 2 carcinomi a cellule squamose, 0 di 1 adenocarcinoma e 0 di 1 carcinoma a piccole cellule), carcinomi
a cellule squamose dell’esofago (0 di 3), adenocarcinomi dello stomaco (0 di 3), linfomi (0 di 3), tumori ovarici (0 di 3) (compresi 0

di 2 adenocarcinomi e 0 di 1 tumore a cellule della granulosa), tumori del surrene (0 di 2) (compresi un carcinoma adrenocorticale

e un adenoma), carcinomi a cellule transizionali della vescica (0 di 2), tumori ossei (0 di 2) (compresi 0 di 1 osteosarcoma e 0 di 1
condrosarcoma), carcinomi renali a cellule chiare (0 di 2), adenocarcinomi prostatici (0 di 2), seminomi (0 di 2), carcinomi a cellule
squamose della cervice (0 di 2), un melanoma (0 di 1), un adenocarcinoma del pancreas (0 di 1), un carcinoma a cellule squamose della
pelle (0 di 1) e un’iperplasia prostatica (0 di 1). (Numero totale di casi anomali esaminati = 88)

L'uso di CTLA-4 (CAL49) é consigliato per il rilevamento della proteina CTLA-4 in tessuti normali e neoplastici. in a

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

Limitazioni specifiche del prodotto

I CTLA-4 (CALA49) é stato ottimizzato da Leica Biosystems per I'uso con il BOND Polymer Refine Detection e con i reagenti ausiliari
BOND. Gli utenti che modificano le procedure raccomandate devono assumersi la responsabilita dell'interpretazione dei risultati

relativi ai pazienti in tali circostanze. | tempi previsti dal protocollo possono variare in base alle differenze di fissazione tissutale e
all’efficienza di potenziamento dell’antigene e, pertanto, devono essere definiti empiricamente. Durante I'ottimizzazione delle condizioni
di riconoscimento e dei tempi del protocollo occorre utilizzare controlli negativi del reagente.

Ricerca e risoluzione problemi
Per le azioni di rimedio consultare il riferimento bibliografico n. 3.
Se si notano colorazioni inusuali, informarne il distributore di zona o l'ufficio regionale Leica Biosystems.

Ulteriori informazioni

Ulteriori informazioni sull'immunocolorazione con i reagenti BOND, sotto le intestazioni Principio della procedura, Materiali necessari,
Preparazione del campione, Controllo qualita, Verifica del saggio, Interpretazione della colorazione, Legenda dei simboli sulle etichette e
Limitazioni generali, possono essere reperite in “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per I'utilizzatore BOND.
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Gebrauchsfertiger BOND-Priméirantikorper
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Artikel-Nr.: PA0181

Verwendungszweck
Dieses Reagenz ist zur In-vitro-Diagnostik bestimmt.

Der monoklonale Antikérper CTLA-4 (CAL49) wurde fiir die lichtmikroskopische qualitative Bestimmung von CTLA-4-Protein in
formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe durch immunhistochemische Farbung mit dem automatisierten BOND-System
(bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) entwickelt.

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

Zusammenfassung und Erlduterung

Immunhistochemische Methoden kénnen dazu verwendet werden, die Anwesenheit von Antigenen in Geweben und Zellen zu
demonstrieren (sehen Sie dazu ,Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in Inrem BOND-Benutzerhandbuch). Der Primarantikrper
CTLA-4 (CALA49) ist ein gebrauchsfertiges Produkt, das speziell fiir den Gebrauch mit BOND Polymer Refine Detection optimiert
wurde. Der Nachweis von humanem CTLA-4-Protein erfolgt durch Bindung von CTLA-4 (CAL49) an das Praparat mit nachfolgender
Darstellung dieser Bindung mithilfe der im Detektionssystem enthaltenen Reagenzien. Die Verwendung dieser Produkte in Kombination
mit dem automatisierten BOND-System (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) reduziert die
Gefahr vom Menschen verursachter Fehler und einer inharenten Variabilitét aufgrund einer individuellen Reagenzienverdiinnung, einer
manuellen Pipettierung und einer Reagenzienanwendung.

Mitgelieferte Reagenzien
CTLA-4 (CAL49) ist ein aus Gewebekulturiiberstand hergestellter, monoklonaler Kaninchen-anti-Human-Antikorper, der in Tris-
gepufferter Salzlosung mit einem Tragerprotein geliefert wird und 0,35 % ProClin™ 950 als Konservierungsmittel enthalt.

Gesamtvolumen =7 ml.

Klon
CAL49
Anm. Der Klon CAL49 wird von Abcam Plc. hergestellt und unter Lizenz verkauft.

Immunogen
Synthetisches Peptid entspricht dem humanen Protein CTLA-4 aa183-283.

Spezifitat
Humanes CTLA-4-Protein.

lg-Klasse
1gG1

Gesamtproteinkonzentration
Ungefahr 10 mg/ml

Antikorperkonzentration
GroRer als oder gleich 0,2 mg/l.

Verdiinnen und mischen

Der Primarantikorper CTLA-4 (CAL49) weist eine optimale Verdlinnung fiir die Verwendung mit dem BOND-System (bestehend aus
dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System auf). Ein Rekonstituieren, Mischen, Verdiinnen oder Titrieren dieses
Reagenzes ist nicht erforderlich.

Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Materialien

Bitte entnehmen Sie die vollsténdige Liste der fiir die Probenvorbereitung und die immunhistochemische Farbung mithilfe des BOND-
Systems (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) benétigten Materialien dem Kapitel ,Das
Arbeiten mit BOND-Reagenzien“ in lhrem BOND-Benutzerhandbuch.

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

Zeichen, die auf eine Kontamination und/oder Instabilitat von CTLA-4 (CAL49) hinweisen, sind eine Triibung der Lésung,
Geruchsentwicklung und das Vorhandensein von Prézipitat. Nach dem Gebrauch sofort wieder bei 2-8°C lagern.

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

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

« Die Konzentration von ProClin™ 950 liegt bei 0,35 %. Das Produkt enthalt den Wirkstoff 2-Methylisothiazol-3(2H)-on und kann zur
Reizung von Haut, Augen, Schleimhauten und oberen Atemwegen fiihren. Beim Umgang mit Reagenzien Einmalhandschuhe tragen.
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« Ein Exemplar des Materialsicherheits-Datenblatts erhalten Sie von Ihrem lokalen Vertriebspartner oder der regionalen Niederlassung
von Leica Biosystems. Sie kdnnen auch die Website von Leica Biosystems,www.LeicaBiosystems.com, besuchen.

« Proben vor und nach der Fixierung und alle mit ihnen in Kontakt kommenden Materialien sind wie infektidses Material zu behandeln
und mit den entsprechenden Vorsichtsmanahmen2 zu entsorgen. Reagenzien diirfen niemals mit dem Mund pipettiert werden.
Der Kontakt von Haut und Schleimh&uten mit Reagenzien oder Proben muss vermieden werden. Falls Reagenzien oder Proben mit
empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, miissen diese mit reichlich Wasser gespiilt werden. Arztlichen Rat einholen.

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

« Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhdhte nichtspezifische Farbung auftreten
kann.

« Eine von den angegebenen Spezifikationen abweichende Maskierung, Inkubationszeit oder Temperatur kann zu fehlerhaften
Resultaten fiihren. Alle derartigen Anderungen miissen vom Anwender validiert werden.

Gebrauchsanweisung

Der Priméarantikorper CTLA-4 (CAL49) wurde fir die Verwendung in dem automatisierten BOND-System (bestehend aus dem Leica
BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) in Kombination mit BOND Polymer Refine Detection entwickelt. Das empfohlene
Féarbeverfahren fiir den Primarantikérper CTLA-4 (CAL49) ist das IHC Protocol F. Die hitzeinduzierte Epitopdemaskierung wird unter
Verwendung der BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) fiir 20 Minuten empfohlen.

Erwartete Ergebnisse

Normalgewebe

Klon CAL49 erkennt das Protein CTLA-4 im Zellplasma/in der Membran eines Anteils an Immunzellen. Eine Verfarbung erfolgte in
Immunzellen bei den meisten Gewebetypen und insbesondere bei Lymphknoten, Tonsillen, Milz und Thymusdriise. Eine Verfarbung
erfolgte bei Zellen in Nebennierenmark, pankreatischen Azinuszellen, Alveolarmakrophagen, vereinzelten Zellen in der weiflen Substanz
des Zerebellums und follikularen, epithelialen Zellen der Schilddrise. Eine schwache Verfarbung erfolgte im proximalen Tubulussystem
der Niere, in Leberzellen (Hepatozyten) und im Atemwegsepithel des Larynx. Eine Verfarbung der urothelialen Baselmembran wurde in
der Harnblase beoachtet. (Anzahl der insgesamt untersuchten Normalgewebeproben = 124).

Tumorgewebe

Klon CAL49 farbte 1/11 Mammatumoren (einschlieRlich 1/7 invasiven duktalen Karzinomen, 0/2 Fibroadenomen, 0/1 mukdsen
Mammakarzinom und 0/1 invasiv lobuldren Karzinom), 1/5 Schilddriisentumoren (einschlieBlich 1/1 follikuldren Karzinom, 0/3
follikularen Adenomen und 0/1 papillaren Schilddriisenkarzinom) und 1/4 Leberzellkarzinomen. Keine Farbung erfolgte bei
Endometrialtumoren (0/12) (einschlieBlich 0/10 Adenokarzinomen, 0/1 klarzelligen Karzinom und 0/1 atypischen Hyperplasie),
Darmtumoren (0/8) (einschlieBlich 0/6 Adenokarzinomen und 0/2 Adenomen), Kopf- und Halstumoren (0/5) (einschlieBlich 0/1
Adenokarzinom, 0/1 nasopharyngealen Karzinom, 0/1 Plattenepithelkarzinom, 0/1 adenoid-zystischen Karzinom und 0/1 Adenom),
metastasierten Tumoren (0/5), Hirntumoren (0/4) (einschlieflich 0/3 Meningeomen und 0/1 Astrozytom), Lungentumoren (0/4)
(einschlieBlich 0/2 Plattenepithelkarzinomen, 0/1 Adenokarzinomen und 0/1 kleinzelligen Karzinom), Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus (0/3), Adenokarzinomen des Magens (0/3), Lymphomen (0/3), Ovarialtumoren (0/3) (einschlieRlich 0/2 Adenokarzinomen
und 0/1 Granulosazelltumoren), Nebennierentumoren (0/2) (einschlieBlich einem adrenokortikalen Karzinom and einem Adenom),
Ubergangszellkarzinomen der Harnblase (0/2), Knochentumoren (0/2) (einschlieRlich 0/1 Osteosarkom und 0/1 Chondrosarkom),
klarzelligen Nierenkarzinomen (0/2), prostatischen Adenokarzinomen (0/2), Seminomen (0/2), Plattenepithelkarzinomen der Zervix (0/2),
einem Melanom (0/1), einem Adenokarzinom des Pankreas (0/1), einem Plattenepithelkarzinom der Haut (0/1) und einer prostatischen
Hyperplasie (0/1). (Anzahl der insgesamt untersuchten abnormalen Falle = 88)

CTLA-4 (CAL49) wird fiir den Nachweis von CTLA-4-Protein in normalem und neoplastischem Gewebe als zusétzliches

Hilfsmittel zur herkémmlichen Histopathologie unter Verwendung nicht-immunologischer histochemischer Farbemittel
empfohlen.

Produktspezifische Beschrankungen

CTLA-4 (CAL49) wurde von Leica Biosystems zur Verwendung mit dem BOND Polymer Refine Detection und BOND-
Zusatzreagenzien optimiert. Anwender, die von den empfohlenen Testverfahren abweichen, miissen die Verantwortung fiir eine
Auswertung der Patientenergebnisse unter diesen Umstanden Gbernehmen. Die Protokollzeit kann aufgrund von Unterschieden in der
Gewebefixierung und der Wirksamkeit der Antigenverstarkung variieren und muss empirisch bestimmt werden. Zur Optimierung der
Demaskierungsbedingungen und der Protokolldurchlaufzeiten sollten Negativkontrollreagenzien verwendet werden.

Fehlersuche und -behebung

Fehlerbehebungsmafnahmen finden Sie in Referenz 3.

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

Weitere Informationen

Weitere Informationen zur Immunférbung mit BOND-Reagenzien finden Sie in den Abschnitten ,Verfahrensprinzip“, ,Erforderliches

Material*, ,Probenvorbereitung*, ,Qualitatskontrolle®, ,Assay-Verifizierung“, ,Deutung der Farbung*, ,Schlissel der Symbole auf den
Etiketten“ und ,Allgemeine Einschréankungen* in ,Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien“ in lhrem BOND-Benutzerhandbuch.
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Anticuerpo primario listo para usar BOND
CTLA-4 (CAL49), TmL
N.° de catalogo: PA0181

Uso previsto
Este reactivo es para uso diagndstico in vitro.

El anticuerpo monoclonal CTLA-4 (CAL49) esta disefiado para la caracterizacion cualitativa por microscopia dptica de la proteina
CTLA-4 en tejidos fijados en formol y embebidos en parafina mediante tincién inmunohistoquimica con el sistema automatizado BOND
(incluye los sistemas Leica BOND-MAX y Leica BOND-III).

La interpretacion clinica de toda tincién o de su ausencia debera complementarse con estudios morfolégicos que utilicen los controles
adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debera realizar su evaluacion dentro del contexto del historial clinico del paciente y de
otras pruebas diagndsticas.

Resumen y explicacién

Las técnicas inmunohistoquimicas pueden ser utilizadas para detectar la presencia de antigenos en tejidos y células (véase “Uso de
reactivos BOND” en la documentacion del usuario del sistema BOND). El anticuerpo primario CTLA-4 (CAL49) es un producto listo para
usar que se ha optimizado especificamente para su uso con BOND Polymer Refine Detection. La demostracion de la proteina CTLA-4
humana se puede llevar a cabo primero permitiendo la unién de CTLA-4 (CAL49) a la seccién y luego visualizando esta unién usando
los reactivos proporcionados en el sistema de deteccion. El uso de estos productos, en combinacién con el sistema automatizado
BOND (incluye los sistemas Leica BOND-MAX 'y Leica BOND-III), reduce la posibilidad de error humano y la variabilidad inherente
derivada de la dilucion de reactivos, el pipeteado manual y la aplicacion de reactivos.

Reactivos suministrados

CTLA-4 (CAL49) es un anticuerpo monoclonal antihumano de conejo que se produce como sobrenadante en cultivos de tejido, y se
suministra en solucion salina tamponada de Tris con proteina portadora, que contiene el 0,35 % de ProClin™ 950 como conservante.

Volumen total = 7 ml.

Clon
CAL49
Nota: el clon CAL49 esta fabricado por y vendido bajo licencia de Abcam Plc.

Inmunégeno
Péptido sintético correspondiente a la CTLA-4 aa183-283 humana.

Especificidad
Proteina CTLA-4 humana.

Clase Ig
1gG1

Concentracion total de proteina
Aprox. 10 mg/ml.

Concentracion de anticuerpo
Igual o supeior a 0,2 mg/L.

Dilucion y mezcla
El anticuerpo primario CTLA-4 (CAL49) se diluye 6ptimamente para usarse en el sistema BOND (incluye el sistema Leica BOND-MAX y
el sistema Leica BOND-III). Este reactivo no requiere reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Materiales necesarios pero no suministrados

Consulte “Uso de reactivos BOND” en su documentacién del usuario del sistema BOND para ver un listado completo con los materiales
necesarios para el tratamiento de la preparacion y la tincién inmunohistoquimica mediante el sistema BOND (incluye los sistemas Leica
BOND-MAX'y Leica BOND-III).

Almacenamiento y estabilidad

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

Los signos de contaminacion y/o inestabilidad de la CTLA-4 (CAL49) son: turbidez de la solucién, aparicién de olor y presencia de
precipitado. Devuélvalo a 2-8°C inmediatamente después de su uso.

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

Precauciones

« Este producto estd indicado para uso diagnéstico in vitro.

« La concentracion de ProClin™ 950 es de 0,35 %. Contiene el ingrediente activo 2-metilisotiazolin-3(2H)-ona, y puede provocar
irritacion en la piel, los ojos, las membranas mucosas y el tracto respiratorio superior. Deberan utilizarse guantes desechables al
manipular los reactivos.
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« Para obtener un ejemplar de la Ficha de datos de seguridad de los materiales, pédngase en contacto con su distribuidor local o con la
sucursal regional de Leica Biosystems; también puede visitar el sitio web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

« Las preparaciones, antes y después de ser fijadas, y todos los materiales expuestos a ellas, deben ser tratados como sustancias
capaces de transmitir infecciones y deben eliminarse tomando las precauciones adecuadas2. Nunca pipetee reactivos con la boca;
evite el contacto de la piel y las mucosas con reactivos o preparaciones. Si los reactivos o las preparaciones entran en contacto con
zonas delicadas, lavelas con abundante agua. Consulte con un médico.

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

« Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un aumento de la tincion
inespecifica.

« Larecuperacion, los tiempos de incubacién y las temperaturas distintos a los especificados pueden dar lugar a resultados erréneos.
Cualquiera de estos cambios debe ser validado por el usuario.

Instrucciones de uso

El anticuerpo primario CTLA-4 (CAL49) se ha desarrollado para usarse en el sistema BOND automatizado (incluye el sistema Leica
BOND-MAX y el sistema Leica BOND-III) en combinacién con la BOND Polymer Refine Detection. El protocolo de tincién recomendado
para el anticuerpo primario CTLA-4 (CAL49) es IHC Protocol F. Se recomienda la recuperacién del epitopo inducido por calor usando
BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) durante 20 minutos.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon CAL49 detecta la proteina CTLA-4 en el citoplasma/la membrana de un porcentaje de células inmunitarias. Se observo tincion
dentro de las células inmunitarias de la mayor parte de tipos de tejidos y, en concreto, en el nédulo linfatico, la amigdala, el bazo y

la glandula del timo. Se observé tincién en células dentro de la médula adrenal, las células acinosas pancreaticas, los macréfagos
alveolares, células ocasionales en la materia blanca del cerebelo y en las células epiteliales de la tiroide. Se observé tincion débil en los
tubulos proximales del rifién, los hepatocitos hepaticos y el epitelio respiratorio de la laringe. Se observo tincién en la membrana basal
urotelial de la vejiga. (Cifra total de casos normales evaluados = 124).

Tejidos tumorales

El clon CAL49 tifi6 1/11 tumores de mama (incluyendo 1/7 carcinoma ductales invasivos, 0/2 fibroadenomas, 0/1 cancer mucinoso

de mama 0/1 carcinoma lobular invasivo), 1/5 tumores tiroideos (incluyendo 1/1 carcinoma folicular, 0/3 adenomas foliculares y 0/1
carcinoma papilar tiroideo) y 1/4 carcinomas hepatocelulares. No se detect6 tincién en tumores endometriales (0/12) (incluyendo 0/10
adenocarcinomas, 0/1 carcinoma de célula clara y 0/1 hiperplasia atipica), tumores intestinales (0/8) (incluyendo 0/6 adenocarcinomas
y 0/2 adenomas), tumores de cabeza y cuello (0/5) (incluyendo 0/1 adenocarcinoma, 0/1 carcinoma nasofaringeo, 0/1 carcinoma de
células escamosas, 0/1 carcinoma adenoide cistico y 0/1 adenoma), tumores metastasicos (0/5), tumores cerebrales (0/4) (incluyendo
0/3 meningiomas y 0/1 astrocitoma), tumores pulmonares (0/4) (incluyendo 0/2 carcinomas de células escamosas, 0/1 adenocarcinoma
y 0/1 carcinoma de células pequefias), carcinoma de células escamosas del eséfago (0/3), adenocarcinomas del estémago (0/3),
linfoma (0/3), tumores ovaricos (0/3) (incluyendo 0/2 adenocarcinomas y 0/1 tumor de célula granulosa), tumores adrenales (0/2)
(incluyendo un carcinoma adrenocortical y un adenoma), carcinomas de células de transicion de la vejiga (0/2), tumores 6seos (0/2)
(incluyendo 0/1 osteosarcoma y 0/1 condrosarcoma), carcinomas renales de célula clara (0/2), adenocarcinomas prostaticos (0/2),
seminomas (0/2), carcinomas de células escamosas del cuello uterino (0/2), un melanoma (0/1), un adenocarcinoma del pancreas (0/1),
un carcinoma de células escamosas cutaneas (0/1) y una hiperplasia prostatica (0/1). (Niumero total de casos anémalos evaluados = 88)

EI CTLA-4 (CAL49) esta recomendado para la deteccién de la proteina CTLA-4 en tejidos normales y neoplasicos. como
complemento de la histopatologia tradicional con tinciones histoquimicas no inmunolégicas.

Limitaciones especificas del producto

El CTLA-4 (CAL49) se ha optimizado en Leica Biosystems para su uso con BOND Polymer Refine Detection y reactivos auxiliares
BOND. Los usuarios que no sigan los procedimientos de prueba recomendados deben aceptar la responsabilidad de la interpretacion
de los resultados de pacientes en esas circunstancias. Los tiempos del protocolo puede oscilar, debido a la variacion en la fijacién del
tejido y la eficacia de la mejora del antigeno, y deben determinarse empiricamente. Se utilizaran controles de los reactivos negativos a
la hora de optimizar las condiciones de la recuperacion y los tiempos del protocolo.

Solucion de problemas

Consulte la referencia 3 para encontrar la accion correctora.
Pdngase en contacto con su distribuidor local o con la sucursal regional de Leica Biosystems para notificar tinciones anormales.

Informacién adicional

Se puede encontrar informacién adicional sobre la inmunotincion con los reactivos BOND en los apartados Principio del procedimiento,
Materiales necesarios, Preparacion de las preparaciones, Control de calidad, Verificacion del ensayo, Interpretacion de la tincion,
Explicacion de los simbolos de las etiquetas y Limitaciones generales en la seccién “Uso de los reactivos BOND” de la documentacion
del usuario del sistema BOND.
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Anticorpo Primario Pronto a Utilizar BOND
CTLA-4 (CAL49), TmL
Catalogo N°.: PA0181

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

O anticorpo monoclonal CTLA-4 (CAL49) destina-se a ser utilizado na identificagdo qualitativa por microscopia 6tica da proteina
CTLA-4 humana em tecidos embebidos em parafina e fixados em formalina por coloragédo imuno-histoquimica usando o sistema BOND
automatizado (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III).

Alinterpretagao clinica de qualquer coloragéo, ou da sua auséncia, deve ser complementada por estudos morfolégicos e os devidos
controlos, avaliando-se no contexto do historial clinico do doente e de outros exames de diagnéstico por um anatomopatologista qualificado.
Resumo e explicacao

As técnicas de imuno-histoquimica podem ser usadas para demonstrar a presenga de antigénios em tecidos e células (ver “Utilizagao
dos Reagentes BOND” na documentagéo do utilizador BOND). O anticorpo primario CTLA-4 (CAL49) consiste num produto pronto usar
que foi especificamente otimizado para utilizagdo com BOND Polymer Refine Detection. A demonstragéo da proteina CTLA-4 humana
é alcangada ao permitir primeiro a ligagdo do CTLA-4 (CAL49) a secgéo e, em seguida, observar esta ligagdo usando os reagentes
fornecidos no sistema de detegdo. A utilizagédo destes produtos, em combinagdo com o sistema BOND automatico (inclui o sistema
Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III), reduz a possibilidade de erro humano e a variabilidade inerente resultante da diluicdo
do reagente individual, da pipetagem manual e da aplicagdo do reagente.

Reagentes fornecidos

CTLA-4 (CAL49) é um anticorpo monoclonal anti-humano de coelho produzido como sobrenadante de cultura tecidular e fornecido em
solugdo salina com tampao Tris com proteina transportadora, contendo 0,35 % de ProClin™ 950 como conservante.

Volume total = 7 ml

Clone
CAL49
N.B. O clone CAL49 é fabricado e vendido sob licenga da Abcam Plc.

Imunogénico
Péptido sintético correspondente ao CTLA-4 aa183-283 humano.

Especificidade
Proteina CTLA-4 humana.

Classe de Ig
1gG1

Concentragao total de proteinas
Aprox. 10 mg/ml

Concentragao de anticorpos
Igual ou superior a 0,2 mg/L.

Diluigado e mistura

O anticorpo primario CTLA-4 (CAL49) é devidamente diluido para uso no sistema BOND (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema
Leica BOND-III). Ndo é necessario reconstituir, misturar, diluir ou titular este reagente.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Consulte “Utilizagao dos Reagentes BOND” na documentag&o do utilizador BOND para obter uma lista completa dos materiais
necessarios para o tratamento dos espécimes e a coloragdo imuno-histoquimica utilizando o sistema BOND (inclui o sistema Leica
BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III).

Armazenamento e estabilidade
Armazenar a 2-8°C. Nao utilizar apds o prazo de validade indicado no rétulo do frasco.

Os sinais indicativos de contaminag&o e/ou instabilidade do CTLA-4 (CAL49) s&o: turvagéo da solugéo, desenvolvimento de odores e
presenca de precipitado. Voltar a colocar entre 2 °C e 8 °C imediatamente ap6s a utilizagéo.

Outras condigdes de armazenamento além das especificadas anteriormente tém de ser verificadas pelo utilizador'.

Precaugoes

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

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

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

« As amostras, antes e depois da fixagdo, bem como todos os materiais a elas expostos, devem ser manuseadas como se fossem
capazes de transmitir doengas infeciosas e descartadas com as devidas precaugdes2. Nunca pipete os reagentes com a boca
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e evite o contacto dos reagentes e dos espécimes com a pele e as mucosas. Caso os reagentes ou os espécimes entrarem em
contacto com areas sensiveis, lave com agua abundante. Procure assisténcia médica.

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

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

« Recuperagéo, periodos de incubagdo ou temperaturas diferentes das especificadas podem originar resultados erréneos. Qualquer
alteragéo deve ser validada pelo utilizador.

Instrucdes de utilizagao

O anticorpo primario CTLA-4 (CAL49) foi desenvolvido para uso no sistema BOND automatizado (inclui o sistema Leica BOND-MAX e
o sistema Leica BOND-III) em combinagdo com a BOND Polymer Refine Detection. O protocolo de coloragdo indicado para o anticorpo
primario CTLA-4 (CAL49) é o IHC Protocol F. Recomenda-se a recuperagéo de epitopos induzida por calor utilizando a BOND Epitope
Retrieval Solution 2 (AR9640) durante 20 minutos.

Resultados previstos

Tecidos normais

O clone CAL49 deteta a proteina CTLA-4 no citoplasma/na membrana de uma proporgéo das células imunitarias. Observou-se
coloragéo nas células imunitarias na maioria dos tipos de tecido, e particularmente no né linfatico, amigdala, bago e glandula do timo.
Observou-se coloragdo em células dentro da medula adrenal, células acinares pancreaticas, macréfagos alveolares, células ocasionais
na matéria branca do cerebelo células epiteliais foliculares da tiroide. Observou-se uma coloragao fraca em tibulos proximais do rim,
hepatdcitos do figado e epitélio respiratdrio da laringe. Observou-se coloragdo da membrana basal urotelial na bexiga. (Nimero total de
casos normais avaliados = 124.)

Tecidos tumorais

O clone CAL49 corou 1/11 tumores da mama (incluindo 1/7 carcinoma ductal invasivo, 0/2 fibroadenomas, 0/1 cancro da mama mucinoso
e 0/1 carcinoma lobular invasivo), 1/5 tumores da tiroide (incluindo 1/1 carcinoma folicular, 0/3 adenomas foliculares e 0/1 carcinoma
papilar da tiroide) e 1/4 carcinomas hepatocelulares. Nao foi detetada qualquer coloragdo em tumores do endométrio (0/12) (incluindo 0/10
adenocarcinomas, 0/1 carcinoma de células claras, e 0/1 hiperplasia atipica), tumores do intestino (0/8) (incluindo 0/6 adenocarcinomas

e 0/2 adenomas), tumores na cabega e pescogo (0/5) (incluindo 0/1 adenocarcinoma, 0/1 carcinoma nasofaringeo, 0/1 carcinoma de
células escamosas, 0/1 carcinoma adenoide cistico e 0/1 adenoma), tumores metastaticos (0/5), tumores cerebrais (0/4) (incluindo 0/3
meningiomas e 0/1 astrocitoma), tumores dos pulmées (0/4) (incluindo 0/2 carcinomas de células escamosas, 0/1 adenocarcinoma e

0/1 carcinoma de pequenas células), carcinoma de células escamosas do eso6fago (0/3), adenocarcinomas do estdmago (0/3), linfoma
(0/3), tumores dos ovarios (0/3) (incluindo 0/2 adenocarcinomas e 0/1 tumor da célula granulosa), tumores adrenais (0/2) (incluindo

um carcinoma adrenocortical e um adenoma), carcinomas de células de transigéo da bexiga (0/2), tumores dsseos (0/2) (incluindo 0/1
osteossarcoma e 0/1 condrossarcoma), carcinomas de células claras renais (0/2), adenocarcinomas prostaticos (0/2), seminomas (0/2),
carcinomas de células escamosas do colo do utero (0/2), a melanoma (0/1), um adenocarcinoma do pancreas (0/1), um carcinoma de
células escamosas da pele (0/1) e uma hiperplasia prostatica (0/1). (Nimero total de casos anormais avaliados = 88)

O CTLA-4 (CAL49) é recomendado para a detecdo da proteina CTLA-4 em tecidos normais e neoplasicos. como auxiliar da

histopatologia convencional. através da utilizacdo de corantes histoquimicos nao imunolégicos.

Limitagoes especificas do produto

O CTLA-4 (CALA49) foi otimizado na Leica Biosystems para utilizagdo com a BOND Polymer Refine Detection e reagentes auxiliares
BOND. Os utilizadores que se desviem dos procedimentos de teste recomendados devem assumir a responsabilidade pela
interpretacdo dos resultados do paciente nestas circunstancias. O tempo de protocolo podera variar, devido a variagao na fixagdo de
tecido e na eficacia do reforgo antigénico, e deve ser determinado empiricamente. Os controlos negativos de reagente deveréo ser
utilizados durante a otimizagao das condigdes de recuperagéo e dos tempos de protocolo.

Resolugéao de problemas
Consulte a referéncia 3 quanto a medidas corretivas.
Contacte o distribuidor local ou o gabinete regional da Leica Biosystems para comunicar coloragdes anormais.

Mais informagao

Pode encontrar mais informagao sobre a ISH com reagentes BOND nas secgdes Principio do procedimento, Materiais necessarios,
Preparagédo do espécime, Controlo de qualidade, Verificagdo do teste, Interpretagdo da coloragéao, Significado dos simbolos nos rétulos
e Limitagdes gerais em “Utilizagéo dos Reagentes BOND” na documentagao de utilizador BOND.
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BOND Primir antikropp - firdig att anvinda
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Artikelnr: PA0181

Avsedd anvandning

Detta reagens &ar avsett for in vitro-diagnostik.

CTLA-4 (CAL49) monoklonal antikropp ar avsedd att anvandas for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av CTLA-4-protein i
formalinfixerad, paraffininbaddad vévnad med immunhistokemisk fargning, med hjalp av det automatiserade BOND-systemet (omfattar
Leica BOND-MAX-systemet och Leica BOND-IIl-systemet).

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

Sammanfattning och beskrivning

Immunohistokemiska tekniker kan anvandas for att pavisa forekomsten av antigener i vavnader och celler (se "Anvéndning av BOND-
reagenser” i din BOND-anvandardokumentation). CTLA-4 (CAL49) primér antikropp ar en produkt som ar fardig att anvanda och som
sarskilt har optimerats fér anvandning med BOND Polymer Refine Detection. Pavisande av humant CTLA-4-protein uppnas genom att
man forst mojliggdr bindning av CTLA-4 (CAL49) till snittet och sedan visualiserar denna bindning med hjalp av de reagenser som ingar
i detektionssystemet. Om du anvénder dessa produkter i kombination med det automatiska BOND-systemet (som innefattar systemen
Leica BOND-MAX och Leica BOND-III) minskar du risken for méanskliga misstag och de oundvikliga variationer som blir resultatet av
individuell reagensutspadning, manuell pipettering och reagensanvandning.

Medfdljande reagenser
CTLA-4 (CAL49) ar en anti-human monoklonal antikropp fran kanin framstélld som en supernatant fran vavnadskultur, och levereras i
tris-buffrad koksaltlésning med proteinbarare, innehallande 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmedel.

Total volym =7 ml.

Klon
CAL49
Observera att klon CAL49 tillverkas av och séljs under licens fran Abcam Plc.

Immunogen
Syntetisk peptid motsvarande humant CTLA-4 aa183-283.

Specificitet
Humant CTLA-4-protein.

Ig-klass
1gG1

Total proteinkoncentration
Ca. 10 mg/ml

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 0,2 mg/l.

Spadning och blandning
CTLA-4 (CAL49) primar antikropp ar optimalt utspadd fér anvandning i BOND-systemet (inkluderar Leica BOND-MAX-systemet och
Leica BOND-IlI-systemet). Denna reagens behdver varken rekonstitueras, blandas, spadas eller titreras.

Material som behdvs men inte medféljer

Se "Anvandning av BOND-reagens” i BOND anvandardokumentation fér en komplett lista dver material som kravs for
provexempelsbehandling och immunhistokemisk fargning med BOND-systemet (som innefattar Leica BOND-MAX- och Leica BOND-III-
systemet).

Lagring och stabilitet
Férvaras vid 2-8°C. Anvand inte efter det utgangsdatum som finns angivet pa behallarens etikett.

De tecken som indikerar kontaminering och/eller instabilitet hos CTLA-4 (CAL49) &r: grumling av I18sningen, utveckling av odor och
narvaro av fallning. Aterga till 2-8°C direkt efter anvéndning.

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

Forsiktighetsatgarder

« Produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik.

« Koncentrationen av ProClin™ 950 &r 0,35 %. Det innehaller den aktiva bestandsdelen 2-metylisotiazolin-3(2H)-on och kan orsaka
irritation i huden, 6gonen, slemhinnorna och 6vre luftvagarna. Bar engangshandskar vid hantering av reagens.

« Du kan fa en kopia av databladet fér materialsédkerhet genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor
eller ocksa pa Leica Biosystems webbplats, www.LeicaBiosystems.com
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« Prover, bade fére och efter fixering, samt all materiel som exponeras fér dem, bér behandlas och avfallshanteras som potentiellt
smittbarande material2. Munpipettera aldrig reagens och undvik att hud eller slemhinnor kommer i kontakt med reagens eller prover.
Om reagens eller prover skulle komma i kontakt med kénsliga omraden bor du tvatta dig med rikliga mangder vatten. Radgér med
lakare.

« Angaende avfallshantering av potentiellt toxiska material hénvisar vi till géllande europeiska, nationella och lokala bestammelser och
foérordningar.

« Minimera mikrobisk kontaminering av reagens annars kan en 6kning av icke-specificerad fargning ske.

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

Bruksanvisning

CTLA-4 (CAL49) primar antikropp utvecklades for anvandning i det automatiska BOND-systemet (inkluderar Leica BOND-MAX-systemet
och Leica BOND-III -systemet) i kombination med BOND Polymer Refine Detection. Det rekommenderade fargningsprotokollet for
CTLA-4 (CAL49) primar antikropp ar IHC Protocol F. Varmeinducerad epitopatervinning rekommenderas med anvandning av BOND
Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) i 20 minuter.

Forvantade resultat

Normala vévnader

Klon CAL49 detekterar CTLA-4-proteinet i cytoplasman/membranet hos en andel av immuncellerna. Féargning observerades

i immunceller i de flesta vavnadstyper, sarskilt i lymfkortlar, tonsiller, mjalte och tymusk®értlar. Fargning observerades i celler i
binjuremargen, acinara celler i bukspottkorteln, alveoléra makrofager, enstaka celler i cerebellums vitsubstans och follikulara epitelceller i
skoldkorteln. Svag fargning observerades i proximala tubuli i njurarna, leverhepatocyter och respiratoriskt epitel i struphuvudet. Fargning
av urotelets basalmembran noterades i urinblasan. (Totalt antal utvarderade normalfall = 124).

Tumérvévnader

Klon CAL49 fargade 1/11 brosttumérer (inklusive 1/7 invasiva duktala karcinom, 0/2 fibroadenom, 0/1 mucindsa brdstkardinom och

0/1 invasiva lobuléra karcinom), 1/5 skéldkorteltumérer (inklusive 1/1 follikuldra karcinom, 0/3 follikulara adenom och 0/1 papillara
skoldkortelkardinom) och 1/4 hepatocelluléra karcinom. Ingen fargning detekterades i endometriala tumérer (0/12) (inklusive 0/10
adenokarcinom, 0/1 klarcellskarcinom och 0/1 atypiska hyperplasier), tarmtumérer (0/8) (inklusive 0/6 adenokarcinom och 0/2 adenom),
tumorer i huvud och hals (0/5) (inklusive 0/1 adenokarcinom, 0/1 nasofaryngeala karcinom, 0/1 skivepitelkarcinom, 0/1 adenoida cystiska
karcinom och 0/1 adenom), metastaserande tumoérer (0/5), hjarntumaorer (0/4) (inklusive 0/3 meningiom och 0/1 astrocytom), lungtumérer
(0/4) (inklusive 0/2 skivepitelkarcinom, 0/1 adenokarcinom och 0/1 smacellskarcinom), skivepitelcarcinom i matstrupen (0/3),
adenokarcinom i magsécken (0/3), lymfom (0/3), &ggstockstumérer (0/3) (inklusive 0/2 adenokarcinom och 0/1 granulosacelltumérer),
binjuretumérer (0/2) (inklusive ett adrenokortikal karcinom och ett adenom), évergangscellkarcinom i urinblasan (0/2), bentumérer (0/2)
(inklusive 0/1 osteosarkom och 0/1 kondrosarkom), renala klarcellskarcinom (0/2), adenokarcinom i prostata (0/2), seminom (0/2),
skivepitelcancer i livmoderhalsen (0/2), ett melanom (0/1), ett adenokarcinom i bukspottkdrteln (0/1), ett skivepitelkarcinom i huden (0/1)
och en prostatahyperplasi (0/1). (Totalt antal utvarderade onormala fall = 88)

CTLA-4 (CAL49) rekommenderas for detektering av humant CTLA-4-protein i normala eller neoplastiska vavnader. som tilla

till konventionell histopatologi med anvéandande av icke-immunologiska histokemiska flackar.

Produktspecifika begransningar

CTLA-4 (CAL49) har optimerats hos Leica Biosystems for anvéandning med BOND Polymer Refine Detection samt BOND-hjélpreagenser.
Anvandare som avviker fran rekommenderade testprocedurer maste ta ansvar for tolkningen av patientens resultat under sadana
omstandigheter. Protokolltiderna kan variera beroende pa variation i véavnadsfixering och effektiviteten av antigenforstarkning och maste
bestdmmas empiriskt. Negativa reagenskontroller bor anvandas vid optimering av atervinningsférhallanden och protokolltider.

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

Mer information

Mer information om immunfargning med BOND-reagens finns under rubrikerna Foérfarandeprincip, Nodvandiga materiel, Férbereda
provexemplet, Kvalitetskontroll, Verifiering av analyser, Tolka infargningsresultat, Symbolférklaring for etiketter och Allménna
begréansningar i "Anvéanda BOND-reagens” i din BOND anvandardokumentation.
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"Etoypo Yo Xpion [lpotoyevéic Avricopa BOND
CTLA-4 (CAL49), TmL
Ap. kotaroyov: PA0O181

Xpnion yia Tnv omoia Mpoopiderai

Auté 1O aVTIOPACTHPIO TTPOOPICETaI YIa DIAYVWOTIKA XPAON in vitro.

To povokAwviké avtiowpa CTLA-4 (CAL49) TTpoopideTal yia TNV TIOIOTIKA TAUTOTIOINGN PE HIKPOOKOTTIO pwTOG TNG TTpwTeivng CTLA-4
O€ POVIPOTIOINKEVO O€ POPHOAN KAl EVOWUATWHEVO O TTAPAPIVN I0TO, HE AVOCOIOTOXNMIKA XPWOon, HE XPON TOU QUTOUATOTIOINKEVOU
ouoTripatog BOND (trepidapBdvel To olotnua Leica BOND-MAX kai To oUoTnua Leica BOND-III).

H KAIVIKA eppnveia oTToI00dATIOTE XPWONG 1) ATTOUCTAg TNG Ba TIPETTEI VO CUMTIANPWVETAI aTTd HOPPOAOYIKEG HEAETEG Kal KATGAANAOUG
papTupeg Kal Ba TTPETTEl va agloAoyeiTal oTo TTAQICIO Tou KAIVIKOU 16TOPIKOU ToUu aoBevoug Kal GAAwY SIayVWOTIKWY £EETACEWY aTTd
£I0IKEUPEVO TTABOAGYO.

Z0voyn ka1 Emegnynon

MTropoUv va XpnaoipoTroinBouv avoooioTOXNMIKESG TEXVIKEG YIa TNV KATASEIEN TNG TTapouadiag avTiydvwy oe 1016 Kal KUTTapa (BA. «Xprion
avTidpaoTnpiwv BOND» aT1o UAIKG Tekunpiwang xpriong 1ng BOND). To rpwroyevég avtiowpa CTLA-4 (CAL49) ival éva €Toigo yia
Xpnaon Tpoidv Tou éxel BeATioTotronBel €10IKG yia Xxprion pe To BOND Polymer Refine Detection. H katddeign Tou CTLA-4 emituyxdvetal
TPWTa, £MTPETOVTAG TN Séopeuan Tou CTLA-4 (CAL49) otnv Topr Kal, KaToTmIv, aTTelkoviovTag Tn dETPEUON QUTH PE XPAON Twy
avTIdPACTNPIWY TTOU TTApéxovTal aTo CUOTNHA aviXveuang. H xprion autwy Twv TTPoidVTwY, 0 GUVOUAOUO HE TO AUTOPOTOTTOINUEVO
ouotnua BOND (trepihapBaver o cuotnua Leica BOND-MAX kai 1o oUotnpa Leica BOND-III ), peiwver Tnv mBavéTnTa TOU avepwtmivou
O@AAATOG KOl TNV EYYEVH TTOIKINOTNTA TTOU TTPOKAAEITAI OTTO apaiwon CUYKEKPINEVOU avTIdPAOTNPIoU, XEIPOKIVNTN avappo@nan Pe
THTTETA KAl EQAPUOYT avTISpaoTnpiou.

Mapexoéueva avTidpaoTipia

To CTLA-4 (CAL49) gival éva HOVOKAWVIKS avTI-avBpwTTIivo avTiowpa KOuveAIoU TToU TTapAyETal wg UTTEPKEIUEVO IOTOKAAIEPYEIAG Kal
TapéxeTal oe aAaToUxo pubuIoTIKG SidAupa Tris pe TpwTeivn opéa TTou Trepiéxel 0,35% ProClin™ 950 wg ouvtnenTIKG.

ZuvoAik6g 6ykog =7 mL.

KAwvog
CAL49
Znpeiwon. O kKAwvog CAL49 TrapackeuddeTal Kal TTwAeital katdtiv adeiag amd Tnv Abcam Plc.

Avoooyévo
ZuvBeTIKS TTETTTIOIO TTOU avTioToIXEl O avBpwrivn CTLA-4 aa183-283.

E1dikoTnTa
AvBpwivn pwreivn CTLA-4.

Tagn Ig

19G1

OAIkA Zuykévipwon Mpwreivng
Mepitou 10 mg/mL.

ZUYKEVTPWON AVTIOWHOTOG
MeyaAUtepn amdé A ion pe 0,2 mg/L.

Apaiwon kal avaueign
To pwToyevég avtiowpa CTLA-4 (CAL49) éxel apaiwbei BEATIOTA yia xprion aT1o ouoTnua BOND (TrepiAapBavel To ouoTtnua Leica
BOND-MAX kai To gUoTnua Leica BOND-III). Aev amaiteitar avacuaTaon, avaueign, apaiwon A TITAOTToinon autol Tou avTidpaacTnpiou.

YAiké rou Atraitouvral AAAG dev Mapéxovrai

AvaTpégte atnv evotnTa «Xprion avridpacTtnpiwv BOND» aT1o UAIKG Tekunpiwang Xpriong Tou BOND yia pia TAfpn AioTa Twv UAIKWV
TIOU aTTAITOUVTAI VIO TNV KATEPYOTia SEIYPATWY Kal TNV AvOOOIGTOXNHIKA Xpwon e Tn xprion Tou ouoTtipatog BOND (mrepihapBaver To
ouoTtnua Leica BOND-MAX kai 1o ouoTtnua Leica BOND-III).

DUAagn kal ZTaBepOTNTA

duAdooeté To aToug 2-8°C. Mn XpnOIUOTIOIEITE PETG TNV NUEPOHNVIA AfENG TTOU UTTOSEIKVUETAI OTNV ETIKETA TOU TTEPIEKTN.

O evdeigeig Tou uTrodnAwvouv péAuvon f/kal actddeia Tou CTLA-4 (CAL49) eivar: BoAepdTnTa TOU SIGAUHATOG, AVATITUEN OOHAG Kal
Trapouaia IgiHaTog. ETravagépeTe To TTPoidv oToug 2-8°C apéowg PETd TN Xpron.

ZUVBRKeG GUAAENG DIOPOPETIKEG OTTO EKEIVEG TTOU KaBopilovTal TTapaTravw TTPETTEl va eTTaAnBelovTal amd Tov Xpriomn'.

Mpo@uAdgeig

« Autd 10 TTPOIdV TTPoOPIeTal YIa dIAyVWOTIKA Xpron in vitro.

* H ouykévrpwaon Tou ProClin™ 950 eivai 0,35 %. Mepiéxel To dpaoTikd ouaTaTikd 2-peBuliooBeiador-3(2H)-6vn kai evdéxeTal va
TIPOKOAEDEI EPEBIOUO TOU BEPHATOG, TWV OPOAAPWY, TwV BAEVVOYOVWY Kal TNG AVWTEPNG AVATIVEUOTIKAG 0d0U. Na gpopdTe yavTia piag
XPAONG KATA TOV XEIPIOPO TWV AvTIdSPACTNPIWY.
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« Ta va mapete avtiypago Tou AeAtiou Aedopévwv AoaAeiag YAIKOU, ETTIKOIVWVATTE PE TOV TOTTIKG 0ag dIaVOpEQ 1) TO TOTTIKO YPAPEio
TnG Leica Biosystems, 1 evaAAakTIKd, emoke@BeiTe Tov laTéTOTIO TG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

« Ta deiypara, TPIV Kal ETE TN povIPoTToinon, Kail OAa Ta UAIKG TTOU eKTIBEVTaI O€ auTd, Ba TTPETTEN VO QVTIMETWTTIOVTAI WG IKAVA
peTadoong Aoipwgng kai Ba TPETTel va atmoppitTovTal AapBdvovTag KatdAANAeG TTPoPUAGEEIG2. Mnv KAveTE TTOTE avappdpnan
avTISPACTNPIWY PE TIITTETA OTTO TO OTOUA KAl GTTOQEVYETE TNV ETTAPK) TOU SEPUATOG Kal TwV BAEVVOYyOvVWY Pe avTidpaoThpia 1y deiypaTa.
Edv 1a avnidpaoTipia i Ta deiypara EABouv o€ eTTaQr| Ue eUaioBNnTEG TTEPIOXES, TTAUVETE pe dpBOVEG TTOOOTNTEG vePOU. ZNTHOTE TN
oupBouAn 1aTpou.

*  ZUpPBOUAEUTEITE TOUG OPOCTIOVIIAKOUG, TIOAITEIAKOUG I} TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YIa TNV aTTépPIYn OTTOIOVOATIOTE dUVNTIKWG TOSIKWV
OUCTATIKWV.

« EAaxiotomoifoTe 1N pikpofiakr) HOAuvan Twv avTidpacTnpiwy, dI6TI evOEXETAI va oupBEei algnon un €I9IKAG XPWONG.

« Avdktnon, xpovol rj BepUoKPacieg ETTWAONG SIOPOPETIKEG ATTO AUTEG TTOU KaBopifovTal EVOEXETAI VA SWOOUV E0PAAPEVA
amoteAéopata. OtroladrroTe TTapdpola aAAayr TTPETTEI va ETTIKUPWOET aTTd Tov XprioTn.

Odnyieg Xpriong

To pwroyevég avtiowpa CTLA-4 (CAL49) avatrtuxBnke yia Xprion oTo autopatotroinuévo ouotnua BOND (TrepidapBdvel To oUoTnpa
Leica BOND-MAX kai 1o oUoTtnua Leica BOND-III) og ouvduaopd pe To auotnua avixveuong BOND Polymer Refine Detection. To
OUVIOTWUEVO TIPWTOKOAAO Xpwong yia To TTpwToyevEG avTiowpa CTLA-4 (CAL49) eivai To IHC Protocol F. ZuvioTtdral avaktnon eTmToTou
eTTayopevVn pe BeppdTnTa Xpnoipotroiwvtag To BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) yia 20 AeTrTd.

Avapevopeva atroteAéopata

Puaioloyikoi 1oToi

O kAwvog CAL49 avixvevel Tnv pwreivn CTLA-4 oTo KuTTapdTTAacpa/Tn YepBpavn evog TToGOGTOU TWV KUTTAPWY TOU AvVOCOTTOINTIKOU.
Mapatnprénke Xxpwaon evidg TWV KUTTAPWY TOU AVOCGOTIOINTIKOU GTOUG TTEPICOOTEPOUG TUTTOG IOTWV Kal ISIAITEPA OTOUG AEUPABEVEG, TIG
apuySaAég, Tov oTTAva kal Tov 800 adéva. Mapatnprénke xpwon oTa KUTTapa eVIGg Tou PUEAOU TwV ETTIVEQEISIWY, Ta KUYEAOEIDH
KUTTaPA TOU TTAYKPEATOG, Ta KUWENISIKG HOKPOPAYA, Ta TIEQIOTACIAKA KUTTAPA TNG PaIAG 0UTiag TNG TTApeYKEPOAITISAg Kal Ta BUAaKIWSN
£mOnAIOKA KUTTapa Tou Bupeoeidous. MapatnpriBnke acBevrg xpwon aToug yyUs CwANVIOKOUG Tou VEQPOU, Ta NTTATOKUTTAPA Kal TO
avaTTveuaTiké emBAAIo Tou Adpuyya. MapatnpABnke xpwaon otn Bacikh uepBpdvn Tou oupoBnAiou otV 0uPodBxo KUOTN. (ZUVONIKGG
apIBUGG PUOIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY TToU agloAoyrnénkav = 124).

‘Oykol 10TV

O kAwvog CAL49 trpokdAeoe xpwon o€ 1/11 dykoug Tou paoToU (cupTrepIAapBavopévwy 1/7 dInBnTIKWY TTOPOYEVWV

KApKIVWHATWY, 0/2 Ivadevwpdtwy, 0/1 BAevvwdoug Kapkivou Tou paaTtou kai 0/1 dinénTiké AoBiakd kapkivwua), 1/5 dykoug

Tou BupeoeIdolg (oupTtrepiAapBavopévwy 1/1 Buhakiwdoug kapkivwpaTog, 0/3 BuAakiwdwy adevwpdTwy kai 0/1 BnAwdoug
KAPKIVWHATOG Tou Bupeoeidoug) Kal 1/4 nTraToKuTTapIKG Kapkivwpata. Aev TTapatnpABnKe xpwaon og dyKoug Tou vOounTpiou

(0/12) (ouptrepidapBavopévwy 0/10 adevokapkivwpdtwy, 0/1 dlauyokuTTapikoU KapKIVWHATOG Kal 0/1 drutng utreptrAaaciag),

dykoug Tou evtépou (0/8) (cupTrepiAapBavopévwy 0/6 adevoKapKIVWHATWY Kal 0/2 adevwuaTwy), GYKOUG TNG KEPAANG Kal Tou

TpaxrAou (0/5) (ouptrepidapBavopévwy 0/1 adevokapkivwparog, 0/1 pivogapuyyikol KapKIVWPaTog, 0/1 KapKIVWHATOG TTAAKWIWY
KUTTapwv, 0/1 adevoeidoug KUGTIKOU KAPKIVWHATOG Kail 0/1 adevwparog), petaoTtarikoug dykoug (0/5), dykoug Tou eykepdiou (0/4)
(oupTrepidapBavopévwy 0/3 pnviyyiwpdtwy kai 0/1 acTpokuTWwHaToG), dyKoug Tou TriveUpova (0/4) (cupTtrepihapBavopévwy 0/2
KAPKIVWHATWY TTAGKWOWY KUTTEpWY, 0/1 adevoKapKIVWHATOG Kal 0/1 HIKPOKUTTAPIKOU KAPKIVWHATOG), KAPKIVWHA TTAGKWOWY KUTTEPWY
Tou olcopdyou (0/3), adevokapKIvVWPaTa Tou aTopdxou (0/3), Aépewpa (0/3), dykoug Twv wobnkwv (0/3) (cupTrepiAapBavopévwy 0/2
adeVOKAPKIVWHATWY Kail 0/1 dyKo Twv KUTTAPWY TNG KOKKWAOUG OTIBAdAG), dyKoug Twv eTTIVEPPIdiwV (0/2) (cupTrEPIAaUBAVOPEVWY EVOG
PAOIOETTIVEPPISIAKOU KAPKIVWHATOG KAl £VOG adEVWHATOG), KAPKIVWHATA PETARATIKWY KUTTAPWY TNG oupoddxou KUoTng (0/2), dykoug
Twv 00TWV (0/2) (cuptrepirapBavopévwy 0/1 ooTeooapkwpaTog Kai 0/1 xovOpooapKwHATOG), SIAUYOKUTTAPIKG KAPKIVWHOTA TWV VEQPWY
(0/2), adevokapkivwpara Tou TPoaTdrn (0/2), oepivwpata (0/2), kapkivipaTta TTAAKWSWY KUTTEGpWY Tou TpaxfiAou Tng pATpag (0/2), éva
peAdvwpa (0/1), éva adevokapkivwpa oto TTaykpeag (0/1), éva kapkivwpa TTAAKwOWY KUTTEpwy Tou déppatog (0/1) kai pia utreptrAacia
Tou TTpoaTdTn (0/1). (ZuvoAikdg apiBudg pn PUCIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY TTou agloAoyribnkav = 88).

To CTLA-4-CAL49 ouvigTdTal yia TNV avixveuon Tng avlpwmivng mpwreivng CTLA-4 og @UTI0AOYIKOUG KOl VEOTTAQOHATIKOUG
10T0UG, W¢ cuuTrApwua TNG cuuBaTikAg IoToTraBoAoyia: TIUOTTOIWVTA AVOOOAOVIKEG IGTOXNUIKES WOEIG.

MNeplopiopoi Tou Apopouv €181k To Mpoidv

To CTLA-4 (CAL49) éxel BeATioTotroInBei 01N Leica Biosystems yia xprion pe 1o BOND Polymer Refine Detection kai Ta Bonéntikd
avTidpacTtripia BOND. O1 xprjoTeg TTou TrapekkAivouv aTro TiG TTPOTEIVOUEVEG dladIKaoieg e¢€Taang TTPETTel va avaAdBouv Tnv euBuvn yia
TNV EPUNVEIT TWV ATTOTEAETPATWY TWV A0BEVWY UTTO aUTEG TIG TUVORKEG. O XpOvol Tou TTPWTOKOAAOU PTTOPET va dlaépouv Adyw Tng
S1apOoPOTIOINGNG GTN YOVIUOTIOINGN TOU I0TOU KAl TNV ATTOTEAETHATIKOTNTA TNG EVIOXUGNG TOU avTIyOVOU Kal TIPETTEI va TTpoadiopidovTal
ePTTEIPIKA. Mo TN BEATIOTOTTOINGN TWV CUVONKWY AVAKTNONG KOl TWV XPOVWY TOU TTIPWTOKOAAOU Ba TTPETTEI va XPNOIUOTTOIOUVTAI
avTISPACTAPIO WG APVNTIKOI HAPTUPES.

AvTipeTwITion TpoBAnudTWY
Avarpégre oTnv TTapaTouTr| 3 yia SI0pOWTIKEG EVEPYEIEG.
EmikoivwvroTe pe Tov ToTTiKG dlavopéa i To ToTmiKS ypageio TG Leica Biosystems yia va ava@épeTe acuviBioTn Xpwor.

Mpo6oBeTeg TANpOPOpPiEg

Mmopeite va Bpeite TTEPICOOTEPEG TTANPOPOPIEG TXETIKA PE TNV avoooxpwaon He avTidpaoTipia BOND, utrd Toug Tithoug «Apxn Tng
Aladikaoiagy, «Atraitoipeva UAIKG», «MpoeTolpaaia Asiypatogy, «IMoioTikdg ‘EAeyxog», «ETraAnBeuon Mpoodiopiopol», «Epunveia Tng
Xpwaong», «YTOpvNua yia Ta aUpBoAa OTIG TIKETEG Kal «Ievikoi Meplopiopoi» atnv evotnTa «Xprion avridpacTnpiwv BOND» oTo UAIKS
TeKpNpiwong xpriong Tng BOND.
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Det primare brugsklare BOND-antistof
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Katalog nr.: PA0181

Tilteenkt brug
Denne reagens er beregnet til in vitro-diagnostik.

CTLA-4 (CAL49)-monoklonalt antistof er beregnet til kvalitativ identifikation ved hjeelp af lysmikroskopi af CTLA-4-protein i
formalinfikseret, paraffinindlejret vaev ved immunohistokemisk farvning ved brug af det automatiske BOND-system (herunder Leica
BOND-MAX-systemet og Leica BOND-llI-systemet).

Den kliniske tolkning af farvning eller fraveer deraf skal komplementeres af morfologiske undersggelser og passende kontroller, og skal
bedemmes inden for konteksten af patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests foretaget af en kvalificeret patolog.
Oversigt og forklaring

Immunhistokemiske teknikker kan anvendes til at pavise tilstedeveerelse af antigener i veev og celler (se “Anvendelse af BOND-
reagenser” i BOND-brugerdokumentationen). CTLA-4 (CAL49) primeert antistof er et brugsklart produkt, som er blevet optimeret
specielt til brug sammen med BOND Polymer Refine Detection. Pavisningen af humant CTLA-4-protein sker ved forst at tillade, at
CTLA-4 (CAL49) bindes til snittet, og derefter visualisere denne binding ved hjeelp af de reagenser, der fglger med detektionssystemet.
Anvendelse af disse produkter sammen med det automatiske BOND-system (inkluderer Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-
Ill-systemet) nedsaetter muligheden for menneskelige fejl og iboende variabilitet som felge af individuel fortynding af reagenser, manuel
pipettering og tilseetning af reagenser.

Leverede reagenser

CTLA-4 (CAL49) er et antihumant monoklonalt antistof fra kaniner, produceret som en vaevskultursupernatant, og leveret i Tris-
bufferjusteret saltvandsoplgsning med baereprotein indeholdende 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmiddel.

Total volumen =7 ml.

Klon
CAL49
N.B. Clone CAL49 fremstilles af og szelges under licens fra Abcam Plc.

Immunogen

Syntetisk peptid, der svarer til menneskelig CTLA-4 aa183-283.
Specificitet

Humant CTLA-4-protein.

Ig-klasse
1gG1

Total proteinkoncentration
Ca. 10 mg/ml

Antistofkoncentration
Starre end eller lig med 0,2 mg/l.

Fortynding og blanding
CTLA-4 (CAL49) primeert antistof er fortyndet optimalt med henblik pa brug i BOND-systemet (inkluderer Leica BOND-MAX-systemet og
Leica BOND-llI-systemet). Genoplesning, blanding, fortynding eller titrering af dette reagens er ikke nedvendig.

Nodvendige materialer, der ikke er vedlagt

Se “Anvendelse af BOND-reagenser” i BOND-brugerdokumentationen for en komplet liste over de materialer, der skal anvendes til
prevebehandling og immunhistokemisk farvning ved brug af BOND-systemet (inkluderer Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-
systemet).

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

Tegn, der tyder pa kontaminering og/eller ustabilitet af CTLA-4 (CAL49) er: turbiditet af oplgsningen, lugtudvikling og tilstedevaerelse af
udfzeldning. Returner til 2-8°C umiddelbart efter brug.

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

Forholdsregler

« Dette produkt er beregnet til in vitro-diagnostik.

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

« Hvis du ensker et eksemplar af materialesikkerhedsdatabladet, kan du kontakte din lokale forhandler eller Leica Biosystems’
regionskontor eller besgge Leica Biosystems’ hiemmeside pa www.LeicaBiosystems.com

« Prover, for og efter fiksering, og alle materialer som udsaettes for dem, skal behandles som om de kan overfgre smitte og afskaffes
i henhold til de korrekte forholdsregler2. Foretag aldrig pipettering med munden, og undga at kontakte falsomme omrader og
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slimhinder med reagenser eller prgver. Hvis reagenser eller praver kommer i kontakt med falsomme omrader, skal der skylles med
rigelige maengder vand. Sgg leegehjeelp.

« Bortskaffelse af potentielt toksiske komponenter skal ske i henhold til statslig eller lokal lovgivning.
« Mikrobiel kontamination af reagenser skal minimeres for at undga en aget uspecifik farvning.

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

Brugsanvisning

CTLA-4 (CAL49) primeert antistof er udviklet med henblik pa brug i det automatiske BOND-system (omfatter Leica BOND-MAX-systemet
og Leica BOND-IlI-systemet) kombineret med BOND Polymer Refine Detection. Den anbefalede farvningsprotokol for CTLA-4 (CAL49)
primeert antistof er IHC Protocol F. Varmefremkaldt epitophentning anbefales ved hjeelp af BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640)
i 20 minutter.

Forventede resultater

Normalt veev

Clone CALA49 registrerer CTLA-4-proteinet i cytoplasmaen/membranen i en andel af immunceller. Farvning blev observeret i
immunceller i de fleste veevstyper og iseer i lymfeknuder, mandler, milt og thymuskirtel. Farvning blev observeret i celler i binyremedulla,
bugspytkirtelacinarceller, alveoleere makrofager, lejlighedsvise celler i det hvide stof i cerebellum og follikuleere epitelceller i
skjoldbruskkirtlen. Svag farvning blev observeret i proksimale tubulier i nyrerne, leverhepatocytter og respiratorisk epitel i strubehovedet.
Farvning af urotelbundmembranen blev observeret i bleeren. (Samlet antal normale tilfaelde, der blev evalueret = 124).

Tumorvaev

Clone CAL49-farvede 1/11 brysttumorer (inklusive 1/7 invasiv duktalt karcinom, 0/2 fibroadenomer, 0/1 slimhindebrystkraeft og 0/1
invasiv lobulzert karcinom), 1/5 skjoldbruskkirteltumorer (inklusive 1/1 follikulaert karcinom, 0/3 follikulzere adenomer og 0/1 papillaer
skjoldbruskkirtelkarcinom) og 1/4 hepatocellulzere karcinomer. Der blev ikke pavist farvning i endometrielle tumorer (0/12) (herunder
0/10 adenokarcinomer, 0/1 klarcellekarcinom og 0/1 atypisk hyperplasi), tarmtumorer (0/8) (herunder 0/6 adenokarcinomer og 0/2
adenomer), hoved- og halstumorer (0/5) (herunder 0/1 adenokarcinom, 0/1 nasopharyngeal karcinom, 0/1 pladecellekarcinom,

0/1 adenoid cystisk karcinom og 0/1 adenoma), metastatiske tumorer (0/5), hjernetumorer (0/4) (inklusive 0/3 meningiomas og 0/1
astrocytoma), lungetumorer (0/4) (inklusive 0/2 pladecellekarcinomer, 0/1 adenokarcinom og 0/1 lille cellekarcinom), pladecellekarcinom
i spisergret (0/3), adenokarcinomer i maven (0/3), lymfom (0/3), tumorer i 22ggestokkene (0/3) (herunder 0/2 adenokarcinomer og

0/1 granulosacelletumor), binyretumorer (0/2) (herunder et adrenokortikalt karcinom og et adenom), overgangscellekarcinomer i

blaeren (0/2), knogletumorer (0/2) (herunder 0/1 osteosarkom og 0/1 chondrosarcoma), clearcellekarcinomer i nyrer (0/2), prostatiske
adenokarcinomer (0/2), seminomer (0/2), pladecellekarcinomer i livmoderhalsen (0/2), et melanom (0/1), et adenokarcinom i
bugspytkirtlen (0/1), en pladecellekarcinom i huden (0/1) og en prostatahyperplasi (0/1). (Samlet antal evaluerede, abnorme tilfeelde =
88)

iske vaev.

traditionel histopatologi ved brug af ikke-immunologiske histokemiske farvninger.

Produktspecifikke begransninger

CTLA-4 (CAL49) er blevet optimeret hos Leica Biosystems til brug sammen med BOND Polymer Refine Detection og BOND-
hjeelpereagenser. Brugere, som afviger fra anbefalede testprocedurer, ma selv tage ansvaret for tolkningen af patientresultater under
disse betingelser. Protokoltiderne kan variere pga. variationer i veevsfiksering og effektiviteten af antigenforstaerkningen og skal
bestemmes empirisk. Der skal anvendes negative reagenskontroller ved optimering af hentningsforhold og protokoltider.

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

Yderligere oplysninger

Yderligere oplysninger om immunfarvning med BOND-reagenser kan findes under overskrifterne Procedureprincip, Nedvendige
materialer, klargering af praver, Kvalitetskontrol, Analyseverifikation, Tolkning af farvning, Nagle til symboler pa etiketter og Generelle
begraensninger i "Anvendelse af BOND-reagenser" i brugerdokumentationen til BOND-systemet.
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BOND gebruiksklaar primair antilichaam
CTLA-4 (CAL49), TmL
Catalogusnr.: PA0181

Beoogd gebruik

Dit reagens is voor gebruik bij diagnose in vitro.

CTLA-4 (CAL49) monoklonaal antilichaam is bedoeld om te worden gebruikt voor de kwalitatieve identificatie, met behulp van
lichtmicroscopie, van CTLA-4-eiwit in formaline gefixeerd en in paraffine ingebed weefsel door middel van immunohistochemische
kleuringen met het geautomatiseerde BOND-systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-III-systeem).

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

Samenvatting en toelichting

Immunohistochemische technieken kunnen gebruikt worden om de aanwezigheid van antigenen in weefsel en cellen aan te tonen (zie
‘Using BOND Reagents’ (BOND-reagentia gebruiken) in de gebruikersdocumentatie van BOND). CTLA-4 (CAL49) primair antilichaam

is een gebruiksklaar product dat speciaal voor gebruik met BOND Polymer Refine Detection is geoptimaliseerd. Humaan CTLA-4-eiwit
wordt aangetoond door eerst CTLA-4 (CAL49) aan de coupe te laten binden en daarna die binding te visualiseren met behulp van de
reagentia die in het detectiesysteem worden geleverd. Het gebruik van deze producten in combinatie met het geautomatiseerde BOND-
systeem (inclusief het Leica BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-III-systeem) verkleint de kans op menselijke fouten en de daaraan
inherente variabiliteit als gevolg van het afzonderlijk verdunnen van reagentia, het handmatig pipetteren en het handmatig toevoegen
van reagentia.

Geleverde reagentia

CTLA-4 (CAL49) is een antihumaan monoklonaal konijnantilichaam dat wordt geproduceerd als supernatant van weefselkweek en wordt
geleverd in tris-gebufferde zoutoplossing met dragereiwit, met als conserveringsmiddel 0,35% ProClin™ 950.

Totaal volume =7 ml.

Kloon
CAL49
N.B. Kloon CAL49 wordt geproduceerd en verkocht onder licentie door Abcam Plc.

Immunogeen

Synthetische peptide dat overeenkomt met humaan CTLA-4 aa183-283.
Specificiteit

Humaan CTLA-4-eiwit.

lg-klasse
1gG1

Totale eiwitconcentratie
Ongeveer 10 mg/ml

Antilichaamconcentratie
Groter dan of gelijk aan 0,2 mg/L.

Verdunnen en mengen
CTLA-4 (CAL49) primair antilichaam is optimaal verdund voor gebruik op het BOND-systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-systeem
en het Leica BOND-IlI-systeem). Reconstitutie, menging, verdunning of titratie van dit reagens is niet nodig.

Benodigde, maar niet meegeleverde materialen

Zie ‘Using BOND Reagents’ (BOND-reagentia gebruiken) in de gebruikersdocumentatie van BOND voor een volledige lijst van de
materialen die nodig zijn voor monsterbehandeling en immunohistochemische kleuring met het BOND-systeem (inclusief het Leica
BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-III-systeem).

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

De tekenen die duiden op verontreiniging en/of instabiliteit van CTLA-4 (CAL49) zijn: vertroebeling van de oplossing, geurontwikkeling
en aanwezigheid van precipitaat. Plaats het product direct na gebruik weer terug bij een temperatuur van 2-8°C.

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

Voorzorgsmaatregelen

« Dit product is bedoeld voor gebruik bij diagnose in vitro.

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

+ Neem voor het bijpehorende veiligheidsinformatieblad contact op met uw lokale distributeur of het regionale kantoor van Leica
Biosystems, of ga naar de website van Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
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« Specimens, voor en na fixatie, en alle materiaal dat hieraan is blootgesteld, moeten worden behandeld als potentiéle overdragers van
infecties en volgens de juiste voorzorgsmaatregelen worden verwerkt.2 Pipetteer reagentia nooit met de mond en vermijd contact van
de huid en slijmvliezen met reagentia of monsters. Indien reagentia of monsters in aanraking komen met gevoelige gebieden, moet u
deze wassen met een overvioedige hoeveelheid water. Raadpleeg een arts.

+ Raadpleeg de nationale, regionale en plaatselijke voorschriften voor de afvoer van alle potentieel giftige stoffen.

« Minimaliseer de kans op microbiéle contaminatie van reagentia omdat hierdoor de niet-specifieke kleuring kan toenemen.

« Andere hersteltijden, incubatietijden of temperaturen dan vermeld, kunnen onjuiste resultaten opleveren. Dergelijke wijzigingen
moeten door de gebruiker worden gevalideerd.

Gebruiksaanwijzing

CTLA-4 (CAL49) primair antilichaam is ontwikkeld voor gebruik op het geautomatiseerde BOND-systeem (waaronder het Leica BOND-
MAX-systeem en het Leica BOND-Ill-systeem) in combinatie met BOND Polymer Refine Detection. Het aanbevolen kleuringsprotocol
voor CTLA-4 (CAL49) primair antilichaam is IHC Protocol F. Warmte-geinduceerd epitoopherstel wordt aanbevolen met gebruik van
BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) gedurende 20 minuten.

Verwachte resultaten

Normale weefsels

Kloon CAL49 detecteerde het CTLA-4-eiwit in het cytoplasma of membraan van een deel van de immuuncellen. Kleuring werd
waargenomen binnen immuuncellen in de meeste weefseltypen, en in het bijzonder in de lymfeklieren, amandelen, milt en thymusklier.
Kleuring werd waargenomen in cellen binnen de bijniermedulla, acinuscellen van de pancreas, alveolaire macrofagen, incidenteel cellen
in de witte stof van het cerebellum en folliculaire epitheelcellen van de schildklier. Zwakke kleuring werd waargenomen in de proximale
tubuli van de nier, leverhepatocyten en ademhalingsepitheel van de larynx. Kleuring van het basale urotheelmembraan werd in de blaas
waargenomen. (Totaal aantal beoordeelde normale gevallen = 124.)

Tumorweefsels

Kloon CAL49 kleurde 1/11 borsttumoren (waaronder 1/7 invasieve ductale carcinomen, 0/2 fibroadenomen, 0/1 mucineuze borstkanker
en 0/1 invasief lobulair carcinoom), 1/5 schilkliertumoren (waaronder 1/1 folliculair carcinoom, 0/3 folliculaire adenomen en 0/1

papillair carcinoom van de schildklier) en 1/4 hepatocellulaire carcinomen. Er werd geen kleuring waargenomen in tumoren van het
endometrium (0/12) (waaronder 0/10 adenocarcinomen, 0/1 'clear cell'-carcinoom, en 0/1 atypische hyperplasie), darmtumoren (0/8)
(waaronder 0/6 adenocarcinomen en 0/2 adenomen), tumoren van het hoofd en de nek (0/5) (waaronder 0/1 adenocarcinoom, 0/1
nasofarynxcarcinoom, 0/1 plaveiselcelcarcinoom, 0/1 adenoide cystisch carcinoom en 0/1 adenoom), gemetastaseerde tumoren (0/5),
hersentumoren (0/4) (waaronder 0/3 meningiomen en 0/1 astrocytoom), longtumoren (0/4) (waaronder 0/2 plaveiselcelcarcinomen, 0/1
adenocarcinoom en 0/1 kleincellig carcinoom), plaveiselcelcarcinoom van de oesofagus (0/3), adenocarcinomen van de maag (0/3),
lymfoom (0/3), eierstoktumoren (0/3) (waaronder 0/2 adenocarcinomen en 0/1 granulosaceltumor), bijniertumoren (0/2) (waaronder een
bijnierschorscarcinoom en een adenoom), overgangscelcarcinomen van de blaas (0/2), bottumoren (0/2) (waaronder 0/1 osteosarcoom
en 0/1 chondrosarcoom), ‘clear cell'-niercarcinomen (0/2), prostaatadenocarcinomen (0/2), seminomen (0/2), plaveiselcelcarcinomen
van de cervix (0/2), een melanoom (0/1), een adenocarcinoom van de pancreas (0/1), een plaveiselcelcarcinoom van de huid (0/1) en
een prostaathyperplasie (0/1). (Totaal aantal afwijkende gevallen dat werd geévalueerd = 88)

CTLA-4 (CAL49) wordt aanbevolen voor het detecteren van CTLA-4-eiwit in normaal en neoplastische weefsels. als aanvulling

nventionele hi: hologie waarbij niet-immunologische hi hemische kleuringen worden ruikt.

Productspecifieke beperkingen

CTLA-4 (CAL49) is door Leica Biosystems geoptimaliseerd voor gebruik met BOND Polymer Refine Detection en BOND-hulpreagentia.
Gebruikers die afwijken van de aanbevolen testprocedures moeten de verantwoordelijkheid aanvaarden voor de interpretatie van
patiéntenresultaten verkregen onder deze omstandigheden. Protocoltijden kunnen variéren door variatie in weefselfixatie en de
effectiviteit van antigeenversterking, en moeten empirisch worden bepaald. Bij het optimaliseren van de herstelcondities en de
protocoltijden moeten negatieve reagenscontroles worden gebruikt.

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

Overige informatie

Meer informatie over immunokleuring met BOND-reagentia vindt u onder de titels Principle of the procedure (Principe van de procedure),
Materials required (Benodigde materialen), Specimen preparation (Monsterpreparatie), Quality control (Kwaliteitscontrole), Assay
verification (Verificatie van de assay), Interpretation of staining (Interpretatie van de kleuring), Key to symbols on labels (Verklaring van
symbolen op etiketten) en General limitations (Algemene beperkingen) in ‘Using BOND Reagents’ (BOND-reagentia gebruiken) in de
gebruikersdocumentatie van BOND.

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

2. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.

3. Bancroft JD and Stevens A. Theory and Practice of Histological Techniques. 4th Edition. Churchill Livingstone, New York. 1996.

4. Brown C, Sekhavati F, Cardenes R et al. CTLA-4 immunohistochemisty and quantitative image analysis for profiling of human
cancers. Journal of Histochemistry and Cytochemistry. 2019; 67(6):901-918.

5. Buchbinder El, Desai A. CTLA-4 and PD-1 Pathways. American Journal of Clinical Oncology. 2016; 39:98-106.

6. Chan DV, Gibson HM, Aufiero BM et al. Differential CTLA-4 expression in human CD4+ versus CD8+ T cells is associated with
increased NFAT1 and inhibition of CD4+ proliferation. Genes & Immunity. 2015; 15:25 — 32.

PA0181
Page 25



7. McCoy K and Le Gros G. The role of CTLA-4 in the regulation of T cell immune responses. Immunology and Cell Biology. 1999;
77:1-10.

8. Castan J, Tenner-Racz K, Racz P et al. Accumulation of CTLA-4 expressing T lymphocytes in the germinal centres of human
lymphoid tissues. Immunology. 1997; 90: 267-271.

Datum uitgave

03 april 2020

PA0181
Page 26



BOND primert antistoff klart til bruk
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Katalognr.: PA0181

Tiltenkt bruk

Denne reagensen er til in vitro-diagnostisk bruk.

CTLA-4 (CAL49) monoklonalt antistoff skal brukes til kvalitativ identifisering med lysmikroskopering av humant CTLA-4-protein i
formalinfiksert, parafininnstept vev med immunhistokjemisk farging ved bruk av det automatiserte BOND-systemet (herunder Leica
BOND-MAX -systemet og Leica BOND-IlI-systemet).

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

Sammendrag og forklaring

Immunhistokjemiske teknikker kan brukes til & vise tilstedevaerelse av antigener i vev og celler (se "Bruk av BOND-reagenser" i
brukerdokumentasjonen for BOND-systemet). Det primaere antistoffet CTLA-4 (CAL49) er et produkt som er klart for bruk og spesielt
optimalisert for bruk sammen med BOND Polymer Refine Detection. Pavisningen av det humane CTLA-4-proteinet oppnas ved

forst & la CTLA-4 (CAL49) binde seg til snittet, for deretter & visualisere bindingsprosessen ved hjelp av reagensene som brukes i
deteksjonssystemet. Ved & bruke disse produktene i kombinasjon med det automatiserte BOND-systemet (herunder Leica BOND-
MAX-systemet og Leica BOND-IIl-systemet) reduseres muligheten for menneskelig feil og iboende variabilitet som folge av individuell
reagensfortynning, manuell pipettering og reagenspafering.

Medfalgende reagenser

CTLA-4 (CAL49) er et antihumant monoklonalt antistoff fra mus som er produsert som vevskultur supernatant, og leveres i tris-bufret
saltvann med baereprotein med 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmiddel.

Totalvolum =7 ml.

Klon
CAL49
N.B. Klone CAL49 er produsert av og solgt pa lisens fra Abcam Plc.

Immunogen
Syntetisk peptid som tilsvarer human CTLA-4 aa183-283.

Spesifisitet
Humant CTLA-4-protein.

Ig-klasse
1gG1

Total proteinkonsentrasjon
Ca. 10 mg/ml

Antistoffkonsentrasjon
Storre enn eller lik 0,2 mg/l.

Fortynning og blanding
Det primzere antistoffet CTLA-4 (CAL49) er optimalt fortynnet for bruk med BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og
Leica BOND-llI-systemet). Rekonstitusjon, blanding, fortynning eller titrering av denne reagensen er ikke n@dvendig.

Nedvendige materialer som ikke felger med

Se "Bruk av BOND-reagenser" i BOND-brukerdokumentasjonen for a finne en fullstendig liste over materialer som trengs for
prevebehandling og immunhistokjemisk farging ved bruk av BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-
systemet).

Oppbevaring og stabilitet
Oppbevares ved 2-8°C. Ma ikke brukes etter utlopsdatoen angitt pa beholderens etikett.

Tegnene som indikerer kontaminering og/eller ustabilitet i CTLA-4 (CAL49), er: turbiditet av Igsningen, luktutvikling og tilstedeveerelse av
bunnfall. Returner til 2-8°C umiddelbart etter bruk.

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

Sikkerhetsforanstaltninger

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

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

« For a fa en kopi av sikkerhetsdatabladet kan du ta kontakt med den lokale forhandleren eller regionskontoret til Leica Biosystems,
eller alternativt ga til Leica Biosystems’ nettside, www.LeicaBiosystems.com
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« Prover, for og etter fiksering, og alle materialer som er utsatt for dem, skal behandles som om de kan overfare smitte og avhendes
med riktige forholdsregler2. Reagenser skal aldri pipetteres med munnen, og unnga at reagenser eller prgvematerialer kommer i
kontakt med hud eller slimhinner. Hvis reagenser eller praver kommer i kontakt med falsomme omrader, skyll med rikelige mengder
vann. Kontakt lege.

« Se lokale, regionale eller statlige forskrifter for avfallshandtering av eventuelle potensielle giftkomponenter.

* Minimer mikrobiell kontaminering av reagenser, ellers kan det forekomme en gkning i uspesifikk farging.

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

Bruksanvisning

CTLA-4 (CAL49) primeert antistoff er optimalt utviklet til bruk p4 BOND-systemet (inkluderer Leica BOND-MAX-systemet og Leica
BOND-llI-systemet) i kombinasjon med BOND Polymer Refine Detection. Anbefalt fargingsprotokoll for CTLA-4 (CAL49) primeert
antistoff er IHC Protocol F. Det anbefales varmeindusert epitop demaskering ved bruk av BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) i
20 minutter.

Forventede resultater

Normale vev

Klone CAL49 oppdager CTLA-4-proteinet i cytoplasma/membranen av en andel immunceller. Farging ble observert i immunceller i

de fleste vevstyper, og spesielt i lymfeknute, mandel, milt og brissel. Farging ble observert i celler i binyremedulla, acinzere celler i
bukspyttkjertelen, alveolaere makrofager, sporadiske celler i det hvite stoffet i lillehjernen og follikulaere epitelceller i skjoldbruskkjertelen.
Svak farging ble observert i proksimale tubuli i nyren, hepotacytter i lever og respirasjonsepitel i strupehodet. Farging av urotelial
kjellermembran ble observert i blaeren. (Totalt antall normale tilfeller evaluert = 124).

Tumorvev

Klone CAL49 farget 1/11 brysttumorer (herunder 1/7 invasive duktale karsinom, 0/2 fibroadenomer, 0/1 micungs brystkreft og 0/1
invasivt lobuleert karsinom), 1/5 tumori skjoldbruskkjertelen (herunder 1/1 follikuleert karsinom, 0/3 follikuleere adenomer og 0/1
papillzert thyroideakarsinom) og 1/4 hepatocelluleere karsinomer. Ingen farging ble oppdaget i tumorer i endometrium (0/12) (herunder
0/10 adenokarsinomer, 0/1 klarcellekarsinom, og 0/1 atypisk hyperplasi), tarmsvulster (0/8) (herunder 0/6 adenokarsinomer og

0/2 adenomer), hode- og nakketumorer (0/5) (herunder 0/1 adenokarsinom, 0/1 nasofaryngealt karsinom, 0/1 plateepitelkarsinom,

0/1 adenoid cystisk karsinom og 0/1 adenom), metastatiske tumorer (0/5), hjernetumorer (0/4) (herunder 0/3 meningiomer og 0/1
astrocytom), lungetumorer (0/4) (herunder 0/2 plateepitelkarsinom, 0/1 adenokarsinom og 0/1 smacellekarsinom), plateepitelkarsinom
i spisergret (0/3), adenokarsinomer i magen (0/3), lymfom (0/3), tumorer i eggstokkene (0/3) (herunder 0/2 adenokarsinomer og 0/1
granulosa-celletumor), tumorer i binyre (0/2) (inkludert et adrenokortikal karsinom og et adenom), overgangscellekarsinomer i bleeren
(0/2), bentumorer (0/2) (herunder 0/1 osteosarkom og 0/1 kondrosarkom), nyreklarcellekarsinomer (0/2), prostatiske adenokarsinomer
(0/2), seminomer (0/2), plateepitelkarsinomer i livmorhalsen (0/2), et melanom (0/1), et adenokarsinom i bukspyttkjertelen som (0/1), en
plateepitelkarsinom i huden (0/1) og en prostatahyperplasi (0/1). (Totalt antall unormale tilfeller evaluert = 88)

CTLA-4 (CAL49) anbefales for deteksjon av CTLA-4-protein i normale og neoplastiske vev, som tillegg til konvensjonell
histopatologi med bruk av ikke-immunologiske histokjemiske farger.

Produktspesifikke begrensninger

CTLA-4 (CAL49) har blitt optimalisert hos Leica Biosystems til bruk med BOND Polymer Refine Detection og BOND-hjelpereagenser.
Brukere som avviker fra de anbefalte testprosedyrene, ma ta ansvaret for tolkningen av pasientresultatene under disse forholdene.
Protokolltidene kan variere pga. variasjon i vevsfiksering og effektiviteten til antigenforsterkningen, og ma fastslas empirisk. Det skal
brukes negative reagenskontroller nar demaskeringsforhold og protokolltider optimeres.

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

Mer informasjon

Mer informasjon om immunfarging med BOND-reagenser, under overskriftene Prinsipp for prosedyren, Ngdvendige materialer,
Prevepreparering, Kvalitetskontroll, Analyseverifisering, Tolkning av farging, Symbolforklaring pa etiketter og Generelle begrensninger,
finner du under "Bruk av BOND-reagenser" i BOND-brukerdokumentasjonen.
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BOND Kullanima Hazir Primer Antikor
CTLA-4 (CAL49), 7 mL
Katalog No: PA0181

Kullanim Amaci

Bu reaktif, in vitro diagnostik kullanim igindir.

CTLA-4 (CAL49) monoklonal antikorunun formalinle fikse edilmis, parafine gdmulmis dokuda CTLA-4 proteininin otomatik BOND sistemi
(Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini igerir) kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yoluyla, i1sik mikroskopisinde
nitel belirlenmesi icin kullaniimasi amaglanmistir.

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

Ozet ve Agiklama

Immiinohistokimyasal teknikler doku ve hiicrelerde antijen varligini géstermek amaciyla kullanilabilir (BOND kullanici belgelerinizdeki
“BOND Reaktiflerinin Kullanimi” bélimiine bakiniz). CTLA-4 (CAL49) primer antikor, BOND Polymer Refine Detection ile kullanim igin
spesifik olarak optimize edilmis kullanima hazir bir Griindiir. insan CTLA-4 proteininin gésterimi, éncelikle CTLA-4'nin (CAL49) kesite
baglanmasinin saglanmasi ve ardindan tespit sisteminde verilen reaktifler kullanilarak bu baglanmanin gériintiilenmesiyle elde edilir.
Bu driinlerin otomatik BOND sistemi (Leica BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemi) ile birlikte kullaniimasi bagimsiz reaktif
seyreltme, mantiel pipetleme ve reaktif uygulama islemlerinde meydana gelebilecek insan hatalari ve degisken sonuglar olasiligini
dusardr.

Saglanan Reaktifler

CTLA-4 (CAL49), bir doku kiiltirii stipernatanti olarak Uretilen ve koruyucu madde olarak %0,35 ProClin™ 950 igeren, bir tasiyici
proteinle Tris tamponlu salinde saglanan bir tavsan anti-insan monoklonal antikorudur.

Toplam hacim =7 ml.

Clone

CAL49

N.B. Klon CAL49, Abcam Plc. tarafindan lretiimektedir ve bu firmanin lisansiyla satiimaktadir.
immiinojen

Insan CTLA-4 aa183-283'e karsilik gelen sentetik peptid.

(")zgiilli]k

insan CTLA-4 proteini.

Ig Sinifi
1gG1

Toplam Protein Konsantrasyonu
Yaklasik 10 mg/mL

Antikor Konsantrasyonu
0,2 mg/L'ye esit veya bu degerden yiiksek.

Seyreltme ve Karistirma
CTLA-4 (CAL49) primer antikoru BOND sisteminde (Leica BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemini iceren) kullaniimak lizere
optimum olarak seyreltilmistir. Bu reaktif igin sulandirma, karistirma, seyreltme veya titrasyon gerekli degildir.

Gereken Ancak Saglanmayan Materyaller

BOND sistemini (Leica BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemini igerir) kullanarak numune muamelesi ve immiinohistokimyasal
boyama igin gerekli materyallerin tam bir listesi icin BOND belgelerinizdeki “BOND Reaktiflerinin Kullanimi” bélimiine bagvurun.
Saklama ve Stabilite

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

CTLA-4'da (CAL49) kontaminasyona ve/veya instabiliteye isaret eden belirtiler sunlardir: Cozeltide bulaniklasma, koku gelisimi ve
presipitat olusumu. Kullandiktan hemen sonra 2—-8°C'ye geri alin.

Yukarida belirtilenlerin disindaki saklama kosullari kullanici tarafindan dogrulanmalidir®.

Onlemler

« Bu irlin, in vitro diagnostik kullanim igindir.

« ProClin™ 950 konsantrasyonu %0.35'tir. Etkin madde olarak 2-metilizotiazol-3(2H)-on igerir ve ciltte, gozlerde, mukoza
membranlarinda ve st solunum yolunda iritasyona neden olabilir. Reaktifleri kullanirken tek kullanimlik eldiven takin.

« Malzeme Guvenlik Bilgileri Formunun bir kopyasi igin yerel distribiitériiniizle veya Leica Biosystems bélge ofisiyle iletisime gegin ya
da bunun yerine Leica Biosystems'in Web sitesini ziyaret edebilirsiniz: www.LeicaBiosystems.com
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« Fiksasyon dncesinde ve sonrasinda numuneler ve bunlara maruz kalmig tim materyallere enfeksiyon bulastirabilirlermis gibi
davraniimasi ve uygun dnlemlerle atilmalari gerekir2. Reaktifleri highir zaman agizla pipetlemeyin. Cildin ve mukoz membranlarin
reaktifler ve 6rneklerle temas etmesini 6nleyin. Reaktifler veya érnekler hassas bolgelere temas ederse bol miktarda suyla yikayin.
Tibbi yardim isteyin.

« Potansiyel olarak toksik bilesenlerin atilmasiyla ilgili yerel, ulusal veya bélgesel diizenlemeleri dikkate alin.

« Reaktiflerin mikrobik kontaminasyonunu minimize edin, aksi takdirde spesifik olmayan boyamada bir artis meydana gelebilir.

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

Kullanim Talimatlar

CTLA-4 (CAL49) primer antikoru BOND polymer Refine Detection ile birlikte otomatik BOND sisteminde (Leica BOND-MAX sistemi ve
Leica BOND-III sistemini igeren) kullaniimak tzere gelistirilmistir. CTLA-4 (CAL49) primer antikor igin 6nerilen boyama protokolii IHC
Protocol F’'tir. BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) kullanilarak 20 dakika 1s1 indiikli epitop alimi 6nerilir.

Ongériilen Sonuglar
Normal Dokular
Klon CAL49, bagisiklik hiicrelerinin bir bélimiiniin sitoplazmasinda/membraninda bulunan CTLA-4 proteinini tespit eder. Ozellikle lenf
nodu, bademcik, dalak ve timus bezi olmak lizere gogu doku tiiriniin bagisiklik hiicrelerinde boyanma goézlendi. Adrenal medulladaki
hiicreler, pankreatik asinar hiicreler, alveolar makrofajlar, serebellumun beyaz maddesi ve tiroidin follikiiler epitelyal hiicrelerinde boyama
go6zlendi. Bobregin proksimal tiibiillerinde, karaciger hepatositlerinde ve larinksin solunum epitelyumunda zayif boyama gozlendi.
Mesanede Urotelyal bazal membranda boyama tespit edildi. (Degerlendirilen toplam normal olgu sayisi = 124).
Timér Dokulari
Klon CAL49, 1/11 meme timorind (1/7 invaziv duktal karsinom, 0/2 fibroadenom, 0/1 miisinéz meme kanseri ve 0/1 invazif lobiiler
karsinom dahil), 1/5 tiroid tiimériini (1/1 folikiiler karsinom, 0/3 follikiiler adenom ve 0/1 papiller tiroid karsinomu dahil) ve 1/4 hepatoseliiler
karsinomu boyadi. Endrometriyal timérlerde (0/12) (0/10 adenokarsinom, 0/1 berrak hicreli karsinom ve 0/1 atipik hiperplazi dahil),
bagirsak timérlerinde (0/8) (0/6 adenokarsinom ve 0/2 adenom dahil), bas ve boyun timériinde (0/5) (0/1 adenokarsinom, 0/1
nazofaringeal karsinom, 0/1 skuaméz hiicreli karsinom, 0/1 adenoid kistik karsinom ve 0/1 adenom dahil), metastatik tiimérlerde (0/5), beyin
tiimorlerinde (0/4) (0/3 meninjiyom ve 0/1 astrositom dahil), akciger timérlerinde (0/4) (0/2 skuamdz hiicreli karsinom, 0/1 adenokarsinom
ve 0/1 kiiglik hiicreli karsinom dahil), 6zofagus skuaméz hiicreli karsinomda (0/3), mide adenokarsinomda (0/3), lenfomada (0/3), yumurtalik
tumorlerinde (0/3) (0/2 adenokarsinom ve 0/1 grantiiloza hiicre timori dahil), adrenal timérlerde (0/2) (bir adenokortikal karsenom ve bir
adenom dahil), mesane transizyonel hiicre karsinomlarinda (0/2), kemik tiimorlerinde (0/2) (0/1 osteosarkom ve 0/1 kondrosarkom dahil),
renal berrak hiicreli karsinomlarda (0/2), prostatik adenokarsinomlarda (0/2), seminomlarda(0/2), servikal skuaméz hiicreli karsinomda (0/2),
bir melanomda (0/1), bir pankreas adenokarsinomda (0/1), bir cildin skuaméz hiicreli karsinomunda (0/1) ve bir prostat hiperplazisinde (0/1)
boyanma tespit edilmedi. (Degerlendirilen toplam anormal vaka sayisi = 88).

TLA-4 (CAL49). immiinolojik olmayan histokim | malar kullanilarak
normal ve neoplastik dokularda CTLA-4 proteininin saptanmasi icin 6nerilir.

Uriine Ozgii Sinirlamalar

CTLA-4 (CAL49), BOND Polymer Refine Detection'la ve BOND yardimci reaktiflerle kullaniimak lizere Leica Biosystems’ta optimize
edilmistir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar bu gartlar altinda hasta sonuglarinin yorumlanmasinin sorumlulugunu
almalidir. Doku fiksasyonu ve antijen aliminin etkinligindeki degiskenlikler nedeniyle protokol siireleri degisiklik gosterebilir ve bu sireler
ampirik olarak belirlenmelidir. Geri kazanim kosullari ve protokol sireleri optimize edilirken negatif reaktif kontrolleri kullaniimalidir.

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

Daha Fazla Bilgi

BOND reaktifleri ile immiin-boyama hakkinda daha fazla bilgi BOND kullanici belgelerinizde “BOND Reaktiflerinin Kullanimi”
bdliimiindeki Principle of the Procedure (Prosediir Ilkesi), Materials Required (Gereken Materyaller), Specimen Preparation (Numune
Hazirlama), Quality Control (Kalite Kontrol), Assay Verification (Miktar Tayini Dogrulama), Interpretation of Staining (Boyanmanin
Yorumlanmasi), Key to Symbols on Labels (Etiketlerdeki Semboller igin Anahtar) ve General Limitations (Genel Sinirlamalar) baslklari
altinda bulunabilir.
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T'oToBo 3a ynorpeda mbpBu4HO aHTUTI0 32 BOND
CTLA-4 (CAL49), 7 mL
Karanoxen Ne: PA0181

I'lpe.qHasHaueHue

Toau peareHT e 3a ynotpe6a npw in vitro anarHocTuka.

MotoknoHanHoTo aHTuTAno CTLA-4 (CAL49) e npegHasHa4yeHo 3a kayecTBeHaTa MaeHTUdMKaLMs Ypes onTUYHa MUKPOCKOMUS Ha
npotenH CTLA-4 BbB chykcupaHa ¢ hopmanuH, BrpageHa B napacuH TbkaH Ype3 MMYyHOXUCTOXMMUYHO OLIBETSIBaHe, M3MOoN3Baiikin
aBToMaTuaunpaHara cuctema BOND (Bknitousa cuctemute Leica BOND-MAX u Leica BOND-III).

KnuHuyHata nHTEpnpeTauma Ha BCAKO OLUBETABaHE UK HeroesaTta nunca cnegsa ga 6'b[:l,e AonbriHeHa oT MOpd)OJ'IOI'I/I‘-IHVI npoy4ysaHua
N CbOTBETHUTE KOHTPOSM U Aa Ce OuUeHABa B KOHTEKCTa Ha KIMMHUYHaTa UCTOpUA Ha nauueHTa 1 Apyru guarHoCTUYHU nscnenBaHns ot
KBanuduumMpaH naTornor.

OnucatenHa u passicHUTenHa

MoraT ga 6bAaT U3NoN3BaHN UMYHOXUCTOXUMUYHI TEXHWKM 32 AE@MOHCTPUPAHE Ha HanM4MeTo Ha aHTUreHW B TbKaHTa u KneTkute
(BwxTe ,Ynotpeba Ha peareHT BOND" BbB Baluata JokyMeHTauus 3a notpebutens Ha BOND). MbpeuyHoTo aHtutsino CTLA-4 (CAL49)
e rotoB 3a ynotpeba npoaykT, KOMTO € crneyuanHo onTuMmusnpaH 3a nanonssaHe ¢ BOND Polymer Refine Detection. Moka3saHeTto

Ha yoBeLwku npotenH CTLA-4 ce nocTura, KaTto NbpBO ce No3BonsiBa cBbpaBaHeTo Ha CTLA-4 (CAL49) c yyacTbka, cnep koeTo ToBa
CBbp3BaHe Ce BU3yanuaupa, kaTo ce U3norn3eaT peareHTUTe, NPeocTaBeHn B CUCTeMaTa 3a OTkpuBaHe. YnoTtpebaTa Ha Te3n npoayKTu
3aefHo ¢ aBTomaTuampaHata cuctema BOND (BknitouBa cuctemute Leica BOND-MAX u Leica BOND-III) HamansiBa BeposiTHOCTTa OT
YoBeLLKa rpeLlka 1 npucbLlaTa U3MEeHYMBOCT B Pe3ynTaT Ha OTAENHO pa3pexaaHe Ha peareHTu, pbyYHO NUNEeTUpaHe ¥ npunaraHe Ha
peareHTy.

MpepocTaBeHU peakTUBU
CTLA-4 (CAL49) e 3a€eLUK0 aHTUHOBELLKO MOHOKIOHAMHO aHTUTSANO, MOMYYEHO KaTo CynepHaTaHT OT TbKaHHa KynTypa 1 JOCTaBeHo B
TpomeTamnH-6ydepupaH husnonornyeH pasTBop ¢ NpoTenHoB Hocutern, cbabpxaty 0,35% ProClin™ 950 kato koHcepBaHT.

06wy obem =7 mL.

KnoHuHr
CAL49
BHumanwue: Knonunr CAL49 ce npoumasexaa OT 1 ce npogasa ¢ nuueH3 oT Abcam Plc.

WUmyHoreH
CuvHTETMYEH NenTug, cboTBeTCTBaLY Ha YoBelkn CTLA-4 aa183-283.

CneunduyHocT
Yogelwuku npotemH CTLA-4.

NmyHorno6ynuHoB knac
19G1

KoHueHTpauus Ha o6 npoTenH
MpubnusntenHo 10 mg/mL

KOHLl,eHTpaLl,I/IH Ha aHTUTena
Mo-ronsima unu paeHa Ha 0,2 mg/L.

Pa3pe)|<.ane n cmecBaHe
MbpBUYHOTO aHTUTANO CTLA-4 (CAL49) e onTmanHo paspeaeHo 3a ynotpeba cbe cuctemata BOND (BkntouBa cuctemute Leica
BOND-MAX u Leica BOND-III). He ce nsnckea Bb3cTaHOBsIBaHE, CMECBAHE, paspexaaHe unvm TUTpUpaHe Ha TO3W pearexT.

Heo6xoaumu, HO HenpegocTaBeHU MaTepuanu

Bwxre ,Ynotpeba Ha peareHT BOND" BbB BallaTa AoKyMeHTauus 3a notpebutens Ha BOND 3a nbneH cnucbk oT matepuanu,
HeobXxoaumu 3a TpeTMpaHe Ha CNecUMEeHN Y UMYHOXUCTOXMMMYHO OLBETSIBaHe, u3nonaeaiku cuctemata BOND (BkntouBa cuctemmte
Leica BOND-MAX u Leica BOND-III).

CbxpaHeHue U cTabunHocT

[a ce cbxpaHsBa npu Temnepatypa 2 — 8 °C. He nanonssaiite crnep cpoka Ha rofHOCT, yKkasaH Ha eTUKeTa Ha KOHTelHepa.
MpusHaumTe 3a kKOHTaMuHaums n/unu HectabunHocTt Ha CTLA-4 (CAL49) ca: MBbTHOCT Ha pa3TBOpa, MPOsiBa Ha MUPUC W Hanuyne Ha
yTaiika. [la ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8 °C BepaHara cnep ynotpeba.

[lpyruTe ycrnoBusi Ha CbXpaHeHe, OCBEH NOCoYeHuTe rno-rope, TpsibBa Aa 6baat npoBepeHu ot notpebutens'.

MpeanasHu mepku
« Toau npoaykT e NnpegHasHayeH 3a in vitro anarHocTuka.

* KoHueHTpauusita Ha ProClin™ 950 e 0,35 %. Cbabpxa akTvBHaTa CbCTaBka 2-MeTUnu3oTnason-3(2H)-oH 1 Moxe Aa npuynHU
[ApasHeHe Ha Kkoxara, ouuTe, MUraBuLMTE Y FopHUTE auxaTenHy nbtuwa. MNpu paboTta ¢ peareHTUTE a ce HOCAT pbKaBuLy 3a
epHokpaTHa ynotpeba.
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« 3a Aa nony4yuTte Konue Ha MH[*)OpMaLlMOHHMH nucT 3a 6e3onacHoCT Ha mMarepunanuTte, ce CBbpXxeTe C Balinsa MeCTeH FLMCTpMGyTOp
1nu pervoHaneH oguc Ha Leica Biosystems unu nocetete ye6 caita Ha Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com

+ CnecumeHuTe npegu v cneq cbmn(caumn, KaKTO 1 BCUYKM MaTepuann, N3rnoxeHn Ha TAXHOTO BrinaHue, TpﬂﬁBa aa 6'b,ElaT TpeTupaHu
KaTo cnocobHu Aa npefjanar I/IH(beKLlVI‘iI n aa 6‘b/:laT U3XBBbPMeHU, Kato ce npunaraTt CbOTBETHUTE NpeanasHn MepKI/IZ. Hukora He
ﬂMneTMpal;lTe peareHTn c ycta n n3bsArBanTe KOHTaKT Ha koxaTta u nurasuuuTe C peareHTn Unm cnecumMmeHun. |-|pVI KOHTaKT Ha peareHTu
nnn cnecuMeHun ¢ 4yBCTBUTESTHN 30HU WU3MUIATE 30HUTE C OBUIHO KONMYECTBO BOAa. |-|OT'preTe MeauunHCKa NomMoLL.

. KOHCyJ'ITI/IpaVITe cec q)ep,epanHMTe, AbPXKaBHUTE UNN MECTHUTE pernamMeHT OTHOCHO U3XBBPIIAHETO Ha NOTEeHUNaNnHO TOKCUYHN
KOMMOHEHTH.

« CsexpaiiTe 1O MUHUMYM MUKPOBHAaTa KOHTaMUHALWS Ha peareHTUTe, B NPOTUBEH Crlyyait MOXe [a ce MosiBY yBenuyaBaHe Ha
HecneLn@UYHOTO OLIBETSIBaHE.

*  M3BnuyaHeTo, MHKyGaLMOHHUTE BpeMeHa U TemMnepaTypy, pasfivyHu oT NoCOYeHUTe, MoraT a AoBeAaT A0 NOrpeLlHn pesynTaTu.
Bcsikakeu nogo6bHy npomexn TpsibBa Aa 6baat BanuaupaHu ot notpebutens.

WHcTpyKumm 3a ynotpeba

MbpBuYHO aHTUTANO CTLA-4 (CAL49) e paspaboTteHo 3a ynotpeba ¢ aBTomatuampaHara cuctema BOND (BkntouBalla cuctemute Leica
BOND-MAX u Leica BOND-III) B kombuHaumsi c BOND Polymer Refine Detection. MpenopbuntenHusaT NpoTokon 3a ouBeTsiBaHe 3a
nbpBrYHOTO aHTUTSINO CTLA-4 (CAL49) e IHC Protocol F. MpenopbyBa ce TEPMUYHO UHAYLMPAHO W3BIIMYaHE Ha enuTon ¢ NomoLuTa Ha
BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) B npogbrixeHne Ha 20 MUHYTU.

OuakBaHu pe3ynTtatm

Hopmanuu Tbkanm

KnonuHr CAL49 otkpusa npotenHa CTLA-4 B umtonnasmara/membpaHarta Ha 4acTt oT UMyHHWTe kneTku. OueTsiBaHe ce Habnoaasa B
VUMYHHUTE KNETKN B MOBEYETO BUAOBE TbKaHW, MO-KOHKPETHO B MMMMHUTE Bb3NK, CNMBULIMTE, Adanaka 1 TUMycHata xnesa. OupeTsiBaHe
ce Habniofasa B KNeTku B Meaynata Ha HaaobbpeyHaTa xnesa, aLuMHO3HUTE KIeTKM Ha NaHKpeaca, anBeonapHuTe Makpodary, B
CryyaiiHu kneTku B 6snoTo BELEeCTBO Ha Mankus Mo3bk 1 BbB (DONVKyNapHUTE eNUTENHN KNeTkn Ha WuToBMaHaTa xrnesa. Cna6o
oLBeTsiBaHe ce Habrogasa B MpokcMManHuTe Tybynu Ha GbOpeka, XxenaToLmMTUTe Ha YepHust Apo6 1 pecnnpaTopHUst enuTen Ha
napuHkca. Ot6enssaHo e ouseTsBaHe Ha 6asanHaTta MembpaHa Ha ypoenuTena B NMKo4HUs mMexyp. (OB 6poi Ha oLeHeHuTe
HopManHu cnyyaun = 124).

TyMOpHM TbKaHn

Knonuur CAL49 ouetsiBa 1/11 Tymopa Ha rbpaaTta (BkntountenHo 1/7 nHBaamBHM AyKTanHu kapumHoma, 0/2 ¢mbpoageHoma, 0/1
cny4as Ha MyLUMHO3eH pak Ha rbpaata u 0/1 uHBasvsHM NobynapHu kapumHoma), 1/5 Tymopa Ha WuToBKUAaHaTa xresa (BknountenHo 1/1
onukynapHu kapuuHoma, 0/3 chonukynapHu ageHoma n 0/1 nanunapHu kapuvHoMa Ha LWuToBUAHaTa xnesa) u 1/4 xenartouenynapHu
KapuuHoma. He e oTkpuTo ouBeTaBaHe B TyMopu Ha eHgomeTpuyma (0/12) (skntounTtenHo 0/10 ageHokapumHoma, 0/1 cBeTnokneTbYHn
kapuuHoma un 0/1 atunnMyHmn xunepnnasuum), Tymopu Ha yepBarta (0/8) (BkniouutenHo 0/6 ageHokapuuHoma u 0/2 ageHoma), TyMopu Ha
rnasata u wusta (0/5) (BkntouutenHo 0/1 ageHokapuuHoma, 0/1 HasodapuHreanHu kapumHoma, 0/1 nnockokneTbYHM kapumHoma, 0/1
afleHOUAHM KUCTO3HM KapumHoma u 0/1 ageHoma), metactatuiHu Tymopw (0/5), Tymopu Ha mo3abka (0/4) (BkntountenHo 0/3 MeHuHrmoma
n 0/1 acTpouwnToma), Tymopu Ha 6enusi Apo6 (0/4) (BkntounTenHo 0/2 NNockokneTbYHU kapuuHoma, 0/1 apeHokapumHoma u 0/1
ApeBHOKNETBYHM KapLMHOMA), NMOCKOKNETBYHU KapLuuHOMM Ha xpaHonpoBoga (0/3), ageHokapumHomu Ha ctomaxa (0/3), numdomm
(0/3), Tymopw Ha situHuumTe (0/3) (BKntounTenHo 0/2 ageHokapuyHoma v 0/1 rpaHyno3HOKNETbYHN Tymopa), TyMopu Ha HaaobbpedHata
xnesa (0/2) (BKNYUTENHO aApPEHOKOPTUKANEH KapLMHOM 1 aAeHOM), NPEXOAHOKNETbYHM KapLUMHOMM Ha NUKouHUs mexyp (0/2),

Tymopu Ha kocTtuTe (0/2) (BkntoumtenHo 0/1 octeocapkoma u 0/1 xoHapocapkoma), CBETNOKNETbYHU KapLUuHOMU Ha 6b6peuuTe

(0/2), apeHokapumHomu Ha npoctatata (0/2), cemuHomu (0/2), NNOCKOKNETbYHMU KapuuHoMK Ha Lepsukca (0/2), menaHomu (0/1),
afleHoKapLMHOMM Ha naHkpeaca (0/1), NNOCcKoKNeTbYHK kapunHoMu Ha koxarta (0/1) u xunepnnasus Ha npoctatata (0/1). (06w 6pont Ha
oLeHeHNTe abHOPMHU cryyaun = 88)

CTLA-4 (CAL49) ce npenopbyBa 3a oOTKpUBaHe Ha npotenH CTLA-4 B HOpManHu 1 HEONNACTUYHU ThKaHU KaTo AOMbIIHEHNE
KbM KOHBEHLIMOHANHAaTa XMCTONAaTONOIUA C U3MoN3BaHe Ha HEMMYHONOIMYHU XUCTOXMMUYHU OLIBETSIBAHUS.

CneuncduyHN orpaHU4eHUs Ha NpoayKTa

MpoaykTbT CTLA-4 (CAL49) e onTumuampaH ot Leica Biosystems 3a ynotpe6a ¢ BOND Polymer Refine Detection u cnomaratenyure
peareHT BOND. MNoTpeGuTenuTte, KOUTO Ce OTKIOHSBAT OT NpenopbyYaHnTe NpoLeaypu 3a TecTBaHe, TpsibBa fa noemar OTrOBOPHOCT
3a uHTepnpetTaundaTa Ha pe3yntatute Ha naymMeHTuTe npu Tesu obcTosiTencTea. BpemeTpaeHeTo Ha NpoTOKONUTE MOXE Aa Bapupa
nopaav BapunauuaTa BbB d.‘)IAKCaLlMﬂTa Ha TbKaHTa n ed)eKTI/IBHOCTTa Ha yCuUrnBaHeTO Ha aHTUreHa n TpﬂGBa Aa ce onpegenv eMnmupu4Ho.
TpHGBa Aa Cce 1U3non3eat HeraTMBHM KOHTPOMW Ha peareHTUTe Npy ONTUMU3MpaHe Ha yCnoBusaTa Ha U3BMNYaHe U BpeMeTpaeHeTo Ha
npoTokonuTe.

OTcTpaHsiBaHe Ha HEU3NPaBHOCTU

Pasrnepaite pecepeHuus 3 3a kopuripaLlo AeicTauve.

CebpixeTe ce ¢ Bawwusa mecteH auctpmbytop unm pernoHantust ocuc Ha Leica Biosystems, 3a aa cbobwmte 3a HeobuyaitHo
oLBeTABaHe.

OonbnHutenHa uHdopmaums

[onbnHuTenHa uHdopMauvs 3a UMyHooLBeTsBaHe ¢ peareHTM BOND moxeTe fa HamepuTe B ,Ynotpeba Ha peareHT BOND*

BbB BallaTa JokymMeHTauusi 3a notpebutens Ha BOND nop 3arnasusTa ,[puHumn Ha npouepypata“, ,Heobxoaumu matepuanu®,
,MpurotesiHe Ha cnecumen”, ,KoHTpon Ha kayecTBoTo", ,MOTBbPXKAABaHE Ha aHanusa“, ,MIHTepnpeTauus Ha ouBeTsiBaHeTo", JlereHaa Ha
CUMMBONUTE Ha eTukeTMTe" 1 ,OBLLUM OrpaHnyeHns”.
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BOND hasznalatra kész elsodleges antitest
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Katalogusszam: PA(0181

Alkalmazasi teriilet

Ez a reagens in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

A CTLA-4 (CAL49) monoklonalis antitest a CTLA-4 fehérje fénymikroszkoppal térténd kvalitativ azonositasara szolgal formalinban fixalt,
paraffinba agyazott szévetben, immunhisztokémiai festés utjan, automata BOND rendszer (igy a Leica BOND-MAX rendszer vagy a
Leica BOND-III rendszer) hasznalataval.

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

Osszefoglalas és magyarazat

Az immunhisztokémiai médszerek antigének jelenlétének kimutatasara szolgalnak szdvetekben és sejtekben (lasd a ,BOND reagensek
hasznalata” cimii részt a BOND felhasznaldi dokumentaciéban). A CTLA-4 (CAL49) elsédleges antitest hasznalatra kész termék,
amely kifejezetten a BOND Polymer Refine Detection kittel valé hasznalatra lett optimalizalva. A human CTLA-4 fehérje kimutatasa

ugy torténik, hogy elébb lehetévé kell tenni a CTLA-4 (CAL49) kétédését a metszethez, majd ez a kétédés megjelenithet6 a detektald
rendszerben taldlhato reagensekkel. Ha ezeket a termékeket automata BOND rendszerrel egyiitt hasznaljak (igy a Leica BOND-

MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel), csokken az emberi hibak lehetésége, és mérsékelheték az egyes reagensek
higitasabdl, a manualis pipettazasbol és a reagensek alkalmazasabol szarmazoé eredendd eltérések.

Biztositott reagensek

A CTLA-4 (CALA49) nyul eredetl, antihuman monoklonalis antitest, amelyet szovettenyészet felliliszéként allitanak eld. Kiszerelése: tris-
pufferelt séoldatban, hordozoéfehérjével, amely tartésitdszerként 0,35% ProClin™ 950-et tartalmaz.

Teljes mennyiség = 7 ml.

Klén

CAL49

Megjegyzés: A CAL49 kiont az Abcam Plc vallalat licence alapjan gyartjak és értékesitik.

Immunogén

A human CTLA-4 183-283. aminosavjainak megfelel6 szintetikus peptid.
Specificitas

Human CTLA-4 fehérje.

lg-osztaly

1gG1

Osszfehérje-koncentracié
Kb. 10 mg/ml

Antitest-koncentracio

Legalabb 0,2 mg/l.

Higitas és elegyités

A CTLA-4 (CALA49) elsédleges antitest higitasa optimalis a BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-
11l rendszerrel) valé hasznalathoz. Nem sziikséges a reagens feloldasa, elegyitése, higitasa vagy titralasa.

Sziikséges, de nem biztositott anyagok

A minta kezeléséhez és a BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel) végzett
immunhisztokémiai festéshez szlikséges anyagok teljes listajat lasd a BOND felhasznal6i dokumentéacio ,BOND reagensek hasznalata”
cimii részében.

Tarolas és stabilitas

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

A CTLA-4 (CAL49) szennyezettségére és/vagy instabilitdsara utalo jelek a kdvetkezdk: az oldat zavarossaga, szag kialakulasa és
csapadék jelenléte. Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2-8°C kozétti hémérsékletre.

Afentiekben el6irtaktol eltéré tarolasi feltételeket a felhasznalénak ellendriznie kell'.

Ovintézkedések
« [Ez atermék in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.
« AProClin™ 950 koncentracidja 0,35 %. A termék 2-metilizotiazol-3(2H)-on hatéanyagot tartalmaz, amely a bér, a szem, a
nyalkahartyak és a fels6 légutak irritacidjat okozhatja. A reagensek kezeléséhez viseljen egyszer hasznalatos kesztydit.
« Az anyagbiztonsagi adatlap igényléséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy
keresse fel a Leica Biosystems weboldalat a www.LeicaBiosystems.com cimen.
« A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a vellik érintkez6 6sszes anyagot fert6zések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriltekintéssel kell artalmatlanitani2. Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba kerllje a bér és a nyalkahartyak
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érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terllettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az
érintett terlletet. Forduljon orvoshoz.

« Minden potencidlisan toxikus dsszetevd artalmatlanitasaval kapcsolatban kdvesse a szévetségi, allami és helyi el6irasokat.

« Minimalisra kell csokkenteni a reagensek mikrobialis szennyezédését, killinben megndvekedhet a nem specifikus festédés.

* A megadottaktdl eltérd feltarasi korilmények, inkubacios idék és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalénak
minden ilyen jellegli valtoztatast validalnia kell.

Hasznalati utmutato

A CTLA-4 (CALA49) elsédleges antitest automata BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III
rendszerrel) és a BOND Polymer Refine Detection kittel valé egyiittes hasznalatra lett kifejlesztve. A CTLA-4 (CAL49) elsédleges
antitesthez javasolt festési protokoll az IHC Protocol F. A héindukalt epitopfeltarashoz BOND Epitope Retrieval Solution 2 oldat (AR9640)
20 percig tart6 alkalmazasa javasolt.

Varhaté eredmények

Normal szévetek

A CALA49 klon kimutatja a CTLA-4 fehérjét az immunsejtek egy részének citoplazmajaban/membranjaban. Festédés volt megfigyelhetd
az immunsejteken bellil a legtébb szdvettipusban, kiiléndsen a nyirokcsomékban, a tonsillaban, a [épben és a csecsem&mirigyben.
Fest6dés volt megfigyelheté a mellékveseveld sejtjeiben, a hasnyalmirigy acinussejtjeiben, az alveolaris makrofagokban, a kisagy
fehérallomanyanak szérvanyos sejtjeiben és a pajzsmirigy follikularis hamsejtieiben. Gyenge festédés volt megfigyelhet6 a vese
proximalis tubulusaiban, a maj hepatocitaiban és a gége légzéhamjaban. Az urothelialis bazalis membran festédése volt megfigyelhetd a
hugyhdlyagban. (Vizsgalt normal esetek dsszesitett szama = 124).

Tumorszdvetek

A CALA49 klon megfestett 1/11 emlédaganatot (beleértve 1/7 invaziv duktalis karcinomat, 0/2 fibroadenémat, 0/1 mucinézus eml6rakot
és 0/1 invaziv lobularis karcinémat), 1/5 pajzsmirigydaganatot (beleértve 1/1 follikularis karcinémat, 0/3 follikularis adenémat és

0/1 papillaris pajzsmirigy-karcindmat) és 1/4 hepatocellularis karcinomat. Nem volt festédés észlelheté endometrium-daganatok

(0/12) (beleértve 0/10 adenokarcinémat, 0/1 vilagossejtes karcinomat és 0/1 atipikus hiperplaziat), béldaganatok (0/8) (beleértve 0/6
adenokarcinémat és 0/2 adenémat), fej- és nyaki daganatok (0/5) (beleértve 0/1 adenokarcinémat, 0/1 nazofaringealis karcinémat, 0/1
laphamsejtes karcinomat, 0/1 adenoid cisztikus karcindmat és 0/1 adenémat), attétes daganatok (0/5), agydaganatok (0/4) (beleértve
0/3 meningiomat és 0/1 asztrocitémat), tiidédaganatok (0/4) (beleértve 0/2 laphamsejtes karcinomat, 0/1 adenokarcinémat és 0/1
kissejtes karcinomat), laphamsejtes nyel6csé-karcinomak (0/3), gyomor-adenokarcinémak (0/3), limféma (0/3), petefészek-daganatok
(0/3) (beleértve 0/2 adenokarcinémat és 0/1 granulosasejtes daganatot), mellékvese-daganatok (0/2) (beleértve egy adrenokortikalis
karcinomat és egy adendmat), atmeneti sejtes hugyholyag-karcindmak (0/2), csontdaganatok (0/2) (beleértve 0/1 oszteoszarkomat

és 0/1 chondroszarkémat), vilagossejtes vesekarcinomak(0/2), prosztata-adenokarcinémak (0/2), szeminémak (0/2), laphamsejtes
méhnyak-karcinémak (0/2), egy melanéma (0/1), egy hasnyalmirigy-adenokarcinéma (0/1), egy laphamsejtes bérkarcinéma (0/1) és egy
prosztata-hiperplazia (0/1) esetében. (Vizsgalt kéros esetek dsszesitett szama = 88)

A CTLA-4 (CAL49) a CTLA-4 fehérje detektalasara ajanlott normalis és tumoros szévetekben, a nem immunoldqiai hisztokémiai
festést hasznalé hagyomanyos kérszovettani eljarasok kiegészitéseként.

Termékspecifikus korlatozasok

A CTLA-4 (CAL49) terméket a Leica Biosystems a BOND Polymer Refine Detection kittel és a BOND segédreagensekkel valo
hasznalatra optimalizalta. A tesztelési eljarasoktol valo eltérés esetén a felhasznalo feleldssége a betegeredmények értelmezése az
adott korllmények kozott. A protokoll végrehajtasahoz sziikséges id6 a szovet fixalasanak és az antigén-erdsités hatékonysaganak
eltérései miatt valtozo lehet, ezért tapasztalati alapon torténé meghatarozast igényel. A feltarasi kortilmények és a protokollidék
optimalizalasakor negativ reagenskontrollokat kell hasznalni.

Hibaelharitas

Ajavité intézkedéseket lasd a 3. hivatkozasban.

Szokatlan festddés bejelentéséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazojahoz vagy regionalis irodajahoz.

Tovabbi informaciok

A BOND reagensekkel végzett immunfestésre vonatkozé tovabbi informacidkat a BOND felhasznaléi dokumentacié ,BOND reagensek
hasznalata” cim(i részében talal a kdvetkezd szakaszokban: Az eljaras elve, Sziikséges anyagok, A mintak el6készitése, Min6ség-
ellendrzés, A teszt ellendrzése, A festddés értelmezése, A cimkéken szerepld szimbolumok magyarazata és Altalanos korlatozasok.
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Anticorp primar gata de utilizare BOND
CTLA-4 (CAL49), 7 mL
Nr. catalog: PA0181

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

Anticorpul monoclonal CTLA-4 (CAL49) este destinat utilizarii pentru identificarea calitativa, prin intermediul microscopiei optice, a
proteinei CTLA-4 din tesut fixat in formaling, incorporat in parafina, prin colorare imunohistochimica utilizand sistemul automat BOND
(care include sistemul Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

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

Pot fi utilizate tehnici imunohistochimice pentru a demonstra prezenta antigenilor in tesut si celule (a se vedea ,Utilizarea reactivilor
BOND?” din documentatia de utilizare BOND). Anticorpul primar CTLA-4 (CAL49) este un produs gata de utilizare care a fost optimizat in
mod specific pentru utilizarea cu BOND Polymer Refine Detection. Demonstrarea prezentei proteinei CTLA-4 umane este realizata mai
intai prin permiterea legarii CTLA-4 (CAL49) la sectiune si apoi prin vizualizarea acestei legari utilizand reactivii furnizati in sistemul de
detectie. Utilizarea acestor produse, in combinatie cu sistemul automat BOND (care include sistemul Leica BOND-MAX si sistemul Leica
BOND-lII), reduce posibilitatea producerii erorii umane si variabilitatea inerenta care rezulta din dilutia individuala a reactivului, pipetarea
manualé si aplicarea reactivului.

Reactivi furnizati

CTLA-4 (CAL49) este un anticorp monoclonal anti-uman de iepure produs ca supernatant de cultura tisulara purificat si furnizat in solutie
salina tamponata cu trometamina cu proteina purtatoare, care contine 0,35 % ProClin™ 950 drept conservant.

Volum total = 7 ml.

Clona
CAL49
Notéa: Clona CALA49 este fabricata si comercializata sub licenta Abcam Plc.

Imunogen

Peptida sintetica corespunzand proteinei CTLA-4 umane aa183-283.
Specificitate

Proteina umana CTLA-4.

Clasalg
1gG1

Concentratie proteina totala
Aproximativ 10 mg/ml

Concentratie anticorpi
Mai mare decét sau egala cu 0,2 mg/L.

Diluare si amestecare

Anticorpul primar CTLA-4 (CAL49) este diluat in mod optim pentru utilizare pe sistemul BOND (care include sistemul Leica BOND-MAX
si sistemul Leica BOND-II). Reconstituirea, amestecarea, diluarea sau titrarea acestui reactiv nu sunt necesare.

Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

Consultati ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND pentru o listd completa a
materialelor necesare pentru tratarea probelor si coloratia imunohistochimica utilizand sistemul BOND (care include sistemul Leica
BOND-MAX si sistemul Leica BOND-II).

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

Semnele care indica contaminarea si/sau instabilitatea CTLA-4 (CAL49) sunt: turbiditatea solutiei, formarea de mirosuri si prezenta
precipitatului. A se returna la 2-8°C imediat dupa utilizare.

Alte conditii de depozitare decét cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator'.

Precautii

« Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

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

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

« Specimenele, inainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul
de a transmite infectii si trebuie eliminate luand masurile de precautie adecvate2. Nu pipetati niciodata reactivii cu gura si evitati
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contactul reactivilor si probelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau probele vin in contact cu suprafetele sensibile,
spalati cu apa din abundenta. Solicitati asistenta medicala.
« Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea oricaror componente cu potential toxic.
« Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a colorarii nespecifice.

« Timpii sau temperaturile de recuperare, incubare care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice astfel de
modificare trebuie validata de catre utilizator.

Instructiuni de utilizare

Anticorpul primar CTLA-4 (CAL49) a fost dezvoltat pentru utilizarea pe sistemul automat BOND (care include sistemul Leica BOND-MAX
si sistemul Leica BOND-III) in combinatie cu BOND Polymer Refine Detection. Protocolul de colorare recomandat pentru anticorpul
primar CTLA-4 (CAL49) este IHC Protocol F. Se recomanda recuperarea induséa de caldura a epitopilor utilizand BOND Epitope
Retrieval Solution 2 (AR9640) timp de 20 de minute.

Rezultate asteptate

Tesuturi normale

Clona CAL49 detecteaza proteina CTLA-4 in citoplasma/membrana unei proportii de celule imune. S-a detectat coloratia in celulele
imune ale celor mai multe tipuri de tesuturi si, in mod special, in ganglioni limfatici, amigdale, splina si glanda timus. S-a detectat
coloratia n celulele din medula suprarenald, celulele acinare pancreatice, macrofagele alveolare si, ocazional, in celulele din materia
alba a cerebelului si in celulele epiteliale foliculare ale tiroidei. S-a detectat coloratia slaba in tubulele proximale ale rinichiului, in
hepatocitele ficatului si in epiteliul respirator al laringelui. in vezica urinara s-a observat coloratia membranei de subsol uroteliale.
(Numarul total al cazurilor normale evaluate = 124).

Tesuturi tumorale

Clona CAL49 a colorat 1/11 tumori mamare (incluzénd 1/7 carcinom ductal invaziv, 0/2 fibroadenoame, 0/1 cancer mamar mucinos si 0/1
carcinom lobular invaziv), 1/5 tumori tiroidiene (incluzand 1/1 carcinom folicular, 0/3 adenoame foliculare si 0/1 carcinom tiroidian papilar)
si 1/4 carcinoame hepatocelulare. Nu a fost detectata vreo coloratie in tumori endometriale (0/12) (incluzand 0/10 adenocarcinoame,
0/1 carcinom cu celule clare si 0/1 hiperplazie atipica), tumori intestinale (0/8) (incluzand 0/6 adenocarcinoame si 0/2 adenoame),
tumori ale capului si gatului (0/5) (incluzand 0/1 adenocarcinom, 0/1 carcinom nasofaringian, 0/1 carcinom cu celule scuamoase, 0/1
carcinom chistic adenoid si 0/1 adenom), tumori metastatice (0/5), tumori cerebrale (0/4) (incluzand 0/3 meningioame si 0/1 astrocitom),
tumori pulmonare (0/4) (incluzand 0/2 carcinoame cu celule scuamoase, 0/1 adenocarcinom si 0/1 carcinom cu celule mici), carcinom
cu celule scuamoase al esofagului (0/3), adenocarcinoame ale stomacului (0/3), limfoame (0/3), tumori ovariene (0/3) (incluzand 0/2
adenocarcinoame si 0/1 tumoare cu celule granuloase), tumori suprarenale (0/2) (incluzand un carcinom adrenocortical si un adenom),
carcinoame cu celule tranzitionale ale vezicii urinare (0/2), tumori osoase (0/2) (incluzand 0/1 osteosarcom si 0/1 condrosarcom),
carcinoame renale cu celule clare (0/2), adenocarcinoame prostatice (0/2), seminoame (0/2), carcinoame cu celule scuamoase ale
colului uterin (0/2), un melanom (0/1), un adenocarcinom al pancreasului (0/1), un carcinom cu celule scuamoase al pielii (0/1) si o
hiperplazie prostatica (0/1). (Numarul total al cazurilor anormale evaluate = 88)

CTLA-4 (CAL49) este recomandat pentru detectarea antigenului CTLA-4 uman in tesuturile normale si neoplazice, ca adjuvant

al histopatologiei conventionale. utilizdnd coloranti histochimici non-imunologici.

Restrictii specifice produsului

CTLA-4 (CAL49) a fost optimizat la Leica Biosystems pentru utilizarea cu BOND Polymer Refine Detection si cu reactivii auxiliari BOND.
Utilizatorii care se abat de la procedurile de testare recomandate trebuie sa accepte responsabilitatea pentru interpretarea rezultatelor
pacientului in aceste circumstante. Timpii protocolului pot varia, datorita variatiei in fixarea tesutului si eficacitatii intensificarii antigenului,
si trebuie sa fie determinati empiric. Atunci cand se optimizeaza conditiile de recuperare si timpii protocolului, trebuie sa fie utilizati
reactivi de control negativ.

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

Informatii suplimentare

Informatii suplimentare referitoare la imunocolorarea cu reactivii BOND, sub titlurile Principiul procedurii, Materiale necesare, Pregatirea
specimenului, Controlul calitatii, Verificarea analizei, Interpretarea colorérii, Codul simbolurilor de pe etichete si Limitari generale pot fi
gasite in ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND.
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IlepBuuHOe aHTHTEJIO, TOTOBOE K IPUMeHeHHI0 B cucteMe BOND
CTLA-4 (CAL49), 7 ma
Howmep no karanory: PA0181

HasHauenue

OTOT peakTvB NpeHasHaveH Ans AUarHOCTUKM in vitro.

MotoknoHansHoe aHTuTeno CTLA-4 (CAL49) npeaHa3HaveHo Ans kayectBeHHoro onpeaeneHust CTLA-4-npoTenHa MeToAoM CBETOBOMN
MUKPOCKOMNMUM B (PUKCUPOBaHHBIX (DOPMArIMHOM U 3anuTbix B NapadguH obpa3suax TkaHei Nocne MMMYHOTMCTOXMMWUYECKOTO OKpaLLMBaHUs
B aBTOMaTu3npoBaHHoii cucteme BOND (Bkntovatowen cuctemsl BOND-MAX n BOND-III komnanuu Leica).

KnuHuyeckas nHTepnpetauma no6oro OKpalunBaHUA Unu ero OTCyTCTBUA AOSDKHA BbITb AononHeHa MOpq)DJ'IOI'VI‘-IeCKVIMVI
nccnegoBaHNAMU C HagnexalnmMm KOHTPonaMn U 4omkHa 6bITb oueHeHa KBaJ'II/I(bVIL[VIpOBaHHbIM naTonoromMm c y4eToMm aHamHesa
nauueHTa n Apyrux AnarHoCTU4YeCcKnX Tectos.

KpaTKoe U3NnoXxeHne n NnosicCHeHue

MMMYHOTMCTOXMMUYECKE METO/bI MOTYT UCMOMNb30BaTLCA NS BbISBIIEHUS @aHTUIEHOB B TKaHAX W KreTkax (CMOTpuTe MOHorpaduio
«MpumeHneHne peaktneos BOND» B fokymeHTauuu nonb3osatenst BOND). MepsuyHble aHTutena CTLA-4 (CAL49) aenstotcs
rOTOBbIM K NPYMEHEHUIO NpenapaToM, CreLmanbHo ONTUMM3NPOBaHHBLIM AN ucnonb3oBaHus B cucteme BOND Polymer Refine
Detection. MoaTteepxaexune npucytcteus CTLA-4-npoTenHa YenoBeka AOCTUraeTcs, BO-NePBbIX, 3a cyeT cBsidbiBaHust CTLA-4 (CAL49)
CO Cpe3oM TKaHu ¢ nocneaytoLei Busyanusauueii y4actka CBsA3bIBaHUS, YTO OCYLLECTBISIETCS C UCMONb30BaHNEM PEaKTUBOB,
KOTOpble NPeAyCMOTPEHbI CUCTEMOI AeTekuunn. [prMeHeHne 3TX NPOAYKTOB B COMETAHUM C aBTOMaTU3npoBaHHou cuctemort BOND
(ekmovatowuent cuctemsl BOND-MAX 1 BOND-III komnaHum Leica) cHimkaeT BepOATHOCTbL YeroBeveckom olumbkn u sBapnabenbHoCTb,
NpUCYLLYyIO NpoLieccam passeeHns OTAemNbHbLIX PeakTUBOB, PYHHOTO NMNETUPOBAHUS N BHECEHWSi PeaKTUBOB.

PeakTuBbl, BXoAsiLiMe B KOMMNJIEKT NOCTaBKU

CTLA-4 (CAL49) npenctaBnsieT coboi npenapar MOHOKNOHAIbHbIX aHTUTEN KPoruka K aHTUreHam YernoBeka, KOTOpbIi BbiMyckaeTcs B
dopMe cynepHaTaHTa KynbTypbl TKaHW 1 NMOCTaBnsieTcs B Tpuc-conesomM BydepHom pactBope, copepxatlem 6ernok-HocuTenb, a Takke
0,35 % ProClin™ 950 B kayecTBe KOHCepBaHTa.

O6wuin 06bemM = 7 mn.

Knon
CAL49
N.B. MNpownaeoacTBo v npofaxa knoHa CAL49 ocyluectnsercs no nuueHsun Abcam Plc.

WUmMmyHoreH
CuHTeTuYeckuit nentua, cooteeTcTBytowmii CTLA-4 aa183-283 yenoseka.

CneunduyHoCTb
CTLA-4-npoTevH Yenoseka.

Knacc uMmyHorno6ynuHos
1gG1

O6Lan KoHueHTpauus 6enka
MpumepHo 10 mr/mn

KouueHTpame aHTuTena
KoHLeHTpauus BbiLe Unu akBuBaneHTHa 0,2 mr/n.

Pa3BegeHue n cmewmBaHue
MepBuyHble aHTuTena CTLA-4 (CAL49) nmetoT onTuManbHoe pa3BefeHne Ans npuMeHeHns B cucteme BOND (BkntovatoLen cuctembl
BOND-MAX 1 BOND-IIl komnaHuu Leica). OTOT peakTuB He Hy>XOaeTcsi B BOCCTAHOBMNEHWUWN, CMELLMBAHWUW, pasBeaeHU Unmn TUTPOBaHWUN.

Heo6xoaumble MaTepuanbl, He BXogsiLine B KOMMNIEKT NOCTaBKU

MonHbIN cncok MaTepuanos, HeobxoanMbIX Ans 06paboTkM U UMMYHOTUCTOXMMUYECKOTO OKpalunBaHus obpasuos B cucteme BOND
(BkntovatoLeit cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnaHum Leica) umeetcs B pasgene «MpumeHeHne peaktusos BOND» gokymeHTauum
nonb3sosatens cucremsi BOND.

XpaHeHue n cTabunbHOCTb
XpaHnuTb npu Temnepatype 2-8°C. He ncnonb3oBaTth Nocne yka3aHHO Ha 3TUKETKe KOHTeHepa AaTbl UCTEYEHUS CpoKa rogHOCTM.

MpusHakamu, KOTopble YKa3biBaOT HA KOHTaMUHaLMIO u/unu HectabunbHocTb CTLA-4 (CAL49), SBNAOTCSA: NOMYTHEHWE pacTBopa,
nosiBreHne 3anaxa u Hanuume ocagka. HemeaneHHo nocne NpUMeEHEHUst BEPHYTL Ha XpaHeHue npu 2-8°C.

Ycnosus XpaHeHus, oTnn4yarLmneca OT yKa3aHHbIX Bbille, OOMKHbI BbITb BepVIqJVILlVIpOBaHbI nonb3osarenem’.

Mepbl NPeaoCTOPOXHOCTU
« [laHHas npoayKums npeaHasHadeHa Ans AMarHocTukM in vitro.

« KoHueHTpauus ProClin™ 950 coctaensieT 0,35 %. MpoayKT CoaepXXUT akTUBHBIA KOMMOHEHT 2-MeTUnn3oTuason-3(2H)-oH 1 Moxet
pasgpaxaTb KOXYy, rnasa, Crm3ucTtble 06OMoYKM U BepxHWe gbiXateribHble NyTu. r‘Ipm pa60Te C peaktnsamun Hﬁﬂ,eBaI;lTe 0OAHOpas0oBble
nep4atku.

PA0181
Page 38



. ﬂ,ﬂﬂ nony4eHuna konun nacnopta 6e3onacHocTn mMarepuana 06paTVITer K MeCTHOMYy FLMCTpMGb}OTOpy wnn B pel’MOHaJ‘IbeIVI Od)VIC
komnaHuu Leica Biosystems nu6o nocetute Be6-cait komnaHum Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

« O6pa3supl (A0 v nocne dukcaummn) n BCe KOHTaKTUPYIOLLME C HUMWU MaTepuarnsl criegyeT cunTaTb CnocobHbIMM K Nnepenaye MHgeKLmm,
n npu ux yoaneHun B OTXoAbl crieqyet COGJ'IIO,E\aTb Hagnexatiine mepbl ﬂpel:loCTOpO)KHOCTI/IZ. HI/IKOI'/Ja He Ha6V|pa|7|Te peakTuBbl B
nUNEeTKy pToMm. W3berainte koHTakTa peakTMBoB 1 06pa3uoa C KOXeW ¥ cnmamncteiMm obonodkamu. B Cny4yae KOHTaKTa peakTUBOB Unun
06pa3sLoB C YyBCTBUTENbHLIMW 30HAMW MPOMOITE UX BOMNbLLINM KONUYECTBOM BoAbl. OBpaTUTECh 38 MEAMLIMHCKOWM NOMOLLbIO.

« To BOnpocam yTunusaumu NOBbIX BO3BMOXHO TOKCUHECKUX KOMMOHEHTOB BbINOMNHAWTE TpeSOBEHVIﬂ Q)ep,epaanblx, pernoHanbHbIX
NN MECTHbIX HOPMATUBHbIX JOKYMEHTOB.

« CBOAnTe K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsi3HeHNe PeakTUBOB BO M3BEXKaHWe YCUIEHWS HeCeLNhYEeCKoro oKpaLLInBaHus.

« HapyLleHue ykazaHHbIX B UHCTPYKLMM NPaBuUi AEMacK1pPOBKM, BPEMEHU WHKYBaLmn 1 TepMUYeckoi 06paGoTKi MOXKET NPUBECTY K
oLwnBoYHLIM pesynbtatam. Jtobble Nogo6HbIE 3MEHEHWS AOMKHbI BbITb BaNMAMPOBaHbI NOMb30BaTENEM.

WUHCTPYKUUA No NnpuMeHeHUo

MepeuyHble aHTUTena CTLA-4 (CAL49) Gbinn paspaboTaHbl Anst UCNONb30BaHWS B aBTOMaTU3MpoBaHHoi cucteme BOND (Bkntovatowei
cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnaHnum Leica) B covetaHum ¢ BOND Polymer Refine Detection. PekoMeHayeMbiM NpoToKonom
VMMYHOMMCTOXVMWYECKOTO OKpaLLMBaHUSA C UCTMONb30oBaHWeM nepBuyHbIx aHTuTen CTLA-4 (CAL49) saensetcs IHC Protocol F. Tennosyto
[eMacK1pOoBKy 3anuTona pekoMeHAyeTCs BbIMOMHATL C NpYMeHeHneM pacTeopa Ans AemackuposaHus BOND Epitope Retrieval Solution
2 (AR9640) B TeueHne 20 MUHYT.

O)KMAaeMble pe3ynbraTthbl

HopmanbHble Tkauu

KnoH CAL49 obHapyxwuBaet 6enok CTLA-4 B uuTonnasme/membpaHe 4acTn UMMYHHBbIX kneTok. OkpalunBaHue Habnioganocs

B MMMYHHbIX KneTKkax B G0MbLUVHCTBE TUNOB TKaHEN, 0COBEHHO B NMdaTNYecKnX yanax, MUHAANMHax, ceneseHke u Tumyce.
OkpalumnaHue Habnoaanoch B kneTkax B MeaymnisipHOM Crioe Haano4eYHNKOB, aLMHapHbIX KNeTKax Nofenyao4HoN xenesbl,
anbBeONsPHbIX Makpodarax, OTAesbHbIX KneTkax B 6ernoM BeLlecTBe Mo3xeyka 1 KreTkax (onmnmKynspHOro anuTenust LUTOBUAHON
xenesbl. Cnaboe okpaluvBaHvie Habnoaanock B NPOKCUMAarbHbIX TPy6oUYkax noyek, renatoLmTax neveHn 1 gplxatenbHOM 3nUTEnumn
roptaHu. OkpalumBaHve ypotenuanbHon 6asansHoi MembpaHbl 6bino oTMeveHo B Mo4eBOM Ny3bipe. (O6Lee YnCro nccnenoBaHHbIX
HopMarnbHbIX TKaHen = 124).

TkaHu onyxoneii

KnoH CAL49 okpacun 1/11 cny4aeB onyxonu MONo4YHoi xenesbl (Bkntoyas 1/7 cny4yaes MHBa3vBHOWM kapLyHOMbI NpoToko., 0/2 cnyyaes
dunbpoageHombl, 0/1 crnyyas MyLMHO3HOTO paka MOMOYHOM xenesbl 1 0/1 crnyyas uHBa3uBHoOW NoGynspHo kapuuHoMmbl), 1/5

Cny4aeB ONyXonu LMTOBWAHOW xenesbl (Bkntodas 1/1 crnyyas honnukynspHon kapuuHomsl, 0/3 criyqaes chonnukynsipHoin ageHoMbl

1 0/1 cnyyas nanunnsipHO KapLyHOMBI LLIMTOBUAHON Xeneabl) n 1/4 cnyyaes renatoLennionsapHoi kapuuHomel. OkpalumBaHue He
6bino obHapyxeHo B dHAOMETpUanbHbIx onyxonsix (0/12) (Bkntodast 0/10 cnyyaeB ageHokapumHomel, 0/1 crnyyas cBETNOKNETOYHOM
KapuuHombl 1 0/1 cnyyas aTunuMyHoO runepnnasum), onyxonu kuweyHuka (0/8) (Bkntouas 0/6 cnyyaes ageHokapLyHoMbl u 0/2 criyyaes
afileHoMbl), onyxonsix ronossl 1 Wwew (0/5) (Bkntovas 0/1 cnyyas ageHokapumHomsl, 0/1 criyyast HOCOTMOTOYHOW KapLIMHOMBI,

0/1 cny4as NIOCKOKNETO4HOW KapLumHOMBI, 0/1 cnyyas afeHOKUCTO3HO kapumHoMbl 1 0/1 cnyyas ageHoMbl), MeTacTaTu4ecknx
onyxonsix (0/5), onyxonsix mo3ra (0/4) (Bkntoyasi 0/3 cnyyaeB MeHuHrMomel 1 0/1 cniyyas acTpoumToMbl), onyxonsix nerkoro (0/4)
(Bkmioyasi 0/2 cnyyaeB NNOCKOKNETOYHOM kapuuHoMbl, 0/1 cnyyas ageHokapuvHoMbl 1 0/1 cryyast MenKkoKneTo4HON KapLMHOMbI),
NMNOCKOKNETOYHON KapLmnHome nuuiesoaa (0/3), apeHokapumHomax xenyaka (0/3), numdome (0/3), onyxonsix sudHukos (0/3) (Bkntodas
0/2 cnyyaes apeHokapuvHoMbl 1 0/1 cnyyas rpaHyne3oKneTo4HON OnyxXonu ANYHUKOB), ONyxonsax HagnodveyuHukos (0/2) (Bkmovas
appeHOKOPTUKarbHYIO KapLMHOMY 1 afeHoMy), KapuuHoMax nepexoHbIX KneTok moveBoro ny3bipsi (0/2), onyxonsix koctei (0/2)
(kmioyasi 0/1 cnyyas octeocapkombl 1 0/1 cnyvas XoHAPOCaAPKOMbI), CBETMOKMETOYHbIX MOYEYHbIX kapuuHoMax (0/2), aneHokapLumHomax
npegcrarenbHoii xenesbl (0/2), cemnHomax (0/2), NNOCKOKNETOYHbIX KapuuHoMax Luerku matku (0/2), menaHome (0/1), aneHokapuuHome
nomkenyno4Hou xenesbl (0/1), nnockokneTouHomn kapumHome koxw (0/1) n runepnnasum npoctarbl (0/1). (O6Luee YMcno nccnefoBaHHbIX
naTonornyecku n3meHeHHbIx obpasuos = 88)

CTLA-4 (CAL49) pekomeHayeTca AnA o6HapyxeHusi CTLA-4-npoTenHa B 3/0POBbIX U NOPaXEHHbIX ONYXONbIO TKAHAX

B KayecTBe [1I0NOJNIHEHUA K CTaHAAPTHLIM FMCTONATONOIMYECKMM UCCNeIOBaHUAM C NPUMEHEHUEM HEeMMMYHHOIO
[MCTOXMMMUYECKOTO OKpaLIMBAHUS.

OrpaHuyeHus, cneunduyHbie AnNA 3TOro NpoaykKra

CTLA-4 (CAL49) ontummnanpoBaH komnaHwvein Leica Biosystems ans npumeHenns ¢ peaktusamn BOND Polymer Refine Detection
1 BcrnomoratenbHbIMy peaktueamm BOND. Monb3oBatenu, OTKMOHSAOLWMECS OT PEKOMEHA0BAHHbIX NPoLeayp aHanu3aa, AoSKHbI
6paTh Ha cebs OTBETCTBEHHOCTb 3@ MHTEpNpeTaLyio Pe3ynbTaToB UCCNEeA0BaHNIA NALWMEHTOB, BbINOMIHEHHBIX B TAKUX YCMOBHUSIX.
MpofomKUTENBHOCTL BIMOMHEHWS TPOTOKONA AOMKHA ObiTb ONpeAeneHa OMbITHBIM MyTEM W MOXET pasninyaTbCs B CBSA3M C
BapnabenbHOCTbIO dhuKcaLmun TkaHn 1 3dhEeKTUBHOCTU yeuneHus aHTureHa. Mpu onTuMmsaumm ycnoBuii JEMackupoBKN 1
ANUTENbHOCTU NPOTOKOSA CeAyeT UCMONb30BaTh OTPULIATENbHBLIE KOHTPOIIN PeaKTUBOB.

Mouck n yCTpaHeHue Henonagaok
[eicTBKS NO YCTPAHEHMIO HENONaAoK onucaHbl B (3).

C coobLeHnsiMm 0 HeobbIHHOM OKpaluvMBaHUM obpallanTecb K CBOEMY MECTHOMY AUCTPUGBIOTOPY UMW B pErvoHanbHbI 0UC KOMNaHUN
Leica Biosystems.

[OononHutenbHas uHdopMauus

[lononHutenbHas MHopMaLyms No UMMYHOTMCTOXMMUYECKOMY OKpalumBaHuio peaktusamv BOND copepxutcs B nogpasgenax
«MpuHumMn mMeToga», «Heobxoaumble matepuanbl», «Mogrotoska o6pa3LioB», «KoHTponb kadecTsa», «[poBepka [JOCTOBEPHOCTM
aHanusar, «/HTeprnpeTaumus okpaluMBaHus», «3Ha4eH!si CUMBOMOB Ha aTukeTkax» U «Ob6Lme orpaHnyeHus» pasgena «lpuMerHeHne
peakTnBoB BOND» gokymeHTauum nonbaosatens cuctembl BOND.
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Gotowe do uzycia przeciwcialo pierwszorzedowe BOND
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Nr katalogowy: PA0181

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

Przeciwciato monoklonalne CTLA-4 (CAL49) stuzy do identyfikacji jako$ciowej z zastosowaniem mikroskopii $wietlnej biatka CTLA-4
w tkance utrwalonej w formalinie i zatopionej w parafinie za pomoca barwienia immunohistochemicznego przy uzyciu automatycznego
systemu BOND (w tym systeméw Leica BOND-MAX i Leica BOND-II).

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

Podsumowanie i objasnienie

W celu wykazania obecno$ci antygenéw w tkankach i komérkach (zob. ,Korzystanie z odczynnikéw BOND” w dokumentacji uzytkownika
BOND) mozna skorzysta¢ z technik immunohistochemicznych. Przeciwciato pierwszorzedowe CTLA-4 (CAL49) jest gotowym do

uzycia produktem, ktéry zostat specjalnie zoptymalizowany pod katem uzycia z BOND Polymer Refine Detection. Obecno$¢ ludzkich
czasteczek CTLA-4 jest wykazywana w pierwszej kolejnosci przez umozliwienie wigzania CTLA-4 (CAL49) ze skrawkiem, a nastgpnie
wizualizacje tego wigzania za pomoca odczynnikéw dostarczonych w systemie detekcji. Uzywanie tych produktéw, w potgczeniu z
automatycznym systemem BOND (obejmuje Leica BOND-MAX system i Leica BOND-III system), redukuje mozliwo$¢ wystgpienia btedu
cztowieka i wtasciwej zmienno$ci wynikajgcej z indywidualnego rozcienczania odczynnikéw, recznego pobierania pipetg i stosowania
odczynnikéw.

Odczynniki znajdujace si¢ w zestawie

CTLA-4 (CALA49) jest kroliczym anty-ludzkim przeciwciatem monoklonalnym, produkowanym jako oczyszczony supernatant hodowli
tkankowej i dostarczonym w roztworze soli fizjologicznej buforowanej roztworem Tris z biatkiem no$nikowym, konserwowanym 0,35%
ProClin™ 950.

taczna objetos¢ = 7 ml.

Klon
CAL49
Uwaga Klon CAL49 jest produkowany i sprzedawany na licencji Abcam Plc.

Immunogen
Syntetyczny peptyd odpowiadajacy ludzkiemu CTLA-4 aa183-283.

Swoistos¢
Ludzkie biatko CTLA-4.

Klasa Ig
1gG1

Catkowite stezenia biatka
Okoto 10 mg/ml

Stezenie przeciwciat
Wieksze lub réwne 0,2 mg/l.

Rozcienczanie i mieszanie

Przeciwciato pierwszorzedowe CTLA-4 (CAL49) jest optymalnie rozcienczone pod katem uzycia w systemie BOND (w tym systeméw
Leica BOND-MAX i Leica BOND-III). W przypadku tego odczynnika nie jest konieczne dodawanie wody, mieszanie, rozciefnczanie ani
miareczkowanie.

Wymagane materialy niedotagczone do zestawu

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

Przechowywanie i trwatos¢
Przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C. Nie uzywac¢ po uptywie daty waznos$ci podanej na etykiecie pojemnika.

Oznaki skazenia i/lub niestabilnosci przeciwciata CTLA-4 (CAL49) sg nastepujgce: zmetnienie roztworu,pojawienie sig¢ zapachu i
obecnos¢ osadu. Niezwiocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.

Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji uzytkownika'.

Srodki ostroznosci
« Test jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.

« Stezenie ProClin™ 950 wynosi 0,35 %. Zawiera skfadnik czynny 2-metylizotiazol-3(2H)-jeden i moze powodowaé podraznienie skory,
oczu, bton $luzowych i gérnych drég oddechowych. Podczas pracy z odczynnikami nalezy nosi¢ rekawice jednorazowego uzytku.
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« Aby otrzyma¢ egzemplarz karty charakterystyki, nalezy skontaktowac sig z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym biurem Leica
Biosystems, lub odwiedzi¢ strone internetowa, www.LeicaBiosystems.com

« Probki przed i po utrwaleniu oraz wszelkie materiaty narazone na kontakt z nimi nalezy traktowac jak materiaty potencjalnie zakazne i
nalezy je utylizowa¢ z zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznosci2. Podczas pobierania pipetg nie wolno zasysa¢ odczynnikow
ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skérg oraz btonami $luzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub
probek ze szczegdlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig wody. Nalezy zasiggng¢ porady lekarza.

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

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

« Zastosowanie czaséw odmaskowywania, inkubacji lub temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac btedne wyniki.
Wszelkie zmiany tego typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Instrukcja stosowania

Przeciwciato pierwszorzedowe CTLA-4 (CAL49) zostato opracowane z myslg o zastosowaniu w automatycznym systemie BOND
(obejmujgcym systemy Leica BOND-MAX i Leica BOND-III) w potgczeniu z BOND Polymer Refine Detection. Zalecany protokdt
barwienia dla przeciwciata pierwszorzedowego CTLA-4 (CAL49) to IHC Protocol F. Zaleca sie cieplne odmaskowywanie epitopu przy
uzyciu roztworu BOND Epitope Retrieval Solution 2 (AR9640) przez 20 minut.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Klon CAL49 wykrywa biatko CTLA-4 w cytoplazmie/btonie niektérych komérek odpornosciowych. Barwienie zaobserwowano w
komérkach uktadu odpornosciowego w wigkszosci typdw tkanek, a w szczegdélnosci w weztach chtonnych, migdatkach, $ledzionie

i grasicy. Zaobserwowano barwienie w komoérkach rdzenia nadnerczy, komoérkach pecherzykéw trzustkowych, makrofagach
pecherzykowych, pojedynczych komérkach w istocie biatej mézdzku i komérkach nabtonka pecherzykowego tarczycy. Stabe barwienie
zaobserwowano w kanalikach blizszych nerek, hepatocytach watroby i nabtonku oddechowym krtani. W pecherzu moczowym
stwierdzono barwienie btony podstawnej moczowodu. (£gczna liczba ocenionych prawidtowych przypadkéw = 124).

Tkanki nowotworowe

Klon CAL49 wybarwit 1/11 guza sutka (w tym 1/7 inwazyjnego raka przewodu pokarmowego, 0/2 widkniakéw, 0/1 rakéw $luzowych sutka
i 0/1 inwazyjnych rakéw zrazikowych), 1/5 guza tarczycy (w tym 1/1 raka pgcherzykowego, 0/3 gruczolakéw pecherzykowych i 0/1 rakéw
brodawkowatych tarczycy) i 1/4 raka watrobowokomoérkowego. Nie stwierdzono barwienia w przypadku guzéw endometrium (0/12)

(w tym 0/10 gruczolakorakéw, 0/1 raka jasnokomérkowego i 0/1 rozrostu atypowego), guzéw jelita (0/8) (w tym 0/6 gruczolakorakéw

i 0/2 gruczolakéw), guzéw gtowy i szyi (0/5) (w tym 0/1 gruczolakoraka, 0/1 raka nosogardta, 0/1 raka ptaskonabtonkowego, 0/1 raka
torbielowatego i 0/1 gruczolaka), guzéw przerzutowych (0/5), guzédw mézgu (0/4) (w tym 0/3 oponiakéw i 0/1 gwiazdziaka), guzow

ptuc (0/4) (w tym 0/2 rakéw ptaskonabtonkowych, 0/1 gruczolakoraka i 0/1 raka drobnokomoérkowego), rakéw ptaskonabtonkowych
przetyku (0/3), gruczolakorakéw zotadka (0/3), chtoniakéw (0/3), guzéw jajnikéw (0/3) (w tym 0/2 gruczolakorakéw i 0/1 ziarniszczaka),
guzdéw nadnerczy (0/2) (w tym raka kory nadnerczy i gruczolaka), rakdw przejsciowokomoérkowych pecherza moczowego (0/2), guzéw
kosci (0/2) (w tym 0/1 kostniakomigsaka i 0/1 chrzestniakomigsaka), rakow jasnokomérkowych nerki (0/2), gruczolakorakéw gruczotu
krokowego (0/2), nasieniakéw (0/2), rakéw ptaskonabtonkowych szyjki macicy (0/2), czerniaka (0/1), gruczolaka trzustki (0/1), raka
plaskonablonkowego skow (0/1) i rozrostu gruczotu krokowego (0/1). (Laczna liczba ocenionych nlepraW|dIowych przypadkow 88)

konwencjonalnego badania histopatologicznego opartego na nieimmunologicznym barwieniu histologicznym.

Szczegolne ograniczenia dla produktu

Przeciwciato CTLA-4 (CAL49) zostato zoptymalizowane w Leica Biosystems pod katem stosowania z BOND Polymer Refine Detection
i pomocniczymi odczynnikami BOND. W tych okoliczno$ciach uzytkownicy, ktérzy postepujg niezgodnie z zalecanymi procedurami
testowymi muszg wzig¢ odpowiedzialno$¢ za interpretacje wynikéw chorego. Czasy protokotu moga byé rézne w zwigzku ze
zréznicowaniem w zakresie utrwalenia tkanek i skuteczno$ci wzmocnienia przez przeciwciato i nalezy je okresli¢ doswiadczalnie.
Odczynniki kontroli negatywnej nalezy stosowa¢ podczas optymalizacji warunkéw odmaskowywania i czaséw protokotu.

Rozwigzywanie probleméw
W celu uzyskania dalszych informacji o dziataniu zaradczym zob. odsytacz 3.

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

Dodatkowe informacje

Dodatkowe informacje dotyczace immunobarwienia przy uzyciu odczynnikéw BOND opisanego w dziatach ,Zasady postepowania”,
+,Wymagane materiaty”, ,Przygotowanie prébek”, ,Kontrola Jakosci®, ,Weryfikacja testu”, ,Interpretacja barwienia”, ,Objasnienie symboli
na etykietach” i ,Ograniczenia ogélne” mozna znalez¢ w punkcie ,Stosowanie odczynnikéw BOND” w dokumentacji uzytkownika
systemu BOND.
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Pripravljeno primarno protitelo BOND
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
KataloSka §t.: PA0181

Predvidena uporaba
Ta reagent je namenjen diagnostiéni uporabi in vitro.

Monoklonsko protitelo CTLA-4 (CAL49) je namenjeno kvalitativni identifikaciji molekule proteina CTLA-4 s svetlobno mikroskopijo v
tkivih, fiksiranih s formalinom in vstavljenih v parafin, z imunohistokemijskim barvanjem z uporabo avtomatiziranega sistema BOND (kar
vklju€uje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III).

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

Povzetek in razlaga

Imunohistokemijske tehnike se lahko uporabijo za prikaz prisotnosti antigenov v tkivih in celicah (glejte »Uporaba reagentov BOND«

v prilozeni dokumentaciji za uporabnike sistema BOND). Primarno protitelo CTLA-4 (CAL49) je izdelek, ki je pripravljen za uporabo in
posebej optimiziran za uporabo s sistemom BOND Polymer Refine Detection. Prikaz humanega proteina CTLA-4 se doseze tako, da se
najprej dovoli vezava protitelesa CTLA-4 (CAL49) na rezino, nato pa se ta vezava prikaze z uporabo reagentov v sistemu za zaznavanje.
Uporaba teh izdelkov skupaj z avtomatiziranim sistemom BOND (vkljuCuje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-IIl) zniza
moznost Eloveske napake in variabilnosti, ki sama po sebi izhaja iz redéenja posameznega reagenta, rocnega pipetiranja in nanosa
reagenta.

Prilozeni reagenti

CTLA-4 (CAL49) je kuncje monoklonsko protitelo, usmerjeno proti humanim antigenom, ki je izdelano kot supernatant tkivne kulture in je
dobavljeno v fizioloski raztopini s pufrom tris, nosilno beljakovino in 0,35 % konzervansa ProClin™ 950.

Skupna prostornina = 7 ml.

Klon
CAL49
Opomba: Klon CAL49 po licenci izdeluje in prodaja druzba Abcam Plc.

Imunogen

Sinteti¢ni peptid, ki ustreza humanemu CTLA-4 aa183-283.
Specificnost

Humani protein CTLA-4.

Razred Ig
1gG1

Skupna koncentracija beljakovin
Priblizno 10 mg/ml

Koncentracija protiteles
Visja ali enaka 0,2 mg/l.

Redc¢enje in mesanje
Primarno protitelo CTLA-4 (CAL49) je optimalno razred€eno za uporabo na sistemu BOND (vkljucuje sistem Leica BOND-MAX in sistem
Leica BOND-III). Rekonstitucija, meSanje, redEenje ali titracija tega reagenta niso potrebni.

Potrebni materiali, ki niso prilozeni

Glejte »Uporaba reagentov BOND« v priloZeni dokumentaciji BOND za uporabnika za popoln seznam materialov, ki so potrebni za
obdelavo vzorcev in imunohistokemijsko barvanje pri uporabi sistema BOND (vklju€uje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-
).

Shranjevanje in stabilnost

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

Znaki, ki kaZejo kontaminacijo in/ali nestabilnost protitelesa CTLA-4 (CAL49), so: motnost raztopine, prisotnost vonja in oborine. Takoj po
uporabi ohladite na temperaturo 2-8°C.

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

Previdnosti ukrepi

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

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

« Kopija varnostnega lista vam je na voljo pri lokalnem distributerju ali v regionalni pisarni druzbe Leica Biosystems ali na spletnem
mestu www.LeicaBiosystems.com.

« Zvzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so prisli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe, in
pri njihovem odstranjevanju slediti ustreznim previdnostnim ukrepom2. Nikoli ne pipetirajte reagentov skozi usta; pazite, da reagenti
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in vzorci ne pridejo v stik s koZo ali sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z ob&utljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poiégite
zdravnisko pomo¢.

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

« Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzro¢i nespecifi¢no barvanje.

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

Navodila za uporabo

Primarno protitelo CTLA-4 (CAL49) je bilo razvito za uporabo na avtomatiziranem sistemu BOND (vkljuCuje sistem Leica BOND-MAX

in sistem Leica BOND-III) skupaj s sistemom BOND Polymer Refine Detection. Priporoceni protokol barvanja za primarno protitelo
CTLA-4 (CALA49) je protokol IHC Protocol F. Za toplotno pridobivanje epitopa se priporo¢a 20-minutna uporaba raztopine BOND Epitope
Retrieval Solution 2 (AR9640).

Pri€akovani rezultati

Normalna tkiva

Klon CAL49 zazna protein CTLA-4 v citoplazmi/membrani dela imunskih celic. Obarvanje so opazili v imunskih celicah ve€ine vrst tkiva,
zlasti v limfnem vozlu, nebnici, vranici in prizeljcu. Obarvanje je bilo opaZeno pri celicah medule nadledvicne Zleze, acinarnih celicah
trebusne slinavke, alveolarnih makrofagih, nekaterih celicah bele mozganovine malih mozganov in folikularnih epitelijskih celicah
$¢itnice. Sibko barvanje so opazili v proksimalnih tubulih ledvic, jetrnih hepatocitih in respiratornem epiteliju grla. Obarvanje urotelijske
bazalne membrane je bilo opazeno v se¢nem mehurju. (Skupno $tevilo ocenjenih normalnih primerov = 124).

Tumorska tkiva

Klon CAL49 je obarval 1/11 tumorjev dojke (vkljuéno z 1/7 invazivnih duktalnih karcinomov, 0/2 fibroadenomov, 0/1 mucinoznega

raka dojke in 0/1 invazivnega lobularnega karcinoma), 1/5 tumorjev $¢itnice (vkljuéno z 1/1 folikularnega karcinoma, 0/3 folikularnih
adenomov in 0/1 papilarnega karcinoma $¢itnice) in 1/4 hepatocelularnih karcinomov. Obarvanja niso zaznali pri endometrijskih tumorjih
(0/12) (vkljuéno z 0/10 adenokarcinomov, 0/1 jasnocelicnega karcinoma in 0/1 atipi¢ne hiperplazije), ¢revesnih tumorjih (0/8) (vkljuéno z
0/6 adenokarcinomov in 0/2 adenomov), tumorjih glave in vratu (0/5) (vkljuéno z 0/1 adenokarcinoma, 0/1 nazofaringealnega karcinoma,
0/1 ploS¢atoceli¢nega karcinoma, 0/1 adenoidnega cisti¢nega karcinoma in 0/1 adenoma), metastatskih tumorjih (0/5), mozganskih
tumorjih (0/4) (vklju¢no z 0/3 meningiomov in 0/1 astrocitoma), pljuénih tumorjih (0/4) (vkljuéno z 0/2 plo$¢atoceli¢nih karcinomov, 0/1
adenokarcinoma in 0/1 drobnoceliénega karcinoma), plo$¢atoceli¢nih karcinomih poziralnika (0/3), adenokarcinomih Zelodca (0/3),
limfomih (0/3), tumorijih jajénikov (0/3) (vkljuéno z 0/2 adenokcarcinomov in 0/1 tumorja granuloznih celic), tumorjih nadledvi¢ne Zleze
(0/2) (vkljuéno z adrenokortikalnim karcinomom in adenomom), karcinomih prehodnih celic se¢nega mehurja (0/2), kostnih tumorjih
(0/2) (vkljuéno z 0/1 osteosarkoma in 0/1 hondrosarkoma), ledvi¢nih svetloceli¢nih karcinomih (0/2), adenokarcinomih prostate (0/2),
seminomih (0/2), plo$¢atoceli¢nih karcinomih materni¢nega vratu (0/2), melanomu (0/1), adenokarcinomu trebusne slinavke (0/1),
plos¢atocelicnem koznem karcinomu (0/1) in hiperplaziji prostate (0/1). (Skupno $tevilo ocenjenih nenormalnih primerov = 88).

lzdelek CTLA-4 (CAL4: ¢ j TLA-4 v normalnih in neoplasti¢nih tkivih ki
konvencionalni histopatologiji z uporabo neimunskih histokemiénih barvil.

Specificne omejitve izdelka

Druzba Leica Biosystems je protitelo CTLA-4 (CAL49) optimizirala za uporabo s sistemom BOND Polymer Refine Detection in pomoznimi
reagenti BOND. Uporabniki, ki odstopijo od priporo¢enih preizkusnih postopkov, morajo prevzeti odgovornost za razlago bolnikovih
rezultatov pod temi pogoji. Trajanje protokola se lahko spremeni zaradi razlik pri fiksiranju tkiv in u€inkovitosti izboljSave antigena ter se
mora dolociti empiri€no. Uporabiti morate negativne kontrolne reagente, kadar optimizirate pogoje razkrivanja in trajanje protokola.

naliz:

Odpravljanje tezav

Glejte 3. navedbo za ukrep za odpravljanje napake.

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

Dodatne informacije

Dodatne informacije o imunolo$kem barvanju z reagenti BOND lahko najdete v prilozeni dokumentaciji za uporabnike sistema BOND
»Uporaba reagentov BOND« v poglavjih Nacelo postopka, Potrebni materiali, Priprava vzorcev, Kontrola kakovosti, Verifikacija testa,
Tolmacenje obarvanja, Legenda za simbole na oznakah in Splo$ne omejitve.
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Primarni protilitka BOND pripravena k pouZiti
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Kat. ¢.: PA0181

Zamyslené pouziti

Tato reagencie je ur¢ena k diagnostickému pouziti in vitro.

Monoklonalni protilatka CTLA-4 (CAL49) je uréena k pouziti pfi kvalitativnim stanoveni proteinu CTLA-4 svételnou mikroskopii ve tkani
fixované formalinem a zalité v parafinu imunohistochemickym barvenim pomoci automatického systému BOND (zahrnujiciho systémy
Leica BOND-MAX a Leica BOND-III).

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

Souhrn a vysvétleni

Imunohistochemické techniky Ize pouzit k prikazu pfitomnosti antigent ve tkani a v burikach (viz ,PouZziti reagencii BOND* v uzivatelské
dokumentaci BOND). Primarni protilatka CTLA-4 (CAL49) je produkt pfipraveny k pouziti, ktery byl specificky optimalizovan k pouziti se
soupravou BOND Polymer Refine Detection. Prikazu lidského proteinu CTLA-4 se dosahne tim, Ze se nejprve umozni vazba CTLA-4
(CALA49) na fezu, a poté se tato vazba vizualizuje pomoci reagencii dodanych v detekénim systému. Pouziti téchto produktt v kombinaci
s automatickym systémem BOND system (véetné systému Leica BOND-MAX system a Leica BOND-III system) sniZuje moznost lidské
chyby a inherentni variability v dusledku fedéni jednotlivych reagencii, manualniho pipetovani a pouziti reagencii.

Dodavané reagencie

CTLA-4 (CALA49) je kralici monoklonalni protilatka proti lidskym antigenim vyrabéna jako supernatant z tkariové kultury a dodavana ve
fyziologickém roztoku pufrovaném Tris s pfenasejicim proteinem, obsahuijici jako konzervaéni prostredek 0,35% ProClin™ 950.

Celkovy objem =7 ml.

Klon
CAL49
Poznamka. Klon CAL49 se vyrabi a prodava na zakladé licence spole¢nosti Abcam Plc.

Imunogen
Synteticky peptid odpovidajici lidskému CTLA-4 aa183-283.

Specificita

Lidsky protein CTLA-4.

Trida Ig

1gG1

Koncentrace celkového proteinu

Pfiblizné 10 mg/ml

Koncentrace protilatek

0,2 mg/l nebo vyssi.

Redéni a michani

Primarni protilatka CTLA-4 (CAL49) je optimalné nafedéna k pouziti v systému BOND system (véetné systému Leica BOND-MAX
system a Leica BOND-III system). Rekonstituce, michani, fedéni ani titrace této reagencie nejsou nutné.

Potfebny material, ktery neni souc¢asti dodavky

Uplny seznam material(i potfebnych ke zpracovani vzorku a k imunohistochemickému barveni pomoci systému BOND (véetné systému
Leica BOND-MAX a Leica BOND-III) je uveden v bodé ,Pouziti reagencii BOND* v uzivatelské dokumentaci BOND.

Skladovani a stabilita

Uchovaveijte pfi teploté 2-8°C. Nepouzivejte po uplynuti data exspirace uvedeného na $titku nadoby.

Znamky signalizujici kontaminaci a/nebo nestabilitu CTLA-4 (CAL49) jsou: zkaleni roztoku, vznik zapachu a pfitomnost precipitatu.
Okamzité po pouziti vratte do prostfedi s teplotou 2-8°C.

Podminky skladovani jiné nez vy$e uvedené musi uzivatel' validovat.

Bezpecnostni opatieni

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

« Koncentrace pfipravku ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivni slozku 2-methylisothiazol-3(2H)-on a mlze zpusobit podrazdéni
ktze, oéi, sliznic a hornich cest dychacich. Pfi manipulaci s reagenciemi pouzivejte rukavice na jedno pouziti.

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

« Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se v§emi materialy, které s nimi pfisly do kontaktu, je nutno zachazet, jako by mohly prenaset
infekci, a zlikvidovat je s pouzitim pfislusnych bezpeénostnich opatfeni2. Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabrarite kontaktu
reagencii a vzork( s kuzi a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym
mnozstvim vody. Vyhledejte Iékafskou pomoc.
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«Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduijte ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.
« Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvy$eni vyskytu nespecifického barveni.

« Ziskavani, inkubaéni doby nebo teploty jiné nez specifikované mohou vést k chybnym vysledkiim. VSechny takové zmény musi byt
uzivatelem validovany.

Navod k pouziti

Primarni protilatka CTLA-4 (CAL49) byla vyvinuta k pouziti v automatickém systému BOND system (véetné systému Leica BOND-MAX

system a Leica BOND-III system) v kombinaci se soupravou BOND Polymer Refine Detection. Protokol doporu¢eného barveni primarni
protilatky CTLA-4 (CAL49) je IHC Protocol F. Teplem indukované odmaskovani epitopu se doporucuje s pouZzitim roztoku BOND Epitope
Retrieval Solution 2 (AR9640) po dobu 20 minut.

Ocekavané vysledky

Normalni tkané

Klon CAL49 detekuje protein CTLA-4 v cytoplazmé&/membrané ¢asti imunnich bunék. Barveni bylo pozorovano v imunnich burikach ve
vétsiné typl tkani a zejména v lymfatickych uzlinach, tonzile, sleziné a brzliku. Barveni bylo pozorovano v burikach v diené nadledvin,
burikach pankreatickych acind, alveolarnich makrofagti, ob&asnych burikach v bilé hmoté mozecku a ve folikularnich epitelialnich
burikach stitné Zlazy. Slabé barveni bylo pozorovano v proximalnich tubulech ledvin, hepatocytech jater a respiracnim epitelu hrtanu.
V mocovém méchyfi bylo pozorovano barveni urotelialni bazalni membrany. (Celkovy pocet normalnich vySetfovanych tkani = 124).
Néadorové tkané

Klon CAL49 zbarvil 1/11 nadoru prsu (véetné 1/7 invazivniho duktalniho karcinomu, 0/2 fibroadenoma, 0/1 mucinézni rakoviny prsu

a 0/1 invazivniho lobularniho karcinomu), 1/5 nadoru $titné zlazy (véetné 1/1 folikularniho karcinomu, 0/3 folikularnich adenomu a

0/1 papilariho karcinomu &titné Zlazy) a 1/4 hepatocelularich karcinomu. Zadné zbarveni nebylo pozorovano u nadorii endometria
(0/12) (v€etné 0/10 adenokarcinomu, 0/1 svétlobunééného karcinomu a 0/1 atypické hyperplazie), nadoru strev (0/8) (véetné 0/6
adenokarcinomu a 0/2 adenomu), nadort hlavy a krku (0/5) (véetné 0/1 adenokarcinomu, 0/1 nasofaryngealniho karcinomu, 0/1
dlazdicobunécného karcinomu, 0/1 adenoidniho cystického karcinomu a 0/1 adenomu), metastatickych nadord (0/5), nadort mozku
(0/4) (vEetné 0/3 meningiomu a 0/1 astrocytomu), nadort plic (0/4) (véetné 0/2 dlazdicobunéénych karcinomt, 0/1 adenokarcinomu

a 0/1 malobunééného karcinomu), dlazdicobunééného karcinomu jicnu (0/3), adenokarcinomu Zaludku (0/3), lymfomu (0/3), nadort
vajecnikl (0/3) (vEetné 0/2 adenokarcinomu a 0/1 nadoru bunék granulézy), nadort nadledvinek (0/2) (véetné adrenokortikalniho
karcinomu a adenomu), karcinomu pfechodnych bunék mocového méchyre (0/2), nadort kosti (0/2) (vEetné 0/1 osteosarkomu a 0/1
chondrosarkomu), renalnich svétiobunéénych karcinomu (0/2), adenokarcinomu prostaty (0/2), seminomu (0/2), dlazdicobunéénych
karcinomt délozniho ¢ipku (0/2), melanomu (0/1), adenokarcinomu slinivky bfisni (0/1), dlazdicobunééného karcinomu kize (0/1) a
hyperplazie prostaty (0/1). (Celkovy poc&et vySetfenych abnormalnich tkani = 88)

Protilatka CTLA-4 (CAL49) se doporucuje k detekci proteinu CTLA-4 v normalnich a neoplastickych tkanich. jako dopinék ke

konvenéni histopatologii s pouzitim neimunologickych histochemickych natéra.

Omezeni specificka pro tento produkt

CTLA-4 (CAL49) byla spolecnosti Leica Biosystems optimalizovana pro pouZiti se soupravou BOND Polymer Refine Detection a s
pomocnymi reagenciemi BOND. UzZivatelé, ktefi se pfi vySetfeni odchyli od doporu¢eného postupu, musi za téchto okolnosti pfijmout
odpovédnost za interpretaci vysledku u pacienta. Doby uvedené v protokolu se mohou lisit v dusledku odchylek pfi fixaci tkani a
ucinnosti pfi zvyraznéni antigenu a musi byt stanoveny empiricky. Pfi optimalizaci podminek pfi ziskavani a dob v protokolu musi byt
pouzity reagencie pro negativni kontrolu.

Reseni problému

Napravna opatfeni jsou uvedena v odkaze 3.

S hlaSenim neobvyklého barveni kontaktujte mistniho distributora nebo oblastni kancelaF spoleénosti Leica Biosystems.

DalSi informace

Dal$i informace o imunobarveni reagenciemi BOND naleznete pod nazvy Princip metody, Potfebné materialy, Pfiprava vzorku, Kontrola
kvality, Ovéreni testu, Interpretace barveni, Vysvétleni symbolu na Stitcich a Obecna omezeni v uzivatelské dokumentaci BOND, v bodé
,Pouziti reagencii BOND".
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Primarna protilitka na priame pouZitie pre systém BOND
CTLA-4 (CAL49), 7 ml
Katalégové ¢.: PA0181

Zamyslané pouzitie

Toto ¢inidlo je ur€ené na diagnostické pouZzitie in vitro.

Monoklonalna protilatka CTLA-4 (CAL49) je uréena na pouzitie pri kvalitativnej identifikacii proteinu CTLA-4 svetelnou mikroskopiou

v tkanive fixovanom formalinom a zaliatom v parafine prostrednictvom imunohistochemického farbenia s pouzitim automatizovaného
systému BOND (zahfia systémy Leica BOND-MAX a Leica BOND-III).

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

Zhrnutie a vysvetlenie

Imunohistochemické techniky mozno pouzit na preukazanie pritomnosti antigénov v tkanivach a bunkach (pozrite si ¢ast ,Pouzivanie
¢Sinidiel BOND" v pouzivatelskej dokumentacii k systému BOND). Primarna protilatka CTLA-4 (CAL49) je produkt pripraveny na okamzité
pouZzitie, ktory bol $pecificky optimalizovany na pouzitie so systtmom BOND Polymer Refine Detection. Preukézanie fudského proteinu
CTLA-4 sa vykonava tak, Ze najprv sa umozni vazba pripravku CTLA-4 (CAL49) na rez a tato vazba sa nasledne vizualizuje pomocou
¢inidiel poskytnutych v detekénom systéme. PouZzitie tychto produktov v spojitosti s automatizovanym systémom BOND (zahfiia systémy
Leica BOND-MAX a Leica BOND-IIl) znizuje moznost [udskej chyby a inherentnej variability vyplyvajucej z individualneho nariedenia
¢inidiel, manualneho pipetovania a aplikacie Cinidiel.

Dodané ¢inidla

CTLA-4 (CALA49) je kralicia anti-fTudska monoklonalna protilatka vyprodukovana ako supernatant tkanivovych kultir a dodavana v tris-
pufrovanom fyziologickom roztoku s transportnym proteinom, obsahujtca 0,35 % pripravku ProClin™ 950 ako konzervacnej latky.
Celkovy objem =7 ml.

Klon
CAL49
Pozn.: Klon CAL49 sa vyraba a predava v ramci licencie spolo¢nosti Abcam Plc.

Imunogén

Synteticky peptid zodpovedajici ludskému proteinu CTLA-4 aa183-283.
Specificita

Ludsky protein CTLA-4.

Trieda Ig
1gG1

Celkova koncentracia proteinov
Cca 10 mg/ml

Koncentracia protilatok
Vacsia alebo rovna 0,2 mgl/l.

Riedenie a mieSanie

Primarna protilatka CTLA-4 (CAL49) je optimalne zriedena na pouzitie v systéme BOND (zahfiia systémy Leica BOND-MAX a Leica
BOND-III). Rekonétittcia, mieSanie, riedenie ani titracia tohto ¢inidla nie su potrebné.

Pozadovany nedodany material

Uplny zoznam materialov potrebnych na pripravu vzorky a imunochemické zafarbenie pomocou systému BOND (zahfiia systémy Leica
BOND-MAX a Leica BOND-III) si pozrite v ¢asti ,Pouzivanie ¢inidiel BOND" v pouzivatelskej dokumentacii k systému BOND.
Uskladnenie a stabilita

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

Znamky signalizujuce kontaminaciu a/alebo nestabilitu pripravku CTLA-4 (CAL49) su: zakalenost roztoku, vznik zapachu a pritomnost
zrazeniny. Okamzite po pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C.

Iné nez vy$sie uvedené podmienky skladovania si vyZzaduju validaciu pouzivatefom®.

Bezpecnostné opatrenia

« Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro.

« Koncentracia produktu ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivnu zlozku 2-metylizotiazol-3(2H)-6n a méze sposobit podrazdenie
koze, oéi, sliznic a hornych dychacich ciest. Pri manipulacii s ¢inidlami pouzivajte jednorazové rukavice.

« Materidlovy bezpecnostny list vdm poskytne miestny distribltor alebo regionalna pobocka spolo¢nosti Leica Biosystems, pripadne
navstivte webové sidlo spolo¢nosti Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com

« So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prili do kontaktu, je nutné manipulovat' ako s potencialne
infek&nymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajtcich bezpe&nostnych opatrni2. Cinidla nikdy nepipetujte Gstami a zabrarite

PA0181
Page 48


http://www.LeicaBiosystems.com/

kontaktu ¢inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich
velkym mnozstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

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

+ Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu ¢inidiel. V opaénom pripade méze dojst k zvySeniu neSpecifického zafarbenia.

* Nedodrzanie predpisanych déb zachytu, inkubacnych dob alebo teplét moéze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si
vyzaduju validaciu pouzivatelom.

Navod na pouzitie

Primarna protilatka CTLA-4 (CAL49) bola vytvorena na pouZitie v automatizovanom systéme BOND (zahitia systémy Leica BOND-MAX
a Leica BOND-III) v kombinacii so systémom BOND Polymer Refine Detection. Odporuéany protokol farbenia pre primarnu protilatku
CTLA-4 (CAL49) je IHC Protocol F. Zachyt epitopov s tepelnou indukciou sa odportica s pouzitim roztoku BOND Epitope Retrieval
Solution 2 (AR9640) na 20 minut.

Ocakavané vysledky

Normalne tkaniva

Klon CAL49 deteguje protein CTLA-4 v cytoplazme/membrane ¢asti imunitnych buniek. Zafarbenie bolo pozorované v imunitnych
bunkach vo vacésine typov tkaniv, najmé v lymfatickych uzlinach, mandliach, slezine a tymuse. Zafarbenie bolo pozorované v bunkach
v dreni nadobli¢iek, pankreatickych acinarnych bunkach, alveolarnych makrofagoch, prilezitostnych bunkach v bielej hmote mozocka a
vo folikularnych epitelovych bunkach $titnej Zzlazy. Slabé zafarbenie bolo pozorované v proximalnych obli¢kovych tubuloch, peceriovych
hepatocytoch a respiratnom epiteli hrtana. V mo€ovom mechure bolo zaznamenané zafarbenie bazalnej membrany urotelu. (Celkovy
pocet normalnych vysetrenych pripadov = 124).

Néadorové tkaniva

Klon CAL49 zafarbil 1/11 nadorov prsnika (vratane 1/7 invazivnych duktalnych karcinémov, 0/2 fibroadenémov, 0/1 mucinézneho karcinomu
prsnika a 0/1 invazivneho lobularneho karcinému), 1/5 nadorov $titnej Zfazy (vratane 1/1 folikularneho karcinému, 0/3 folikularnych
adenoémov a 0/1 papilarneho karcinému $titnej Zfazy) a 1/4 hepatocelularych karcinémov. Ziadne zafarbenie nebolo pozorované pri
nadoroch endometria (0/12) (vratane 0/10 adenokarcinémov, 0/1 svetlobunkového karcinému a 0/1 atypickej hyperplazie), nadoroch &riev
(0/8) (vratane 0/6 adenokarcinémov a 0/2 adenémov), nadoroch hlavy a krku (0/5) (vratane 0/1 adenokarcinému, 0/1 nazofaryngalneho
karcinému, 0/1 skvamocelularneho karcinému, 0/1 adenoidného cystického karcindmu a 0/1 adenému), metastatickych nadoroch (0/5),
nadoroch mozgu (0/4) (vratane 0/3 meningiomov a 0/1 astrocytomu), nadoroch pluc (0/4) (vratane 0/2 skvamocelularnych karcinémov, 0/1
adenokarcinému a 0/1 malobunkového karcinému), skvamocelularnych karcinémoch pazeraka (0/3), adenokarcinémoch Zaludka (0/3),
lymfémoch (0/3), nadoroch vajecnikov (0/3) (vratane 0/2 adenokarcinémov a 0/1 nadoru granul6znych buniek), nadoroch nadobliciek
(0/2) (vratane adrenokortikalneho karcindmu a adenému), karcindmoch mo&ového mechtra z prechodnych buniek (0/2), nadoroch kosti
(0/2) (vratane 0/1 osteosarkému a 0/1 chondrosarkému), renélnych svetlobunkovych karcinémoch (0/2), adenokarcinémoch prostaty
(0/2), seminémoch (0/2), skvamocelularnych karcinémoch kréka maternice (0/2), melanéme (0/1), adenokarcinéme pankreasu (0/1),
skvamocelularnom karcinéme koze (0/1) a hyperplazii prostaty (0/1). (Celkovy pocet abnormainych vySetrenych pripadov = 88)

CTLA-4 (CAL49) sa odporti¢a na detekciu proteinu CTLA-4 v normalnych a neoplastickych tkanivach ako doplnok konvenénej
histopatolégie za pouzitia neimunologickych histochemickych farbeni.

Specifické obmedzenia pre tento vyrobok

CTLA-4 (CAL49) bol v spolo¢nosti Leica Biosystems optimalizovany na pouzitie so systtmom BOND Polymer Refine Detection a
pomocnymi ¢inidlami BOND. Pouzivatelia, ktori sa odchylia od odporuc¢anych testovacich postupov, musia akceptovat zodpovednost za
interpretaciu vysledkov pacienta za tychto okolnosti. Casy podra protokolu sa mézu ligit z dévodu odchylok vo fixacii tkaniva a Géinnosti
zvyraznenia antigénu a musia sa zistit empiricky. Pri optimalizacii podmienok zachytu a ¢asov podla protokolov je potrebné pouzit
negativne kontroly ¢inidlom.

Riesenie problémov

Pri ndprave moéze byt napomocna referencia 3.

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

Dalsie informacie

Dalsie informéacie o imunofarbeni s inidlami BOND néjdete v &astiach Princip postupu, Pozadované materialy, Priprava vzorky,

Kontrola kvality, Overenie testu, Interpretacia zafarbenia, Legenda k symbolom na oznaéeni a VSeobecné obmedzenia v pouzivatel'skej
dokumentacii k systému BOND ,Pouzivanie ¢inidiel BOND*.
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