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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 L’'uso

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

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de Uso

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

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

Var god las innan ni anvander produkten.
O3dnyieg Xpnong

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

Lees venligst far produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen vo66r gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fgr du bruker produktet.
Kullanim Talimatlar

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

Monsi, npoyeTete npean ynotpeba Ha TO3M NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznalatba vétele elétt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni nainte de a utiliza produsul.

MHCTpyKUMS NO NPUMEHEHUIO
MpouTuTe Nepes NPUMEHEHNEM 3TOTO NPOAYKTA.
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Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczyta¢
instrukcje.

Navodila za uporabo
Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pied pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, precitajte si ho pred pouzitim produktov.

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

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

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

Kontrollera att paketet &ar obrutet innan anvandning.
EAéyETe TNV aKEPQIOTNTA TNG CUCKEUATIAG TTPIV ATTO
n Xenon.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget for brug.
Controleer de verpakking voér gebruik.

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan 6nce ambalajin bozulmamis olmasini
kontrol edin.

MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau
ynoTpeba.

Hasznalat el6tt ellenérizze a csomagolas épségét.
Verificati integritatea ambalajului Tnainte de a utiliza
produsul.

Mepen npumeHeHnem ybeantech B LENOCTHOCTU
yNakoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie
jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

Pred pouzitim zkontrolujte neporusenost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, ¢i balenie nie je porusené.

Rx Only
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Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody
CD33

Product Code: NCL-L-CD33

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

NCL-L-CD33 is intended for the qualitative identification by light microscopy of human CD33 in paraffin sections. The clinical
interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies using proper controls and should be
evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Principle of Procedure

Immunohistochemical (IHC) staining techniques allow for the visualization of antigens via the sequential application of a specific antibody
to the antigen (primary antibody), a secondary antibody to the primary antibody and an enzyme complex with a chromogenic substrate
with interposed washing steps. The enzymatic activation of the chromogen results in a visible reaction product at the antigen site. The
specimen may then be counterstained and coverslipped. Results are interpreted using a light microscope and aid in the differential
diagnosis of pathophysiological processes, which may or may not be associated with a particular antigen.

Clone
PWS44

Immunogen
Prokaryotic recombinant protein corresponding to a region of the C2 domain of the human CD33 molecule.

Specificity
Human CD33.

Reagent Composition
NCL-L-CD33 is a liquid tissue culture supernatant containing sodium azide as a preservative.

Ig Class
1gG2b

Total Protein Concentration
Refer to vial label for lot specific total protein concentration.

Antibody Concentration
Greater than or equal to 417 mg/L as determined by ELISA. Refer to vial label for lot specific Ig concentration.

Recommendations On Use

Immunohistochemistry on paraffin sections.

Heat Induced Epitope Retrieval (HIER): Please follow the instructions for use in Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.
Suggested dilution: 1:100 for 30 minutes at 25 °C. This is provided as a guide and users should determine their own optimal working
dilutions.

Visualization: Please follow the instructions for use in the Novolink™ Polymer Detection Systems. For further product information or
support, contact your local distributor or regional office of Leica Biosystems , or alternatively, visit the Leica Biosystems Web site,
www.LeicaBiosystems.com

The performance of this antibody should be validated when utilized with other manual staining systems or automated platforms.

Storage and Stability

Store at 2-8 °C. Do not freeze. Return to 2-8 °C immediately after use. Do not use after expiration date indicated on the vial label.
Storage conditions other than those specified above must be verified by the user.

Specimen Preparation
The recommended fixative is 10% neutral-buffered formalin for paraffin-embedded tissue sections.

Warnings and Precautions

This reagent has been prepared from the supernatant of cell culture. As it is a biological product, reasonable care should be taken when
handling it.

This reagent contains sodium azide. A Material Safety Data Sheet is available upon request or available from
www.LeicaBiosystems.com

Consult federal, state or local regulations for disposal of any potentially toxic components.

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

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

Incubation times or temperatures, other than those specified, may give erroneous results. Any such changes must be validated by the
user.
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Quality Control

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

Controls should be fresh autopsy/biopsy/surgical specimens, formalin-fixed, processed and paraffin wax-embedded as soon as possible
in the same manner as the patient sample(s).

Positive Tissue Control

Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques.

One positive tissue control should be included for each set of test conditions in each staining run.

Atissue with weak positive staining is more suitable than a tissue with strong positive staining for optimal quality control and to detect
minor levels of reagent degradation.?

Recommended positive control tissue is bone marrow or granulocytic sarcoma.

If the positive tissue control fails to demonstrate positive staining, results with the test specimens should be considered invalid.

Negative Tissue Control

Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the primary antibody.
Recommended negative control tissue is skeletal muscle.

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

Non-specific staining, if present, usually has a diffuse appearance. Sporadic staining of connective tissue may also be observed in
sections from excessively formalin-fixed tissues. Use intact cells for interpretation of staining results. Necrotic or degenerated cells often
stain non-specifically.® False-positive results may be seen due to non-immunological binding of proteins or substrate reaction products.
They may also be caused by endogenous enzymes such as pseudoperoxidase (erythrocytes), endogenous peroxidase

(cytochrome C), or endogenous biotin (eg. liver, breast, brain, kidney) depending on the type of immunostain used. To differentiate
endogenous enzyme activity or non-specific binding of enzymes from specific immunoreactivity, additional patient tissues may be stained
exclusively with substrate chromogen or enzyme complexes (avidin-biotin, streptavidin, labeled polymer) and substrate-chromogen,
respectively. If specific staining occurs in the negative tissue control, results with the patient specimens should be considered invalid.

Negative Reagent Control
Use a non-specific negative reagent control in place of the primary antibody with a section of each patient specimen to evaluate
non-specific staining and allow better interpretation of specific staining at the antigen site.

Patient Tissue

Examine patient specimens stained with NCL-L-CD33 last. Positive staining intensity should be assessed within the context of any
non-specific background staining of the negative reagent control. As with any immunohistochemical test, a negative result means that
the antigen was not detected, not that the antigen was absent in the cells/tissue assayed. If necessary, use a panel of antibodies to
identify false-negative reactions.

Results Expected

Normal Tissues

Clone PWS44 detected the CD33 antigen in myeloid and myelomonocytic hemopoiesis and mature macrophages; cells of the erythroid
and megakaryocytic series are negative. Some reactivity was observed in cytotrophoblasts and syncytiotrophoblasts of placenta. Except
for dendritic cells and infiltrating macrophages, no staining was observed in other normal tissues evaluated (n=123).

Abnormal Tissues

Clone PWS44 detected the CD33 protein in 62/66 acute myeloid leukemias, 2/56 diffuse B-cell lymphomas, 11/11 myeloid dysplasia
and myeloproliferative diseases, 4/15 precursor B-lymphoblastic leukemias, 4/4 chronic myeloid leukemias, 6/6 granulocytic sarcomas,
2/10 precursor T-lymphoblastic leukemias, 1/15 Hodgkin’s lymphomas, 1/6 Burkitt lymphomas, 1/3 plasma cell neoplasms and 1/1
hematodermic lymphoid neoplasms. No staining was observed in diffuse T-cell lymphomas (0/30), diffuse large cell B-cell lymphomas
(0/20), follicular lymphomas (0/8), diffuse small B-cell lymphomas (0/2), T-cell rich B-cell lymphomas (0/2), reactive lymphoid tissues
(0/2), an anaplastic large cell lymphoma (0/1), a lymphoplasmacytic lymphoma (0/1), liver tumors (0/5), thyroid tumors (0/4), lung tumors
(0/4), ovarian tumors (0/4), brain tumors (0/2), esophageal tumors (0/2), breast tumors (0/2), stomach tumors (0/2), soft tissue tumors
(0/2), tumors of the tongue (0/2), metastatic tumors of unknown origin (0/2), kidney tumors (0/2), cervical tumors (0/2), testicular tumors
(0/2), tumors of the colon (0/2), tumors of the rectum (0/2), skin tumors (0/2), a tumor of the larynx (0/1) and a tumor of the thymus (0/1).
(Total number of abnormal cases = 304).

NCL-L-CD33 is recommended for the detection of human CD33 protein in normal and neoplastic tissues, as an adjunct to
conventional histopathology using non-immunologic histochemical stains.

General Limitations

Immunohistochemistry is a multistep diagnostic process that consists of specialized training in the selection of the appropriate reagents;
tissue selection, fixation, and processing; preparation of the IHC slide; and interpretation of the staining results.

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

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

Antibodies from Leica Biosystems Newcastle Ltd are for use, as indicated, on either frozen or paraffin-embedded sections with specific
fixation requirements. Unexpected antigen expression may occur, especially in neoplasms. The clinical interpretation of any stained
tissue section must include morphological analysis and the evaluation of appropriate controls.
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Novocastra™ Anticorps Monoclonal Liquide de Souris
CD33
Référence du Produit: NCL-L-CD33

Utilisation Prévue

Diagnostic in vitro.

NCL-L-CD33 est destiné a I'identification qualitative par microscopie optique de la protéine CD33 humaine dans les coupes en inclusion
de paraffine. L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit é&tre complétée par des études morphologiques
utilisant des contréles appropriés et doit étre évaluée par un pathologiste qualifié a la lumiere des antécédents cliniques du patient et
d’autres analyses diagnostiques.

Principe de la Procédure

Les techniques de marquage immunohistochimique (IHC) permettent la visualisation des antigénes via I'application séquentielle

d’un anticorps spécifique sur un antigéne (anticorps primaire), d’un anticorps secondaire sur I'anticorps primaire et d’'un complexe
enzymatique comportant un substrat chromogene, avec des étapes de lavage intercalées. L'activation enzymatique du chromogéene
se traduit par la présence d’un produit de réaction visible au niveau du site de I'antigéne. Le spécimen peut ensuite faire I'objet d’'une
coloration de contraste et étre placé sous une lamelle. Les résultats sont interprétés a I'aide d’'un microscope optique et participent au
diagnostic différentiel des processus physiopathologiques, susceptibles, ou non, d’étre associés a un antigéne particulier.

Clone
PWS44

Immunogéne

Protéine recombinante procaryote correspondant a une région du domaine C2 de la molécule CD33 humaine.
Spécificité

CD33 humaine.

Composition du Réactif
Le NCL-L-CD33 est un surnageant de culture tissulaire liquide contenant une solution d’azide de sodium comme conservateur.

Classe d’lg
1gG2b

Concentration Totale en Protéines
La concentration totale en protéines, spécifique du lot, figure sur I'étiquette du flacon.

Concentration en Anticorps

Supérieure ou égale a 417 mg/L, déterminée par la méthode ELISA. La concentration totale en Ig, spécifique du lot, figure sur I'étiquette
du flacon.

Recommandations d’utilisation

Immunohistochimie sur coupes en paraffine.

Récupération d’épitopes induite par la chaleur (HIER): Suivre les instructions pour utilisation avec la Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 9.

Dilution préconisée: 1:100 durant 30 minutes a 25 °C. Ceci n'est donné qu’a titre indicatif et les utilisateurs doivent déterminer leurs
propres dilutions de travail optimales.

Visualisation: Veuillez respecter le mode d’emploi des Novolink™ Polymer Detection Systems. Pour plus d’informations sur le produit ou
pour toute assistance, contactez votre représentant local ou le bureau régional de Leica Biosystems , ou sinon rendez vous sur le site
www.LeicaBiosystems.com de Leica Biosystems .

Les performances de cet anticorps devront étre validées lorsqu'il est utilisé avec d’autres systemes de coloration manuels ou plates-
formes automatisées.

Conservation et Stabilité

Conserver a 2-8 °C. Ne pas congeler. Remettre immédiatement a 2—-8 °C aprés utilisation. Ne pas utiliser aprés la date de péremption
indiquée sur I'étiquette du récipient. Les conditions de conservation autres que celles qui sont spécifiées ci-dessus doivent faire I'objet
d’une vérification par l'utilisateur.

Préparation des Spécimens
Le fixateur recommandé est le formol a 10%, tamponné, neutre, pour coupes tissulaires incluses en paraffine.

Mises en Garde et Précautions

Ce réactif a été préparé a partir du surnageant d’une culture cellulaire. Du fait de sa nature de produit biologique, sa manipulation doit
faire I'objet du plus grand soin.

Ce réactif contient de 'azide de sodium. Une Fiche de données de sécurité est disponible sur demande ou sur le site
www.LeicaBiosystems.com

Consulter les réglementations nationales, régionales ou locales en vigueur relatives a I'élimination de tous les éléments potentiellement
toxiques.

CD33-L-CE
Page 5



Les spécimens, avant et apres fixation, ainsi que toutes les matieres ayant été en contact avec eux, doivent étre manipulés

comme s'ils étaient susceptibles de transmettre une infection et étre éliminés en respectant les précautions appropriées'. Ne

jamais pipeter les réactifs avec la bouche et éviter tout contact des réactifs et des spécimens avec la peau et les membranes
muqueuses. Rincer avec de grandes quantités d’eau en cas de contact des réactifs ou des spécimens avec des zones sensibles.
Consulter un médecin.

Minimiser la contamination microbienne des réactifs sinon un accroissement du marquage non spécifique est susceptible de se produire.

Des durées et des températures d’incubation différentes de celles qui ont été spécifiées sont susceptibles de conduire a des résultats
erronés. Toutes les modifications doivent étre validées par I'utilisateur.

Controéle de Qualité

Des différences de traitement des tissus et de procédures techniques du laboratoire de I'utilisateur sont susceptibles de conduire a une
variabilité significative des résultats, ce qui rend nécessaire la mise en ceuvre de controles en interne en plus des procédures suivantes.
Les controles doivent étre des spécimens frais provenant d’autopsies, de biopsies ou d'interventions chirurgicales, fixés au formol,
traités et inclus en cire de paraffine des que possible, de la méme fagon que le(s) échantillon(s) de patient.

Tissu de Controle Positif

Il est utilisé pour indiquer que les tissus ont été préparés correctement et que les techniques de marquage étaient appropriées.

Un contrdle tissulaire positif doit &tre inclus dans toute opération de marquage pour chaque ensemble de conditions d’analyse.

Un tissu présentant un marquage faiblement positif est plus adapté a un contréle de qualité optimal qu’un tissu présentant un marquage
fortement positif et il permet de détecter de moindres niveaux de dégradation du réactif.

Le tissu de controle positif recommandé est la moelle osseuse ou le sarcome granulocytaire.

Si le tissu de controle positif ne présente pas de marquage positif, les résultats des spécimens analysés doivent étre considérés comme
invalides.

Tissu de Controle Négatif
Il doit étre examiné apres le tissu de controle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par I'anticorps primaire.
Le tissu de controle négatif recommandé est le muscle squelettique.

Sinon, la diversité des types cellulaires présents dans la plupart des tissus permet de disposer fréquemment de sites de contrdle négatif,
mais ils doivent étre vérifiés par I'utilisateur.

S'il est présent, le marquage non spécifique prend habituellement une apparence diffuse. Un marquage sporadique du tissu conjonctif
peut également étre observé sur des coupes de tissus qui ont été fixées par un excés de formol. Utiliser des cellules intactes pour
I'interprétation des résultats du marquage. Les cellules nécrotiques ou dégénérées sont souvent marquées de fagon non spécifique.®
Des résultats faussement positifs peuvent étre observés en raison d’une liaison non immunologique a des protéines ou a des produits de
réaction du substrat. lls peuvent également étre provoqués par des enzymes endogenes comme la pseudoperoxydase (érythrocytes), la
peroxydase endogéne (cytochrome C), ou la biotine endogéne (foie, sein, cerveau, rein, par exemple) selon le type d'immunomarquage
utilisé. Pour différencier I'activité des enzymes endogenes ou la liaison non spécifique d’enzymes de I'immunoréactivité spécifique,

des tissus supplémentaires du patient peuvent étre marqués exclusivement avec le substrat chromogéne ou par des complexes
enzymatiques (avidine-biotine, streptavidine, polymére marqué) et le substrat chromogene respectivement. Si un marquage spécifique
se produit dans le tissu de controle négatif, les résultats des spécimens du patient doivent étre considérés comme invalides.

Réactif de Contréle Négatif

Utiliser un réactif de contréle négatif non spécifique a la place de I'anticorps primaire avec une coupe de chaque spécimen du patient
afin d’évaluer le marquage non spécifique et de permettre une meilleure interprétation du marquage spécifique au niveau du site
antigénique.

Tissu du Patient

Examiner les échantillons du patient marqués au NCL-L-CD33 en dernier lieu. L'intensité du marquage positif doit étre évaluée

a la lumiere du bruit de fond du marquage non spécifique du réactif de contréle négatif. Comme pour toutes les analyses

immunohistochimiques, un résultat négatif signifie que I'antigéne n’a pas été détecté mais ne signifie pas qu’il est absent des cellules/
tissus testés. Si nécessaire, employer un panel d’anticorps pour identifier les réactions faussement négatives.
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Résultats Attendus
Tissus normaux

Le clone PWS44 a détecté I'antigéne CD33 dans les cellules des lignées hématopoiétiques myéloide et myélomonocytaire ainsi que
dans les macrophages matures ; les cellules des lignées érythroide et mégacaryocytaire sont négatives. Une certaine réactivité a
également été observée dans les cytotrophoblastes et les syncytiotrophoblastes du placenta. A I'exception des cellules dendritiques et
des macrophages infiltrants, aucune coloration n’a été observée dans les autres tissus normaux évalués (n=123).

Tissus anormaux

Le clone PWS44 a détecté la protéine CD33 dans 62/66 leucémies myéloides aigués, 2/56 lymphomes diffus a cellules B, 11/11
dysplasies myéloides et maladies myéloprolifératives, 4/15 leucémies lymphoblastiques a précurseurs B, 4/4 leucémies myéloides
chroniques, 6/6 sarcomes granulocytaires, 2/10 leucémies lymphoblastiques a précurseurs T, 1/15 lymphomes de Hodgkin, 1/6
lymphomes de Burkitt, 1/3 néoplasmes des plasmocytes et 1/1 néoplasme lymphoide hématodermique. Aucune coloration n’a été
observée dans des lymphomes diffus a cellules T (0/30), des lymphomes diffus a grandes cellules B (0/20), des lymphomes folliculaires
(0/8), des lymphomes diffus a petites cellules B (0/2), des lymphomes a cellules B riches en cellules T (0/2), des tissus lymphoides
réactifs (0/2), un lymphome anaplasique a grandes cellules (0/1), un lymphome lymphoplasmocytaire (0/1), des tumeurs du foie (0/5),
des tumeurs de la thyroide (0/4), des tumeurs du poumon (0/4), des tumeurs ovariennes (0/4), des tumeurs du cerveau (0/2), des
tumeurs de I'cesophage (0/2), des tumeurs du sein (0/2), des tumeurs de I'estomac (0/2), des tumeurs des tissus mous (0/2), des
tumeurs de la langue (0/2), des tumeurs métastatiques d’origine inconnue (0/2), des tumeurs du rein (0/2), des tumeurs du col de
I'utérus (0/2), des tumeurs testiculaires (0/2), des tumeurs du colon (0/2), des tumeurs du rectum (0/2), des tumeurs de la peau (0/2),
une tumeur du larynx (0/1) et une tumeur du thymus (0/1). (Nombre total de cas anormaux évalués = 304).

NCL-L-CD. recommandé pour la dé ion la protéine CD33 humain ns | i normaux

complément a I'histopathologie traditionnelle utilisant des marqueurs histochimiques non immunologiques.

Limites Générales

L'immunohistochimie est un processus diagnostique constitué de plusieurs étapes qui nécessite une formation spécialisée relative au
choix des réactifs appropriés ; au choix, a la fixation et au traitement des tissus ; a la préparation des lames IHC ; et a I'interprétation des
résultats du marquage.

Le marquage des tissus dépend de leur manipulation et de leur traitement avant le marquage. Une fixation, une congélation, une
décongélation, un lavage, un séchage, un chauffage, une coupe, incorrects ou une contamination par d’autres tissus ou d’autres
liquides sont susceptibles de conduire a la production d’artefacts, au piégeage de I'anticorps ou a des résultats faussement négatifs.
Des variations dans les méthodes de fixation et d’inclusion, ainsi que des irrégularités propres au tissu, peuvent conduire a des résultats
incohérents.*

Une coloration de contraste excessive ou incompléte peut géner l'interprétation correcte des résultats.

L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit étre complétée par des études morphologiques

utilisant des controles appropriés et doit étre évaluée par un pathologiste qualifié a la lumiere des antécédents cliniques du

patient et d’autres analyses diagnostiques.

Les anticorps de Leica Biosystems Newcastle Ltd sont destinés, selon les besoins, a étre utilisés sur des coupes incluses en paraffine
ou des coupes congelées, et conformément a des exigences particuliéres en matiére de fixation. Une expression antigénique inattendue
est susceptible de se produire, en particulier au niveau des néoplasmes. L'interprétation clinique de toute coupe tissulaire marquée doit
comporter une analyse morphologique et I'évaluation des contréles appropriés.
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Novocastra™ Anticorpo Monoclonale Murino Liquido
CD33
Codice Del Prodotto: NCL-L-CD33

Uso Previsto
Per uso diagnostico in vitro.

NCL-L-CD33 é progettato per 'identificazione qualitativa in microscopia ottica di sezioni di CD33 umana incluse in sezioni di paraffina.
L'interpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi morfologici che utilizzino i controlli appropriati

e deve essere valutata da un patologo qualificato, nel contesto della storia clinica del paziente e delle altre metodiche diagnostiche
adoperate.

Principio Della Procedura

Le tecniche di colorazione immunoistochimica (IHC) consentono la visualizzazione degli antigeni mediante I'applicazione sequenziale
di un anticorpo specifico per I'antigene (anticorpo primario), di un anticorpo secondario che lega I'anticorpo primario e di un complesso
enzimatico con un substrato cromogeno; I'applicazione dei tre reagenti & intervallata da fasi di lavaggio. L'attivazione enzimatica del
cromogeno produce una reazione visibile in corrispondenza del sito antigenico. Il campione biologico puo, quindi, essere controcolorato
e montato. | risultati vengono interpretati mediante un microscopio ottico e sono utili nella diagnosi differenziale di processi
fisiopatologici, che possono essere pitl 0 meno associati ad un particolare antigene.

Clone
PWS44

Immunogeno

Proteina ricombinante procariotica corrispondente a una regione del dominino C2 della molecola CD33 umana.
Specificita

Molecola CD33 umana.

Composizione Del Reagente
NCL-L-CD33 & un supernatante liquido di coltura tissutale, contenente di sodio azide come conservante.

Classe Ig
1gG2b

Concentrazione Proteica Totale

Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione proteica totale specifica del lotto.

Concentrazione Anticorpale
Superiore o uguale a 417 mg/L, come determinato mediante test ELISA. Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione di Ig
specifica del lotto.

Raccomandazioni Per L’'uso

Immunoistochimica su sezioni incluse in paraffina.

Smascheramento termoindotto dell’epitopo (HIER): Si raccomanda di seguire le istruzioni per 'uso di Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 9.

Diluizione raccomandata: 1:100 per 30 minuti a 25 °C. Queste raccomandazioni costituiscono delle semplici linee guida; spetta al
singolo utente stabilire le diluizioni di lavoro ottimali.

Visualizzazione: Si raccomanda di seguire le istruzioni per I'uso dei Novolink™ Polymer Detection Systems. Per ulteriori informazioni
sui prodotti o assistenza, contattare il distributore di zona o la sede regionale di Leica Biosystems , oppure visitare il sito internet di Leica
Biosystems , www.LeicaBiosystems.com

La resa di questo anticorpo deve essere validata quando viene utilizzato con altri metodi di colorazione manuale o piattaforme
automatizzate.

Conservazione E Stabilita

Conservare a 2-8 °C. Non congelare. Immediatamente dopo I'uso, raffreddare di nuovo a 2—-8 °C. Non usare dopo la data di scadenza,
indicata sull’etichetta del flacone. Condizioni di conservazione diverse da quelle sopra specificate vanno verificate dall’'utente.

Preparazione Del Campione Biologico
Il fissativo raccomandato & la formalina tamponata neutra al 10% per sezioni tissutali incluse in paraffina.

Avvertenze E Precauzioni
Questo reagente ¢ stato preparato dal supernatante di coltura cellulare. Trattandosi di un prodotto biologico, va maneggiato con cautela.

Questo reagente contiene sodio azide. Una scheda di sicurezza del prodotto (MSDS) ¢ disponibile su richiesta o dal sito
www.LeicaBiosystems.com

Fare riferimento alla normativa federale, statale o locale per lo smaltimento dei componenti potenzialmente tossici.
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Prima e dopo la fissazione, i campioni biologici e tutti i materiali ad essi esposti vanno trattati come potenzialmente infettanti e smaltiti
con le appropriate precauzioni.' Non pipettare i reagenti con la bocca ed evitare il contatto dei reagenti e dei campioni biologici con la

pelle e con le mucose. Se i reagenti o i campioni biologici vengono a contatto con zone sensibili, sciacquare abbondantemente le parti
interessate. Consultare il medico.

Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti, allo scopo di evitare un aumento di colorazione aspecifica.

Tempi o temperature d’'incubazione diversi da quelli specificati possono condurre a risultati non veritieri. Tali variazioni devono
essere convalidate dall'utente.

Controllo Qualita

Differenze nella processazione del tessuto e nelle tecniche in uso presso il laboratorio dell’'utente possono produrre una discrepanza
significativa nei risultati, rendendo necessaria la regolare esecuzione di controlli interni, in aggiunta alle procedure descritte di seguito.
| controlli devono essere costituiti da campioni biologici freschi autoptici/bioptici/chirurgici e devono essere il piti rapidamente possibile
fissati in formalina, processati ed inclusi in paraffina, allo stesso modo dei campioni biologici ottenuti dal paziente.

Controllo Positivo Del Tessuto

E usato per indicare tessuti correttamente preparati e tecniche di colorazione appropriate.

Per ogni gruppo di condizioni del test e ogni volta che viene eseguita la colorazione, deve essere incluso un controllo positivo del
tessuto.

Un tessuto a debole colorazione positiva € pit adatto di uno a colorazione positiva intensa per un ottimale controllo qualita e per mettere
in evidenza anche minimi livelli di degradazione del reagente.?

Il tessuto di controllo positivo consigliato € midollo osseo o sarcoma granulocitico.

Se il controllo positivo del tessuto non dimostra colorazione positiva, i risultati con i campioni biologici del test vanno considerati non
validi.

Controllo Negativo Del Tessuto
Va esaminato dopo il controllo positivo, per verificare la specificita nei confronti dell’antigene bersaglio da parte dell’anticorpo primario.
Il tessuto di controllo negativo raccomandato & il muscolo scheletrico.

In alternativa, la varieta dei tipi cellulari presenti nella maggior parte delle sezioni tissutali offre spesso siti di controllo negativo, ma
questo va verificato dall'utente.

La colorazione aspecifica, se presente, assume di solito aspetto diffuso. La colorazione sporadica del tessuto connettivo pud anche
manifestarsi in seguito ad iperfissazione di sezioni di tessuto in formalina. Per I'interpretazione dei risultati della colorazione, usare
cellule intatte. Le cellule necrotiche o degenerate si colorano spesso in maniera aspecifica®. Si possono osservare risultati falsamente
positivi, dovuti a legame non immunologico delle proteine o a prodotti di reazione del substrato. Tali falsi positivi possono essere anche
causati da enzimi endogeni quali la pseudoperossidasi (eritrociti), la perossidasi endogena (citocromo C) o la biotina endogena

(es. fegato, mammella, cervello, rene), a seconda del tipo di immunocolorazione usato. Per differenziare I'attivita enzimatica endogena
o il legame enzimatico aspecifico dallimmunoreattivita specifica, possono essere colorati ulteriori tessuti del paziente esclusivamente
con substrato cromogeno o con complessi enzimatici (avidina-biotina, streptavidina, polimero marcato) e substrato cromogeno. Se nel
controllo negativo del tessuto compare una colorazione specifica, i risultati sui campioni biologici ottenuti dal paziente devono essere
considerati non validi.

Controllo Negativo Del Reagente

Usare un controllo negativo aspecifico del reagente in luogo dell’anticorpo primario, con una sezione di ogni campione biologico
del paziente, per valutare la colorazione aspecifica e per consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica in
corrispondenza del sito antigenico.

Tessuto Del Paziente

Successivamente, esaminare i campioni biologici del paziente colorati con NCL-L-CD33. L'intensita della colorazione positiva va
analizzata nel contesto di qualsiasi colorazione aspecifica di fondo del controllo negativo del reagente. Come per tutti gli altri test
immunoistochimici, un risultato negativo significa che I'antigene non ¢ stato determinato, ma non necessariamente che fosse assente
dalle cellule o dal tessuto esaminato. Se necessario, usare un pannello di anticorpi per identificare reazioni falsamente negative.

Risultati Attesi

Tessuti normali

Il clone PWS44 ha rilevato I'antigene CD33 in emopoiesi mieloidi e mielomonocitiche e in macrofagi maturi; le cellule della serie eritroide
e megacariocito sono negative. Reattivita & stata osservata nei citotrofoblasti e nei sinciziotrofoblasti della placenta. Tranne per le cellule
dendritiche e i macrofagi infiltranti, non & stata osservata colorazione in altri tessuti normali valutati (n=123).

Abnorme dei tessuti

Il clone PWS44 ha rilevato la proteina CD33 in 62/66 leucemie mieloidi acute, 2/56 linfomi a cellule B diffusi, 11/11 displasie mieloidi

e disturbi mieloproliferativi, 4/15 leucemie linfoblastiche delle cellule B da precursore, 4/4 leucemie mieloidi croniche, 6/6 sarcomi
granulocitici, 2/10 leucemie linfoblastiche delle cellule T da precursore, 1/15 linfomi di Hodgkin, 1/6 linfomi di Burkitt, 1/3 tumori delle
cellule del plasma e 1/1 tumori linfoidi ematodermici. Non & stata osservata colorazione nei linfomi a cellule T diffusi (0/30), linfomi a
grandi cellule B diffusi (0/20), linfomi follicolari (0/8), linfomi a piccole cellule B diffusi (0/2), linfomi a cellule B ricchi di cellule T (0/2),
tessuti linfoidi reattivi (0/2), un linfoma a grandi cellule anaplastico (0/1), un linfoma linfoplasmocitico (0/1), tumori epatici (0/5), tumori
tiroidei (0/4), tumori polmonari (0/4), tumori ovarici (0/4), tumori cerebrali (0/2), tumori esofagei (0/2), tumori mammari (0/2), tumori
gastrici (0/2), tumori dei tessuti molli (0/2), tumori della lingua (0/2), tumori metastatici di origine ignota (0/2), tumori renali (0/2), tumori
della cervice (0/2), tumori testicolari (0/2), tumori del colon (0/2), tumori del retto (0/2), tumori della pelle (0/2), un tumore della laringe
(0/1) e un tumore del timo (0/1). (Numero totale di casi anormali esaminati = 304).

L’'uso di NCL-L-CD33 é consigliato per il rilevamento della proteina CD33 umana in tessuti normali e neoplastici. in aggiunta
Ilists logia convenzionale che si avvale di colorazioni istochimiche non immunologiche.
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Limitazioni Generali

L'immunoistochimica & un procedimento diagnostico a piu passi (multistep) che richiede un’esperienza specifica nella selezione dei
reagenti appropriati, nella selezione, fissazione e processazione dei tessuti, nella preparazione di vetrini IHC e nell'interpretazione dei
risultati della colorazione.

La colorazione del tessuto dipende dalle modalita di manipolazione e di processazione del tessuto stesso, adottate prima della
colorazione. La fissazione, il congelamento, lo scongelamento, il lavaggio, I'asciugatura, il riscaldamento o la sezione condotti in
modo non corretto, o la contaminazione con altri tessuti o liquidi, possono produrre artefatti, intrappolamento (trapping) anticorpale o
risultati falsi negativi. Risultati incompatibili possono essere dovuti a modifiche dei metodi di fissazione e di inclusione o ad irregolarita
intrinseche al tessuto.*

Una controcolorazione eccessiva o incompleta pud compromettere la corretta interpretazione dei risultati.

L'interpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi morfologici che utilizzino i controlli appropriati

e deve essere valutata da un patologo qualificato, nel contesto della storia clinica del paziente e delle altre metodiche diagnostiche
adoperate.

Gli anticorpi di Leica Biosystems Newcastle Ltd. sono destinati all'uso, quando indicato, su sezioni congelate o incluse in paraffina,
con specifici requisiti di fissazione. Un’espressione antigenica inattesa pudé manifestarsi in particolare nelle neoplasie. L'interpretazione
clinica di ogni sezione tissutale colorata deve includere 'analisi morfologica e la valutazione dei controlli appropriati.
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Novocastra™ Fliissiger Monoklonaler Maus-Antikérper
CD33
Produkt-Nr.: NCL-L-CD33

Verwendungszweck

Fiir in-vitro-Diagnostik.

NCL-L-CD33 ist zur qualitativen lichtmikroskopischen Bestimmung von humanem CD33 in Paraffinschnitten vorgesehen. Die klinische
Bewertung einer vorliegenden bzw. fehlenden Farbung sollte durch morphologische Studien mit entsprechenden Kontrollen erganzt und
im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer diagnostischer Tests von einem qualifizierten Pathologen vorgenommen
werden.

Verfahrensgrundlage

Immunhistochemische (IHC) Farbetechniken gestatten die optische Darstellung von Antigenen mittels sequentieller Anwendung
eines spezifischen Antikorpers zum Antigen (primérer Antikorper), eines sekundéren Antikdrpers zum primaren Antikérper und eines
Enzymkomplexes mit einem chromogenen Substrat, jeweils getrennt durch dazwischen liegende Waschschritte. Die enzymatische
Aktivierung des Chromogens fiihrt zu einem sichtbaren Reaktionsprodukt am Ort des Antigens. Die Probe kann dann gegengefarbt
und mit einem Deckglas versehen werden. Die Ergebnisse werden mithilfe eines Lichtmikroskops interpretiert und unterstiitzen die
Differentialdiagnose pathophysiologischer Prozesse, die mit einem bestimmten Antigen assoziiert sein konnten.

Klon
PWS44

Immunogen

Prokaryotisches rekombinantes Protein, das einem Bereich der C2-Domane des humanen CD33-Molekiils entspricht.
Spezifitat

Humanes CD33.

Reagenzzusammensetzung
NCL-L-CD33 ist ein flissiger Gewebekulturiiberstand, der Natriumazid als Konservierungsmittel enthalt.

lg-Klasse
1gG2b

Gesamtproteinkonzentration
Siehe Angaben auf dem Produktetikett bezliglich der chargenspezifischen Gesamtproteinkonzentration.

Antikorperkonzentration

GroRer als oder gleich 417 mg/L laut ELISA-Bestimmung. Hinsichtlich der chargenspezifischen Ig-Konzentration siehe Angaben auf dem
Produktetikett.

Gebrauchsempfehlungen

Immunhistochemie in Paraffinschnitten

Hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER): Bitte Gebrauchsanweisung fiir Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9 befolgen.
Empfohlene Verdiinnung: 1:100 ber einen Zeitraum von 30 Minuten bei 25 °C. Dies ist nur eine Empfehlung, und die Benutzer sollten
ihre eigenen optimalen Arbeitsverdiinnungen bestimmen.

Visualisierung: Bitte Gebrauchsanweisung fiir Novolink™ Polymer Detection Systems befolgen. Wenn Sie weitere Produktinformationen
oder Unterstilitzung wiinschen, setzen Sie sich bitte mit ihnrem Handler vor Ort oder mit der Zweigniederlassung von Leica Biosystems in
Verbindung beziehungsweise besuchen Sie die Internetseite von Leica Biosystems , www.LeicaBiosystems.com

Die Leistungsfahigkeit dieses Antikérpers sollte bestatigt werden, wenn er mit anderen manuellen Farbesystemen oder automatisierten
Plattformen eingesetzt wird.

Lagerung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Nach Gebrauch sofort wieder bei 2—-8 °C lagern. Nach Ablauf des Verfallsdatums (auf dem
Behalteretikett) darf das Produkt nicht mehr verwendet werden. Lagerbedingungen, die von den oben genannten Bedingungen
abweichen, miissen vom Benutzer verifiziert werden.

Probenvorbereitung
Fur paraffineingebettete Gewebeschnitte ist das empfohlene Fixativ 10% neutral gepuffertes Formalin.

Warnhinweise und SicherheitsmaRnahmen

Dieses Reagenz wurde aus Zellkulturiiberstand zubereitet. Das Reagenz ist ein biologisches Produkt und sollte mit entsprechender
Vorsicht gehandhabt werden.

Dieses Reagenz enthalt Natriumazid. Ein Materialsicherheits-Datenblatt ist auf Anfrage von www.LeicaBiosystems.com erhaltlich.

Die entsprechenden nationalen und lokalen Bestimmungen und Vorschriften zur Entsorgung potentiell giftiger Komponenten sind
einzuhalten.

Vor und nach der Fixierung sind die Proben sowie alle Materialien, die mit ihnen in Kontakt gekommen sind, als potentiell
infektios zu behandeln und daher mit entsprechender Vorsicht zu entsorgen.’ Reagenzien dirfen niemals mit dem Mund pipettiert
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werden, und jeglicher Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und Schleimhauten ist zu vermeiden. Falls Reagenzien oder Proben
mit empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, missen diese mit reichlich Wasser gesplilt werden. Arztlichen Rat einholen.
Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhéhte unspezifische Farbung auftreten kann.
Falls die spezifizierten Inkubationszeiten oder —temperaturen nicht eingehalten werden, kann es zu fehlerhaften Ergebnissen kommen.
Jegliche Abweichungen von den angegebenen Werten miissen vom Benutzer verifiziert werden.

Qualitatskontrolle

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

Die Kontrollen sollten mit frischen Autopsie-/Biopsie-/chirurgischen Proben vorgenommen werden, die so bald wie méglich und auf
dieselbe Weise wie die Patientenprobe(n) in Formalin fixiert, behandelt und in Paraffin eingebettet worden sind.

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an.

In jedem Farbelauf sollte fiir jeden Satz Testbedingungen eine positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden.

Gewebe mit schwach positiver Farbung ist fiir die optimale Qualitatskontrolle und den Nachweis kleiner Minderungen in der
Reagenzleistung besser geeignet als ein Gewebe mit stark positiver Farbung.?

Als positive Gewebekontrolle wird Knochenmark oder granulozytares Sarkom empfohlen.

Falls das positive Kontrollgewebe keine positive Farbung nachweisen kann, sollten die mit den Testproben erzielten Ergebnisse als
unglltig betrachtet werden.

Negative Gewebekontrolle

Die negative Gewebekontrolle sollte nach der positiven Gewebekontrolle erfolgen, um die Spezifitat der Zielantigenmarkierung durch
den primaren Antikorper zu verifizieren.

Als negative Gewebekontrolle wird Skelettmuskulatur empfohlen.

Alternativ bietet die Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten vorliegen, haufig Stellen fiir eine negative
Kontrolle. Jedoch sollte dies vom Benutzer verifiziert werden.

Liegt eine unspezifische Farbung vor, hat diese gewdhnlich ein diffuses Erscheinungsbild. Eine sporadische Farbung des Bindegewebes
kann ebenfalls in Schnitten von tiberméaRig formalinfixierten Geweben beobachtet werden. Zur Bewertung der Farbeergebnisse intakte
Zellen verwenden. Nekrotische oder degenerierte Zellen werden oft unspezifisch gefarbt.® Falsch-positive Ergebnisse kdnnen aufgrund
einer nichtimmunologischen Bindung von Proteinen oder Substratreaktionsprodukten beobachtet werden. In Abhangigkeit von der

Art der verwendeten Immunfarbung kénnen solche Ergebnisse auch durch endogene Enzyme wie Pseudoperoxidase (Erythrozyten),
endogene Peroxidase (Zytochrom C) oder endogenes Biotin (beispielsweise Leber, Mamma, Gehirn, Niere) hervorgerufen werden.
Um eine endogene Enzymaktivitat bzw. eine unspezifische Enzymbindung von einer spezifischen Immunreaktivitat zu unterscheiden,
kénnen zusatzliche Patientengewebe ausschliellich mit Substratchromogen bzw. mit Enzymkomplexen (Avidin-Biotin, Streptavidin,
markiertes Polymer) plus Substratchromogen gefarbt werden. Falls im negativen Kontrollgewebe eine spezifische Farbung auftritt,
sollten die Ergebnisse mit den Patientenproben als ungiiltig betrachtet werden.

Negative Reagenzkontrolle
Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Antigenstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpréparates anstelle des primaren Antikorpers eine unspezifische negative Reagenzkontrolle zu verwenden.

Patientengewebe

Die mit NCL-L-CD33 gefarbten Patientenproben missen zuletzt untersucht werden. Eine positive Farbeintensitét ist im Kontext einer
unspezifischen Hintergrundfarbung der negativen Reagenzkontrolle zu bewerten. Wie bei jedem immunhistochemischen Test bedeutet
ein negatives Ergebnis, dass das Antigen nicht nachgewiesen wurde. Ein negatives Ergebnis bedeutet jedoch nicht notwendigerweise,
dass das Antigen in den getesteten Zellen / im getesteten Gewebe nicht vorlag. Bei Bedarf sollte zur Identifizierung falsch-negativer
Reaktionen eine Gruppe von Antikorpern verwendet werden.

Erwartete Ergebnisse

Normale Gewebe

Klon PWS44 detektierte das CD33 Antigen bei myeloider und myelomonozytarer Hdmopoiese und in reifen Makrophagen; Zellen der
erythroiden und megakaryozytaren Reihe sind negativ. Eine gewisse Reaktivitat wurde bei Zytotrophoblasten und Syncytiotrophoblasten
der Plazenta festgestellt. Mit Ausnahme von dendritischen Zellen und infiltrierenden Makrophagen wurde bei sonstigen untersuchten
normalen Geweben keine Farbung beobachtet (n=123).

Anomale Gewebe

Klon PWS44 detektierte das CD33 Protein bei 62/66 akuten myeloiden Leukamien, 2/56 diffusen B-Zell-Lymphomen, 11/11 myeloiden
Dysplasien und myeloproliferativen Erkrankungen, 4/15 B-Vorlaufer-Lymphoblasten-Leukamien, 4/4 chronischen myeloiden Leukamien,
6/6 granulozytaren Sarkomen, 2/10 T-Vorlaufer-Lymphoblasten-Leukamien, 1/15 Hodgkin-Lymphomen, 1/6 Burkitt-Lymphomen, 1/3
Plasmazellneoplasmen und 1/1 hamatodermalen lymphoiden Neoplasma. Keine Farbung wurde beobachtet bei diffusen T-Zell-
Lymphomen (0/30), diffusen groRzelligen B-Zell-Lymphomen (0/20), follikularen Lymphomen (0/8), diffusen kleinzelligen B-Zell-
Lymphomen (0/2), T-Zell-reichen B-Zell-Lymphomen (0/2), reaktiven lymphatischen Geweben (0/2), einem anaplastischen groRzelligen
Lymphom (0/1), einem lymphoplasmazytaren Lymphom (0/1), bei Tumoren von Leber (0/5), Schilddriise (0/4), Lunge (0/4), Eierstécken
(0/4), Gehirn (0/2), Osophagus (0/2), Brust (0/2), Magen (0/2), Weichteiltumoren (0/2), Tumoren der Zunge (0/2), metastatischen
Tumoren unbekannten Ursprungs (0/2), Tumoren von Niere (0/2), Zervix (0/2), Testikeln (0/2), Colon (0/2), Rektum (0/2), Haut (0/2) und
je einem Tumor des Larynx (0/1) und des Thymus (0/1). (Gesamtzahl der pathologischen Falle = 304).
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D. is Vi in i lem | hem 1 a hi
Hilfsmittel zur herkémmlichen Hlstogathologle unter Verwendung nicht- |mmunologlscher hlstochemlscher Farbemlttel
empfohlen.

Allgemeine Beschriankungen

Die Immunhistochemie ist ein mehrstufiger diagnostischer Prozess, der eine spezialisierte Ausbildung auf den folgenden Gebieten
erfordert: Auswahl der entsprechenden Reagenzien; Gewebeauswahl, -fixierung und -verarbeitung; Vorbereitung des IHC-Objekttragers
sowie Bewertung der Farbeergebnisse.

Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des Gewebes vor dem Farben ab. UnsachgemaRes Fixieren,
Einfrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erwarmen, Schneiden oder eine Kontamination mit anderen Geweben oder Flussigkeiten
kann zu Artefakten, Antikérper-Trapping oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Abweichende Ergebnisse kénnen aufgrund von
Unterschieden bei der Fixierung und Einbettung oder intrinsischen UnregelmaRigkeiten im Gewebe selbst entstehen.*

Eine exzessive oder unvollstandige Gegenfarbung kann die korrekte Bewertung von Ergebnissen gefahrden.

Die klinische Bewertung einer vorliegenden bzw. fehlenden Farbung sollte durch morphologische Studien mit entsprechenden
Kontrollen ergénzt und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer diagnostischer Tests von einem

qualifizierten Pathologen vorgenommen werden.

Antikorper von Leica Biosystems Newcastle Ltd sind wo angezeigt fiir die Verwendung entweder auf gefrorenen oder in Paraffin
eingebetteten Schnitten mit spezifischen Fixierungsanforderungen bestimmt. Es kann insbesondere bei Neoplasmen zu einer
unerwarteten Antigenexpression kommen. Die klinische Bewertung eines gefarbten Gewebeschnitts muss eine morphologische Analyse
und die Auswertung der entsprechenden Kontrollen einschlieRen.

Literatur - Allgemein

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

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of seven monoclonal and
three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc.,
Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part |: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a
possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology. 1980; 73:626.

5. Bradshaw EM, Chibnik LB, Keenan BT, et al. CD33 Alzheimer’s disease locus: altered monocyte function and amyloid biology. Nature
Neuroscience. 2013, 16(7): 848 — 852.

6. Hoyer JD, Grogg KL, Hanson CA, et al. CD33 Detection by immunohistochemistry in paraffin-embedded tissues: a new antibody
shows excellent specificity and sensitivity for cells of myelomonocytic lineage. American Journal of Clinical Pathology. 2008; 129(2):
316 - 323.

Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe

Reagenzienzusammensetzung, Gesamtproteinkonzentration, Anwendungsempfehlungen, Warnungen und Vorsichtsmanahmen,
erwartete Ergebnisse.
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Novocastra™ Anticuerpos Monoclonal Liquidos de Ratén
CD33
Codigo De Producto: NCL-L-CD33

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-CD33 esta indicado para la identificacion cualitativa mediante microscopia dptica de CD33 en secciones de parafina. La
interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los controles
adecuados, y un anatomopatdélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras pruebas
diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la aplicacién secuencial de un
anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario

y un complejo enzimatico con un sustrato cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activaciéon enzimatica del cromégeno
produce una reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y cubrirla con un
cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda en el diagnéstico diferencial de los procesos
fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un determinado antigeno.

Clon
PWS44

Inmunégeno
Proteina de fusion recombinante procariética correspondiente a una regién del dominio C2 de la molécula CD33 humana.

Especificidad
CD33 humana.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-CD33 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clase de Ig
1gG2b

Concentracion Total De Proteina
Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo

Igual o superior a 417 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la concentracion de Ig especifica
del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica con secciones de parafina.

Recuperacion del epitopo inducido por calor (HIER): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 9.

Dilucion sugerida: 1:100 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias
diluciones de trabajo 6ptimas.

Visualizacion: Por favor, siga las instrucciones de uso de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para obtener mas informacién sobre
el producto o para recibir soporte, pédngase en contacto con su distribuidor local o con la oficina regional de Leica Biosystems , o bien
visite el sitio web de Leica Biosystems , www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincién o plataformas
automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2-8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de su uso. No lo utilice
después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las arriba
especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras
El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto de origen biolégico, debe
manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sédica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del material, previa peticion, o en
www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de cémo desechar cualquier componente
potencialmente téxico.
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Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben manipularse como

susceptibles de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones adecuadas.! No pipetee nunca los

reactivos con la boca, y evite el contacto de la piel y de las membranas mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las
muestras entran en contacto con zonas delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

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

Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a resultados erréneos. Cualquier
cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del usuario pueden producir

una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve a cabo regularmente los controles de su propio
laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e incluidas en parafina, lo
antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincion positiva intensa para lograr un control de calidad
6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.?

El tejido de control positivo recomendado es el sarcoma granulocitico o de médula 6sea.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del antigeno diana por el
anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es el de misculo esquelético.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con frecuencia lugares de
control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados excesivamente con formol
puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice células intactas para la interpretacion de los resultados de
la tincién. A menudo, las células necroéticas o degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.® También pueden observarse falsos
positivos causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos positivos pueden
estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa (eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C),
o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama, cerebro, rifidén), en funcion del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar
la actividad de las enzimas enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden
tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromégeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-biotina, estreptavidina,
polimeros marcados) y cromégeno sustrato respectivamente. Si se produce una tincién especifica del control tisular negativo, los
resultados de las muestras de los pacientes deben considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo
Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada muestra del paciente a fin de
evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-CD33 al final. La intensidad de la tincién positiva debe
valorarse en el contexto de cualquier tincion de fondo no especifica del control de reactivo negativo. Como con cualquier prueba
inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las
células o tejido probados. Si es necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon PWS44 detectd el antigeno CD33 en hemopoyesis mielomonocitica y mieloide y en macréfagos maduros; las células de serie
eritroide y megacariocitica son negativas. Se observo cierta reactividad en los citotrofoblastos y sincitiotrofoblastos de la placenta.
Excepto por las células denditricas y los macréfagos infiltrantes, no se observoé tincién en otros tejidos normales evaluados (n=123).

Anormal del tejido

El clon PWS44 detectd la proteina CD33 en 62/66 leucemias mieloides agudas, 2/56 linfomas difusos de células B, 11/11 enfermedades
de displasia mieloide y mieloproliferativa, 4/15 leucemias linfoblasticas precursoras de células B, 4/4 leucemias mieloides crénicas,

6/6 sarcomas granulociticos, 2/10 leucemias linfoblasticas precursoras de células T, 1/15 linfomas de Hodgkin, 1/6 linfomas de Burkitt,
1/3 neoplasmas de células de plasma y 1/1 neoplasmas linfoides hematodérmicos. No se observo tincién en los linfomas difusos de
células T (0/30), linfomas difusos de células B grandes (0/20), linfomas foliculares (0/8), linfomas difusos de células B pequefias (0/2),
linfomas de células B ricos en células T (0/2), tejidos linfaticos reactivos (0/2), un linfoma anaplasico de células grandes (0/1), un
linfoma linfoplasmacitico (0/1), los canceres hepaticos (0/5), los canceres tiroideos (0/4), los canceres de pulmoén (0/4), los canceres
ovaricos (0/4), los tumores cerebrales (0/2), los canceres esofagicos (0/2), los canceres de mama (0/2), los canceres gastricos (0/2),

los sarcomas del tejido blando (0/2), los canceres de lengua (0/2), los canceres metastasicos de origen desconocido (0/2), los canceres
de rifion (0/2), los tumores cervicales (0/2), los tumores testiculares (0/2), los canceres de colon (0/2), los tumores rectales (0/2), los
canceres de piel (0/2), el cancer de laringe (0/1) o el cancer de timo (0/1). (Nimero total de casos anémalos evaluados = 304).
EINCL-L-CD33 esta re | i6 la proteil D33 human: ji normal lasi
complemento de la histopatologia tradicional con tinciones histoguimicas no inmunolégicas.
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Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacién especializada en la seleccién de los
reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los
resultados de la tincion.

La tincién de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una fijacion, congelacion,
descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden
generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a
variaciones en los métodos de fijacién y de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.*

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los resultados.

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de

los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de

otras pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segln se indique, con secciones congeladas o incluidas

en parafina, con requisitos de fijacién especificos. Puede producirse una expresion inesperada del antigeno, especialmente en las
neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los
controles apropiados.

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

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of seven monoclonal and
three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc.,
Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part |: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a
possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology. 1980; 73:626.

5. Bradshaw EM, Chibnik LB, Keenan BT, et al. CD33 Alzheimer’s disease locus: altered monocyte function and amyloid biology. Nature
Neuroscience. 2013, 16(7): 848 — 852.

6. Hoyer JD, Grogg KL, Hanson CA, et al. CD33 Detection by immunohistochemistry in paraffin-embedded tissues: a new antibody
shows excellent specificity and sensitivity for cells of myelomonocytic lineage. American Journal of Clinical Pathology. 2008; 129(2):
316 - 323.

Correcciones A La Publicacion Anterior

Composicion del reactivo, Concentracion de proteina total, Recomendaciones de uso, Advertencias y precauciones, Resultados
esperados.
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Novocastra™ Anticorpo Monoclonal Liquido de Ratinho
CD33
Codigo Do Produto: NCL-L-CD33

Utilizagao prevista
Para utilizagao em diagnésticos in vitro.

NCL-L-CD33 foi concebido para efetuar a identificagéo qualitativa da molécula humana CD33 por microscopia 6tica em cortes de
parafina. A interpretagao clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolégicos
empregando os devidos controlos e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro do contexto do historial clinico do doente e
de outros testes de diagnostico.

Principio Do Procedimento

As técnicas de coloragéo imunohistoquimica (IHC) permitem que se faga a visualizagéo de antigenos por meio da aplicagédo sequencial
de um anticorpo especifico do antigeno (o anticorpo primario), de um anticorpo secundario ao anticorpo primario, e de um complexo
enzimatico com um substrato cromogénico e etapas de lavagem de permeio. A activag@o enzimatica do cromogénio resulta num
produto de reacgao visivel no local do antigeno. A amostra pode entéo ser contrastada e coberta com uma lamela. Os resultados séo
interpretados por meio de um microscépio éptico, e ajudam a formular o diagndstico diferencial dos processos fisiopatoldgicos, os quais
podem ou ndo estar associados a antigenos especificos.

Clone

PWS44

Imunogénio

Proteina recombinante procariética correspondente a uma regido do dominio C2 da molécula CD33 humana.

Especificidade
Molécula CD33 humana.

Composicao Do Reagente
NCL-L-CD33 ¢é o sobrenadante liquido da cultura de um tecido contendo de azida de sédio como produto conservante.

Classe De Ig
1gG2b

Concentragao Total De Proteina
Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragéo total de proteina do lote especifico.

Concentragao De Anticorpo
Maior que ou igual a 417 mg/L, conforme determinado por ELISA. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragéo de Ig
do lote especifico.

Recomendagodes Sobre A Utilizagao

Imunohistoquimica em cortes de inclusées em parafina.

Recuperacéao de epitopos induzida pelo calor (HIER): Por favor, siga as instrugdes de utilizacdo da Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 9.

Diluigao sugerida: 1:100 durante 30 minutos a 25 °C. Esta recomendacéo serve apenas de orientagéo e os utilizadores devem
determinar as suas diluicdes optimas de trabalho.

Visualizagao: Queira seguir as instruges de utilizagdo de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para informagéo adicional do produto
ou assisténcia, contactar o seu distribuidor local ou escritério regional de Leica Biosystems ou, alternativamente, visitar o sitio web de
Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

O desempenho deste anticorpo deve ser validado quando utilizado com outros sistemas manuais de coloracéo ou plataformas
automaticas.

Armazenamento E Estabilidade

Armazenar a 2-8 °C. Nao congelar. Retornar a temperatura de 2-8 °C imediatamente apds a utilizagdo. Nao utilizar apés o prazo de
validade indicado no rétulo do recipiente. As condi¢cdes de armazenamento que diferirem das que se encontram especificadas acima
devem ser verificadas pelo utilizador.

Preparacdao Das Amostras
O fixador recomendado é formol tamponado neutro a 10% para secgdes de tecido envolvidas em parafina.

Avisos E Precaucdes
Este reagente foi preparado a partir do sobrenadante de cultura celular. Visto ser um produto biolégico, deve ser manuseado com o
devido cuidado.

Este reagente contém azida sédica. Encontra-se disponivel uma Ficha de Dados de Seguranga do Material, mediante pedido ou através
do site www.LeicaBiosystems.com

Consultar a legislagdo aplicavel em relagdo ao descarte de quaisquer componentes potencialmente toxicos.
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As amostras, antes e depois da sua fixagdo, bem como todos os materiais expostos as mesmas, devem ser manipulados como
se tivessem a capacidade de transmitir infeccdes e devem ser descartados com as devidas precaugdes.” Ndo pipetar nunca os
reagentes com a boca e evitar o contacto entre a pele e membranas mucosas e os reagentes e amostras. Caso os reagentes ou
amostras entrem em contacto com dareas sensiveis, lavar com grandes quantidades de agua. Consultar um médico.

Minimizar a contaminagéo microbiana dos reagentes para evitar a possibilidade do aumento da coloragdo nao especifica.

Os periodos de incubagéo ou temperaturas diferentes dos que foram especificados poderdo dar azo a resultados errados.
Todas as alteragdes desse tipo devem ser validadas pelo utilizador.

Controlo Da Qualidade

As diferengas entre os diferentes métodos e técnicas de processamento de tecidos no laboratério do utilizador podem causar uma
grande variabilidade de resultados, requerendo a realizagéo frequente de controlos internos suplementares aos procedimentos que se
seguem.

Os controlos devem ser amostras de autdpsia/biopsia/cirurgia frescas, fixadas em formol, processadas e envolvidas em cera parafinica
logo que possivel, da mesma maneira que a(s) amostra(s) do(s) doente(s).

Controlo De Tecido Positivo
Usado para assinalar os tecidos correctamente preparados e as técnicas de coloragéo indicadas.
Cada conjunto de condi¢des de testes, em cada processo de coloragédo, deve incluir um controlo de tecido positivo.

Os tecidos com uma coloracéo positiva fraca sé@o mais indicados do que os tém uma coloragao positiva forte para proporcionarem um
controlo de qualidade éptimo, bem como para detectar niveis reduzidos de degradagéo dos reagentes.?

O tecido de controlo positivo recomendado é o tecido da medula éssea ou sarcoma granulocitico.

Se o controlo de tecido positivo ndo demonstrar uma coloragéo positiva, os resultados obtidos com as amostras de testes devem ser
considerados invalidos.

Controlo De Tecido Negativo

Este deve ser examinado depois do controlo de tecido positivo para verificar a especificidade da marcagéo do antigeno objectivado pelo
anticorpo primario.

O tecido de controlo negativo recomendado é o musculo esquelético.

Alternativamente, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maioria das secgdes de tecidos oferece muitas vezes locais
de controlo negativo, mas isto deve ser verificado pelo utilizador.

A coloragao ndo especifica, caso ocorra, tem geralmente um aspecto difuso. A coloragdo esporadica do tecido conjuntivo pode também
ter lugar em secgdes de tecido excessivamente fixado em formol. Devem utilizar-se células intactas para a interpretacéo dos resultados
da coloragdo. As células necréticas ou degeneradas causam muitas vezes uma coloragéo néo especifica.* Podem

verificar-se resultados positivos falsos devido a ligagdo nao imunolégica de proteinas ou de produtos da reacgdo do substrato. Esses
resultados podem também ser causados por enzimas endégenas tais como a pseudoperoxidase (eritrdcitos), a peroxidase endégena
(citocromo C), ou a biotina endégena (ex. no figado, mama, cérebro ou rim) dependendo do tipo de imunocoloragéo utilizado. Para
diferenciar entre a actividade das enzimas enddgenas e as ligagdes ndo especificas de enzimas de imunoreactividade especifica,
podem colorir-se tecidos adicionais dos doentes exclusivamente com substrato cromogénio ou com complexos de enzimas
(avidina-biotina, estreptavidina, polimero marcado) e substrato-cromogénio, respectivamente. Se ocorrer a coloragédo especifica no
controlo de tecido negativo, os resultados dos testes feitos com as amostras do doente devem ser considerados invalidos.

Controlo De Reagente Negativo

Utilizar um controlo de reagente negativo ndo especifico em vez do anticorpo primario com uma secgdo de cada amostra de doente
para avaliar a coloragé@o nao especifica e permitir uma melhor interpretagédo da coloragéo especifica no local do antigeno.

Tecido Do Doente

Examinar as amostras do doente coloridas com NCL-L-CD33 em ultimo lugar. A intensidade da coloragéo positiva deve ser avaliada
dentro do contexto de qualquer coloragdo nao especifica de fundo do controlo de reagente negativo. Tal como com qualquer teste
imunohistoquimico, um resultado negativo significa que o antigeno néo foi detectado, e ndo que o antigeno se encontrava ausente das
células ou tecido analisados. Se necessario, deve utilizar-se um painel de anticorpos para identificar reac¢des falso-negativas.

Resultados Previstos
Tecidos normais

O clone PWS44 detetou o antigeno CD33 em hematopoieses mieloides e mielomonociticas e macrofagos maduros; as células da série
eritroide e megacariocitica séo negativas. Foi observada alguma reatividade em citotrofoblastos e sinciciotrofoblastos da placenta.
Exceto no que diz respeito a células dendriticas e macréfagos infiltrantes, ndo foi observada coloragéo em outros tecidos normais
avaliados (n=123).

Tecidos anormal

O clone PWS44 detetou a proteina CD33 em 62/66 leucemias mieloides aguda, 2/56 linfomas de células B difusas, 11/11 displasia
mieloide e doengas mieloproliferativas, 4/15 leucemias linfoblasticas das células B precursoras, 4/4 leucemias mieloides crénicas, 6/6
sarcomas granulociticos, 2/10 leucemias linfoblasticas das células T precursoras, 1/15 linfomas de Hodgkin, 1/6 linfomas de Burkitt,

1/3 neoplasias de células do plasma e 1/1 neoplasias linfoides hematodérmicas. Nao foi detetada coloragdo em linfomas de células T
difusas (0/30), linfomas de células B grandes difusas (0/20), linfomas foliculares (0/8), linfomas de células B pequenas difusas (0/2),
linfomas de células B rico em células T (0/2), tecidos linfoides reativos (0/2), um linfoma anaplasico das células grandes (0/1), um
linfoma linfoplasmocitico (0/1), tumores hepaticos (0/5), tumores da tiroide (0/4), tumores pulmonares (0/4), tumores ovaricos (0/4),
tumores cerebrais (0/2), tumores esofagicos (0/2), tumores mamarios (0/2), tumores do estémago (0/2), tumores dos tecidos moles
(0/2), tumores da lingua (0/2), tumores metastaticos de origem desconhecida (0/2), tumores renais (0/2), tumores do colo do utero (0/2),
tumores testiculares (0/2), tumores do célon (0/2), tumores do reto (0/2), tumores da pele (0/2), um tumor da laringe (0/1) e um tumor do
timo (0/1). (Numero total de casos anormais = 304).

O NCL-L-CD33 é recomendado para a detecédo da proteina CD33 humana em tecidos normais e neoplasicos, como auxiliar da
histopatologia convencional, através da utilizacido de corantes histoquimicos néo imunolégicos.
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Limitagoes Gerais

A imunohistoquimica é um processo diagnostico em muiltiplas etapas que consta de: uma formagéo especializada na selecgéo dos
reagentes apropriados, selec¢éo, fixagédo e processamento de tecidos, preparacédo das laminas de IHQ e interpretagéo dos resultados
das coloragbes.

A coloragao de tecidos depende do seu manuseamento e processamento antes da sua coloragéo. A fixagédo, congelagéo,
descongelacgéo, lavagem, secagem, aquecimento ou corte incorrectos das amostras, ou a sua contaminagdo com outros tecidos ou
fluidos, podem produzir artefactos, retengdo de anticorpos, ou resultados falso-negativos. Os resultados inconsistentes podem dever-se
a variagdes nos métodos de fixagéo e envolvimento ou a irregularidades inerentes ao tecido.*

Uma contrastagédo excessiva ou incompleta pode comprometer a correcta interpretagéo dos resultados.

Ainterpretagéo clinica de qualquer coloragédo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolégicos

empregando os devidos controlos e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro do contexto do historial clinico do

doente e de outros testes de diagnéstico.

Os anticorpos da Leica Biosystems Newcastle Ltd destinam-se a serem utilizados, conforme indicado, em secgdes de tecido ou
congeladas ou envolvidas em parafina, com requisitos de fixagédo especificos. Pode ocorrer uma expresséo inesperada de

antigeno, especialmente em neoplasmas. A interpretagao clinica de qualquer secgéo de tecido colorido devera incluir a analise
morfolégica e a avaliagdo de controlos apropriados.
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Emendas Da Edigao Anterior

Composicéo do Reagente, Concentragao Total de Proteina, Recomendagdes Sobre a Utilizagao, Avisos e Precaugdes, Resultados
Previstos.

Data De Emissao
03 de Maio de 2019
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Novocastra™ Flytande Monoklonal Musantikropp
CD33
Produktkod: NCL-L-CD33

Avsedd Anvindning
For in vitro diagnostisk anvéndning.

NCL-L-CD33 &r avsedd for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av human CD33 i paraffinerade snitt. Den kliniska tolkningen av
all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska undersokningar som anvander korrekta kontroller och utvéarderas av
kvalificerad patolog inom ramen for patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.

Metodens Princip

Immunhistokemiska (IHC) fargningstekniker tillater visualisering av antigener genom sekvenstilldmpning av en specifik antikropp till
antigenet (primar antikropp), en sekundar antikropp till den primara antikroppen och ett enzymkomplex med ett kromogent substrat med
inlagda tvattsteg. Den enzymatiska aktiveringen av kromogenet resulterar i en synlig reaktionsprodukt pa antigenomradet. Proverna kan
da kontrastfargas och forses med téckglas. Resultaten tolkas med ljusmikroskop och bidrar till differentialdiagnosen av patofysiologiska
processer som eventuellt kan associeras till ett sarskilt antigen.

Klon

PWS44

Immunogen
Prokaryotiskt rekombinant protein motsvarande en region av C2-doméanen pa den humana CD33-molekylen.
Specificitet
Human CD33.

Reagensinnehall
NCL-L-CD33 ér en flytande supernatant fran vavnadsodling som innehaller natriumazid som konserveringsmedel.

Ig-klass
1gG2b

Total Proteinkoncentration
Se flaskans etikett for total specifik proteinkoncentration for satsen.

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 417 mg/L faststallt genom ELISA. Se flaskans etikett for specifik Ig-koncentration for satsen.

Rekommendationer Vid Anvdndning

Immunhistokemi pa paraffinsnitt.

Varmeinducerad epitopatervinning (HIER): F6lj bruksanvisningen pa Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.
Foreslagen spadning: 1:100 i 30 minuter vid 25 °C. Detta ar endast en riktlinje och anvandare bor sjélva faststalla den optimala
bruksspadningen.

Visualisering: Vanligen folj instruktionerna fér anvandning i Novolink™ Polymer Detection Systems. Om ytterligare produktinformation
eller stdd behdvs, kontakta da din lokala distributor eller Leica Biosystems regionalkontor, alternativt in pa Leica Biosystems webbplats,
www.LeicaBiosystems.com

Denna antikropps prestanda ska valideras nar den anvands med andra manuella infargningssystem eller automatiserade plattformar.

Forvaring Och Stabilitet

Férvara vid 2-8 °C. Frys ej. Aterga till 2-8 °C direkt efter anvandning. Anvénd ej efter det utgangsdatum som anges pa flaskans etikett.
Foérvaringsforhallanden som skiljer sig fran de ovannamnda maste kontrolleras av anvandaren.

Preparation Av Prov
Rekommenderat fixeringsmedel for paraffininbaddade vavnadssnitt &r 10% neutralbuffrat formalin.

Varningar Och Forsiktighetsatgarder

Reagenset har forberetts fran supernatanten av vavnadsodlingar. Eftersom det &r en biologisk produkt bor skalig forsiktighet iakttas vid
hantering.

Detta reagens innehaller natriumazid. Materialsékerhetsdatablad finns att fa pa begéaran eller fran www.LeicaBiosystems.com

For kassering av potentiellt toxiska komponenter hanvisas till nationella eller lokala bestammelser.

Fére och efter fixering bér prover och alla material som har varit utsatta for dem hanteras som om det finns risk for att de kan dverféra
infektioner och kasseras med iakttagande av forsiktighet.” Pipettera aldrig reagenser med munnen och se till att huden och slemhinnorna
inte kommer i kontakt med reagens och prover. Om reagens eller prover kommer i kontakt med kansliga omraden, tvatta med rikliga
méngder vatten. Radgor med lakare.

Minimera mikrobisk kontaminering av reagens annars kan en 6kning av ospecifik fargning ske.

Inkubationstider eller temperaturer som skiljer sig fran dem som specificeras kan ge felaktiga resultat. Alla sadana férandringar maste
kontrolleras av anvéndaren.

CD33-L-CE
Page 20



Kvalitetskontroll

Skillnader i véavnadsbehandling och tekniska metoder i anvéndarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan

gobra det nédvandigt att genomféra regelbundna interna kontroller utéver féljande metoder.

Kontroller bor vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiprover som snarast méjligt formalinfixeras, bearbetas och paraffininbaddas pa
samma satt som patientprover.

Positiv Vavnadskontroll

Anvéands for att ange korrekt férberedda vavnader och ratt fargningstekniker.

En positiv vavnadskontroll bor inga i varje uppsattning av testforhallanden vid varje fargningskorning.

En vavnad med svag positiv fargning ar mer lamplig for optimal kvalitetskontroll och for att upptécka laga nivaer av reagensdegradering
an en vavnad med stark positiv fargning.?

Rekommenderad positiv kontrollvavnad ar benmarg eller granulocytiskt sarkom.

Om den positiva vavnadskontrollen inte uppvisar positiv fargning bor resultat med testproverna anses vara ogiltiga.

Negativ Vavnadskontroll

Bor undersokas efter den positiva vavnadskontrollen for att faststalla specificiteten for méarkningen av malantigenet med den primara
antikroppen.

Rekommenderad negativ kontrollvavnad ar skelettmuskel.

Alternativt ger ofta en mangd olika celltyper som finns i de flesta vavnadssnitt negativa kontrollomraden men detta bor kontrolleras av
anvandaren.

Ospecifik fargning, om det férekommer, har ofta ett diffust utseende. Sporadisk fargning av bindvav kan ocksa observeras i snitt fran
overflodigt formalinfixerade vavnader. Anvand intakta celler for tolkning av fargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler fargar
ofta ospecifikt.? Falskt positiva resultat kan uppsta p.g.a. icke-immunologisk bindning av proteiner eller substratreaktionsprodukter. De
kan ocksa orsakas av endogena enzymer som pseudoperoxidas (erytrocyter), endogent peroxidas (cytokrom C) eller endogent biotin
(t.ex. lever, brost, hjarna, njure) beroende pa typ av immunfargning som anvands. For att skilja endogen enzymaktivitet eller ospecifik
enzymbindning fran specifik immunreaktivitet kan ytterligare patientvavnader fargas exklusivt med respektive substratkromogen

eller enzymkomplex (avidin-biotin, streptavidin, markt polymer) och substrat-kromogen. Om specifik fargning sker i den negativa
vavnadskontrollen bér resultat med patientprover anses vara ogiltiga.

Negativ Reagenskontroll
Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll istallet for den primara antikroppen med ett snitt fran varje patientprov for att utvardera
ospecifik fargning och tillata battre tolkning av specifik fargning pa antigenomradet.

Patientvavnad

Undersok patientprover fargade med NCL-L-CD33 sist. Positiv fargningsintensitet bor utvarderas inom ramen for all ospecifik
bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som vid alla immunhistokemiska tester betyder ett negativt resultat att antigenet
inte upptacktes och inte att det inte forekom i de analyserade cellerna/vévnaderna. Anvéand vid behov en antikroppspanel for att
identifiera falskt negativa reaktioner.

Forvantade Resultat

Normal vavnad

Klon PWS44 detekterade CD33-antigenen i myeloid och myelomonocytisk hemopoes och mogna makrofager; celler i erytroida och
megakaryocytiska serier ar negativa. Viss reaktivitet observerades i cytotrofoblaster och syncytiotrofoblaster i placenta. Férutom
dendritiska celler och infiltrerande makrofager observerades ingen fargning i andra normala vavnader som utvérderades (n=123).
Onormal vavnad

Klon PWS44 detekterade CD33-proteinet i 62/66 akuta myeloida leukemier, 2/56 diffusa B-cellslymfom, 11/11 myeloida dysplasier
och myeloproliferativa sjukdomar, 4/15 prekursor B-lymfoblastiska leukemier, 4/4 kroniska myeloida leukemier, 6/6 granulocytiska
sarkom, 2/10 prekursor T-lymfoblastiska leukemier, 1/15 Hodgkins lymfom, 1/6 Burkitts lymfom, 1/3 plasmacellneoplasmer och 1/1
hematodermiska lymfoida neoplasmer. Ingen fargning observerades i diffusa T-cellslymfom (0/30), diffusa storcelliga B-cellslymfom
(0/20), follikuléra lymfom (0/8), diffusa, sma B-cellslymfom (0/2), T-cellsrika B-cellslymfom (0/2), reaktiva lymfoida vavnader (0/2), ett
anaplastiskt storcelligt lymfom (0/1), ett lymfoplasmacytiskt lymfom (0/1), levertumérer (0/5), skéldkorteltumérer (0/4), lungtumérer (0/4),
aggstockstumorer (0/4), hjarntumérer (0/2), esofagealtumarer (0/2), brésttumérer (0/2), magséackstumorer (0/2), mjukvavnadstumarer
(0/2), tungtumorer (0/2), metastatiska tumorer av oként ursprung (0/2), njurtumérer (0/2), livmoderhalstumérer (0/2), testikeltumorer
(0/2), kolontumérer (0/2), rektala tumdrer (0/2), hudtumérer (0/2), larynxtumérer (0/1) och en thymustumar (0/1). (Totalt antal onormala
fall = 304).

NCL-L-CD33 rekommenderas for detektering av humant CD33 protein i normal eller neoplastisk vdvnad, som tilléqg till
konventionell histopatologi med anvandande av icke-immunologiska histokemiska fargstoffer.

Allménna Begransningar

Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som kréver specialiserad utbildning i urvalet av Iampliga reagens, val av vavnad,
fixering och bearbetning, forberedelse av IHC-objektglaset samt tolkning av fargningsresultaten.

Vavnadsfargning paverkas av hantering och bearbetning av vavnaden fére fargningen. Felaktig fixering, nedfrysning, upptining,
tvattning, torkning, uppvarmning, snittning eller kontaminering av andra vavnader eller vatskor kan framstélla artefakter, infangande av
antikroppar eller falskt negativa resultat. Motséagelsefulla resultat kan bero pa variationer av fixerings- och inbaddningsmetoder eller pa
naturliga oregelbundenheter i vavnaden.*

Overfladig eller ofullsténdig kontrastfagning kan férsvara en korrekt tolkning av resultatet.

Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska undersékningar som anvénder korrekta
kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen fér patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.
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Antikroppar fran Leica Biosystems Newcastle Ltd ar till for anvandning s& som anges pa antingen frysta eller paraffininbaddade snitt
med specifika fixeringskrav. Ovantat antigenuttryck kan ske, speciellt i neoplasmer. Morfologisk analys och utvardering av lampliga
kontroller maste inga i den kliniska tolkningen av alla fargade vavnadssnitt.
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Reagenskomposition, total proteinkoncentration, rekommendationer om anvéndning, varningar och forsiktighetsatgarder, férvantade
resultat.
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Novocastra™ Yypo Movokroviko Avticopa [Tovtikod
CD33
Kmdwkodg gidovg: NCL-L-CD33

Xpnon MNa Tnv Omoia MpoopideTal
Ta in vitro diayvwoTikn xpron.

To NCL-L-CD33 1rpoopideTal yia TNV TIOIOTIKA TAUTOTIOINGN PE HIKPOOKOTTO pwTOG Tou avBpwTivou CD33 og Topég mapagivng. H
KAIVIKF) EpHUNVEia OTTOIAOBATIOTE XPWONG | TNG ATTOUCiag TNG 6a TIPETTEI VO GUUTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU XPNCIUOTTIOIOUV
owaToUg PAPTUPEG Kal Ba TTPETTel va agloAoyeital oTa TTAaioIa Tou KAIVIKOU 10TOpIKoU Tou aaBevolg Kal GAAWY dIayVWOTIKWY EGETATEWY
atmd eI8IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTOHO.

Apxn Tng Aladikaciag

O1 TexvIKEG avoaoioToXnUIKAG (IHC) xpwong MITPETTOUV TNV OTITIKOTIOINGN TWV AVTIYOVWY HEOW TNG SIAdOXIKNAG EQAPHOYAG EVOG EIGIKOU
QAVTIOWHATOG OTO AVTIYOVO (TTPWTOTAYEG aVTIoWHA), EVOG DEUTEPOTAYOUG AVTIOWHATOG OTO TTPWTOTAYEG AVTICWHA KAl EVOG EVEUMIKOU
OUPTTAGKOU pE XPpWHOYOVO UTTOoTpwHA e TTapedBarrdueva BrpaTta TTAUONG. H evqUPIKNA £vEPYOTTOINGN TOU XPWHOYOVOU £XEI WG
ATTOTEAEOA TO OXNMATIOUO VOGS opaTol TTPOIGVTOG avTidpaang aTn 6£an Tou avtiyévou. To deiyua pTropei KaTéTv va utroAnBsi oe
avTixpwon Kal va KaAu@Bei pe KaAuTrTpida. Ta atroteAéopaTta epunvelovTal He XPAON HIKPOOKOTTIOU GpwTdg Kai BonBolv aTn Siagopikr
Sidlyvwon TTaBo@uoIoAOYIKWY EEEPYATIWIV, OI OTTOIEG EVIEXETAI 1} OXI VO OXETI(OVTAI PE EVO OUYKEKPIPEVO QVTIVOVO.

KAwvog
PWS44

Avoooyoévo
MpoKapUWTIKA avaouvSuaouévn TTPWTEIVN TTIOU AVTIOTOIXEI O€ PIa TIEPIOXT Tou TUApATOg C2 Tou avBpwrivou popiou CD33.

EidikoTnTal
AvBpwmivo CD33.

20vleon AvTiSpaoTnpiou
To NCL-L-CD33 gival éva uypd UTTEPKEiEVO IOTOKAANIEPYEIOG TTOU TTEPIEXEI AdiDIO TOU VATPIOU WG TUVTNENTIKO.

Tagn Ig
1gG2b

OAIkA Zuykévipwon MpwrTeivng

Ma TNV oAk oUYKEVTPWON TTPWTEIVNG TToU eival IBIKN yia TNV EKAOTOTE TTaPTIdA, AVATPESTE OTNV ETIKETA TOU QIGAISIOU.

ZUYKEVTPWON AVTIOWHOTOG
MeyaAUtepn ry ion pe 417 mg/L, éTwg TrpoadiopiCetal pe ELISA. MNa Tn ouykévipwaon Ig TTou ival e18IKN yia TNV EKEOTOTE TrapTida,
avaTpESTE OTNV ETIKETA TOU PIaAIBIOU.

TuoTtdoeig MNa Tn XpAon

AvoooioToxnueia o€ TTapacKeUAoATA TTAPAPivng.

Emitomrog AvakTtnon péow Ogppikng Emaywyng (HIER): MapakaAoupe akoAouBroTe Tig 0dnyieg Xpriong oto Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH 9.

Mpoteivopevn SidAuon: 1:100 etri 30 Aetrd o€ 25 °C. Mapéxetal wg 0dnydg kai ol XxprioTe Ba TTPETTel va KaBopifouv TIG BIKEG TOUG
SiaAUoEIg epyaoiag.

Atreikévion: MapakahoUpe akohouBraTe Tig odnyieg xpriong oto Novolink™ Polymer Detection Systems. lMNa epioc6Tepeg TTANPOPOPIES
YO TO TTPOIGV 1 yIa UTTOOTAPIEN, ETTIKOIVWVAOTE HE TOV TOTTIKO JIAVOPEQ 1) TO TIEPIPEPEINKS Ypapeio TG Leica Biosystems 1} evaAAakTIKG
£TMIOKEPOEiTE TOV 10TOTOTTO TNG Leica Biosystems , www.LeicaBiosystems.com

H ammrédo0n Tou CUYKEKPIPEVOU aVTIOWUATOG Ba TIPETTEl va ETTIKUPWOET 6Tav oipotroinBei yadi pe GAAA pn auTéuaTa CUCTAUATA
XPWOoNG ) AUTOUATOTTOINUEVEG TIAATQOPUEG.

®UuAagn Kal ZTtabepoéTnTa

DuldooeTe oToug 2—-8 °C. Mnv katayuxeTe. ETravagépete otoug 2—8 °C apéowg PETA TN XPron. Mn XpnoIPOTIOIEITE PETE TNV NUEPOUNVia
AAgNG TTou avaypd@eTal 0TV eTIKETA TOU QIOAISIoU. Tuxdv GUVORKEG GUAAENG DIOPOPETIKEG OTTO EKEIVESG TTOU KaBoPI{ovTal TTAPATIAVW
TIPETTEl va eTTaAnBevovTal aTré T XproTn.

Mapaokeun Agiypatog
To OUVIOTWHEVO POVILOTTOINTIKG €ival OUdETEPO PUBUICTIKG BiIGAupa poppoAng 10% yia TOUEG I0TOU eyKAEIOPEVEG OE TTApa@ivn.

Mpoeidotmroinoeig Kai MpoguAdageig

To avTIdPaAOTAPIO AUTO EXEI TIOPACKEUOOTEN ATTO TO UTTEPKEINEVO KUTTAPOKaAAIEPYEIaG. ETreidn gival BioAoyiko TTpoidy, Ba TTpéTel va
Sivetal e0Aoyn TTpocoxr Katd To XEIPIOUS TOu.

Auté 10 avTIdpaaTrplo TTePIEXE! adidio Tou vaTpiou. AeATio dedopévwy aopaAeiag UAIkou diatiBeTal kaTdTV aITpaTog A amd T diebuvan
www.LeicaBiosystems.com

SupBouAeuTEiTE TOUG OPOOTIOVSIaKOUG, TTONITEIAKOUG ) TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG VI aTTéppIpn TUXOV dUVNTIKWG TOEIKWY CUCTATIKWYV.

O XeIpIOPOG SEIYPATWY, TTPIV KAl JETA TN HOVIJOTTOINGT, KABWG Kal OAwY Twv UAIKWYV TTou €Xouv ekTeBei o€ auTd, Ba TTpETTel va yiveTal
WG €av ATAV duvnTIKG PETAS00NG AOiHWENG Kal N atTéppIYr) TOUG va TTPAYPATOTTIOIEITAl AaPBAEVOVTAG TIG CWOTEG TTPOPUAGEEIS.! Mnv
QAVAPPOPATE TTOTE E TTITIETA AVTIOPACTAPIA HE TO OTOHA KAl ATTOQUYETE TNV ETTAPY TOU SEPHATOG Kol TwV BAEVVOYOVWYV PE avTIdPaoTApIa
Kai deiyparta. Eav Ta avridpaoTripia fi Ta deiypata éABouv o€ eTTa@r| pe euaiobnTeg TePIOXEG, TTAUVETE Pe GpBoveG TTOOATNTEG VEPOU.
ZnTAOTE TN CUPBOUAR 1aTpoU.

EAaxioTotroioTe 1 piKpoBiokr) HOAuvan Twv avTidpaoTnpiwy, dIOTI evOEXETAI VO GUMBET algnon un €I9IKAG XPWONG.
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Xpovol ) Beppokpaaieg ETTWAONG DIAPOPETIKEG OTTO eKEivES TTOU KaBopifovTal evOExeTal va dWaouv ecpaApéva atroteAéopara. Tuxov
TETOIEG PETABOAEG TTPETTEN VA ETTIKUPWIVOVTAI OTTO TO XPAOTN.

MoloTikég ‘EAgyxog

Tux6v dIapopEG OTNV ETTEGEPYATIA TWV ICTWV Kl TIG TEXVIKEG OIAdIKATIEG OTO EPYATTHPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TIPOKAAEGOUV
onNUavTIKA PETaBANTOTNTA OTa aTToTEAETPATA, KABIOTWVTAG avVaYKaia TNV TAKTIKA EKTEAEOT ECWTEPIKWY EAEYXWV ETTITTALOV TwV aKOAOUBWY
SI0BIKATIWV.

O1 pdaptupeg Ba TPETTEl va gival Ppéoka deiypaTa vekpowiag/Blowiag/xelpoupyikd deiypaTa, Ta OTroia €ival HOVIPOTIOINUEVT O QOPHOAN,
ETTEGEPYAOTUEVA KAl EYKAEIOPEVD O€ KNPO TTAPAPivNG, TO CUVTOPATEPO Suvard pe Tov idlo TPOTIO pe To(a) Seiypa(Ta) Tou aoBevoug.

OeTik6G MdpTUpag loTou
XPNOIUOTIOIEITAI Y1 VO UTTOBEIKVUEI CWOTA TTAPOOKEUAOUEVOUG I0TOUG KOl GWOTEG TEXVIKEG XPWONG.
Oa TpéTel va TrepIAapBaveTal évag BeTIKOG HAPTUPAG I0TOU Yia KABe 0UVOAO CUVBNKWY €EETAONG O€ KABE EKTENEDN XPWONG.

‘Evag 1016g pe aoBevr) BeTIKA Xxpwon eival o KaTdAANAog atd évav 1016 e IoXUPH BETIKA Xpwan yia BEATIOTO €Aeyxo TToOIOTNTAG KAl yia
TNV avixveuaon oAU HIKPWV ETITTESWY TUXOV aTTodOUNCNG TWV avTidpacTnpiwy.?

ZUVIOTWHEVOG 10TOG BETIKOU pApTUPa Eival 0 HUEAGG TWV OOTWV I} TO KOKKIOKUTTAPIKO OAPKWHA.

Edv o BeTIKdG PaPTUPAG I0TOU DV TTAPOUCIALEl BETIKA XpWon, Ta atroTeAéopaTa pe Ta deiypaTa Tng eg€taong Ba TpéTel va BewpouvTal
dkupa.

ApvnTikég MdpTupag loTol

Oa TpéTrel va egeTadeTal PETE TOV BETIKG PaPTUPA 10TOU YIa TNV ETTAARBEUON TNG EIBIKOTNTAG TNG ETTICAPAVONG TOU AVTIYOVOU-OTOXOU aTTd
TO TTPWTOTAYEG AVTICWHA.

2UVIOTWHEVOG 1I0TOG ApVNTIKOU UAPTUPX Eival O OKEAETIKOG HUG.

EvaAakTikd, n TToIKiAia S1a@épwy KUTTAPIKWY TUTTWV TTOU UTTAPXOUV OTIG TIEPIOCOTEPES TOPEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BEOEIS apvnTIKoU
HapTUPQ, aAAG auTO TTPETTEN Va eTTAANBEUETAN ATTO TO XPrOTN.

Mn €13IKr) Xpwan, e@v UTTapxel, £XEl oUVHBWG dIAXUTN epAavion. EvdéxeTal eTtiong va mapartnpnBei oTTopadIKr Xpwan Tou GUVOETIKOU
10TOU O€ TOPEG ATTO 10TOUG TTOU £XOUV JOVIOTTOINBET ue uTTEPBOAIK TTooOTNTA POPHOANG. XpnaoipoTroleiTe GBIKTa KUTTAPA yia TNV
EPUNVEID TWV ATTOTEAETHATWY TNG XPWoNG. NEKPWTIKA 1 EkQUAITPEVA KUTTAPA TTAPOUCIAdouv auxva pn bk xpwon.® Evaéxetal va
TapatnenBolV YPeudwg BeTIKG atroTeAéopaTa AGyw WN avoooAoYIKAG SECUEUTNG TWV TIPWTEIVIV 1) TwV TTPOIGVTWY avTidpacng Tou
UTTOOTPWHOTOG. EVOéxETal £TTIONG Va TTPOKANBoUV aTrd evdoyevr) €vupa, OTTwg n YeudoUTrepogeiddan (epubpokUTTapa), n evOOYEVHg
utrepogedaan (kutdxpwpa C) i n evdoyevnig BloTivn (TT.X. ATIAP, HOOTOG, EYKEPAAOG, VEPPOG) avAAoya e TOV TUTTO AVOCOXPWONG TToU
xpnoipotrolgital. MNa T dlagopoTroinon Tng evdoyevoUg eVEUPIKAG dPaaTIKOTNTAG 1 TNG KN €I0IKAG SéouEUONG TwV eVEUHWY aTTo €IDIKN
avoooavTISPACTIKOTNTA, Eival SUVATO VA XPWHATIOTOUV ATTOKAEIOTIKA ETTITTAOV 10TOI A0BEVWY PE XPWHOYOVO UTTOOTPWHATOG 1} EVEUMIKA
oupTtrAoka (apidivn-Biotivn, oTpemTaBIdivn, ONUACPEVO TIOAUPEPEG) KOl UTTOOTPWHA-XPWHOYOVO, avTiaToixa. Edv apouciaoTei 19K
XPWaon oTov apvnTIKG papTupa 10ToU, Ta atmoTeAéopaTa pe Ta deiypata aagbevoug Ba TTpETTel va BewpouvTal dkupa.

ApvnTikdg MdpTupag AvTiSpaaTnpiou
Xpnoiyotrolgite évav pn 181k6 apvnTIKG HApTUPa avTISPACTNPIOU avTi TOU TTPWTOTAYOUS AVTICWHATOG JE HIa TOWr K&Be deiypatog
aoBevoUg yia Tnv agioAdynon pn €I8IKAG XPWONG Kal yIa va ETTITPETTETAI KAAUTEPN EPHUNVEIQ TNG EIBIKAG XPWONG aTn BECN TOu avTIyOVoU.

lot6g AgBevoug

EgetdoTe TeAeuTaia Ta Seiypata aoBevoug Trou £xouv XpwpatioTei pe To NCL-L-CD33. H évraan Tng BeTIKNAG xpwong Ba TTpéTTel va
eKTINATaI OTA TTACOIO TUXOV N EIBIKAG XPWoNg UTToRaBpou Tou apvnTikoU pdptupa avtidpaoTnpiou. OTwg cupBaivel Ye oTToIadATIoTE
QAVOOOIOTOXNUIKA £§ETAON, éva aPVNTIKO ATTOTEAEOHO OonUaivel 6Tl TO avTiyovo 8ev avixvelTnke, Ox1 6T To avTlydvo dev UTTAPXE OTa
kUTTapa/oToV 10T TTou £§€TAOTNKE. EAV €ival aTrapaitnTo, XPNOIMOTIOINOTE HIa OEIPG AVTICWHATWY YIa TNV avayvwpion WYeudwg
aAPVNTIKWY avTIOPACEWV.

Avapevopeva AtroteAéopara

Duaioloyikoi 1oToi

O kAwvog PWS44 avixveuoe 1o avtiydvo CD33 o€ pueAoeidr| Kal JUEAOPOVOKUTTOPIKE QIJOTIOINGN KAl WPIKA pokpo@dya. Ta kUTTapa TG
£PUBPOEIBOUG Kal HEYAKAPUOKUTTAPIKAG O€IPAg ival apvnTikd. KaToia avTidpaoTikOTNTa TTapatnpriBnke o€ KUTTAPOTPOPORAACTES Kal
OUYKUTIOTPO@PORAGOTEG Tou TTAaKOUVTA. EKTOG atrd Ta devdpITIKA KUTTApa Kal Ta SINBNTIKG Jakpo@dya, dev TTapatnpriBnke Kayia xpwaon
0TOUG GAAOUG PuaIoAoyIKoUG 10ToUG TTou agioAoyBnkav (n=123).

AvwuaAn 10100

O kAwvog PWS44 avixveuoe Tnv pwreivn CD33 oe 62/66 ogeicg pueoeideig Aeuxaipieg, 2/56 didayuta Aepewparta B kuttapwy, 11/11
TIEPITITWOEIG HUEAOEIBOUG SUOTIAQCIAG KOl HUEAOTTOAAGTTAQCIAOTIKWY VOowv, 4/15 Trpddpopeg B-AeppoBAaaTikéG Aeuxaipieg, 4/4 xpovieg
Hueloeideig Aeuxaipieg, 6/6 KOKKIOKUTTOPIKG oapkwyaTta, 2/10 Tpddpopeg T-Aed@oBAaoTIKEG Asuxaipieg, 1/15 Aepewparta Hodgkin, 1/6
Aepowpara Burkitt, 1/3 veorrAdopata TTAAGPATOKUTTAPWY Kai 1/1 alpatodeppikd Aeg@oeidr) veoTrAdopaTa. Aev TTapartnpribnke Xpwon o€
Siayuta Aeppwpata T kuTttdpwy (0/30), SidyuTa peyahokuTttapika Aeppuwpata B kuttdpwv (0/20), BuAakiydn Asppwpara (0/8), didyxuta
HIKPOKUTTOPIKG Aep@uwpata B kuttdpwy (0/2), Aeppwpara B kuttdpwy TAoUoiwy o€ T kuttapa (0/2), avTidpaoTikoUg Aep@oeidg 10Toug
(0/2), éva avatrAaoTIKO peyaAokuTTapikd Aépewpa (0/1), éva AepgoTtTAaopatokutTapikd Aépgwpa (0/1), dykoug Tou ritrarog (0/5), dykoug
Tou BupeoeIdoUg (0/4), dykoug Tou Trveupova (0/4), dykoug Twv wobnkwv (0/4), dykoug Tou eykepdaiou (0/2), dykoug Tou oloopdyou
(0/2), 6ykoug Tou paaTou (0/2), dykoug Tou aTopdyou (0/2), dykoug paiakwy popiwv (0/2), dykoug Tng yhwooag (0/2), petacTarikolg
dykoug ayvwaTou TTpoéAeuong (0/2), dykoug Twv ve@pwv (0/2), ykoug Tou Tpaxniou (0/2), dykoug Twv 6pxewv (0/2), 6ykoug Tou koAou
(0/2), dykoug Tou 0pBoU (0/2), dykoug Tou déppartog (0/2), évav dyko Tou Adpuyya (0/1) kai évav 6yko Tou BUpou adéva (0/1). (ZuvoAikdg
apIBPOG PN PUTIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY = 304).

To NCL-L-CD33 guvigTdrai yid TRV avixveuon 1ng avlpwmivng mpwreivng CD33 og @uoioAoyikoUg KAl VEOTTAAOUATIKOUG
> A - Sohovi - Y y - - ]

Ievikoi Meplopiopoi

H avoooioToxnpeia eival pia SiayvwoTikr diepyacia TTOAMATTAWY BnpdTwy, n otroia atroTeAEiTal atd eIdIKEUPEVN eKTTaIdEUOT OTHV
emAoyn TwV KATGAANAWY avTidpaaTnpiwy, £TTIAOYT I0TOU, HOVIOTIOINGT Kal £TTEEEPYaaia, TTpogTolpaaia TG TTAdkag IHC kai epunveia
TWV OTTOTEAEOUATWY TNG XPWONG.

H xpwon Tou 110U £€apTdTal aTTO TO XEIPIOPO Kal TV ETTEGEPYATia TOU 1IGTOU TIPIV aTTd TN Xpwaon. Tuxdv ea@aApévn Jovigotroinan,
Kardyugn, amméyugn, TAGon, oTéyvwpa, BEppavaon, Toun 1 JoAuvon pe GAAOUG I0TOUG 1 Uypd eVOEXETAI VO TTAPAYEI HOPPWHATA,
Trayideuon avTICWHOTOG ) WEUDWGS apVNTIKA aTToTeEAéopaTa. TuXOV aoUVETTA atroTeEAéopaTa eVOEXETAI VO OQeiAovTal OE TTapaAAayEG Twv
HEBOSWV POVIPOTIOINONG Kal EYKAEITHOU I} O€ EYYEVEIG aVWHANIEG EVTOG TOU 10TOU.*

Tuyo6v utrepBoAiKA i} aTeAg avTixpwon evOEXETAI va SIAKUBEUTEI TN OWOTH EPUNVEI TWV ATTOTEAECUETWVY.
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H kAIVIKA epunveia oTTOIROBATIOTE XPWOoNG A TNG GTTOUCIAG TNG Ba TTPETTEN VOl CUMTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU
XPNOIPOTIOI0UV OWOTOUG PAPTUPEG Kal Ba TTPETTEl va agloAoyeital oTa TTAaioIa Tou KAIVIKOU 16TOpIKoU Tou aaBevoUg Kail GAAwY
SIAYVWOTIKWYV EETACEWV aTTd €IIKEUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

Ta avTiowpaTa TTou TrapéxovTtal amod Tnv Leica Biosystems Newcastle Ltd Trpoopidovrtal yia xprion, 0TTwg utrodelkvUETal, €iTE

O€ KOTEWUYUEVEG €iTE OE EYKAEIOUEVEG O€ TTAPAPIVN TOUEG, HE EIDIKEG ATTAITAOEIG HOVIMOTTOINONG. EVOEXETAI va TTAPOUCIAOTE Un
QAVOPEVOUEVN €KPPOOT aVTIYOVOU, €I0IKG O€ veOTTAGopaTa. H KAIVIKY EpUNVEia OTTOIQGBATIOTE XPWHATIOWEVNG TOUNG I0TOU TTPETTEI VO
TrepiAapBaver pop@oloyikr) avaAuon kai TNV agloAdynan Twv KAaTaAANAwY HapTUpwy.
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Tpotrotmroifoeig XTnv NMponyoupevn ‘Ekdoon

>0vBeon avTidpaaTnpiou, OAIKf) GUYKEVTPWON TTPWTEIVNG, CUCTACEIG YIa Tn XPHOTN, TTPOEIBOTIOINTEIG KOl TIPOQUAALEIG, avapevopeva
arroteAéopaTa.

Hpepopnvia ‘Exkdoong
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Novocastra™ Vaskeformigt Monoklonalt Museantistof
CD33
Produktkode: NCL-L-CD33

Tilsigtet Anvendelse
Til in vitro diagnostisk anvendelse.

NCL-L-CD33 er beregnet til kvalitativ identifikation af humant CD33 i paraffinsnit ved lysmikroskopi. Klinisk fortolkning af farvning
eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersggelser under anvendelse af passende kontroller og ber evalueres i
sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret patolog.

Procedureprincip

Immunhistokemiske (IHC) farvningsteknikker muligger visualisering af antigener via sekventiel tilseetning af et specifikt antistof mod
antigenet (primaert antistof), et sekundaert antistof mod det primaere antistof og et enzym kompleksbundet til et kromogent substrat med
indskudte vasketrin. Den enzymatiske aktivering af kromogenet resulterer i et synligt reaktionsprodukt pa antigenstedet. Prgven kan
derefter kontrastfarves og daekkes med et daekglas. Resultaterne fortolkes ved anvendelse af et lysmikroskop og medvirker til differentiel
diagnose af patofysiologiske processer, som muligvis kan vaere associeret med et bestemt antigen.

Klon
PWS44

Immunogen
Prokaryot rekombinant protein svarende til en del af C2-domaenet af det humane CD33-molekyle.
Specificitet
Human CD33.

Reagenssammensatning
NCL-L-CD33 er en flydende vaevskultursupernatant indeholdende natriumazid som konserveringsmiddel.

Ig-klasse
1gG2b

Totalproteinkoncentration |
Se etiketten pa heetteflasken for lotspecifik totalproteinkoncentration.

Antistofkoncentration
Sterre end eller lig med 417 mg/L som bestemt ved ELISA. Se etiketten pa haetteflasken for lotspecifik Ig-koncentration.

Anbefalinger Vedregrende Anvendelse

Immunhistokemi pa paraffinsnit.

Varmeinduceret epitopgenfinding (HIER): Fglg brugsanvisningen for Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.

Foreslaet fortynding: 1:100 ved 30 minutter ved 25 °C. Disse retningslinjer er vejledende, og brugeren ber selv bestemme egne
optimale brugsoplgsninger.

Visualisering: Fglg venligst vejledningen i Novolink™ Polymer Detection Systems. Yderligere produktinformation og support fas ved
henvendelse til lokal forhandler eller Leica Biosystems regionskontor - samt pa vores hjemmeside: www.LeicaBiosystems.com
Dette antistofs funktion ber valideres. nar det anvendes med andre manuelle farvningssystemer eller automatiserede platforme.

Opbevaring Og Holdbarhed

Opbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Szettes tilbage til 2-8 °C umiddelbart efter brug. Ma ikke anvendes efter udigbsdatoen angivet
pa heetteflaskens etikette. Andre opbevaringsbetingelser end de ovenfor angivne skal verificeres af brugeren.

Proveklargering
Det anbefalede fiksativ er 10% neutralbufferjusteret formalin til paraffinindstebte vaevssnit.

Advarsler Og Forholdsregler

Dette reagens er fremstillet ud fra supernatanten af en cellekultur. Da det er et biologisk produkt, skal der tages fornuftige
sikkerhedsforanstaltninger ved dets handtering.

Denne reagens indeholder natriumazid. Et datablad for materialesikkerhed kan fas efter anmodning eller er tilgaengeligt pa
www.LeicaBiosystems.com

Konsulter landsdaekkende og lokale love og regler vedrgrende bortskaffelse af alle potentielt toksiske komponenter.

Prover skal for og efter fiksering, lige som alle materialer eksponeret mod preverne, handteres som potentielt smittefarlige og bortskaffes
under iagttagelse af passende forholdsregler'. Pipetter aldrig reagenser med munden og undga, at reagenser og prgver kommer i
kontakt med huden eller slimhinder. Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med felsomme omrader, skal der skylles efter med
rigelige maengder vand. Sgg leege.

Minimer mikrobiel kontaminering af reagenserne, da der ellers kan forekomme gget uspecifik farvning.

Inkubationstider eller -temperaturer andre end de specificerede kan give fejlagtige resultater. Alle sadanne aendringer skal valideres af
brugeren.
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Kvalitetskontrol

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

Kontrollerne skal veere friske autopsier/biopsier/kirurgiske praver fikseret i formalin og behandlet og indstebt i paraffin sa hurtigt som
muligt pA samme made som patientprover.

Positiv Vaevskontrol

Anvendes til pavisning af, at vaevet er fremstillet korrekt, og at der er anvendt korrekte farvningsteknikker.

Der ber inkluderes en positiv vaevskontrol for hvert szet testbetingelser i hver farvekersel.

Svagt positivt farvet veev er mere egnet end kraftigt positivt farvet vaev til optimal kvalitetskontrol og pavisning af sma niveauer af
reagensnedbrydning.?

Anbefalet positivt kontrolveev er knoglemarv eller granulocytisk sarkom.

Hvis den positive vaevskontrol ikke udviser positiv farvning, skal resultater af testpraverne kasseres.

Negativ Vavskontrol
Skal undersgges efter den positive vaevskontrol for at sikre, at det primaere antistof maerker malantigenet specifikt.
Anbefalet negativt kontrolvaev er skeletmuskel.

Alternativt frembyder de mange forskellige celletyper, der er til stede i de fleste veevssnit, ofte negative kontrolsteder, men dette skal
verificeres af brugeren.

Uspecifik farvning har, hvis til stede, ofte et diffust udseende. Sporadisk farvning af bindevaev kan ligeledes observeres i vaevssnit af
veev, der er fikseret for kraftigt i formalin. Anvend intakte celler til fortolkning af farvningsresultaterne. Nekrotiske eller degenererede
celler farves ofte mere uspecifikt.® Der kan eventuelt ses falske positive resultater, der skyldes non-immunologisk binding af proteiner
eller substratreaktionsprodukter. Dette kan ligeledes skyldes endogene enzymer, sasom pseudoperoxidase (erytrocytter), endogen
peroxidase (cytochrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever, bryst, hjerne, nyre) afhaengigt af den anvendte type immunfarve. For

at differentiere mellem endogen enzymaktivitet eller uspecifik enzymbinding og specifik immunreaktivitet kan yderligere patientveev
eventuelt farves udelukkende med henholdsvis substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, meerket polymer)
og substratkromogen. Hvis der optraeder specifik farvning i den negative vaevskontrol, skal resultaterne af patientpraverne kasseres.

Negativ Reagenskontrol

Anvend en uspecifik negativ reagenskontrol i stedet for det primaere antistof pa et veevssnit af hver patientpreve for at vurdere uspecifik
farvning og muliggere bedre fortolkning af specifik farvning pa antigenstedet.

Patientvaev

Eksaminer patientprgver farvet med NCL-L-CD33 sidst. Intensiteten af positiv farvning ber vurderes i sammenhaeng med eventuel
uspecifik baggrundsfarvning af den negative reagenskontrol. Som med alle immunhistokemiske tests betyder et negativt resultat, at
antigenet ikke blev pavist. lkke at antigenet var fraveerende i de analyserede celler eller det analyserede veev. Om ngdvendigt anvendes
et panel af antistoffer til identifikation af falske negative reaktioner.

Forventede Resultater

Normalt veev

Klon PWS44 detekterede antigenet CD33 i myeloid og myelomonocytisk haemopoiese og mature makrofager. Celler i erythroide og
megakaryocytiske serier er negative. Nogen reaktivitet observeredes i cytotrofoblaster og syncytiotrofoblaster i placenta. Bortset fra
dendritiske celler og infiltrerende makrofager blev ingen farvning observeret i andre evaluerede vaev (n=123).

Abnormt veev

Klon PWS44 detekterede CD33-proteinet i 62/66 akutte myeloide leukaemier, 2/56 diffuse B-cellelymfomer, 11/11 myeloid dysplasi
og myeloproliferative sygdomme, 4/15 forstadier til B-lymfoblastiske leukaemier, 4/4 kroniske myeloide leukaemier, 6/6 granulocytiske
sarkomer, 2/10 forstadier til T-lymfoblastiske leukaemier, 1/15 Hodgkin’s lymfomer, 1/6 Burkitt-lymfomer, 1/3 plasmacelle-neoplasmer
og 1/1 haeematodermisk lymfoid neoplasme. Der blev ikke observeret farvning i diffuse T-cellelymfomer (0/30), diffuse storcellede
B-cellelymfomer (0/20), follikulzere lymfomer (0/8), diffuse smacellede B-cellelymfomer (0/2), T-cellerige B-cellelymfomer (0/2), reaktive
lymfoide veev (0/2), et anaplastisk storcellet lymfom, (0/1) et lymfoplasmacytisk lymfom (0/1), levertumorer (0/5) thyreoideatumorer
(0/4), lungetumorer (0/4), ovarietumorer (0/4), hjernetumorer (0/2), @sofageale tumorer (0/2), brysttumorer (0/2), mavetumorer (0/2),
blgddelstumorer (0/2), tumorer i tungen (0/2), metastaserende tumorer af ukendt oprindelse (0/2), nyretumorer (0/2), tumorer i cervix
(0/2), testistumorer (0/2), tumorer i colon (0/2), tumorer i rectum (0/2), hudtumorer (0/2), en tumor i larynx (0/1) og en tumor i thymus
(0/1). (Samlet antal abnorme tilfelde = 304).

NCL-L-CD33 anbefales til pavisning af CD33 protein i normale og neoplastiske vav. som et hjaelpemiddel til traditionel
histopatologi ved brug af ikke-immunologiske histokemiske farvninger.

Generelle Begraensninger

Immunhistokemi er en diagnostisk proces bestaende af mange trin, der omfatter specialiseret uddannelse i valg af passende reagenser,
vaevsselektion, -fiksering og -behandling samt fremstilling af IHC-objektglas og fortolkning af farvningsresultaterne.

Veevsfarvning er afhaengig af handteringen og behandlingen af veevet inden farvning. Forkert fiksering, frysning, optening, vask, terring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andet veaev eller andre vaesker kan frembringe artefakter, indfangning af antistof

eller falske negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings- og indstgbningsmetoder eller irregulariteter
indeholdt i veevet.*

For kraftig eller ukomplet kontrastfarvning kan gere korrekt fortolkning af resultaterne vanskelig.

Klinisk fortolkning af farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersggelser under anvendelse af passende
kontroller og ber evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret patolog.
Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd er som angivet beregnet til anvendelse pa enten frosne eller paraffinindstebte veevssnit
med specifikke krav til fiksering. Der kan forekomme uventet antigenekspression, navnlig i neoplasmer. Den kliniske fortolkning af alle
farvede vaevssnit skal indbefatte morfologisk analyse og evaluering af passende kontroller.
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Novocastra™ Vloeistof Muis Monoklonaal Antilichaam
CD33

Productcode: NCL-L-CD33

Beoogd Gebruik

Voor gebruik bij in-vitro-diagnostiek.

NCL-L-CD33 is bedoeld voor de kwalitatieve identificatie, door middel van lichtmicroscopie, van humaan CD33 in paraffinecoupes.

De klinische interpretatie van iedere kleuring of de afwezigheid ervan moet worden aangevuld met morfologisch onderzoek en goede
controles. De interpretatie moet worden geévalueerd door een vakkundige patholoog binnen de context van de klinische geschiedenis
van de patiént en eventueel ander diagnostisch onderzoek.

Beginsel van de Procedure

Immunohistochemische (IHC) kleuringstechnieken maken de visualisatie van antigenen mogelijk via de sequentiéle toepassing van

een specifiek antilichaam naar het antigen (primaire antilichaam), het secundaire antilichaam naar het primaire antilichaam en een
enzymcomplex met een chromogeen substraat met ingevoegde wasstappen. De enzymatische activering van de chromogeenresultaten
in een zichtbaar reactieproduct op de antigene plaats. De monsters kunnen dan tegengekleurd en afgedekt zijn. De resultaten worden
geinterpreteerd met een lichtmicroscoop en hulpmiddelen in de differentiéle diagnose van pathofysiologische processen, die wel of niet
met een specifiek antigen geassocieerd kunnen worden.

Kloon

PWS44

Immunogeen

Prokaryoot recombinant eiwit, overeenkomend met een deel van het C2-domein van het humane CD33-molecuul.
Specificiteit

Humaan CD33.

Reagentiasamenstelling

NCL-L-CD33 is een supernatant van de vioeibare weefselkweek die natriumazide bevat als conserveringsmiddel.
lg-klasse

19G2b

Totale Proteineconcentratie -
Raadpleeg het etiket op de flacon voor de specifieke totale proteineconcenstratie.

Antilichaamconcentratie
Groter of gelijk aan 417 mg/L zoals bepaald door ELISA. Raadpleeg het etiket op de flacon voor de specifieke Ig-concenstratie.

Aanbevelingen over het Gebruik

Immunochemisch op paraffine coupes.

Door hitte geinduceerde epitoopversterking (HIER): Volg de aanwijzingen voor gebruik in Novocastra Epitope Retrieval Solution
pH9.

Aangeranden verdunning: 1:100 voor 30 minuten bij 25 °C. Dit wordt gezien als een richtlijn en gebruikers dienen hun eigen optimale
werkverdunningen te bepalen.

Visualisatie: Volg a.u.b. de gebruiksinstructies in de Novolink™ Polymer Detection Systems. Voor meer productinformatie of
ondersteuning dient u contact op te nemen uw lokale distributeur of het regionale kantoor van Leica Biosystems , of de website van
Leica Biosystems te bezoeken, www.LeicaBiosystems.com

De prestatie van dit antilichaam dient gevalideerd te worden als het wordt gebruikt met andere handmatige kleuringssystemen of
automatische platformen.

Opslag en Stabiliteit

Opslaan bij temperaturen van 2-8 °C. Niet bevriezen. Laat het systeem direct na gebruik terugkeren naar een temperatuur van
2-8 °C. Gebruik het product niet meer na de expiratiedatum die op de flacon staat. Opslagcondities andere dan degene die hierboven
gespecificeerd zijn, dienen door de gebruiker geverifieerd te.

Voorbereiding van Monsters
De aanbevolen fixeerstof is 10% neutraal gebufferde formaline voor paraffine ingebedde weefselcoupes.

Waarschuwingen en Voorzorgsmaatregelen

Deze reagens is voorbereid van het supernatant van de celkweek. Aangezien het biologisch product is, dient u bij het gebruik ervan
voorzichtig te werk te gaan.

Deze reagens bevat natriumazide. Een materiaalveiligheidsblad is op verzoek verkrijgbaar bij www.LeicaBiosystems.com
Raadpleeg de richtlijnen van de lokale of nationale overheid voor het afdanken van potentieel giftige componenten.

Monsters moeten voor en na fixatie worden behandeld als potentiéle overdragers van infecties en volgens de juiste
voorzorgsmaatregelen worden afgedankt. Dit geldt tevens voor alle materialen die aan de monsters zijn blootgesteld.’
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Reagentia mogen nooit met de mond worden gepipetteerd. Daarnaast moet contact tussen de huid en het slijmvlies met reagentia en
monsters worden vermeden.

Als reagentia of monsters in contact komen met gevoelige gebieden, moet u deze gebieden wassen met een ruime hoeveelheid water.
Neem contact op met een arts.

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

Incubatietijden of temperaturen die afwijken van degenen die gespecificeerd zijn, kunnen tot onjuiste resultaten leiden. ledere dergelijke
verandering moet door de gebruiker gevalideerd worden.

Kwaliteitscontrole
Verschillen in het verwerken van weefsel en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen zorgen voor een
aanzienlijke variabiliteit van de resultaten. Dit vereist een regulier gebruik van bedrijfseigen controles naast de volgende procedures.

De controles moeten verse autopsie-, biopsie-, of chirurgische monsters omvatten, en zo snel mogelijk formaline gefixeerd en in
paraffinewax ingebed worden, op dezelfde manier als de patiéntmonster(s).

Positieve Weefselcontrole

Wordt gebruikt om correct voorbereide weefsels en goede kleuringstechnieken aan te duiden.

Er dient een positieve weefselcontrole opgenomen te worden voor iedere set testcondities in iedere kleuringsrun.

Voor een optimale kwaliteitscontrole en voor het detecteren van geringe niveaus van reagensdegredatie, is weefsel met zwakke
positieve kleuring beter geschikt dan weefsel met sterke positieve kleuring.?

Aanbevolen positief controleweefsel is beenmerg of granulocytair sarcoom.

Als de positieve weefselcontrole geen positieve kleuring vertoont, moeten de resultaten met de testmonsters als ongeldig worden
beschouwd.

Negatieve Weefselcontrole

Dient onderzocht te worden na de positieve weefselcontrole om de specificiteit te verifiéren van de labeling van het doelantigen door het
primaire antilichaam.
Aanbevolen negatief control
Daarnaast leveren de verscheidenheid aan celtypen, die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn, regelmatig negatieve
controlelocaties op, maar dit dient door de gebruiker geverifieerd te worden. Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, heeft meestal een
diffuus uiterlijk.

Daarnaast kan in coupes sporadische kleuring van bindweefsel worden geobserveerd. Dit treedt op als gevolg van overdadig fixeren van
weefsel met formaline. Maak voor de interpretatie van kleuringsresultaten gebruik van intacte cellen. Necrotische of gedegenereerde
cellen kunnen vaak een niet-specifieke kleuring vertonen.®

Er kan sprake zijn van fout-positieven als gevolg van niet-immunologische binding van eiwitten of substraatreactieproducten. Zij kunnen
ook veroorzaakt worden door endogene enzymen zoals pseudoperoxidase (erythrocyten), endogene peroxidase (cytochroom C), of
endogene biotine (bijv. lever, borst, hersenen, nieren), afhankelijk van het type immunokleuring dat gebruikt wordt.

is

ier.
P

Om endogene enzymen of niet-specifieke binding van enzymen van specifieke immunoreactiviteit te differentiéren, kan het zijn dat
extra patiéntweefsels exclusief gekleurd wordt met substraat chromogeen of enzymcomplexen (avidine-biotine, streptavidine, gelabeld
polymeer) en respectievelijk substraat-chromogeen. Indien specifieke kleuring binnen het interne negatieve controleweefsel optreedt,
moeten de resultaten die met de patiéntmonsters zijn verkregen als ongeldig worden beschouwd.

Negatieve Reagenscontrole
Gebruik een niet-specifieke negatieve reagenscontrole in plaats van het primaire antilichaam met een coupe van ieder pati&éntmonster,
om een niet-specifieke kleuring te evalueren en een betere interpretatie te krijgen van de specifieke kleuring op de antigene plaats.

Patiéntweefsel

Onderzoek de gekleurde patiéntmonsters met NCL-L-CD33. De positieve kleuringsintensiteit moet worden geévalueerd binnen de
context van iedere niet-specifieke achtergrondkleuring van de negatieve reagenscontrole. Net zoals bij elke immunohistochemische
test betekent een negatief resultaat dat het antigeen niet is gedetecteerd. Het betekent dus niet dat het antigeen afwezig was in

de geanalyseerde cellen/het geanalyseerde weefsel. Gebruik een panel van antilichamen om de verkeerd-negatieve reacties te
identificeren.
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Verwachte Resultaten

Normale weefsels

Met kloon PWS44 werd het CD33-antigeen gedetecteerd in myeloide en myelomonocytische hematopoése en in rijpe macrofagen;
erytroide cellen en megakaryocyten zijn negatief. Er werd enige reactiviteit waargenomen in cytotrofoblasten en syncytiotrofoblasten van
de placenta. Met uitzondering van dendritische cellen en infiltrerende macrofagen werd geen kleuring waargenomen in andere normale
weefsels die zijn beoordeeld (n=123).

Abnormale weefsels

Met kloon PWS44 werd het CD33-eiwit gedetecteerd in 62/66 acute myeloide leukemieén, 2/56 diffuse B-cellymfomen, 11/11 gevallen
van myelodysplasie en myeloproliferatieve aandoeningen, 4/15 voorloper B-lymfoblastaire leukemieén, 4/4 chronische myeloide
leukemieén, 6/6 granulocytaire sarcomen, 2/10 voorloper T-lymfoblastaire leukemieén, 1/15 hodgkinlymfomen, 1/6 Burkitt-lymfomen,
1/3 plasmacel-neoplasma’s en 1/1 hematoderm lymfoide neoplasma’s. Er werd geen kleuring waargenomen van diffuse T-cellymfomen
(0/30), diffuse grootcellige B-cellymfomen (0/20), folliculair lymfomen (0/8), diffuse kleincellige B-cellymfomen (0/2), T-cel rijke
B-cellymfomen (0/2), reactieve lymfoide weefsels (0/2), een grootcellig anaplastisch T-cellymfoom (0/1), een lymfoplasmacytair lymfoom
(0/1), levertumoren (0/5), schildkliertumoren (0/4), longtumoren (0/4), ovariumtumoren (0/4), hersentumoren (0/2), slokdarmtumoren
(0/2), borsttumoren (0/2), maagtumoren (0/2), wekedelentumoren (0/2), tumoren van de tong (0/2), gemetastaseerde tumoren van
onbekende oorsprong (0/2), niertumoren (0/2), baarmoederhalstumoren (0/2), testistumoren (0/2), colontumoren (0/2), rectumtumoren
(0/2), huidtumoren (0/2), een tumor van de larynx (0/1) of een tumor van de thymus (0/1). (Totaal aantal beoordeelde afwijkende
gevallen = 304).

NCL-L-CD33 wordt aanbevolen voor het detecteren van humaan CD33 eiwit in normale en neoplastische weefsels. als
aanvulling op conventionele histopathologie waarbij niet-immunologische histochemische kleuringen worden gebruikt.

Algemene Beperkingen

Immunohistochemie is een diagnoseproces van meerdere stappen dat uit een gespecialiseerde training bestaat in het selecteren van
de desbetreffende reagentia; weefselselectie, fixatie en verwerking; voorbereiding van de IHC-objectglaasjes; en de interpretatie van
de kleuringsresultaten. Weefselkleuring is afhankelijk van het gebruik en de verwerking van het weefsel voor het aanbrengen van de
kleuring. Een onjuiste manier van fixeren, invriezen, ontdooien, wassen, drogen, verwarmen en opdelen of contaminatie met andere
weefsels of vloeistoffen kunnen leiden tot artefacten, het vastzitten van antilichamen of fout-negatieven. Inconsistente resultaten kunnen
het gevolg zijn variaties in de methoden die voor het fixeren en inbedden worden gebruikt of van inherente onregelmatigheden binnen
het weefsel .

Overmatige of onvolledige tegenkleuring kan een correcte interpretatie van de resultaten in te weg zitten.

De klinische interpretatie van iedere kleuring of de afwezigheid ervan moet worden aangevuld met morfologisch onderzoek en goede
controles. De interpretatie moet worden geévalueerd door een vakkundige patholoog binnen de context van de klinische geschiedenis
van de patiént en eventueel ander diagnostisch onderzoek.

Antilichamen van Leica Biosystems Newcastle Ltd zijn bedoeld voor gebruik, zoals aangegeven, op bevroren of paraffine ingebedde
coupes met specifieke fixatie-eisen. Er kan een onverwachte antigenexpressie optreden, met name in neoplasma'’s. De klinische
interpretatie van ieder gekleurde weefselcoupe moet morfologische analyses bevatten en de evaluatie van de juiste controles.
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Novocastra™ Monoklonalt Antistoff Fra Mus
CD33

Produktkode: NCL-L-CD33

Tiltenkt bruk

Til in vitro-diagnostisk bruk.

NCL-L-CD33 skal brukes til kvalitativ identifikasjon av humant CD33 i parafinsnitt ved lysmikroskopi. Den kliniske tolkningen av farge
eller manglende farge skal suppleres med morfologiske undersgkelser og bruk av egnede kontroller, og ber evalueres av en kvalifisert
patolog i lys av pasientens kliniske historie og eventuelle andre diagnostiske tester.

Prosedyreprinsipp

Immunhistokjemiske (IHC) fargingsteknikker gjer det mulig & se antigener via en sekvensiell tilsetning av et bestemt antistoff mot
antigenet (primeert antistoff), et sekundzert antistoff mot det primaere antistoffet og et enzymkompleks med et kromogent substrat med
innskutte vasketrinn. Den enzymatiske aktiveringen av kromogenet gir et synlig reaksjonsprodukt pa antigenstedet. Prgven kan deretter
kontrastfarges og dekkes med et dekkglass. Resultatene fortolkes ved hjelp av et lysmikroskop og medvirker til differensialdiagnose av
patofysiologiske prosesser som muligens kan veere assosiert med et bestemt antigen.

Klon

PWS44

Immunogen
Prokaryotisk, rekombinant protein svarende til en region av C2-domenet av humant CD33-molekyl.

Spesifisitet
Humant CD33.

Reagenssammensetning
NCL-L-CD33 er en flytende vevskultursupernatant som inneholder natriumazid som konserveringsmiddel.

lg-klasse
1gG2b

Totalproteinkonsentrasjon
Se etiketten pa hetteglasset for lotspesifikk totalproteinkonsentrasjon.

Antistoffkonsentrasjon
Sterre enn eller tilsvarende 417 mg/l i henhold til ELISA. Se etiketten pa hetteglasset for lotspesifikk Ig-konsentrasjon.

Anbefalinger for Bruk

Immunhistokjemi pa parafinsnitt.

Varmeindusert epitopgjenvinning (HIER): Falg bruksanvisningen for Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.

Foreslatt fortynning: 1:100 i 30 minutter ved 25 °C. Disse retningslinjene er veiledende, og brukeren ber selv bestemme egne optimale
bruksfortynninger.

Visualisering: Folg bruksanvisningen for Novolink™ Polymer Detection Systems. @nsker du ytterligere produktinformasjon eller -stotte,
kan du ta kontakt med den lokale forhandleren eller regionkontoret til Leica Biosystems , eller pa nettsidene til Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

Ytelsen til dette antistoffet bor valideres ved bruk av andre manuelle fargingssystemer eller automatiske systemer.

Oppbevaring og Stabilitet
Oppbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Returneres til 2—8 °C umiddelbart etter bruk. Ma ikke brukes etter utlgpsdatoen angitt pa
produktetiketten. Andre oppbevaringsbetingelser ma valideres av brukeren.

Klargjering av Praver
Anbefalt fiksativ er 10 % neytralbufret formalin for parafinlagrede vevssnitt.

Advarsler og Forholdsregler
Denne reagensen er laget av supernatanten fra en cellekultur. Dette er et biologisk produkt som ma behandles deretter.

Denne reagensen inneholder natriumazid. Dataark om materialsikkerhet (MSDS) er tilgjengelig pa forespersel eller kan lastes ned fra
www.LeicaBiosystems.com

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

Prover (for og etter fiksering) og alt materiale som eksponeres for dem, skal behandles som potensielt smittefarlig og kasseres i
samsvar med gjeldende forholdsregler.!

Hold aldri pipetter med reagens i munnen, og unnga at hud og slimhinner kommer i kontakt med reagenser og prever.
Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med fglsomme omrader, skal de skylles med rikelig vann. Kontakt lege.
Reduser mikrobiell kontaminering av reagensene til et minimum, ellers kan det forekomme gkt uspesifisert farging.

Inkubasjonstider eller temperaturer som er annerledes enn det som er angitt, kan gi ungyaktige resultater. Slike endringer ma valideres
av brukeren.
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Kvalitetskontroll

Forskjeller i behandlingen av vev og forskjeller i tekniske prosedyrer i brukerens laboratorium kan gi signifikant varierte resultater, og det
kan veere ngdvendig a foreta kontroller pa stedet i tillegg til prosedyrene angitt nedenfor.

Kontrollene skal vaere nye autopsi-/biopsi-/kirurgiske praver, formalinfikserte, behandlede og parafinlagrede sa snart som mulig, pa
samme mate som pasientpraver.

Positiv Vevskontroll

Brukes for & pavise korrekt vevspreparering og fargeteknikker.

En positiv vevskontroll ber inkluderes for hvert sett med testbetingelser i hver fargerunde.

Svakt positivt farget vev er mer egnet enn kraftig positivt farget vev til optimal kvalitetskontroll og pavisning av sma nivaer
reagensnedbrytning.?

Anbefalt positivt kontrollvev er benmarg eller granulocyteert sarkom.

Hvis den positive vevskontrollen ikke viser positiv farging, skal resultatene til testpravene anses som ugyldige.

Negativ Vevskontroll

Skal undersgkes etter den positive vevskontrollen for & sikre at det primzere antistoffet merker malantigenet spesifikt.

Anbefalt negativt kontrollvev er skjelettmuskel.

Alternativt har de mange ulike celletypene som finnes i de fleste vevssnittene ofte negative kontrollsteder, men dette ma verifiseres av
brukeren. Uspesifikk farging, hvis dette er aktuelt, har ofte et diffust utseende.

Sporadisk farging av bindevev kan pa samme mate observeres i snitt fra vev som er fiksert for kraftig i formalin. Bruk intakte celler for a
tolke fargeresultatene. Nekrotiske eller degenererte celler kan ofte farges uspesifikt.®

Falske positive resultater kan skyldes ikke-immunologisk binding av proteiner eller substratreaksjonsprodukter. Dette kan ogsa skyldes
endogene enzymer som pseudoperoksidase (erytrocytter), endogen peroksidase (cytokrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever, bryst,
hjerne, nyre), avhengig av anvendt type immunfarge.

For & differensiere endogen enzymaktivitet eller uspesifikk enzymbinding og spesifikk immunreaktivitet kan ytterligere pasientvev
eventuelt farges kun med henholdsvis substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, merket polymer) og
substratkromogen. Hvis det skjer spesifikk farging i den negative vevskontrollen, ma resultatene for pasientprevene anses som ugyldige.

Negativ reagenskontroll
Bruk en uspesifikk negativ reagenskontroll i stedet for det primzere antistoffet pa et snitt av hver pasientpreve for a vurdere uspesifikk
farging og for & muliggjere bedre fortolkning av spesifikk farging pa antigenstedet.

Pasientvev

Undersgk pasientprover farget med NCL-L-CD33 sist. Intensiteten av positiv farging ber vurderes i sammenheng med eventuell
uspesifikk bakgrunnsfarging av den negative reagenskontrollen. Som med alle immunhistokjemiske tester, betyr et negativt resultat
at antigenet ikke ble pavist, ikke at antigenet var fraveerende i de analyserte cellene/vevet. Om ngdvendig kan man bruke et panel av
antistoffer for a identifisere falske negative reaksjoner.

Forventede Resultater

Normalt Vev

Klon PWS44 detekterte CD33-antigenet i myeloid og myelomonocytisk hematopoiese og modne makrofager; celler av de erytroide og
megakaryocyttiske seriene er negative. Noe reaktivitet ble observert i cytotrofoblaster og syncytiotrofoblaster i placenta. Med unntak av
dendrittiske celler og infiltrerende makrofager, ble ingen farging observert i andre evaluerte normale vev (n = 123).

Abnormalt Vev

Klon PWS44 oppdaget CD33-proteinet i 62/66 akutte myelogene leukemier, 2/56 diffuse B-cellelymfomer, 11/11 myelodysplasier

og myeloproliferative sykdommer, 4/15 prekursor B-lymfoblastiske leukemier, 4/4 kroniske myeloide leukemier, 6/6 granulocyteere
sarkomer, 2/10 prekursor T-lymfoblastiske leukemier, 1/15 Hodgkins lymfomer, 1/6 Burkitt-lymfomer, 1/3 plasmacelleneoplasier og 1/1
hematopoietiske lymfoide neoplasier. Ingen farging ble observert i diffuse T-cellelymfomer (0/30), diffuse storcellede B-cellelymfomer
(0/20), follikulzere lymfomer (0/8), diffuse sma B-cellelymfomer (0/2), T-cellerike B-cellelymfomer (0/2), reaktive lymfevev (0/2), et
anaplastisk storcellet lymfom (0/1), et lymfoplasmacytisk lymfom (0/1), levertumorer (0/5), thyreoideatumorer (0/4), lungetumorer (0/4),
ovarietumorer (0/4), hjernetumorer (0/2), tumorer i spisergr (0/2), brysttumorer (0/2), magetumorer (0/2), blgtvevstumorer (0/2), tumorer
i tunge (0/2), metastatiske tumorer av ukjent opprinnelse (0/2), nyretumorer (0/2), tumorer i livmorhals (0/2), testikkeltumorer (0/2),
tumorer i kolon (0/2), tumorer i rektum (0/2), hudtumorer (0/2), en tumor i larynx (0/1) og en tumor i thymus (0/1). (Totalt antall evaluerte
unormale tilfeller = 304).

NCL-L-CD33 anbefales for deteksjon av humant CD33 protein i normalt og neoplastisk vev. i tillegg til konvensjonell
histopatologi med bruk av ikke-immunologiske histokjemiske farger.

Generelle Begrensninger

Immunhistokjemi er en diagnostisk prosess i flere trinn som omfatter spesialutdanning i valg av egnede reagenser, vevsseleksjon,
-fiksering og -behandling samt preparering av IHC-objektglass og tolking av fargeresultater.Vevsfarging avhenger av handteringen

og behandlingen av vevet for fargingen. Feil fiksering, frysing, tining, vasking, terking, oppvarming, snitting eller kontaminering med
annet vev eller vaesker kan gi artefakter, innfanging av antistoffer eller falske negative resultater. Inkonsekvente resultater kan skyldes
variasjoner ved fiksering eller innstepningsmetoder eller iboende uregelmessigheter i vevet.*

Overdreven eller ufullstendig motfarging kan ogsa gjere det vanskelig a tolke resultatene riktig.

Den kliniske tolkningen av farge eller manglende farge skal suppleres med morfologiske undersgkelser og bruk av egnede kontroller, og
ber evalueres av en kvalifisert patolog i lys av pasientens kliniske historie og eventuelle andre diagnostiske tester.

Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd skal brukes, som angitt, pa enten frosne eller parafinlagrede snitt med spesifikke krav
til fiksering. Uventet antigenekspresjon kan forekomme, spesielt i neoplasma. Den kliniske tolkningen av fargede vevssnitt ma omfatte
morfologiske analyser og evaluering av egnede kontroller.
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Novocastra™ Likit Monoklonal Fare Antikor
CD33

Uriin Kodu: NCL-L-CD33

Kullanim Amaci

In vitro diagnostik kullanimi igin.

NCL-L-CD33, parafin kesitlerindeki insan CD33’uiniin 1sik mikroskobisi ile nitel tanimlanmasi igin tasarlanmistir. Herhangi bir boyamanin
mevcut olmasi veya olmamasi ile ilgili klinik yorumlama, uygun kontroller kullanilarak morfolojik calismalarla tamamlanmalidir ve
hastanin klinik gegmisi ve diger diagnostik testler kapsaminda kalifiye bir patolojist tarafindan degerlendiriimelidir.

Prosediir Prensibi

Immiinohistokimyasal (IHC) boyama teknikleri, spesifik bir antikorun antijene (primer antikor), ikincil bir antikorun primer antikora ve

bir enzim kompleksinin kromojenik bir substrat ile arada yikama adimlari olacak sekilde sekansiyel olarak uygulanmasiyla antijenlerin
gorsellestirimesini saglar. Kromojenin enzimatik aktivasyonu, antijen bélgede gériinir bir reaksiyon prodiikti ile sonuglanir. Numune
bu durumda karsit boyanabilir ve lamellenebilir. Sonuglar, bir 151k mikroskopu kullanilarak yorumlanir ve 6zel bir antijenle birlestirilebilen
veya birlestirilemeyen patofizyolojik islemlerin ayirici tanisina yardimci olur.

Clone

PWS44

immiinojen

insan CD33 molekiiliiniin C2 alanindaki bir bélgesine karsilik gelen prokaryotik rekombinant protein.
Spesifite

Insan CD33.

Reagent Kompozisyonu
NCL-L-CD33, prezervatif olarak sodyum azit iceren supernatant bir likit doku kulttridar.

Ig Sinifi
1gG2b

Toplam Protein Konsantrasyonu
Lota 6zel toplam protein konsantrasyonu igin viyal etiketine bagvurun.

Antikor Konsantrasyonu
ELISA tarafindan belirlendigi gibi 417 mg/L'ye esit veya bu degerden yiiksek. Lota 6zel Ig konsantrasyonu igin viyal etiketine bagvurun.

Kullanim Tavsiyeleri

Parafin seksiyonlarinda immunohistokimya.

Is1 ile Endiiklenen Epitop Alimi (HIER): Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9 iginde kullanim igin liitfen talimatlari takip edin.
Onerilen diliisyon: 1:100 25 °C'de 30 dakika igin. Bu bir kilavuz olarak verilmistir; kullanicilar, kendilerine 6zel optimal galisma
dilisyonlarini belirlemelidirler.

Gorsellestirme: Novolink™ Polymer Detection System kullanim talimatlarina uyun. Urtinle ilgili daha fazla bilgi veya destek igin yerel
distribitoriinlize veya bolgesel Leica Biosystems ofisine basvurun veya alternatif olarak www.LeicaBiosystems.com Leica Biosystems
internet sitesini ziyaret edin.

Bu antikorun performansi. diger manuel boyama sistemleri veya otomatik platformlarla kullanildiginda dogrulanmalidir.

Saklama ve Dayanikhlik
2-8 °C’de saklayin. Dondurmayin. Kullanimdan hemen sonra 2-8 °C’ye doniin. Viyal etiketinin Gizerinde belirtilen son kullanim tarihinden
sonra kullanmayin. Yukarida belirtilenlerin disindaki saklama kosullarinin, kullanici tarafindan kontrol edilmesi gerekir.

Numune Hazirhg
Onerilen fiksatif, parafine gémiilmiis doku seksiyonlari igin %10 nétr tamponlu formalindir.

Uyarilar ve Onlemler
Bu reagent, hiicre kiltiriiniin supernatantindan hazirlanmistir. Bu bir biyolojik iriin oldugundan islem yaparken 6zel dikkat gerektirir.

Bu reagent, sodyum azit igerir. Talep lzerine veya www.LeicaBiosystems.com 'dan bir Material Safety Data Sheet (Malzeme Glivenlik
Veri Sayfasi) elde edilebilir

Potansiyel tim toksik komponentlerin imhasi icin federal, ulusal veya lokal dlizenlemelere basvurun.

Fikse etme isleminden 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim materyaller, enfeksiyon yayabilecek gibi ele alinmali ve
dogru 6nlemler alinarak atiga ¢ikartiimahdir.

Reagent'lar asla agizla pipetlenmemeli ve cildin ve mukdz membranlarin reagent ve numunelerle temasindan kaginiimalidir.
Reagent veya numunelerin hassas alanlarla temas etmesi durumunda bu alanlari bol su ile yikayin. Doktora bagvurun.
Reagent’larin mikrobiyal kontaminasyonunu minimize edin, aksi durumda nonspesifik boyamada bir artis ortaya gikabilir.

Belirtilenlerin disinda inklibasyon sireleri veya sicakliklari, hatali sonuglara neden olabilir. Tim degisiklikler, kullanici tarafindan
dogrulanmalidir.
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Kalite Kontrol

Kullanicinin laboratuvarindaki doku isleme ve teknik prosedirlerdeki degisiklikler, sonuglarda énemli farkliliklara neden olabilir ve
asagidaki prosediirlere ek olarak dahili kontrollerin diizenli sekilde yapilmasini gerektirir.

Kontroller, miimkiin olan en kisa siirede ve hasta érnegi (6rnekleri) ile ayni sekilde formalinle fikse edilmis, islenmis ve parafin mumuna
g6milmus taze otopsi/biyopsi/cerrahi numune olmalidir.

Pozitif Doku Kontrolii

Dogru hazirlanmig dokulari ve diizgin boyama tekniklerini belirtmek icin kullanilir.

Bir pozitif doku kontrolii, her boyama calistirmasinda test kosullarinin her seti icin dahil edilmelidir.

Optimal kalite kontrol igin ve reagent degradasyonunun minér diizeylerini tespit etmek igin zayif pozitif boyamaya sahip bir doku, giglii
pozitif boyamaya sahip bir dokudan daha uygundur.?

Onerilen pozitif kontrol dokusu kemik iligi veya graniilositik sarkomadir.

Pozitif doku kontrolii, pozitif boyamay géstermezse test numuneleri ile elde edilen sonuglar gegersiz olarak ele alinmalidir.

Negatif Doku Kontrolii

Pozitif doku kontrollinden sonra hedef antijenin etiketleme spesifitesini primer antikorla kontrol etmek icin gergeklestirilmelidir.
Onerilen negatif kontrol dokusu iskelet kasidir.

Pek gok doku seksiyonunda bulunan farkli hicre tiplerinin gesitliligi, genelde negatif kontrol bolgeleri saglar ancak bu, kullanici
tarafindan kontrol edilmelidir. Nonspesifik boyama, mevcutsa genelde difiiz bir gériiniime sahiptir.

Bag dokusu sporadik boyama, asiri formalinle fikse edilmis dokulardan seksiyonlarda da gézlemlenebilir. Boyama sonuglarinin
yorumlanmasi igin intakt hlicreler kullanin. Nekrotik veya dejenere hiicreler, genelde belirsiz sekilde boyanabilir.®

Yanlis pozitif sonuglar, substrat reaksiyon Urlinleri veya proteinlerin immiinolojik olmayan protein baglanmasi nedeniyle gériilebilir.
Bunlar, kullanilan immiino boyamanin tipine baglh olarak psédoperoksidaz (eritrositler), endojen peroksidaz (sitokrom C) veya endojen
biotin (6rn. karaciger, meme, beyin, bobrek) gibi endojen enzimler nedeniyle de ortaya cikabilir.

Endojen enzim aktivitesini veya enzimlerin nonspesifik baglanmasini, spesifik imminreaktiviteden ayirt etmek igin ilave hasta dokulari,
sadece sirasiyla substrat kromojen veya enzim kompleksleriyle (avidin biotin, streptavidin, etiketli polimer) ve substrat kromojen ile
boyanabilir. Spesifik boyamanin, negatif doku kontroliinde ortaya ¢ikmasi durumunda hasta numuneleri ile elde edilen sonuglar gecersiz
olarak ele alinmahdir.

Negatif Reagent Kontroli
Antijen bolgede nonspesifik boyamanin degerlendirilmesi ve spesifik boyamanin daha iyi yorumlanmasini saglamak amaciyla her hasta
numunesinin bir seksiyonu ile primer antikorun yerine bir nonspesifik negatif reagent kontrolii kullanin.

Hasta Dokusu

NCL-L-CD33 ile boyanan son hasta numunelerini inceleyin. Pozitif boyama intensitesi, negatif reagent kontrolliniin herhangi bir
nonspesifik arka plan boyamasinin kapsaminda degerlendiriimelidir. Herhangi bir immuinohistokimyasal test ile negatif bir sonug,
antijenin tespit ediimedidi anlamina gelir; antijenin test edilen hiicrelerde/dokuda mevcut olmadigi anlamina gelmez. Gerekiyorsa yanlis
negatif reaksiyonlari belirlemek igin bir antikor paneli kullanin.

Ongbriilen Sonuglar

Normal Dokular

Klon PWS44 miyeloid ve miyelomonositik hemopoiez ve matur makrofajlarda CD33 antijenini saptamistir; eritroid ve megakaryositik
serisi hiicreleri negatiftir. Plasenta sinsitiyotrofoblastlari veya sitotrofoblastlarinda bir miktar aktivite gdzlemlenmistir. Dendritik hiicreler ve
infiltrasyon makrofajlari disinda degerlendirilen diger normal dokularda boyama gézlemlenmemistir (n=123).

Abnormal Dokular

Klon PWS44 62/66 akut miyeolid I6semiler, 2/56 difiize B-hiicreli lenfomalar, 11/11 miyeloid displazi ve miyeloproliferatif hastaliklar, 4/15
prekirsor B-lenfoblastik I6semiler, 4/4 kronik miyeloid |6semiler, 6/6 granilositik sarkomalar, 2/10 prekirsor T-lenfoblastik I6semiler,
1/15 Hodgkin lenfomalari, 1/6 Burkitt lenfomalari, 1/3 plazma hiicre neoplazmalari ve 1/1 hematodermik lenfoid neoplasmalarinda
CD33 proteini saptamistir. Diflize T-hiicreli lenfomalar (0/30), diflize buytik hiicreli B-hiicreli lenfomalar (0/20), folikiler lenfomalar (0/8),
diflize kuiglik B-hiicreli lenfomalar (0/2), T-hiicreli zengin B-hicreli lenfomalar (0/2), reaktif lenfoid dokular (0/2), anaplastik blyiik hiicreli
lenfoma (0/1), lenfoplazmasitik lenfoma (0/1), karaciger timorleri (0/5), tiroid timarleri (0/4), akciger timorleri (0/4), ovaryen timorler
(0/4), beyin timorleri (0/2), 6zofageal timorler (0/2), gégus timorleri (0/2), mide timéorleri (0/2), yumusak doku timérleri (0/2), dildeki
timorler (0/2), bilinmeyen nedenden meydana gelen metastatik tlimérler (0/2), bobrek tlimérleri (0/2), servikal timérler (0/2), testikdiler
tumorler (0/2), kalin bagirsaktaki timérler (0/2), rektumdaki tiimérler (0/2), cilt timarleri (0/2), larinksteki timar (0/1) ve timus timériinde
(0/1) boyama gézlenmemistir. (Toplam anormal vaka sayisi = 304).

NCL-L-CD33, immiinolojik olmayan histokimyasal boyamalar kullanilarak yapilan geleneksel histopatolojiye ek olarak normal
ve neoplastik dokularda insan CD33 proteininin saptanmasi igin énerilir.

Genel Sinirlamalar

immiinohistokimya uygun reagent'larin segilmesinde; dokunun segilmesi, fikse edilmesi ve islenmesinde; IHC laminin hazirlanmasinda
ve boyama sonuglarinin yorumlanmasinda uzmanlik egitimi gerektiren gok adiml bir diagnostik islemidir. Doku boyama, boyamadan
once dokunun ele alinmasi ve islenmesine baglidir. Diger dokularla veya akiskanlarla hatali fikse etme, dondurma, eritme, yikama,
kurutma, I1sitma, seksiyonlama veya kontaminasyon artefakt, antikor trapping veya yanlis negatif sonuglar olusturabilir. Doku igerisinde
fikse etme ve gémme yontemleri veya inherent aksakliklar nedeniyle tutarsiz sonuglar ortaya gikabilir.*

Asiri veya inkomplet karsit boya, sonuglarin dogru yorumlanmasina engel olabilir.

Herhangi bir boyamanin mevcut olmasi veya olmamasi ile ilgili klinik yorumlama, uygun kontroller kullanilarak morfolojik calismalarla
tamamlanmalidir ve hastanin klinik gegmisi ve diger diagnostik testler kapsaminda kalifiye bir patolojist tarafindan degerlendiriimelidir.
Leica Biosystems Newcastle Ltd antikorlari, belirtildigi gibi spesifik fikse etme islemleri gerektiren dondurulmus veya parafine
gdmiilmis seksiyonlarda kullaniimak igindir. Ozellikle neoplazmalarda beklenmedik antijen ekspresyonu ortaya gikabilir. Boyanan doku
seksiyonunun klinik yorumu, morfolojik analiz ve uygun kontrollerin degerlendirmesini igermelidir.
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TeuHo MUILIe MOHOKJIOHAJHO aHTUTAJI0 Novocastra™
CD33

Kon na nmpoaykra: NCL-L-CD33

MpeaHasHayeHue

3a ynompeba ripu in vitro duazHocmuka.

MpoaykTbT NCL-L-CD33 e npegHasHaveH 3a ka4eCcTBEHO MAEHTUMLIMPpaHe NOCPEACTBOM ONTUYHA MUKPOCKONUS Ha Yoseluku CD33
B napachuHoBM cpe3un. KnuHuyHaTa nHTepnpetaLysi Ha BCSKO OLBETSIBAHe UM HeroeaTta nunca cnegsa Aa 6bae AonblHeHa ot
MOpPEONIOrVYHM NMPOYYBaHUs C MOMOLLTA Ha MOAXOASLLM KOHTPONK 1 TPSiGBa [a Ce OLieHsiBa B KOHTEKCTa Ha KIMHUYHAaTa CTOpUst Ha
nauveHTa 1 Apyri AUarHoCTUYHM N3creaBaHus OT KBanuuLmpaH naTorior.

anIHLWIn Ha npouegypara

TexHuK1TE Ha MMyHOXUCTOXMMUYHO (IHC) ouBeTsiBaHe NO3BOMSBAT BU3yanu3aumus Ha aHTUreHU Ype3 NOCNEA0BATENHO MPUMOXKEHUe
Ha CNeunUYHO aHTUTSNO Ha aHTUreHa (MbPBUYHO aHTUTSINO), BTOPUYHO aHTUTSINO HA MbPBUYHOTO @HTUTSNIO M EH3WMEH KOMMIIEKC

C XPOMOTeHeH Cy6CTpaT, C MEXAUHHM CTHIKKU Ha NPOMUBaHEe. EH3MMHOTO akTUBMpaHe Ha XpOMOreHa BOAM [0 BUAUM peaKkLMOHeH
MPOAYKT Ha MSCTOTO Ha aHTUreHa. Crief ToBa MOXE Aia Ce Harnpasy KOHTPAOLBETSIBAHE HA CMECUMEHA U [ja Ce NOCTaBy MOKPUBHO
CTbKNO. PesynTatute ce MHTEPNPETUPAT C M3MOoN3BaHe Ha ONTUYEH MUKPOCKOM 1 Ca B MOMOLL Mpu AndepeHumanHaTa anarHocTuka Ha
naTogr3NONOrNiH1 NPOLIECH, KOUTO MOXKE Aa Ca UK Aa He Ca CBbP3aHW C ONpEeAeneH aHTUreH.

KnoHuHr
PWS44

WmyHoreH

MpokapuoTeH pekoMGUHAHTEH NPOTENH, CbOTBETCTBALL Ha Asn oT AoMeH C2 Ha Monekynara Ha YoseLukusi CD33.
CneundcuyHocT

Yosewkn CD33.

ChbcTaB Ha peareHTa

NCL-L-CD33 e TeueH cynepHaTaHT OT TbKaHHa KyNnTypa, CbAbpXall, HaTP1eB a3su KaTo KOHCEepPBaHT.

WUmyHorno6ynuHoB knac
1gG2b

KoHueHTpauusa Ha o6 npoTenH
BwxTe eTukeTa Ha (bJ'IaKOHa OTHOCHO CI'IeLlIAd.)VNHaTa 3a napTuaarta KOHUEeHTpauusa Ha 06LIJ, NpOTEeUH.

KOHLl,eHTpaLl,I/IH Ha aHTUTEena
Mo-Bucoka vnu paeHa Ha 417 mg/L, kakTo e onpeaeneHo ot ELISA. BuxTe eTvkeTa Ha cpnakoHa 3a cneumuduyHara 3a naptugara
KOHLIEHTPaLIMs Ha UMYHOTTOBYNnH.

Mpenopbku 3a ynotpeba

MMyHOXMCTOXMMUWS BbPXY NapacHOBM Cpesut.

TepmuuHo MHAyuMpaHo usBnuyaxe Ha enuton (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Monsi, cnassaiite MHCTpykuunTe 3a
ynotpeba, BkntodeHn B onakoBkaTa Ha Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.

MpeanoxeHue 3a paspexpaane: 1:100 3a 30 muHyTH Npu 25°C. ToBa e AafeHo KaTo ykasaHue, kato notpebutenute TpsioBa camm aa
ornpefensT TexHn COBCTBEHN ONTUMAIHU paboTHU paspexaaHms.

Busyanusauus: Cnaseaiite UHCTpyKUMMTE 3a ynoTtpeba, npunoxeHu kbM Novolink™ Polymer Detection Systems. 3a gonbnHutentHa
MHOpMaLMA 3a NPoayKTa 1N NOMOLL, Ce CBbPXETE C BalLs MecTeH AMCTpUBYTOp Unu ¢ perioHanHus oduc Ha Leica Biosystems, a
CbLLO Taka Moxe fa noceTtute yeGceaita Ha Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com

[eiicTBrETO Ha TOBa aHTUTANO TpAbea Aa 6bae BanuanpaHo npu ynotpeba ¢ Apyrn MaHyanHu CUCTEMM 3a OLBETABaHE UMK

aBTOMaTU3npaHn nnatgopmm.

CbXxpaHeHue u ctabunHoct

[a ce cbxpaHsiBa npu Temnepartypa 2 — 8°C. [la He ce 3ampassiBa. [la ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8°C BefHara cnep ynotpeba. la
He ce n3nornasea cnepj cpoka Ha rogHocCT, oTbensasaH BbpXy €TMKeTa Ha q)J'IaKOHa. ,Elperl YCnoBusa Ha CbXpaHeHue, OCBEH NOCOYEHUTE
no-rope, TpsibBa Aa 6bAaT NpoBepeHn oT NoTpebuTens.

MoaroTtoBka Ha cnecuMeHu
MpenopbunTenHUAT rkerpall pa3TBop e HeyTpaneH 6ydepupan hopmanuH 10% 3a TbkaHHM Cpesw, BrpaJeHu B napacuH.

MpeaynpexpeHusa n npeanasHyu MepKu

Toswn peareHT e NPUroTBEH OT CyrMepHaTaHT OT KreTbyHa KynTypa. Tbil kaTo e GMonoruyeH NPoayKT, He06X0AUMO € MOBULLIEHO BHUMAHWE
npu pabota c Hero.

Tosn peareHT CbabpXa HaTpUeB asng. MHMopPMaLMOHHUST NUCT 3a 6e30MacHOCT Ha MaTepuanuTe e HanuyeH Npu 3anuTeaHe Unu ot
www.LeicaBiosystems.com.

KoHcynTupalite ce ¢ henepanHute, AbpKaBHUTE UM MECTHUTE PErnameHTV OTHOCHO M3XBLPIISIHETO Ha MOTEHLMANTHO TOKCUYHU
KOMMOHEHTH.
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Bcumuky cnecMermn npeau v cnep oukcaums, KakTo U BCUHKU MaTepuani, U3NoxeHun Ha Tsix, TpsibBa fja ce TPeTUpaT KaTo Bb3MOXHM
NpeHoCUTENM Ha UHDEKLMUS U i@ Ce U3XBLPIIST, KaTo Ce B3EMaT NpasuiHW NpeanasHn Mepki." Hukora He NUNeTUpainTe peareHTu ¢ ycTa
1 M36ArBaiiTe KOHTAKT Ha KoXarta V1 NUraBuULUTE C PEareHTV 1 cnecuMeHi. Mpu KOHTaKT Ha peareHT! MW CNECUMEHU C YYBCTBUTENHN
30HW U3MWUIITE 30HWUTE C OBUITHO KONMYECTBO BoAa. MoTbpceTe MeaNLMHCKa NOMOLL.

Caexpaalite Ao MUHUMYM MUKpOGHaTa KOHTaMUHALWS Ha peareHTuTe, B NPOTUBEH Crlyyait MOXe fa Ce MosiBi yBenuyaBaHe Ha
HecneunUIHOTO OLBETSIBaHE.

WHKyBaLMoHHU BpemMeHa unu Temneparypu, pasfivyHmu OT MoCOYeHUTE, MoraT Aa [OBeAaT A0 rpelHu pesynTtatu. Beuukm nogo6Hu
npomeHy Tpsibea Aa Gbaat Banuavpaxu oT notpedutens.

KauecTBeH KOHTpoOn

PasnunuusaTa B o6paboTkaTta Ha TbKaHUTe U TeXHUYeckuTe npoLieaypu B nabopatopusTta Ha notpebutens morat Ja AoBenart Ao
3HaYMTENHO BapupaHe Ha pe3ynTaTuTe, Hanarallo pefoBHO U3BbLPLUBAHE HAa BbTPELLEH KOHTPOI B AOMbIHEHNE KbM CriefHuTe
npoueaypu.

KoHTponuTte TpsibBa Aa ca CBexXu CnecumeHu, B3eTH No BpeMe Ha ayTtoncus/6uoncus/onepaums, vkcmpanu BbB hopMarniH,
obpaboTeHn 1 BrpageHn B naparHOB BOCHK, Bb3MOXHO Hait-6bp30, Mo CbLUMA HA4MH kaTo npoba(Ta) Ha nauueHTa(uTe).

Mo3uTuBHA ThKaHHa KOHTpona

Wanonaga ce, 3a ia ce nokaxaT NpaBWITHO NPUrOTBEHW TbKaHU ¥ NPaBUIHW TEXHWKW Ha OLIBETSIBaHe.

EfHa no3nTuBHa ThbKaHHa KOHTpona Tpsitea Aa Gb/ae BKIYEHa 3a BCEKN CET C TECTOBU YCIOBUS NPy BCsika cepusi Npobu 3a
ouBeTsiBaHe.

TbkaH cbe cnabo No3UTUBHO OLBETSIBAHE € MO-MOAXOASLLA OT ThKaH CbC CUMHO NO3UTUBHO OLBETSIBAHE 3a ONTUMANeEH KaieCTBEH
KOHTPOI 1 3@ OTKpMBaHe Ha No-Marikv H1UBa Ha Aerpafjauus Ha peareHTa.?

MpenopbyunTenHaTa TbkaH 3a NO3UTUBHA KOHTPOSA € KOCTEH MO3bK MIW rPaHynoLMTHa capkoma.

AKO MO3WTHBHATA ThKaHHa KOHTPOIa He Moka3sea No3UTUBHO OLBETSIBAHE, PE3yNTATUTE OT CMIECUMEHUTE, BKITIOYEHN B TECTa, Tpsibsa Aa
ce cuuTar 3a HeBanuaHu.

HeratuBHa TbKaHHa KOHTpona

Tpﬂ6Ba Aa ce nscrneea crnej no3uTMBHaTa TbKaHHa KOHTpona, 3a Aa ce nposepun CI'IEL[I/ICbI/I‘-lHOCTTa Ha 6ens3BaHeTo Ha TapretHua
aHTUreH OT MbPBUYHOTO AHTUTANO.

MpenopbuuTenHaTa TbkaH 3a HeraTMBHa KOHTPONa € CKeneTeH MycKyn.

AﬂTepHaTVIBHO, pa3H006pa3V|eTo OT pas3nu4Hn BUOOBE KNETKU, MPUCHCTBALLM B MOBEYETO ThbKaHHW Cpe3n, YeCTO npegnara mMecra 3a
HeraTueHa KOHTpona, HO ToBa Tpﬂ6Ba Aa ce nposepu oT I'IOTpeGI/ITeJ'Iﬂ.

Hecneuw(t)quOTo ouBeTsiBaHe, ako NpucbLbCTBa, 0BVKHOBEHO € nmbyaHo Ha BuAa. CnopaanHo ouBeTdABaHe Ha CbeauUHUTEeNHa

TbKaH MOXe [a ce Habrnoaasa v B 4acTu OT NPEKOMEPHO (UKCUPaHU BbB (hopManmH TbkaHu. 3nonssaiite UHTaKTHW KNETKX 3a
nHTEepnpeTauyma Ha pe3yntatute OT OLBETABAHETO. HerOTVI‘-IHVITe nnun aereHepupanurte Knetkn 4ecTo ce ouBeTaBaTt HeCI‘IeLI,I/IQJVI‘-lHO.3
Moxe Aa ce BUOAT HeBEPHU NO3UTUBHW pe3ynTtaTtu nopaan HEMMYHONMOIMYHO CBbpP3BaHe Ha NPOTEUHN U peakUMOHHW NPOAYKTU

Ha cyGCTpaTa. Te moxe Aa ca npuvnHeHn n oT eHAOreHHU eH3nuMKn, KaTo Harnpumep ncesgonepokcuaasa (epVITpOLLMTI/I), eHaoreHHa
nepokcuaasa (umtoxpom C) unu enporeHeH GUOTUH (Hanp. YepeH Apob, rbpaa, Mo3bk, GbGPEK) B 3aBUCUMMOCT OT TUMa Ha U3Non3BaHoTo
WMYHHO OLBEeTABaHe. 3a ,qmbepeHu,mpaHe Ha eHOOreHHa eH3nMMHa akTUBHOCT unu HeCI‘IeLI,I/Id.)VIHHO €H3MMHO CBbp3BaHe oT cneumpqua
WMYHHa PEaKTUBHOCT €KCKIy3MBHO MOXe Aa Ce OUBETAT AOMbITHUTENHU TbKaHW OT NauyueHTa, CbOTBETHO CbC CyGCTpaT-XPOMOFeH

W1 C eH3UMHU KOMNeKcn (aBMﬂMH-GMOTMH, cTpenTtaBuAvH, MapkupaH nonmmep) n CyGCTpaT-XpOMOFeH. Ako ce nosisu CrleLLIAd)VIHHO
ouBeTsiBaHe B HeratMBHaTa TbKaHHa KOHTpoONa, pe3ynratute OT CneCMMeHuUTe Ha nauneHTuTe Tpﬂﬁaa Aa ce cuuTar 3a HeBanuaHu.

HeratusHa KOHTpOJa Ha peareHTa

W3nonagavite Hecneu,mqwqua HeraTuBHa KOHTPOJia Ha peareHTa, BMECTO MbPBUYHOTO aHTUTANO, CbC CPe3 OT BCEKU CNeCUMEH Ha
nauveHTa, 3a Aa ce HanpaeBu OLUeHKa Ha HeCI'IeLI,I/I(bl/NHOTO ouBeTdABaHe U fja ce fane no-,qoﬁpa nHTEepnpeTauua Ha CI'IELll/Iq)I/I‘-lHOTO
ouBeTsaABaHe Ha MACTOTO Ha aHTUreHa.

TbKaH oT nayumeHTa

WM3cnengainte cnecumeHuTe Ha nauveHTu, ouseteHn nocneaHo ¢ NCL-L-CD33. HacuteHocTTa Ha NO3MTUBHOTO OLBETsiIBaHe TpsibBa
na 6b/ie oLeHeHa B KOHTEKCTa Ha BCSIKO HecneumduyHo hoHOBO OLIBETSIBAHE Ha HeraTMBHaTa KOHTpona Ha peareHTa. Kakto npu
BCEKN MMYHOXVUCTOXMMUYEH TECT, €AWNH OTpULLATENeH pe3ynTaT 03Ha4yaBa, Ye aHTUreHbT He € OTKPUT, @ He Ye aHTUreHbT OTChCTBa

B aHan13upaHuTe KrneTku/TbkaH. AKO ce Hamnara, W3ronaBaiiTe naHen oT aHTUTena 3a naeHTUdULMpaHe Ha garnlumBo oTpULATENHMU
peakumu.

OuyakBaHu pe3yntatu

HopmanHu Tbkann

KnonuHr PWS44 otkpuea aHtureHa CD33 B MuenounaHarta v MMENoMOHoLMTHaTa XemMonoesa 1 3pennTe makpodaru; Knetkurte

OT EPUTPONIHNUTE 1 Merakap1oLMTHUTE CEPUM ca HeraTMBHU. M3aBecTHa peakTMBHOCT ce Habniogasa B uuToTpocobnactute u
CUHUMTHOTpPOohoGnacTuTe Ha nnaveHTara. OCBeH B AEHAPUTHUTE KIETKW U MHUNTpUpaLLMTe Makpodaru, He ce Habnopaea
oLBeTsBaHe B APYr1 OLeHsIBaHN HOpManHu TbkaHu (n=123).

ABHOPMHM ThKaHu

KnonuHr PWS44 otkpusa npotenHa CD33 B 62/66 ocTpu MuenongHun neskemun, 2/56 andysnn B-knetbynn numdomm, 11/11
MuenowaHa Aucnnasvs u mvenonponudgepaTmBHu 3abonssaHnus, 4/15 npekypcopHu B-numdobnactHu neBkemum, 4/4 XpoHUYHU
MvenonaHn neskemun, 6/6 rpaHynounTHN capkomu, 2/10 npekypcopHu T-numdobnacTtHu neskemun, 1/15 numcomu Ha XomxkuH, 1/6
nmMmdgomm Ha BbpkuT, 1/3 NnasmokneTb4HM Heonnasmu u 1/1 xematogepmHM MMM OMAHN Heonnasmu. He ce Habnoaasa ouBeTsiBaHe
npu andpysnn T-kneTbyHn numdomu (0/30), andysHu eapokneTbyHn B-knetbyuHn numdomm (0/20), bonvkynsipHu numdomm (0/8),
Andy3Hu mankv B-knetbuHu numdpomu (0/2), B-knetbyHn numdomu Goratu Ha T-knetku (0/2), peakTvBHM numdonaHn Tekanm (0/2),
aHannacTuyeH egpokneTbyeH numdom (0/1), numconnasmatudeH numdom (0/1), yepHoapo6Hu Tymopm (0/5), Tymopu Ha LmToBMUaHaTa
xnesa (0/4), Tymopu Ha 6enute apobose (0/4), Tymopu Ha sityHuumTe (0/4), MO3b4HM Tymopu (0/2), TyMOpW Ha XpaHonpoBoAa

(0/2), Tymopwm Ha repparta (0/2), Tymopu Ha ctomaxa (0/2), Tymopu Ha mekuTe Tbkanu (0/2), Tymopwu Ha esuka (0/2), meTactaTnyHn
TyMopu ¢ HeusBecTeH npouaxop, (0/2), 6v6peynn Tymopm (0/2), Tymopm Ha uepsukca (0/2), Tymopu Ha Tectucute (0/2), Tymopu Ha

CD33-L-CE
Page 39



nebenoto Yyepso (0/2), pektanyu Tymopu (0/2), koxHu Tymopu (0/2), Tymop Ha napwuHkca (0/1) n Tymop Ha Tumyca (0/1). (06w 6poit Ha
abHopMHuTe criyqamn = 304).

OponykTsT NCL-L-CD33 ce npenopb4Ba 3a OTKPpMBaHe Ha “YoBeWKY nNpoTemH CD33 B HOpMarnHu U HeoNNacTUYHWU ThKaHU KaTo
OONbMHEHNE KbM KOHBEHUMOHANHaTa XMCTONATONOIUSA C U3NOMN3BaHe HAa HEVMYHONOIMYHU XUCTOXMMUYHMN OLIBETABAHUA.

O6wu orpaHMyeHus

VIMYHOXMCTOXMUSITA € MHOTOCTBIMKOB AUArHOCTUYEH NPOLIEC, KOWUTO Ce CbCTOM OT CneuuanuampaHo obyyeHue 3a n3bop Ha NoAXoAsLLM
peareHT, ©36op Ha TbKaHw, hukcaums n obpabotka, nogrotoBka Ha IHC npegmMeTHO CTBKIO U MHTEpPNPeTaLus Ha pe3ynTaTtuTe ot
OLBETSBAHETO.

TbKaHHOTO OLBeTsIBaHe 3aB1cK OT GOpaBEHETO C TbkaHTa 1 HeliHaTa o6paboTka npeau ouBeTABaHeTo. HenpaBunHarta cukcauus,
3ampassiBaHe, pasMpassiBaHe, NpoMMBaHe, U3cyLliaBaHe, 3aTonnsHe, Cps3BaHe UNn KoHTaMUHauMsTa ¢ ApYry ThKaHK U TEYHOCTU
MOXe a NPUYVHK NnosiBa Ha apTedakTi, GriokupaHe Ha aHTUTenaTa unu anireo oTpULATenHN pe3ynTat. HecboTBeTcTBaLLMTE
pesynTaTi Moxe Aja ce AbIhKaT Ha BapuaLuy B METoAUTe Ha huKkcaLms M BrpaXkaaHe Ui Ha MpUChLLA HeperymnsipHoOCT B TbkaHTa.*
[pekomMepHOTO 1N HeMbITHO KOHTPAOLIBETABAHE MOXeE [Aa NOMpeyn Ha NpaBunHaTa MHTeprnpeTauns Ha pesynTaTure.

KnuHnyHaTa uHTepnpeTaums Ha BCSKO OLBETSBAHE UMK HeroeaTta nunca crneiea Aa 6bae onbhHeHa oT MOpPONOriyHU NPoyYBaHus ¢
NoMOLLTa Ha NOAXOASILLM KOHTPONM 1 TpsibBa Aa ce OLieHsiIBa B KOHTEKCTA Ha KNWHWYHATa UCTOPUS Ha NaLuMeHTa 1 Apyrvt ANarHOCTUYHN
u3crnenBaHus oT KBanuguLuMpaH naTonor.

AHTtuTenara ot Leica Biosystems Newcastle Ltd ca npeaHasHayern 3a ynotpeba, kakTo e ykasaHo, BbpXy 3amMpa3seHu Unv BrpageHn B
napadvH cpeau cbC cneunduyHN U3nckBaHKs 3a drkcaums. BbaMoXHO e [ja HacTbNy HeoYakBaHa aHTUreHHa ekcripecusi, ocobeHo npu
Heonnasmu. KnuHnyHaTa MHTepnpeTaums Ha BCeku OLBETEH TbkaHeH cpe3 TpsibBa Aa BKIKOYBa MOPONOTMYEH aHanus 1 oLeHkaTa Ha
NOAXOASILLN KOHTPOMNN.
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W3meHeHUA Ha npeAuLLIHO U3paHue

CbcTaB Ha peareHTa, KoHueHTpauus Ha o6l npoTeuH, Mpenopbky 3a ynotpeba, MpeaynpexaeHus 1 npeanasHu Mepku, OvaksaHn
pesyntatu.

[arta Ha uspaBaHe
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Novocastra™ folyékony egér monoklonalis antitest
CD33

Termékkod: NCL-L-CD33

Alkalmazasi teriilet

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

Az NCL-L-CD33 a human CD33 fénymikroszkdppal végzett kvalitativ azonositasara szolgal paraffinos metszetekben. Minden festédés
meglétének vagy hianyanak klinikai értelmezését morfologiai vizsgalatokkal és megfeleld kontrollokkal kell kiegésziteni, valamint az
értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett patolégusnak kell elvégeznie.

Az eljaras elve

Az immunhisztokémiai (immunohistochemical, IHC) megfestési technikéak az antigén elleni specifikus antitest (elsédleges antitest),

az elsédleges antitest elleni masodlagos antitest és egy enzim kromogén szubsztrattal alkotott komplexének egymas utan kdvetkezé
alkalmazasan keresztiil, kozbeiktatott mosasi [épések mellett lehetévé teszik az antigének megjelenitését. A kromogén enzimaktivalasa
lathato reakcioterméket eredményez az antigén helyén. Ezutan a minta kontrasztfesthet6 és lefedhetd. Az eredmények fénymikroszkdp
hasznalataval értelmezhettk, majd segitségil hasznalhatdk a patofizioldgias folyamatok differencialdiagnézisa soran, amely folyamatok
az esetek egy részében konkrét antigénhez kapcsolédnak.

Klén
PWS44

Immunogén

Ahuman CD33 molekula C2 doménje egy régidjanak megfelel6 prokariéta eredetli rekombinans fehérje.
Specificitas

Human CD33.

A reagens Osszetétele

Az NCL-L-CD33 egy tartositédszerként natrium-azidot tartalmazé folyékony szévetkultura felliliszo.

Ig-osztaly
1gG2b

Osszfehérje-koncentracio -

A sarzsspecifikus 6sszfehérje-koncentraciot lasd az liveg cimkéjén.

Antitest-koncentracio
Legalabb 417 mg/l ELISA médszerrel meghatarozva. A sarzsspecifikus Ig-koncentraciét lasd az tiveg cimkéjén.

Felhasznalasi javaslatok

Immunhisztokémia paraffinos metszeteken.

Héindukalt epitopfeltaras (heat induced epitope retrieval, HIER): Kévesse a Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9 termék
hasznalati utmutatojat.

Javasolt higitas: 1:100, 30 percen at, 25 °C-on. Az adatok csak Utmutatasul szolgalnak, a felhasznaldknak kell meghatarozniuk sajat
optimalis munkaoldataikat.

Megjelenités: Kévesse a Novolink™ Polymer Detection Systems rendszerek hasznalati utmutatdjat. Ha tovabbi termékinformaciokra
vagy tdmogatasra van sziiksége, forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazdjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy keresse fel a
Leica Biosystems weboldalat a www.LeicaBiosystems.com cimen.

Mas manudlis festési rendszerekkel vagy automata platformokkal valé hasznélat esetén validalni kell az antitest teljesitményét.

Tarolas és stabilitas

2-8 °C-on tarolandé. Tilos lefagyasztani. Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2—8 °C kozotti hdmérsékletre. Ne hasznalja az lveg
cimkéjén feltlintetett lejarati datum utan. A fentiekben el6irtaktol eltérd tarolasi feltételeket a felhasznalonak ellendriznie kell.

A mintak el6készitése
Ajavasolt fixalészer a paraffinba agyazott szévetmetszeteknél 10%-os, semleges pufferolasu formalin.

Figyelmeztetések és 6vintézkedések

Ez a reagens a sejtkultura fellluszéjabol készllt. Mivel biologiai termék, kezelésekor észszeri korlltekintéssel kell eljarni.

Ez a reagens natrium-azidot tartalmaz. Az anyagbiztonsagi adatlapot igény esetén rendelkezésre bocsatjuk, illetve elérhet6 a
www.LeicaBiosystems.com weboldalon is.

Minden potencialisan toxikus 6sszetevé artalmatlanitasaval kapcsolatban kdvesse a szovetségi, allami és helyi eléirasokat.

A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a vellik érintkezé 6sszes anyagot fertézések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriiltekintéssel kell artalmatlanitani.” Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba keriilje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terilettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az érintett
tertiletet. Forduljon orvoshoz.

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

A megadottaktol eltérd inkubacios idék és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felnasznalénak minden ilyen jellegii
valtoztatast validalnia kell.
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Minéség-ellenérzés

A felhasznalé laboratériumaban alkalmazott szovetfeldolgozasi és technikai eljarasok eltérései jelentés kilonbséget okozhatnak az
eredményekben, ami az alabbi eljarasokon tul belsé kontrollok rendszeres futtatasat teszi sziikkségessé.

Kontrollként friss boncolasi/biopszias/sebészeti mintakat kell hasznalni, amelyeket a leheté leghamarabb a betegmintakkal megegyezé
modon kell formalinban fixalni, feldolgozni és paraffinviaszba agyazni.

Pozitiv szovetkontroll

A megfelel6 szovet-elkészités és festési technikak ellendrzésére hasznalatos.

Minden tesztelési korlilményegylttes esetében és minden megfestési sorozatban kell alkalmazni egy pozitiv szévetkontrollt.

A gyengén pozitiv festédésii szovet alkalmasabb az erésebben pozitiv festédésl szévetnél az optimalis minéség-ellenérzéshez,
valamint a kismérték(i reagensbomlas észleléséhez.?

A javasolt pozitiv kontrollszdvet a csontvelé vagy a granulocitas szarkéma.

Ha a pozitiv szévetkontroll nem mutat pozitiv festédést, a vizsgalt mintak eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ szévetkontroll

A pozitiv szévetkontroll utan azért kell megvizsgalni, hogy a vizsgalt antigén elsédleges antitest segitségével torténd jeldlésének
specificitasat ellendrizni lehessen.

Ajavasolt negativ kontrollszovet a vazizom.

Ezenkivil a legtobb szévetmetszetben jelen 1évé kiilonbdz6 sejttipusok gyakran hasznalhaték negativ kontrollként, de ezeket a
felhasznalonak kell ellendriznie.

Ha van nem specifikus festédés, az rendszerint diffiz megjelenésii. A formalinban tulfixalt szévetekbdl szarmazé metszeteknél a
kotészovet szorvanyos festédése is megfigyelhetd. A festési eredmények értelmezésére ép sejteket hasznaljon. A nekrotizalt vagy
degeneralodott sejtek gyakran nem specifikusan festédnek meg.® A fehérjék vagy a szubsztrat reakcidtermékeinek nem immunolégiai
kétédése miatt alpozitiv eredmények jelentkezhetnek. Okozhatjak ezt olyan endogén enzimek is, mint a pszeudoperoxidaz (eritrocitak),
endogén peroxidaz (citokrom C), illetve endogén biotin (pl. maj, mell, agy, vese), az alkalmazott immunmegfestés tipusatol fliggéen. Az
endogén enzim aktivitdsanak vagy az enzimek nem specifikus kétédésének a specifikus immunreakciotél valé megkilonboztetésére
tovabbi betegszdvetek festhetdk kizarolag szubsztrat—kromogén oldattal vagy enzimkomplexekkel (avidin-biotin, sztreptavidin, jelolt
polimer) és szubsztrat-kromogénnel. Ha a negativ szévetkontroll specifikus festédést mutat, a betegmintak eredményeit érvénytelennek
kell tekinteni.

Negativ reagenskontroll
A nem specifikus festédés kiértékeléséhez és az antigén helyén létrejovo specifikus festédés jobb értelmezéséhez minden betegminta
esetén egy metszeten alkalmazzon az elsédleges antitest helyett nem specifikus negativ reagenskontrollt.

Betegszovet

Az NCL-L-CD33 reagenssel festett betegmintakat vizsgalja meg utolséként. A pozitiv festédés intenzitasat a negativ reagenskontroll
esetleges nem specifikus hattérfestédésének viszonylataban értékelje. Mint minden immunhisztokémiai vizsgalatnal, a negativ
eredmény azt jelenti, hogy az antigén nem volt kimutathatd, nem pedig azt, hogy az antigén nem volt jelen a vizsgalt sejtekben/
szovetben. Sziikség esetén az alnegativ reakciok azonositasara hasznaljon antitestpanelt.

Varhaté eredmények

Normal szévetek

A PWS44 klén kimutatta a CD33 antigént a mieloid és mielomonocita hemopoetikus &ssejtekben és érett makrofagokban; az eritroid
és megakariocita sorozatok negativak voltak. Bizonyos mértékii reaktivitas volt megfigyelhet6 a placenta citotrofoblasztjaiban és
szinciciotrofoblasztjaiban. A dendritikus sejtek és az infiltralé makrofagok kivételével nem volt festédés megfigyelheté a vizsgalt egyéb
normal szévetekben (n = 123).

Koéros szbvetek

A PWS44 klon kimutatta a CD33 fehérjét 62/66 akut mieloid leukémia, 2/56 diffuz B-sejtes limféma, 11/11 mieloid diszplazia és
mieloproliferativ betegség, 4/15 prekurzor B-limfoblasztos leukémia, 4/4 kronikus mieloid leukémia, 6/6 granulocitas szarkéma, 2/10
prekurzor T-limfoblasztos leukémia, 1/15 Hodgkin-limféma, 1/6 Burkitt-limféma, 1/3 plazmasejtes daganat és 1/1 hematodermias limfoid
daganat esetén. Nem volt festédés észlelhetd diffuz T-sejtes limfémak (0/30), diffiz nagy sejtes B-sejtes limfémak (0/20), follikularis
limfémak (0/8), diffuz kis B-sejtes limfomak (0/2), T-sejt-gazdag B-sejtes limfémak (0/2), reaktiv limfoid szévetek (0/2), anaplasztikus
nagy sejtes limféma (0/1), limfoplazmocitas limféma (0/1), majdaganatok (0/5), pajzsmirigy-daganatok (0/4), tlidédaganatok (0/4),
petefészek-daganatok (0/4), agydaganatok (0/2), nyelécs6-daganatok (0/2), emlédaganatok (0/2), gyomordaganatok (0/2), lagyszovet-
daganatok (0/2), nyelvdaganatok (0/2), ismeretlen eredetii attétes daganatok (0/2), vesedaganatok (0/2), méhnyak-daganatok

(0/2), heredaganatok (0/2), vastagbél-daganatok (0/2), végbél-daganatok (0/2), bérdaganatok (0/2), gégedaganat (0/1), illetve
csecsemoOmirigy-daganat (0/1) esetén. (Kéros esetek 6sszesitett szama = 304).

Az NCL-L-CD33 a human CD33 fehérje detektalasara ajanlott egészséges és tumoros szévetekben, a nem immunolégiai
hisztokémiai festést hasznalé hagyomanyos kérszévettani eljarasok kiegészitéseként.

Altalanos korlatozasok

Az immunhisztokémia tobb Iépésbdl allé diagnosztikai folyamat, amely a kdvetkezoket foglalja magaban: specialis képzés alapjan a
megfelelé reagensek kivalasztasa; a szovetek kivalasztasa, fixalasa és feldolgozasa; az IHC targylemez elékészitése; és a festési
eredmények értelmezése.

A szovet festédése fligg a szovet festés elotti kezelésétdl és feldolgozasatol. A nem megfeleld fixalas, a fagyasztas, olvasztas, mosas,
szaritds, melegités, metszetkészités, illetve a mas szdvetekkel vagy folyadékokkal torténd szennyezés mitermékeket, az antitestek
befogasat, illetve alnegativ eredményeket okozhat. Ellentmondé eredményekhez vezethetnek a fixalasi vagy beagyazasi modszerek
eltérései, illetve a szovet eredendd rendellenességei.*

A tulzott vagy hianyos kontrasztfestés ronthatja az eredmények megfelelé értelmezését.

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

A Leica Biosystems Newcastle Ltd altal biztositott antitestek specifikus fixalasi kovetelmények mellett, az utasitdsoknak megfeleléen
fagyasztott vagy paraffinba agyazott metszeteken térténd felhasznalasra szolgalnak. Idénként varatlan antigén-expresszié fordulhat el,
kilondsen daganatok esetében. Barmely festett szovetmetszet klinikai értelmezéséhez morfoldgiai elemzést is kell végezni, és ki kell
értékelni a megfeleld kontrollokat.
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Novocastra™ Anticorp monoclonal lichid de soarece
CD33

Cod produs: NCL-L-CD33

Utilizare prevazuta

Pentru diagnosticare in vitro.

NCL-L-CD33 este destinat identificarii calitative, prin intermediul microscopiei optice, a CD33 umane in sectiunile de parafina.
Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei acesteia trebuie completata cu studii morfologice utilizand controale adecvate
si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de catre un
patolog calificat.

Principiul de procedura

Tehnicile de colorare imunohistochimica (IHC) permit vizualizarea antigenilor prin aplicarea secventiala a unui anumit anticorp pe antigen
(anticorp primar), a unui anticorp secundar pe anticorpul primar si a unui complex enzimatic cu un substrat cromogen, cu etape de
spalare intercalate. Activarea enzimatica a cromogenului duce la un produs de reactie vizibil la locul aplicarii antigenului. Specimenul
poate fi apoi contracolorat si acoperit cu lameld. Rezultatele sunt interpretate folosind un microscop optic si ajuta la diagnosticul
diferential al proceselor patofiziologice, care pot sau nu sa fie asociate cu un anumit antigen.

Clona
PWS44

Imunogen
Proteina procariotica recombinanta corespunzand unei regiuni a domeniului C2 al moleculei CD33 umane.

Specificitate
CD33 uman.

Compozitia reactivului
NCL-L-CD33 este un supernatant de cultura tisulara lichid care contine azida de sodiu drept conservant.

Clasalg
19G2b

Concentratie proteina totala

Consultati eticheta flaconului pentru concentratia proteinelor totale specifica lotului.

Concentratie anticorpi

Mai mare sau egala cu 417 mg/L, asa cum este determinata prin ELISA. Consultati eticheta flaconului pentru concentratia Ig specifica
lotului.

Recomandari privind utilizarea

Imunohistochimie pe sectiuni de parafina.

Recuperarea indusa de caldura a epitopilor (HIER): Urmati instructiunile de utilizare din Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.
Dilutie sugerata: 1:100 timp de 30 de minute la 25 °C. Aceste informatii sunt furnizate cu rol de indrumare, iar utilizatorii trebuie sa-si
stabileasca singuri propriile dilutii de lucru optime.

Vizualizare: Respectati instructiunile de utilizare din Novolink™ Polymer Detection Systems. Pentru informatii suplimentare despre
produs sau asistenta, 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

Performanta acestui anticorp trebuie validata atunci cand este utilizat cu alte sisteme de colorare manuala sau alte platforme
automatizate.

Depozitare si stabilitate

A se depozita la 2-8 °C. A nu se congela. A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare. A nu se utiliza dupa data expirarii indicata pe
eticheta flaconului. Alte conditii de depozitare decét cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator.

Pregatirea specimenului
Mediul de fixare recomandat este formalina tamponata neutru 10% pentru sectiunile de tesut incorporate in parafina.

Avertismente si precautii

Acest reactiv a fost pregatit din supernatantul culturii celulare. Intrucat este un produs biologic, trebuie s& se actioneze cu prudenta
rezonabila la manipularea sa.

Acest reactiv contine azida de sodiu. O Fisa tehnica de securitate a materialului este disponibila la cerere sau pe site-ul www.
LeicaBiosystems.com

Consultati reglementarile nationale sau locale pentru informatii privind eliminarea tuturor componentelor potential toxice.
Specimenele, Tnainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manevrate ca si cand ar avea potentialul de
a transmite infectii si trebuie eliminate luand méasurile de precautie adecvate. Nu pipetati niciodata reactivii pe gura si evitati contactul
reactivilor si specimenelor cu pielea si mucoasele. Daca reactivii sau probele vin in contact cu suprafetele sensibile, spalati cu apa din
abundenta. Solicitati asistentd medicala.

Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate apérea o crestere a colorérii nespecifice.
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Timpii sau temperaturile de incubatie care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice astfel de modificari trebuie
validate de catre utilizator.

Controlul calitatii

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

Probele de control trebuie sa fie probe proaspete de autopsie/biopsie/chirurgicale, fixate in formalina, procesate si incorporate in ceara
de parafina cat mai curand posibil si in aceeasi maniera ca si probele pacientului.

Tesutul de control pozitiv

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

O proba de tesut de control pozitiv trebuie sa fie inclusa pentru fiecare set de conditii de testare in fiecare etapa de colorare.

Un tesut cu colorare pozitiva slaba este mai adecvat decat un tesut cu colorare pozitiva puternica in vederea unui control optim al
calitatii si pentru a detecta nivelurile minore de degradare a reactivului.?

Tesutul de control pozitiv recomandat este maduva osoasa sau sarcom granulocitic.

Daca tesutul de control pozitiv nu demonstreaza coloratia pozitiva, rezultatele obtinute cu acele probe de testare trebuie considerate
nevalide.

Tesutul de control negativ

Trebuie examinat dupa tesutul de control pozitiv pentru a verifica specificitatea informatiilor de etichetare ale antigenului tinta in functie
de anticorpul primar.

Tesutul de control negativ recomandat este muschiul scheletic.

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

Coloratia nespecifica, daca este prezenta, are, de obicei, un aspect difuz. Coloratia sporadica a tesutului conjunctiv poate fi observata,
de asemenea, n sectiuni de tesuturi fixate in mod excesiv in formalina. Folositi celule intacte pentru interpretarea rezultatelor de
colorare. Celulele necrotice sau degenerate se coloreaza deseori intr-un mod nespecific.® Se pot observa rezultate fals pozitive ca
urmare a legarii non-imunologice a proteinelor sau produsilor de reactie ai substratului. Acestea pot fi cauzate, de asemenea, de
enzimele endogene precum pseudoperoxidaza (eritrocite), peroxidaza endogena (citocromul C) sau biotina endogena (de exemplu,
ficat, san, creier, rinichi), in functie de tipul de imunocoloratie folosit. Pentru a diferentia activitatea enzimelor endogene sau legarea
nespecifica a enzimelor de imunoreactivitatea specifica, pot fi colorate tesuturi suplimentare de la pacient numai cu substrat-cromogen
sau, respectiv, complexe enzimatice (avidina-biotina, streptavidina, polimer etichetat) si substrat-cromogen. in cazul in care coloratia
specifica are loc in tesutul de control negativ, rezultatele obtinute pe probele pacientului trebuie sa fie considerate nevalide.

Reactivul de control negativ

Folositi un reactiv de control negativ non-specific in locul anticorpului primar cu o sectiune din fiecare specimen al pacientului pentru a
evalua coloratia nespecificd si a permite o mai buna interpretare a colorérii specifice la situl antigenului.

Tesutul pacientului

Examinati specimenele pacientului colorate cu NCL-L-CD33 ultimele. Intensitatea coloratiei pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei
coloratii de fond nespecifice a reactivului de control negativ. La fel ca in cazul oricarui test imunohistochimic, un rezultat negativ
inseamna ca antigenul nu a fost detectat, si nu ca antigenul a fost absent in celulele/tesuturile analizate. Daca este necesar, folositi un
panel pentru anticorpi pentru identificarea reactiilor fals negative.

Rezultate asteptate

Tesuturi normale

Clona PWS44 a detectat antigenul CD33 in macrofagele mieloide si mielomonocitare de hematopoieza si mature; celulele seriilor
eritroide si megalocitare sunt negative. A fost observata o oarecare reactivitate in citotrofoblaste si sincitiotrofoblaste din placenta. Cu
exceptia celulelor dendritice si a macrofagelor infiltrate, nu s-a observat vreo colorare in alte tesuturi normale evaluate (n=123).

Tesuturi tumorale

Clona PWS44 a detectat proteina CD33 in 62/66 leucemii mieloide acute, 2/56 limfoame difuze cu celule B, 11/11 displazie mieloida

si boli mieloproliferative, 4/15 leucemii B-limfoblastice precursoare, 4/4 leucemii mieloide cronice, 6/6 sarcoame granulocitare, 2/10
leucemii T-limfoblastice precursoare, 1/15 limfoame Hodgkin, 1/6 limfoame Burkitt, 1/3 neoplasme cu celule plasmatice si 1/1 neoplasme
limfoide hematodermice. Nu a fost detectata vreo colorare in limfoame difuze cu celule T (0/30), limfoame difuze cu celule B mari

(0/20), limfoame foliculare (0/8), limfoame difuze cu celule B mici (0/2), limfoame cu celule B bogate in celule T (0/2), tesuturi limfoide
reactive (0/2), un limfom anaplastic cu celule mari (0/1), un limfom limfoplasmacitar (0/1), tumori hepatice (0/5), tumori tiroidiene (0/4),
tumori pulmonare (0/4), tumori ovariene (0/4), tumori cerebrale (0/2), tumori esofagiene (0/2), tumori mamare (0/2), tumori gastrice (0/2),
tumori ale tesuturilor moi (0/2), tumori ale limbii (0/2), tumori metastatice de origine necunoscuta (0/2), tumori renale (0/2), tumori de col
uterin (0/2), tumori testiculare (0/2), tumori ale colonului (0/2), tumori rectale (0/2), tumori ale pielii (0/2), o tumoare a laringelui (0/1) si o
tumoare a timusului (0/1). (Numarul total al cazurilor anormale = 304).

NCL-L-CD recoman ntr re roteinei uman ile normal

histopatologiei conventionale, utilizand coloranti histochimici non-imunologici.

Limitari generale

Imunohistochimia este un proces de diagnostic cu mai multe etape, care consta din instruirea specializata in ceea ce priveste alegerea
reactivilor adecvati; alegerea, fixarea si procesarea tesutului; prepararea lamei IHC; si interpretarea rezultatelor de colorare.

Colorarea tisulara depinde de manipularea si procesarea tesutului inainte de colorare. Fixarea, congelarea, dezghetarea, spalarea,
uscarea, incalzirea, sectionarea necorespunzatoare sau contaminarea cu alte tesuturi ori fluide pot cauza artefacte, captura anticorpilor
sau rezultate fals negative. Rezultatele inconsecvente pot fi atribuite diferentelor in ceea ce priveste metodele de fixare si incorporare,
ori neregularitatilor inerente ale tesutului.*
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Contracoloratia excesiva sau incompleta poate compromite interpretarea adecvata a rezultatelor.

Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei acesteia trebuie completata cu studii morfologice utilizand controale adecvate

si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de catre un
patolog calificat.

Anticorpii de la Leica Biosystems Newcastle Ltd sunt destinati utilizarii, conform indicatiilor, fie pe sectiuni congelate, fie pe sectiuni
incorporate in parafina cu cerinte de fixare specifice. Poate aparea exprimarea neasteptata a antigenului, in special in neoplasme.
Interpretarea clinica a oricarei sectiuni tisulare colorate trebuie sa includa analiza morfologica si evaluarea probelor de control adecvate.
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Kunkasi popMa MOHOKJIOHAJIBHBIX aHTHTEJ MbIIIN Novocastra™
CD33

Kon nmponykra: NCL-L-CD33

HasHauenue

[ns duaeHocmuku in vitro

Mpenapat NCL-L-CD33 npeaHa3HaveH ans kayectseHHoro onpeaenexduns CD33 yenoseka B napaduHOBbLIX Cpe3ax METOLAOM CBETOBON
Mukpockonuun. KnuHudeckas MHTepnpeTaums noboro okpallMBaHWsS Ui ero 0TCYTCTBUSA JOIDKHA BbiTb A0MOMHEeHa Mopdoriornieckumm
MCCrefoBaHNsIMU C HaZNeXalUMMU KOHTPOMNAMM U JOIDKHA ObiTh OLIEHEeHa KBanM@ULUMPOBaHHBIM NaTONIOrOM C y4eTOM aHaMHe3a
nauveHTa 1 Apyrux AMarHoCTUYECKUX TECTOB.

MpuHuun meToaa

MMMyHOI’MCTOXVIMMHeCKVIe (MFX) METObl OKpalunBaHWA NO3BOSIAIOT BU3yanu3npoBaTb aHTUreHbl NyTeM nocregoBaTteribHoro
CBA3bIBAHUA CI'IeuMCbIAHeCKOI’O aHTuTena c aHTUreHom (nepBMque aHTVITeJ'IO), BTOPUYHOIo aHTuUTENa C NepBUYHbIM aHTUTENTIOM U
hepMEHTHOrO KOMMNeKca C XPOMOreHHbIM cybcTpaTtoM. Mexzay aTUMK 3Tanamu BbINOMHSETCS MPOMEXYTOYHas NpoMbIBKa. PepMeHTHas
aKTuBauma XxpoMmoreHa npuBoanT K 06paaoBaHmo BUOMMOIO NpoAYyKTa peakunn B MeCTe pacnonoXeHns aHTureHa. Mocne atoro oﬁpaau,bl
MOXHO nogeepratb KOHTPACTHOMY OKpaLUMBAHUIO U 3aKITHOYUTb NOA MOKPOBHYIO MIEHKY. MHTepnpeTaumo pPe3ynbTaTtoB BbINOMHAKT No4
CBETOBbIM MUKPOCKOMOM W1 UCMONb3YT ANA ,qmdpcbepeHuMaanoﬁ ANarHoCTUKn naTOd)IABVIOJ‘IOFI/ILIeCKMX npoLieccos, KOTOpble MoryT ObITb
CBSA3aHbl NN He CBA3aHbl C KOHKPETHLIM aHTUIeHOM.

KnoH
PWS44

WmMyHoreH
PeKoMBUHaHTHbIN Genok U3 NPOKapUOTUHECKUX KITETOK, COOTBETCTBYHOLLMIA y4acTky AoMeHa C2 CD33-monekynbl Yenoseka.

CneunduyHoCTb
Yenoseyeckue aHtutena CD33 (Human CD123).

CocTtaB peakTuBa
NCL-L-CD33 siBnsieTcsi cynepHaTaHTOM XUAKOWN KyNbTypbl TKaHEN, COAEPXKaLLWUM a3uf, HaTpUsi B Ka4ECTBE KOHCEPBaHTa.

Knacc nmmyHorno6ynuHos
1gG2b

O6Lan KoHueHTpauusa 6enka
O6Lwas KoHUeHTpauus Genka B Kaxaoi napTum ykasaHa Ha aTUKeTke dnakoHa.

KoH UeHTpauua aHtutena

He meHee 417 mr/n npu namepeHun metogom NPA. OBLias KOHLEHTPaLWs UMMYHOrNoBynnHa B KaXX40M NapTuM ykasaHa Ha aTUKeTKe
nakoHa.

PekomMmeHaauum no nPpUMEeHEeHU

MIMMyHOrMCTOXMMIUYeCckoe okpallMBaHue napauHOBbLIX CPEe30B.

TennoBas aemackupoBka anutona (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): BbINONHSANTE UHCTPYKLMIO MO NPUMEHEHWIO,
npunaraemyto k npenapaty Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.

PekomeHayemoe pasBeaeHue: 1:100 B TeyeHve 30 MuHYT npu Temnepatype 25 °C. [JaHHas uHhopmaLums HOCUT PeKOMeHaTeNbHbIN
xapakTep, 1 Nofb3oBaTensiM CrieayeT CaMOCTOSITENbHO ONPEAEensiTb onTUManbHble paboune passeaeHust.

Busyanusauus: Cneayiite MHCTPYKLMSIM MO NPUMEHEHWIO, KOTOpbIe NpunaraioTes Kk cuctemam suayanuaaumm Novolink™ Polymer
Detection Systems. [ins nony4eHvsi LONONHUTENBHON MHGOPMALIMM O NPOAYKLMM N TEXHUHECKO NoAAEePKKN 06paTMTeCh K MECTHOMY
AVCTPUBLIOTOPY UM B pervoHanbHbIin ocduc komnanum Leica Biosystems nu6o, B kayecTBe ansTtepHaTuBebl, nocetute Be6-cant
komnaHuu Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

B cnyyae npumMeHeHuUs 3TOro aHTUTENa C ApYrMmMu PyYHbIMU CUCTEMaMMW OKPaLIMBaHUSA MU aBTOMATU3MPOBAHHbIMU NatopMamu
cneayeT BbINOMHATL Banaauuio ero paboumnx napameTpos.

XpaHeHue n cTabunbHOCTb

XpaHuTb npu Temnepatype 2—-8 °C. He 3amopaxuatb. [ocrne ncnonb3oBaHusi He3ameanuTenbHO BEPHYTb Ha XpaHeHue npu
Temnepatype 2-8 °C. He ncnonb3oBaTb nocre ykasaHHOW Ha aTUKeTKe priakoHa AaTbl UCTEYEHWUS CPpOKa FOAHOCTU. YCIOBUSI XpaHEeHUs,
OTNNYaIOLLMECS OT yKasaHHbIX BbilLie, JOJDKHbI GbITb MPOBEPEHbI MONb3oBaTenem.

MoarotoBka o6pa3uoB
[Insi npUroToBneHns 3anuTbix B napaduH cpe3oB TkaHel pekomeHayetcs dukcaums B 10 % HenTpansHom 3abydepeHHoOM hopManmHe.

MpeaynpexaeHns U Mepbl NPeAOCTOPOKHOCTH

3TOT peakTvB Gbin U3rOTOBNEH U3 CynepHaTaHTa KynbTypbl KNeTok. Mpy oBpalueHny ¢ 3TUM NPOAYKTOM, Kak v C ApYriMn
61omnorMyeckuMmn NpoayKTamu, criesyet cobrniofate pasyMHYo OCTOPOXKHOCTb.

JTOT peakTvB CoAepuUT asua Hatpust. MacnopT 6e30MacHOCTU XUMUYECKOI NPOAYKLIMM NPEAOCTaBSeTCs Mo 3anpocy Win AOCTyneH
Ha caitTe www.LeicaBiosystems.com B oTHOLLIEHWM yTUNM3aLmMmn NioBbix NOTEHLMANBHO ONACHBLIX KOMMOHEHTOB CrieayiiTe TpeGoBaHUsM
deneparnbHbIX, PervoHarbHbIX 1 MECTHbIX HOPMATUBHbIX AOKYMEHTOB.
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C obpasuamu (go 1 nocne ukcalum) 1 BCeMn matepuanamu, KoTopble HaxoAsTCs NoA WX BO3AeiicTBueM, criefyeT obpaliatbesi kak co
CMocoBHbIMM K Nepeaade UHMEKLMN 1 yTUNM3MPOBaTL, COBMIoAAs COOTBETCTBYHOLLME Mepbl NPeAOCTOPOXHOCTY. ! Hukoraa He HabupaiiTe
peakTVBbI B MUMETKY PTOM W He AOMyCKaiTe KOHTaKTa peakTMBOB 1 0GPa3LIOB C KOXeN 1 CIM3NCTbIMK 0Boiodkamu. B criyuae koHTakTa
peakT1BOB Mnn 06Pa3LOB C YyBCTBUTENBbHLIMY 30HAaMV NPOMOIITE UX BOMbLUMM KONMYECTBOM Bofbl. OBGpaTUTech 3a MEANLIMHCKON
NOMOLLbHO.

CBoAMTE K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsi3HeHne peakTUBOB BO M3BexaHUe YCUNeHust HeCneLmMMUIECcKoro OKpaLLBaHms!.

WHKyBaums npu cpokax 1 Temnepartypax, OT/INYHbIX OT yKadaHHbIX B MHCTPYKLMU, MOXET AaTh OwnBoyHble pesynbtaTbl. Jlobble
Nofo6HbLIE U3MEHEHWS AOIKHBI BbITb BaNMAMPOBaHbI NOMb30BATENEM.

KoHTponb kayecTBa

Pasnuuuns B MeToaax 06p660TKVI TKaHEeWn N TEXHUYECKUX npouefypax, BbiNofIHAEMbIX B naﬁopaTopmm nonb3oBartend, MoryT NpuBecTu K
CyLLeCTBEHHOW BapnabenbHOCTU pe3ynbTaToB, B CBA3W C YeM TpebyeTcsi perynsipHoe BbIMOMHEHe BHYTpUIabopaTopHbIX KOHTponen B
AONOrHeHWe K yKa3aHHbIM HKe npouenypam.

B kayecTBe KOHTpOnei crneayeT UCMosb3oBaTh CBEXME 06pasLibl, MOMyYeHHbIE NPU ayTorncum, GUONCcUK NN XMPyprudeckux npoueaypax,
UKcMpoBaHHbIe B chopmanuHe, obpaboTaHHble U Kak MOXHO CKOpee 3anuTble B NapaduH Tak e, kak Obinv 06paboTaHbl NonyyeHHble
y naumeHToB o6pasLbl.

MonoxutenbHbIA KOHTPONb TKaHU

anMeHSleTCﬂ ANA NPOBEpPKM NPaBUITbHOCTU NOATOTOBKU TKaHen n METOLOB OKpalUnBaHUA.

B Ka)K/ZLbII;i Haﬁop yCJ'IOBIMh TecTa Npu KaxXaoM LuKne okpalimBaHua cnefyet BKYaTb OAMH Cpe3 TKaHU Ans NONOXUTENbHOro KOHTPOIs.
[Insi onTUMarnbHOro KOHTPOIS Ka4ecTBa U OBGHAPYXEHWsi He3HauYUTENbHBIX YPOBHEN Aerpafauunm peaktvea 6onee noaxoauT TkaHb co
cnabbiM NONOXUTENbHLIM OKpalwnBaHueMm, Yem TKaHb C CUNbHbIM MONMOXUTENBbHbIM OKpaLIJI/IBaHl/IeM.2

B kayecTBe NonoxuTensHoro KOHTpONA pekoMeHAyeTCs UCMOonb30BaTh TKaHb KOCHOroO Mo3sra unu rpaHynouMTapHon CapKOMbI.

IMpy OTCYTCTBUM NONOXKUTENBHOTO OKPALLMBAHMS TKaHM, UCTIONB3YIOLLENCS B KAYECTBE MONOKMTENBHOTO KOHTPOS, pesyrsTarbl,
nony4YeHHble C nccrnegyemoiMn 06paau.aM|/|, cyuTarTcs Hel:lel;lCTBVlTeJ'leblMI/l.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPOMb TKaHU

3TOT TecT He06XOAVMO BbIMONHSATL NMOCKIE MONOXUTENLHOTO KOHTPOIISA TKaHWU s MPOBepKy CrnelndUYHOCTU MEYEHNS LIeNeBoro
aHTUreHa nepBUYHLIM @HTUTENIOM.

B kayecTBe oTpuLIATENbHOIO KOHTPOMSt PEKOMEHAYETCS UCMOMb30BaTh TKaHU CKENETHbIX MbiLLL.

Kpome Toro, pasHoobpasHble TUMbl KNETOK AN OTPULIATENbHOTO KOHTPOSIS MOXHO 4acTo HalTW B GONbLUMHCTBE CPE30B TKaHEeW, OfHaKo
Takvie npenaparbl JOMMKHbI 6biTb NPOBEPEHBI NOMNb30BaTENEM.

Hecneunduyeckoe okpaluvBaHue, eCriv OHO MPUCYTCTBYET, 0ObIYHO BhIrMAAUT Anddy3HbIM. B cpesax TkaHew, n3bbITo4HO
UKCMPOBaHHBIX (hOPMaNMHOM, MOXHO TaKxKe WHOTAA YBUAETb OKpalUMBaHUe COEAUHUTENBHON TkaHWu. [ins uHTepnpeTtauum
pe3ynbTaToB OKPaLLMBAHWA UCMOMNb3YITE MHTAKTHBIE KNETKWU. HekpoTU3npoBaHHbIe U paspyLueHHble KINeTKW 4acTo OKkpallMBakTCs
Hecneundmnyeckn.’ HenMmyHHoe CBsidbiBaHUe GENKOB UMK NPOAYKTOB peakLn ¢ cy6CTpaToM MOXET NPUBECTH K JIOXKHOMOMOXUTENbHbIM
pesyneTratam. Takue e pesynbTaTbl MOryT GbiTb CBSi3aHbl C 9HAOTEHHLIMU (hepMeHTaMu, Hanpumep NceBaonepokcuaasoi (B
3apUTpOLMTaX), BHAOTEHHON NepoKcKaasoit (LMToxpom C) Mnu SHAOreHHbIM GUOTUHOM (Hanpumep, B NeYeHW, MOMOYHON Xenese,
rOMOBHOM MO3re UM MoYKe) B 3aBUCUMOCTY OT TUNa UCMOSb30BAHHOTO UMMYHHOTO OKpaLUMBaHuUs. YTobbl OTNNYNTL aKTUBHOCTb
3HAOreHHbIX PEPMEHTOB NN HecneLnbuyeckoe CBsi3biBaHNe (hEPMEHTOB OT CreLMdUYeckon UMMYHOPEaKTUBHOCTU, MOXHO
BbIMOMHWTL OKpaLLVBaHWe AOMOMHUTENbHbIX TKaHel NaLMeHTa UCKIIOUNTENbHO XPOMOreHHbIM Cy6CTpaToM M hepMEHTHbIMM
KOMMneKkcamm (aBUanH-BUOTVH, CTPeNnTaBUANH, MEYEHbI MONIMMEP) U XPOMOTEHHbIM CyGCTPaToM COOTBETCTBEHHO. [pu Hanuunmn
cneumdrUyeckoro okpallMBaH1s B OTpULIATENLHOM KOHTPOMe TKaHW pe3ynbTaTbl MCCRefoBaHNs NOSyHeHHbIX Y NaunMeHToB o6pasLoB
CUNTAIOTCS HeLeCTBUTENbHLIMU.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb peakTuBa

ﬂJ‘Iﬂ OUEHKM Hecneumcbmqecn(oro OKpalumBaHua n nquueVl WHTEepnpeTaunn cneumcbmqecn(oro OKpalinBaHuA B 06bnacTu cea3biBaHNUA
aHTuUreHa, nccnenysa cpesbl Kaxxgoro 06paaua, B3ATOrO y nauyuneHTa, BMECTO NepBUYHbIX aHTUTEN VICI'IOJ'IbayI;ITe peakTtus, cny)Kau.mﬁ B
KayecTBe Hecneumdamuecxoro OTpUUaTeNnbHOro KOHTPONS.

TKaHb, nony4yeHHas y nauueHTa

Wccnenyiite ob6pasuibl B3ATOM y NauveHTa TkaHu, KoTopble okpatleHbl ¢ nomollbio NCL-L-CD33, B nocneaHoo odepesp.
WHTEHCMBHOCTb NONOXWUTENLHOTO OKPaLLMBAHUS CIIEAYET OLEHNBATL C Y4ETOM N060ro Hecneumduyeckoro (oHOBOMO OKpaLLMBaHUS
OTPULIATENBHOTO KOHTPOSIS peakTuea. Kak v npy nio6oM UMMYHOMMCTOXMMUYECKOM UCCHEA0BaHNM, OTPULIATENbHBIN Pe3yrbTaT 03HavaeT
HeoBHapy)KeHne aHTUreHa, Ho He ero OTCYTCTBUE B UCCMEAOBaHHbIX KMeTkax unm TkaHu. Mpu HeobxoaMMocTy criedyeT Ucnonb3oBaThb
naHerb aHTUTEN 4115 BbISIBEHWUS NOXHOOTPULTENbHBIX PeakLuii.

Oxupaembie pe3ynbraTbl

HopmanbHble TkaHu

KnoH PWS44 o6Hapyxwun aHTureH CD33 B MUENOMAHOM 1 MUENOMOHOLIMTHOM reMomnoa3e 1 3perbix Makpodarax: apuTpouaHbie
1 MerakapvoLMTHON KIETKM JaloT OTpuLaTenbHbIi pesynbTar. HekoTopas peakTMBHOCTb Habroganack B UuToTpodobnactax n
CUHUMTHArnbHbIX Tpodobnactax nnaueHTbl. Kpome AeHAPUTHBIX KNETOK U MHAUNBTPUPYIOLMX MakpoParos, okpallvBaHue He
Habnopanock B Apyrux uccrnefoBaHHbIX HOpMasbHbIX TkaHsix (n=123).

MNatonornyecku nsMeHeHHble TkaHW

KnoH PWS44 o6Hapyxwun CD33-npoTteunH B 62/66 crnyyaeB ocTporo MuenonaHoro neikosa, 2/56 cnyyaes anddyaHon
B-numdouuTapHoin numdomsl, 11/11 cnyyaes muenonaHoi aucnnasum u muenonponudgepaTtmsHbix 3abonesanunii, 4/15 cnyyaes
B-kneTo4Horo numobnacTHoro nekosa u3 KneTok-npeaLIecTBEHHNKOB, 4/4 criyqyaeB XpOHUYECKOro MUENOWMAHOrO Neliko3a,

6/6 cnyyaes rpaHynouuTapHoii capkomsl, 2/10 crny4aeB T-KNETOYHOTO NMMMEOBNACTHOTO NMENKO3a U3 KNETOK-NPeLIecTBEHHUKOB,
1/15 cnyyaeB numdombl XomkkuHa, 1/6 cnyyaeB numdombl Bepkutta, 1/3 cnyyaes HoBooGpa3oBaHuii Mna3MaTu4eckmx KneTok u
1/1 cnyyaeB rematoaepmarnbHoii numdocapkombl. OkpalunBaHue He obHapyxunock B T-knetouHon numdome (0/30), andpcyaHoi
KpYMNHOKNeTo4How B-numdoumntapHoit numcome (0/20), honnukynsipHoi numdome (0/8), Anddy3HON MENKOKNETOHHON

CD33-L-CE
Page 48



B-numdboumtapHoii numdome (0/2), 6oratoit T-knetkamu B-knetouHoin numdome (0/2), peakTuBHbIX uMdonaHbIx TkaHsax (0/2),
aHannacTU4eckomn KpyrnHokneTo4Hon numdome (0/1), numconnasmatuyeckoi numcoma (0/1), onyxonsx nevexn (0/5), onyxonsx
LwmToBmaHoM xenesbl (0/4), onyxonsx nerkux (0/4), onyxonsix sndHukos (0/4), onyxonsx moara (0/2), onyxonsix nuwesoga (0/2),
onyxornsix MonoyYHow xenesbl (0/2), onyxonsix xenyaka (0/2), onyxonsx mMsarkux TkaHein (0/2), onyxonsx s3bika (0/2), meTactatnyeckux
onyxonax HenssecTHoro npoucxoxaerus (0/2), onyxonsax novek (0/2), onyxonsx wenkn matku (0/2), onyxonsix sindek (0/2), onyxonsix
ToncToro kuweyHuka (0/2), onyxonsx npsimon kuwwkm (0/2), onyxonsix koxw (0/2), onyxonsix roptanu (0/1) u onyxonsix BUNOYKOBON
xenesbl (0/1). (ObLuee yncrno uccnenoBaHHbIX 06pa3sLIOB NaToNoOrMyeckm M3MeHeHHbIX TkaHen = 304.)

NCL-L-CD33 pekomeHAayeTcA ucnonb30BaTh ANnsA o6Hapyxenus 6enka CD33 yenoBeka B 340POBbIX U NOPaXEHHbIX ONYXONbIO
TKaHAX B ka4yecTBe [ONONHEHUA K 06bI4HbIM TMCTONATONOINYECKUM UCCefOBaHNUAM C HEMMMYHHbIM TMCTOXUMUYECKUM
OKpawBaHUeM.

O6wue orpaHny4eHust

MIMMYHOTMCTOXMMMUYECKOE 1CCIeAoBaHNe SBMSIETCS MHOTOCTAAUMHLIM AVAarHOCTUMECKUM NPOLIECCOM, TPeBYIoLWUM crieuparnbHbIX
HaBbIKOB B BblGOpe Haznexaluux peakTvBoB; BbiGope, dukcaumm v obpaboTke TkaHel; NpurotoBneHnn cpesa ¢ UMX npenapartom;
VHTeprpeTaLunn pe3ynsTaToB OKpaLUBaHWs.

Okpalu1BaHue TkaHel 3aBrUCUT OT oBpalLLieHnst C TKaHsIMK 1 X 06paboTkoii nepen okpaluMBaHueM. HenpaBunbHble npoLeaypbl
huKcaLmMm, 3aMopax1BaHsi, OTTauBaHKs!, MPOMbIBKY, CYLLKU, Harpesa, NpUroToBreHVsi CPe3oB, a Takke 3arpsi3HeHye ApyruMm TKaHsMu
VNN KMAKOCTAMW MOTYT NPUBOAUTL K apTedakTam, 3axBaTy aHTUTEN UK NTOKHOOTpULIATeNbHbLIM pesyrkTatam. MpoTueopeynBbie
pesynbTaThl MOTyT BbITh 06YCMOBMEHbI Pa3NUYMsSiMU METOLOB (hMKCaLMM 1 3anvBKW Npenaparta Uim npucyLLen TKaHsM BHYTPeHHel
HEepaBHOMEPHOCTbIO CTPYKTYpbI.*

YpeamepHOe W11 HeMonHOE KOHTPACTUPOBaHWE MOXET HEraTMBHO OTPA3UTLCS HA TOYHOCTU MHTEPMPETaLMU pesynkTaToB.
KnuHndeckas uHTepnpeTaums nioboro okpallMBaHUs Uim ero oTCyTCTBUS JOMMKHA BbITb JONONHEHa MOPEONOrNyYecKMm
MCCMefoBaHNsIMU C HaZNeXalUyMU KOHTPOMNSMU U JOIDKHA ObiThb OLieHeHa KBann@ULUMpOBaHHBIM NaTONOroM C y4eToM aHaMHe3a
nauveHTa 1 pyrux AMarHoCTUYeCKUX TECTOB.

W3arotoBneHHble komnaHven Leica Biosystems Newcastle Ltd aHTUTena npegHasHaveHbl, Kak ykasaHo Bbille, Ans NPUMEHeHUs

Ha 3aMOPOXEHHbIX 1N 3annTbIX B NapaduH cpesax 1 TpebyioT BbINOMHEHWs! KOHKPETHbIX TpeGoBaHuin No dukcaumun. BoamoxHa
HenpeaBuAeHHas 9KCMPeccust aHTUreHa, ocobeHHo B onyxonsix. KnuHudeckast HTepnpeTaLms no6oro okpalleHHOro cpeaa TKaHu
[I0IDKHa BKIIO4aTh MOPEONOTMYECKUiA aHanm3 1 OLieHKY COOTBETCTBYIOLLMX KOHTPONEA.
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Plynne mysie przeciwcialo monoklonalne Novocastra™
CD33

Kod produktu: NCL-L-CD33

Przeznaczenie

Do diagnostyki in vitro.

Preparat NCL-L-CD33 jest przeznaczony do identyfikacji jakosciowej z zastosowaniem mikroskopii $wietinej ludzkiego CD33

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

Zasady postepowania

Metody barwienia immunohistochemicznego (IHC) umozliwiajg wizualizacjg antygenéw dzigki zastosowaniu — po kolei — swoistego
przeciwciata przeciwko antygenowi (przeciwciata pierwszorzedowego), przeciwciata drugorzedowego przeciwko przeciwciatu
pierwszorzedowemu i kompleksu enzymu z substratem chromogennym z etapami przemywania. Aktywacja enzymatyczna chromogenu
prowadzi do wytworzenia widocznego produktu reakcji w miejscu antygenu. Nastgpnie mozna wykonac¢ barwienie kontrastowe probeki i
zakry¢ jg szkietkiem nakrywkowym. Wyniki sg interpretowane przy uzyciu mikroskopu $wietinego i pomagajg w diagnostyce réznicowe;j
procesow patofizjologicznych, ktére moga mie¢ zwigzek z okreslonym antygenem.

Klon

PWS44

Immunogen
Prokariotyczne biatko rekombinowane odpowiadajgce domenie C2 ludzkiej czasteczki CD33.

Swoistos¢
Ludzkie CD33.

Sktad odczynnika
NCL-L-CD33 jest ptynnym supernatantem hodowli tkankowej zakonserwowanym azydkiem sodu.

Klasa Ig
1gG2b

Catkowite stezenia biatka
Catkowite stezenie biatka w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Stezenie przeciwciat
Wieksze lub réwne 417 mg/L oznaczone za pomocg testu ELISA. Stezenie Ig w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Zalecenia dotyczace stosowania

Badanie immunohistochemiczne skrawkéw zatopionych w parafinie.

Cieplne odmaskowywanie epitopu (HIER): Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg stosowania zatgczong do roztworu Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 9.

Sugerowane rozcienczenie: 1:100 przez 30 minut w temperaturze 25°C. Sa to jedynie wskazowki i uzytkownicy powinni sami okresli¢
swoje optymalne rozcienczenie robocze.

Wizualizacja: Nalezy postgpowac zgodnie z instrukcjg stosowania podang w produktach Novolink™ Polymer Detection Systems. Aby
uzyskac¢ dalsze informacje o produkcie lub wsparcie, nalezy skontaktowac¢ sie z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym biurem Leica
Biosystems, albo tez odwiedzi¢ strone internetowg Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

Jezeli przeciwciato jest uzywane jednoczes$nie z innymi recznymi metodami barwienia lub platformami automatycznymi, nalezy
zweryfikowa¢ jego dziatanie.

Przechowywanie i trwatos¢

Przechowywac¢ w temperaturze 2-8 °C. Nie zamrazac¢. Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2—8 °C. Nie uzywac
po uptywie daty waznos$ci podanej na etykiecie fiolki. Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji
uzytkownika.

Przygotowanie probek
Zalecanym utrwalaczem jest 10-procentowa obojetna buforowana formalina do zatopionych w parafinie skrawkéw tkankowych.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Odczynnik zostat przygotowany z supernatantu hodowli tkankowej. Poniewaz jest to produkt biologiczny, podczas jego uzywania nalezy
zachowac odpowiednie $rodki ostroznosci.

Ten odczynnik zawiera azydek sodu. Karta charakterystyki jest dostepna na zgdanie lub dostepna na stronie www.LeicaBiosystems.com
Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowaé zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.

Probki, przed i po utrwaleniu oraz wszystkie materiaty majace z nimi kontakt nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne i usuwac

przy zachowaniu odpowiednich $rodkéw ostroznosci." Nigdy nie zasysa¢ odczynnikéw ustami podczas pobierania pipetg oraz unika¢
kontaktu odczynnikdw i probek badanych ze skorg i blonami $luzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub prébek ze szczegodlnie
narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig wody. Nalezy zasiegna¢ porady lekarza.
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Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwigkszonego barwienia niespecyficznego.
Zastosowanie okreséw inkubacji i temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac btedne wyniki. Wszelkie zmiany tego
typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Kontrola jakosci

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

Kontrole nalezy przeprowadzac¢ jak najszybciej na $wiezych prébkach z autopsji/biopsji/operacji chirurgicznej utrwalonych,
przetworzonych i zatopionych w parafinie, takg sama metoda, jakg badane sg pobrane tkanki.

Tkankowa kontrola pozytywna

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

W kazdej serii barwienia kazdy zestaw warunkéw testowych powinien uwzglgdnia¢ jedng tkankowa kontrolg pozytywng.

Do optymalnej kontroli jako$ci i do wykrywania niewielkich pozioméw degradacji odczynnikéw bardziej nadaje sig tkanka o stabym
barwieniu pozytywnym niz tkanka o silnym barwieniu pozytywnym.?

Zalecang pozytywng tkankg kontrolng jest szpik kostny lub migsak granulocytowy.

Jesli tkankowa kontrola pozytywna nie wykaze odpowiedniego barwienia pozytywnego, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach
pobranych od pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.

Tkankowa kontrola negatywna

Nalezy jg wykona¢ po tkankowej kontroli pozytywnej, aby sprawdzi¢ swoisto$¢ znakowania docelowego antygenu przez przeciwciato
pierwszorzgdowe.

Tkankowa kontrola negatywna powinna obejmowac¢ mieénie szkieletowe.

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

Barwienie niespecyficzne, jezeli jest obecne, zwykle ma charakter rozproszony. Na skrawkach wykonanych z materiatu tkankowego
nadmiernie utrwalonego w formalinie mozna réwniez zaobserwowac¢ sporadyczne barwienie tkanki tacznej. Do interpretaciji

wynikéw barwienia nalezy uzywa¢ nieuszkodzonych komérek. Komérki martwicze lub zdegenerowane czesto powodujg barwienie
niespecyficzne.® Wyniki fatszywie pozytywne mogg pojawi¢ sie w nastepstwie nieimmunologicznego wigzania biatek lub wystepowania
produktéw reakcji substratéw. Moga by¢ réwniez spowodowane przez endogenne enzymy, takie jak pseudoperoksydaza (erytrocyty),
endogenna peroksydaza (cytochrom C) lub endogenna biotyna (np. watroba, piersi, mézg, nerki), w zaleznosci od zastosowanego
barwnika immunohistochemicznego. Aby odrézni¢ endogenng aktywno$¢ enzymatyczng lub niespecyficzne wigzanie enzyméw od
swoistej immunoreaktywnosci, dodatkowe tkanki pacjenta moga by¢ barwione wytgcznie substratem chromogenem lub kompleksem
enzymatycznym (awidyna-biotyna, streptawidyna, znakowany polimer) i substratem-chromogenem. Jesli w trakcie tkankowej kontroli
negatywnej nastapi barwienie specyficzne, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach pobranych od pacjenta nalezy uznac¢ za
niewazne.

Negatywna kontrola odczynnika

Aby przeprowadzi¢ ocene barwienia niespecyficznego oraz umozliwi¢ lepszg interpretacje barwienia specyficznego na kazdym skrawku
z prébki pobranej od pacjenta nalezy przeprowadzi¢ niespecyficzng kontrole negatywng odczynnika w miejscu wigzania przeciwciata
pierwszorzedowego.

Tkanka pacjenta

Prébki pobrane od pacjenta barwione NCL-L-CD33 nalezy bada¢ jako ostatnie. Intensywno$¢ barwienia pozytywnego nalezy ocenia¢

w kontekscie ewentualnego niespecyficznego barwienia tla podczas negatywnej kontroli odczynnika. Tak jak we wszystkich innych
badaniach immunohistochemicznych wynik ujemny oznacza, ze antygen nie zostat wykryty, co jednak nie oznacza, ze jest on nieobecny
w badanych komoérkach/tkankach. W razie koniecznosci do identyfikacji reakcji falszywie negatywnych nalezy wykorzysta¢ panel
przeciwciat.

Oczekiwane wyniki
Tkanki prawidiowe
Klon PWS44 wykryt antygen CD33 w hemopoezie szpikowej i mielomonocytowe;j i dojrzatych makrofagach; komoérkach z serii
erytroidalnej i megakariocytowej dajg wynik ujemny. Zaobserwowano pewng reaktywno$¢ w cytotrofoblastach i syncytiotrofoblastach
fozyska. Z wyjatkiem komoérek dendrytycznych i naciekajgcych makrofagéw nie zaobserwowano barwienia w innych prawidtowych
ocenianych tkankach (n=123).
Tkanki nieprawidtowe
Klon PWS44 wykryt biatko CD33 w 62/66 ostrych biataczkach szpikowych, 2/56 rozlanych chtoniakéw z limfocytow B, 11/11 dysplazjach
szpikowych i chorobach mieloproliferacyjnych, 4/15 biataczkach limfoblastycznych wywodzacych sie z komérek prekursorowych
limfocytow B, 4/4 przewlektych biataczkach szpikowych, 6/6 migsakach granulocytarnych, 2/10 biataczkach limfoblastycznych
wywodzgcych sie z komérek prekursorowych limfocytéw B, 1/15 chtoniaku ztosliwym, 1/6 chtoniaku Burkitta, 1/3 nowotworze komoérek
plazmatycznych i 1/1 hematodermicznym nowotworze limfoidalnym. Nie stwierdzono barwienia w chfoniakach rozlanych z limfocytéw
T (0/30), rozlanych chtoniakach z duzych limfocytéw B (0/20), chtoniakach grudkowych (0/8), chtoniakach z matych limfocytéw B (0/2),
chtoniakach z limfocytéw T bogatych w limfocyty B (0/2), reaktywnych tkankach limfatycznych (0/2), chtoniaku anaplastycznym z
duzych limfocytéw (0/1), chtoniaku limfoplazmatycznym (0/1), guzach watroby (0/5), guzach tarczycy (0/4), guzach ptuc (0/4), guzach
jajnika (0/4), guzach mézgu (0/2), guzach przetyku (0/2), guzach sutka (0/2), guzach zotgdka (0/2), guzach tkanek migkkich (0/2),
guzach jezyka (0/2), guzach przerzutowych nieznanego pochodzenia (0/2), guzach nerki (0/2), rakach szyjki macicy (0/2), guzach jader
(0/2), guzach okreznicy (0/2), guzach odbytnicy (0/2), guzach skoéry (0/2), guzach krtani (0/1) i guzach grasicy (0/1). (Laczna liczba
nieprawidtowych przypadkéw = 304).
Zaleca sie stosowanie NCL-L-CD33 do wykrywania ludzkiego biatka CD33 w tkankach zdrowych i nowotworowych., jako
tnienie konwencjonaln ia hi logi na nieimmunologi ieniu histologi
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Ograniczenia ogéine

Badanie immunohistochemiczne to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktéry wymaga specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru
odpowiednich odczynnikéw i tkanek, utrwalania i przetwarzania tkanek, przygotowywania preparatéw immunohistochemicznych oraz
interpretaciji wynikéw barwienia.

Barwienie tkanek zalezy od postepowania z tkanka i jej przetwarzania przed barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie,
rozmrazanie, przemywanie, suszenie, podgrzewanie, $cinanie skrawkoéw lub skazenie innymi tkankami lub ptynami moze powodowaé
artefakty, zatrzymywanie przeciwciat lub wyniki fatszywie negatywne. Niespdjne wyniki mogg wynika¢ z réznic w metodach utrwalania i
zatapiania lub nieprawidtowosci zwigzanej z tkanka.*

Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze negatywnie wptywa¢ na wtasciwg interpretacje wynikow.

Kliniczng interpretacje barwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.
Przeciwciata firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd sg przeznaczone do badania skrawkéw zamrozonych lub zatopionych w parafinie,
ktore utrwalono zgodnie z okreslonymi wymogami. Moze wystgpi¢ nieoczekiwana ekspresja antygenu, szczegolnie w przypadku
nowotwordw. Interpretacja kliniczna wybarwionych skrawkéw musi obejmowac analize morfologiczng oraz ocene przeprowadzong w
ramach odpowiednich kontroli.
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Teko¢insko monoklonsko protitelo Novocastra™ iz misi
CD33

Koda izdelka: NCL-L-CD33

Predvidena uporaba

Za diagnosticno uporabo in vitro.

Izdelek NCL-L-CD33 je namenjen za kvalitativno identifikacijo humanega CD33 v parafinskih rezinah s pomocjo svetlobne mikroskopije.
Klini¢no razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske $tudije ustreznih kontrolnih vzorcev, ki jih v okviru
klinicne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Nacelo postopka

Imunohistokemijske (IHC) tehnike barvanja omogo¢ajo vizualizacijo antigenov z izvajanjem zaporednega nanosa - z vmesnimi koraki
izpiranja - specificnega protitelesa na antigen (primarno protitelo), sekundarnega protitelesa na primarno protitelo in encimskega
kompleksa s kromogenim substratom. Encimska aktivacija kromogena povzroéi vidno reakcijo izdelka na mestu antigena. Tak vzorec
lahko nato nasprotno barvamo in pokrijemo s krovnim stekelcem. Rezultate nato obdelamo s pomocjo svetlobnega mikroskopa in jih
uporabimo pri diferencialni diagnozi patolo$ko-fizioloSkih procesov, ki so morda povezani z dolo¢enim antigenom ali pa tudi ne.

Klon
PWS44

Imunogen
Prokariontski rekombinantni protein, ki ustreza delu domene C2 molekule ¢loveskega CD33.

Specificnost
Cloveski CD33.

Sestava reagenta
NCL-L-CD33 je teko€inski supernatant kulture tkiva in vsebuje natrijev azid kot konzervans.

Razred Ig
1gG2b

Skupna koncentracija beljakovin

Skupna koncentracija beljakovin v doloceni seriji je navedena na oznaki na viali.

Koncentracija protiteles
Visja ali enaka 417 mg/l, dolo¢ena s testom ELISA. Glejte oznako na viali za koncentracijo Ig dolocene serije.

Priporocila za uporabo

Imunohistokemija parafinskih rezin.

Toplotno pridobivanje epitopa (HIER): Upostevajte navodila za uporabo raztopine za pridobivanje epitopov Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH 9.

Predlagano redcenje: 1:100 za 30 minut pri 25 °C. To je samo vodilo; uporabniki naj poi$cejo svoje lastne najbolj ucinkovite delovne
razredcine.

Vizualizacija: Sledite navodilom za uporabo sistemov za zaznavanje polimerov Novolink™ Polymer Detection Systems. Za ve¢ podatkov
o izdelku ali podporo se obrnite na svojega lokalnega distributerja ali regionalno pisarno podjetja Leica Biosystems, lahko pa tudi
obiscete spletno mesto podjetja Leica Biosystems na www.LeicaBiosystems.com.

Ucinkovitost tega protitelesa je treba validirati, kadar ga uporabljate z drugimi sistemi za roéno barvanje ali avtomatiziranimi okolji.

Shranjevanje in stabilnost
Hraniti pri temperaturi 2-8 °C. Ne zamrzujte. Takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2-8 °C. Ne uporabljajte po datumu izteka roka
uporabnosti, ki je naveden na oznaki na viali. Uporabnik naj preveri pogoje shranjevanja, ki se razlikujejo od zgoraj navedenih.

Priprava vzorcev
Priporoceni fiksativ je 10-% formalin v nevtrainem pufru za tkivne rezine, vstavljene v parafin.

Opozorila in previdnostni ukrepi

Vir priprave tega reagenta je supernatant celi¢ne kulture. Ker je to bioloski izdelek, je treba z njim ravnati z ustrezno skrbnostjo.

Ta reagent vsebuje natrijev azid. Varnostni list je na voljo na zahtevo ali na naslovu www.LeicaBiosystems.com. Upostevajte zvezne,
drzavne ali lokalne predpise za odstranjevanje morebitnih strupenih sestavin.

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

Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzroci nespecifiéno barvanje.

Ce uporabite ¢as ali temperature inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napa&ne rezultate. Uporabnik mora validirati
morebitne spremembe.
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Kontrola kakovosti

Razlike pri obdelavi tkiva in tehnicnih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precej$nje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole uéinkovitosti poleg spodaj navedenih postopkov.

Kontrolni vzorci morajo biti svezi vzorci, pridobljeni z obdukcijo/biopsijo/kirurskim posegom, fiksirani s formalinom, obdelani in shranjeni v
parafinskem vosku kakor hitro je mogode ter na isti nacin, kot vzorci bolnikov.

Pozitivni kontrolni vzorci tkiva

Uporabite jih za opredelitev pravilno pripravljenih tkiv in ustreznih tehnik barvanja.

Pri vsakem postopku barvanja morate vsakemu sklopu preizkusnih pogojev dodati en pozitiven kontrolni vzorec tkiva.

Za kar najboljSo kontrolo kakovosti in bolje zaznavanje manjsih stopenj razkroja reagenta je bolj primerno uporabiti tkivo s Sibkim
pozitivnim obarvanjem kot tkivo z mo¢nim pozitivnim obarvanjem.?

Za pozitivni kontrolni vzorec tkiva priporo€amo tkivo kostnega mozga ali granulocitni sarkom.

Ce pozitivni kontrolni vzorci tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, morate rezultate preizkusnih vzorcev zavredi kot neveljavne.

Negativni kontrolni vzorci tkiva

Pregledati jih morate po pregledu pozitivnih kontrolnih vzorcev tkiva, da preverite specificnost oznake cilinega antigena glede na
primarno protitelo.

Za negativno kontrolo tkiva priporo¢amo tkivo skeletnih misic.

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

Nespecifi¢no barvanje, ¢e je prisotno, je obi¢ajno razprseno. Opazite lahko tudi posami€no obarvanje vezivnega tkiva v rezinah tkiv, kot
posledica premoc¢nega fiksiranja s formalinom. Za razlago rezultatov obarvanja uporabite nespremenjene celice. Obarvanje nekroti¢nih
ali degeneriranih celic je pogosto nespecificno.® Lazno pozitivni rezultati se lahko pojavijo zaradi ne-imunolo$ke vezave proteinov ali
produktov reakcije substrata. Povzrocijo jih lahko tudi endogeni encimi, kot so psevdoperoksidaza (eritrociti), endogena peroksidaza
(citokromni C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, mozgani, ledvice), odvisno od vrste uporabljenega imunskega barvila. Za razlikovanje
med endogensko aktivnostjo encimov ali nespecifi¢no vezavo encimov zaradi specificne imunske reaktivnosti, lahko barvate dodatna
tkiva bolnika izklju¢no ali s kromogenskim substratom ali encimskimi kompleksi (avidin-biotin, streptavidin, oznaceni polimer) in
kromogenskim substratom. Ce pride do specifiénega obarvanja negativnih kontrolnih vzorcev tkiva, morate rezultate vzorcev bolnika
zavredi kot neveljavne.

Negativni kontrolni reagent

Za oceno nespecificnega barvanja in boljSo razlago specificnega obarvanja na antigenskem mestu uporabite nespecifi¢ni negativni
kontrolni reagent namesto primarnega protitelesa z eno rezino vsakega vzorca bolnika.

Bolnikovo tkivo

Nazadnje preglejte bolnikove vzorce, obarvane z izdelkom NCL-L-CD33. Intenzivnost pozitivnega obarvanja ocenite v okviru
morebitnega nespecificnega obarvanja ozadja z negativnim kontrolnim reagentom. Tako kot pri vseh imunohistokemijskih preizkusih
negativen rezultat pomeni, da antigen ni bil zaznan, ne pa odsotnosti antigena v testiranih celicah/tkivih. Po potrebi uporabite nabor
protiteles za opredelitev napacnih negativnih reakcij.

Pri¢akovani rezultati

Normalna tkiva

Klon PWS44 je zaznal antigen CD33 v mieloidnih in mielomonocitnih hemopoezah ter zrelih makrofagih; celice eritroidnih in
megakariocitnih serij so bile negativne. Nekaj reaktivnosti so opazili v citotrofoblastih in sincitiotrofoblastih placente. Z izjemo dendriti¢nih
celic in infiltrirajoCih makrofagov obarvanja niso opazili pri drugih ocenjenih normalnih tkivih (n = 123).

Tumorska tkiva

Klon PWS44 je zaznal protein CD33 pri 62/66 akutnih mieoloidnih levkemij, 2/56 difuznih limfomov celic B, 11/11 mieloidnih displazij in
mieloproliferativnih bolezni, 4/15 limfoblastnih levkemij prehodnih B-celic, 4/4 kroni¢nih mieloidnih levkemij, 6/6 granulocitnih sarkomov,
2/10 limfoblastnih levkemij prehodnih T-celic, 1/15 Hodgkinovih limfomov, 1/6 Burkittovih limfomov, 1/3 neoplazem plazmatskih celic

in 1/1 hematodermatske limfati¢ne neoplazme. Pri difuznih limfomih celic T (0/30), difuznih limfomih velikih celic B (0/20), folikularnih
limfomih (0/8), difuznih limfomih malih celic B (0/2), limfomih B-celic, bogatih s celicami T (0/2), reaktivnih limfoidnih tkivih (0/2),
anaplasti¢cnem velikocelicnem limfomu (0/1), limfoblastnem limfomu (0/1), tumorjih jeter (0/5), tumorijih §¢itnice (0/4), tumorjih plju¢ (0/4),
tumorjih jajénikov (0/4), tumorjih mozganov (0/2), tumorjih poziralnika (0/2), tumorjih dojke (0/2), tumorjih Zelodca (0/2), tumorjih mehkih
tkiv (0/2), tumorijih jezika (0/2), metastatskih tumorjih neznanega izvora (0/2), tumorijih ledvic (0/2), tumorjih materni¢nega vratu (0/2),
tumorijih testisov (0/2), tumorjih kolona (0/2), tumorjih rektuma (0/2), tumorjih koze (0/2), tumorju grla (0/1) in tumorju prizeljca (0/1) niso
opazili nobenega barvanja. (Skupno $tevilo ocenjenih primerov z nepravilnostmi = 304).

Izdelek NCL-L-CD33 se priporoca za zaznavanje ¢loveske beljakovine CD33 v normalnih in neoplasti¢nih tkivih kot dodatna
analiza ob konvencionalni histopatologiji z uporabo neimunskih histokemiénih barvil.

Splosne omejitve

Imunohistokemija je diagnosti¢ni postopek z ve¢ koraki, ki zahteva specializirano usposabljanje za izbiro ustreznih reagentov, izbiro,
fiksiranje in obdelavo tkiv, pripravo IHC preparata in razlago rezultatov obarvanja.

Obarvanije tkiva je odvisno od rokovanja s tkivom in njegovo obdelavo pred barvanjem. Nepravilno fiksiranje, zamrzovanje, odtajanje,
izpiranje, susenje, segrevanje, rezanje ali okuzba z drugimi tkivi ali teko¢inami lahko povzro¢i nastanek artefaktov, lovljenje protitelesa ali
lazne negativne rezultate. Nedosledni rezultati so lahko posledica razlik pri metodah fiksiranja in priprave ali pa so del nepravilnosti tkiva
samega.* Prekomerno ali nepopolno nasprotno barvanje lahko neugodno vpliva na pravilino tolmacenje rezultatov.

Klini¢no razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske Studije ustreznih kontrolnih vzorcev, ki jih v okviru
klinicne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Protitelesa druzbe Leica Biosystems Newcastle Ltd so namenjena uporabi, kot je navedeno, na zamrznjenih ali v parafin vstavljenih
rezinah z dolo¢enimi zahtevami za fiksiranje. Lahko pride do nepri¢akovanega izrazanja antigena, zlasti pri neoplazmah. Pri klini¢ni
razlagi obarvane rezine tkiva morate upostevati morfolo$ko analizo in oceno ustreznih kontrol.
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Novocastra™ Tekuta mysi monoklonalni protilatka
CD33

Koéd vyrobku: NCL-L-CD33

Zamyslené pouziti

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

NCL-L-CD33 je ur¢en ke kvalitativnimu stanoveni lidského antigenu CD33 svételnou mikroskopii na parafinovych fezech. Klinickou
interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vySetfenim s pouzitim spravnych kontrol a
zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Princip metody

Imunohistochemické (IHC) barvici techniky umoziiuji vizualizaci antigenti pomoci sekvenéni aplikace specifické protilatky proti

antigenu (primarni protilatka), sekundarni protilatky proti primarni protilatce a enzymového komplexu s chromogennim substratem s
interponovanymi omyvacimi kroky. Enzymaticka aktivace chromogenu ma za nasledek viditelnou reakci produktu v misté antigenu.
Vzorek pak mlze byt kontrastné nabarven a prekryt krycim sklickem. Vysledky se interpretuji ve svételném mikroskopu; jsou pomtickou
v diferencialni diagnostice patofyziologickych procesu, které mohou, ale nemusi, souviset s pfislusnym antigenem.

Klon
PWS44

Imunogen
Prokaryoticky rekombinantni protein odpovidajici oblasti C2 domény lidské molekuly CD33.

Specificita
Lidsky CD33.

Slozeni reagencie

NCL-L-CD33 je tekuty supernatant z tkanové kultury obsahujici jako konzervaéni prostfedek azid sodny.
Trida Ig

19G2b

Koncentrace celkového proteinu

Koncentrace celkového proteinu specificka pro Sarzi je uvedena na $titku na lahvicce.

Koncentrace protilatek
417 mg/l nebo vyssi, stanovena metodou ELISA. Koncentrace imunoglobulinu (Ig) specificka pro $arzi je uvedena na $titku na lahvicce.

Doporuceni k pouziti

Imunohistochemické vysetfeni na parafinovych fezech.

Teplem indukované odmaskovani epitopu (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Postupujte podle pokynt k pouZiti k roztoku
Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 9.

Doporucené fedéni: 1:100 po dobu 30 minut pfi 25 °C. Toto doporuceni je uvedeno jako voditko; uZivatelé musi stanovit viastni
optimalni pracovni fedéni.

Vizualizace: Postupuijte podle navodu k pouZziti k systémim pro detekci polymert Novolink™ Polymer Detection Systems. Dal$i
informace o produktu nebo podporu si vyzadeijte od mistniho distributora nebo regionalni kancelare spolecnosti Leica Biosystems, nebo
alternativné navstivte web Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com.

Vykon této protilatky je tfeba validovat, pokud se pouziva s jinymi systémy pro ruéni barveni nebo na automatickych platformach

Skladovani a stabilita
Skladujte pfi teploté 2—8 °C. Nezmrazujte. Okamzité po pouziti vratte do teploty 2-8 °C. Nepouzivejte po uplynuti data exspirace
uvedeného na $titku na lahvi€ce. Podminky skladovani jiné nez vySe uvedené musi uzivatel validovat.

Priprava vzorku
Fixacni roztok doporuceny pro fezy tkané zalité v parafinu je 10% formalin pufrovany na neutraini pH.

Varovani a bezpec¢nostni opatieni

Tato reagencie byla pfipravena ze supernatantu z bunééné kultury. ProtoZe jde o biologicky produkt, je nutno manipulaci s ni vénovat
nalezitou pozornost.

Tato reagencie obsahuje azid sodny. Bezpecnostni list materialu je k dispozici na pozadani nebo je dostupny na webu
www.LeicaBiosystems.com

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

Se vzorky pred fixaci i po fixaci a se vSemi materialy jim vystavenymi je nutno zachazet, jako by mohly zplsobit pfenos infekce,

a likvidovat je s nalezitymi bezpecnostnimi opatfenimi.’ Reagencie nikdy nepipetujte Usty a zabrarite styku reagencii a vzorku s kuzi
a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim vody. Vyhledejte
lékafskou pomoc.

Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvy$eni vyskytu nespecifického barveni.

Inkubaéni doby nebo teploty jiné nez predepsané mohou vést k chybnym vysledkim. V8echny takové zmény musi byt uzivatelem
validovany.
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Kontrola jakosti

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

Kontroly musi byt Gerstvé pitevni/bioptické/operacni vzorky co nejdfive fixované formalinem, zpracované a zalité do parafinového vosku,
stejnym zplsobem jako vzorek/vzorky pacienta.

Pozitivni tkafnova kontrola

Pouziva se k prikazu spravné pripravenych tkani a spravnych barvicich technik.

V kazdém barvicim cyklu musi byt pouzita jedna pozitivni tkariova kontrola pro kazdy soubor testovacich podminek.

Pro optimalni kontrolu jakosti a k detekci mensiho stupné degradace reagencie je vhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim barvenim nez
tkan se silnym pozitivnim barvenim.?

Doporu¢ovana tkan pozitivni kontroly je kostni dfefi nebo granulocytarni sarkom.

Pokud pozitivni tkariova kontrola nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkli povazovany za neplatné.

Negativni tkafiova kontrola

Musi byt vySetiena po pozitivni tkariové kontrole k ovéreni specificity oznaceni cilového antigenu primarni protilatkou.

Doporucena negativni tkarnova kontrola je kosterni sval.

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

Nespecifické barveni, je-li pfitomno, ma obvykle difizni vzhled. V fezech ze tkéni nadmérné fixovanych formalinem mutze byt také
zjisténo sporadické barveni pojivové tkané. K interpretaci vysledkt barveni pouzijte neporusené buriky. Nekrotické nebo degenerované
buriky se ¢asto barvi nespecificky.? Fale$né pozitivni vysledky mohou byt dusledkem neimunologické vazby proteini nebo produktd
reakéniho substratu. Mohou byt také zptsobeny endogennimi enzymy, jako je napf. pseudoperoxidaza (erytrocyty), endogenni
peroxidaza (cytochrom C) nebo endogenni biotin (napf. jatra, prs, mozek, ledviny), podle typu pouzitého imunobarviva. K odli$eni aktivity
endogennich enzym ¢&i nespecifické vazby enzymu od specifické imunoreaktivity mohou byt barveny dalsi tkané pacienta vylu¢né
chromogennim substratem, pfipadné enzymovymi komplexy (avidin-biotin, streptavidin, znaceny polymer) a chromogennim substratem.
Pokud dojde v negativni tkariové kontrole ke specifickému barveni, musi byt vysledky vzorkl pacienta povazovany za neplatné.

Negativni reagencni kontrola
K vyhodnoceni nespecifického barveni a umoznéni lepsi interpretace specifického barveni v misté antigenu pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta nespecifickou negativni reagenc¢ni kontrolu misto primarni protilatky.

Tkan pacienta

Nakonec vysetfete vzorky pacienta barvené pomoci NCL-L-CD33. Intenzita pozitivniho barveni musi byt zhodnocena v kontextu se v§im
nespecifickym barvenim pozadi u negativni reagenéni kontroly. Jako u kazdého imunohistochemického vySetfeni, negativni vysledek
znamena, Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen neni ve vySetfovanych burikach/tkanich pfitomen. V pfipadé potfeby pouzijte k
identifikaci faleSné negativnich reakci panel protilatek.

Ocekavané vysledky

Normalni tkané

Klon PWS44 detekoval antigen CD33 v myeloidni a myelomonocytarni hematopoéze a zralych makrofazich; buriky erytrocytarni

a megakaryocytarni fady jsou negativni. Urcita reaktivita byla pozorovana u cytotrofoblastt a syncytiotrofoblastut placenty. Vyjma
dendritickych bunék a infiltrujicich makrofagl nebylo v jinych normalnich tkanich hodnoceno zadné barveni (n = 123).

Abnormaini tkané

Klon PWS44 detekoval protein CD33 u 62/66 vzorku akutni myeloidni leukemie, 2/56 vzorku difuzniho B-lymfomu, 11/11 vzork(
myeloidni dysplazie a myeloproliferativnich onemocnéni, 4/15 vzorkl lymfoblastické leukemie z prekurzor B-lymfocytu, 4/4

vzorkU chronické myeloidni leukemie, 6/6 vzorkl granulocytarniho sarkomu, 2/10 vzorkud lymfoblastické leukemie z prekurzord
T-lymfocytti, 1/15 vzorkt Hodgkinova lymfomu, 1/6 vzorku Burkittova lymfomu, 1/3 vzork( neoplazmat plazmatickych bunék a 1/1
vzorku hematodermického lymfoidniho neoplazmatu. Barveni nebylo pozorovano u vzorkt difuznich T-lymfomt (0/30), difuznich
velkobunéénych B-lymfoma (0/20), folikularnich lymfomu (0/8), difuznich malobunéénych B-lymfomu (0/2), B-lymfomt bohatych na
T-lymfocyty (0/2), reaktivnich lymfoidnich tkani (0/2), anaplastického velkobunééného lymfomu (0/1), lymfoplazmacytického lymfomu
(0/1), nadoru jater (0/5), nadoru $titné zlazy (0/4), nadoru plic (0/4), nadort ovarii (0/4), nadort mozku (0/2), nadord jicnu (0/2), nadort
prsu (0/2), nadoru zaludku (0/2), nadorti mékkych tkani (0/2), nadoru jazyka (0/2), metastatickych nadort neznamého ptvodu (0/2),
nador( ledvin (0/2), nadort délozniho hrdla (0/2), testikularnich nadort (0/2), nadoru tlustého stfeva (0/2), nadort rekta (0/2), nadort
kuze (0/2), nadoru hrtanu (0/1) a nadoru thymu (0/1). (Celkovy pocet abnormalnich nadort = 304).

NCL-L-CD33 se doporucuje k detekci lidského proteinu CD33 v normalnich a neoplastickych tkanich jako doplnék ke
konvenéni histopatologii s pouzitim neimunologickych histochemickych natéra.

Obecna omezeni

Imunohistochemické vysSetfeni je vicekrokovy diagnosticky proces, ktery spociva ve specializovaném $koleni ve vybéru vhodnych
reagencii; vybéru, fixaci a zpracovani tkani; pfipravé imunohistochemickiho skli¢ka; a v interpretaci vysledkud barveni.

Barveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a jejim zpracovani pred barvenim. Nespravnym postupem pfi fixaci, zmrazeni, rozmrazeni,
omyvani, suseni, zahfivani, krajeni fezt nebo kontaminaci jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou vzniknout artefakty, maze dojit k
vychytavani protilatek nebo k fale$né negativnim vysledkim. Nekonzistentni vysledky mohou byt dusledkem odchylek ve fixacnich
metodach a metodach zaliti v konzerva¢nim médiu nebo pfirozenych odchylek ve tkani.*

Nadmérné nebo nedostatecné kontrastni barveni miize narusit spravnou interpretaci vysledku.

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

Protilatky spolecnosti Leica Biosystems Newcastle Ltd se pouzivaji, jak bylo uvedeno, u zmrazenych nebo u parafinovych fezl se
specifickymi pozadavky na fixaci. MiZe dojit k expresi neocekavanych antigent, zejména u nadort. Klinicka interpretace jakéhokoli
barveného tkarnového fezu musi zahrnovat morfologickou analyzu a zhodnoceni pfislusnych kontrol.
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Tekuta mysia monoklonalna protilatka Novocastra™
CD33

Kod produktu: NCL-L-CD33

Zamyslané pouzitie

Na diagnostické pouZzitie in vitro.

NCL-L-CD33 sluzi na kvalitativnu identifikaciu fudského CD33 v parafinovych rezoch pomocou svetelnej mikroskopie. Klinicka
interpretacia akéhokolvek farbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami za pouzitia
zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit v kontexte klinickej anamnézy pacienta a inych diagnostickych testov vedenych
kvalifikovanym patolégom.

Princip postupu

Techniky imunohistochemického (IHC) zafarbenia umozniuju vizualizéciu antigénov sekvenénou aplikaciou Specifickej protilatky proti
antigénu (primarna protilatka), sekundarnej protilatky proti primarnej protilatke a enzymatického komplexu s chromogénnym substratom.
Medzi jednotlivymi krokmi prebieha premyvanie. Enzymaticka aktivacia chromogénu vytvara v mieste antigénu viditelné produkty
reakcie. MéZete doplnit kontrastné zafarbenie vzorky a zakryt ju krycim skli¢kom. Vysledky sa interpretuja pomocou svetelného
mikroskopu a napomahaju pri diferencialnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré mézu, ale nemusia byt spojené s urcitym
antigénom.

Klon

PWS44

Imunogén

Prokaryoticky rekombinantny protein zodpovedajuci regionu domény C2 fudskej molekuly CD33.
Specificita

Ludsky CD33.

Zlozenie ¢inidla

NCL-L-CD33 je tekuty supernatant na tkanivovu kultivaciu obsahuijuci azid sodny ako konzervaénu latku.

Trieda Ig
1gG2b

Celkova koncentracia proteinov -
Celkovu koncentraciu proteinov Specifickl pre Sarzu najdete na stitku flasticky.

Koncentracia protilatok
Vy$Sia alebo rovna 417 mg/l podla ELISA. Koncentraciu |g Specificku pre Sarzu najdete na $titku flasticky.

Odporucania na pouzitie

Imunohistochémia parafinovych rezov.

Zachyt epitopov s tepelnou indukciou (HIER): Postupujte podla navodu na pouzitie systému Novocastra Epitope Retrieval Solution
pH 9.

Odportcané riedenie: 1: 100 po dobu 30 mindt pri teplote 25 °C. Tato hodnota je orientaénd, pouzivatelia si musia stanovit svoje
vlastné optimalne pracovné riedenia.

Vizualizacia: Postupujte podia navodu na pouzitie systémov Novolink™ Polymer Detection Systems. Dalsie informacie o produkte
alebo podporu vam poskytne vas miestny distributor alebo lokalne zasttpenie spolo¢nosti Leica Biosystems. Takisto mézete navstivit
internetové stranky spolocnosti Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

Funkénost tejto protilatky je nutné validovat' pri pouziti s inymi manualnymi systémami farbenia alebo automatizovanymi platformami.

Uskladnenie a stabilita
Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Nezmrazujte. Okamzite po pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C. Nepouzivajte po uplynuti datumu exspiracie
uvedeného na stitku flasticky. Iné nez vyssie uvedené podmienky skladovania si vyzaduju validaciu pouzivatelom.

Priprava vzorky
Odporucany fixacny pripravok je 10 % neutralny pufrovany formalin pre blocky tkaniva zaliate do parafinu.

Varovania a bezpeénostné opatrenia

Toto ¢inidlo bolo pripravené zo supernatantu bunkovej kultiry. KedZe ide o biologicky produkt, pri manipulacii je nutné vynalozit
zodpovedajucu starostlivost.

Toto ¢inidlo obsahuje azid sodny. Materidlovy bezpecnostny list je k dispozicii na poZiadanie alebo na strankach
www.LeicaBiosystems.com.

Likvidaciu pripadnych potencialne toxickych sucasti definuju federalne, $tatne alebo miestne predpisy.

So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prisli do kontaktu, je nutné manipulovat ako s potencialne
infek&nymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajlcich bezpe&nostnych opatrni.! Cinidla nikdy nepipetujte tstami a zabrarite
kontaktu €inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich velkym
mnoZstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu ¢inidiel. V opaénom pripade méze dojst’ k zvySeniu nespecifického zafarbenia.
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Nedodrzanie predpisanych inkubaénych dob alebo tepl6t méze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si vyzaduju
validaciu pouzivatelom.

Kontrola kvality

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

Kontroly by mali byt erstvé pitevné/bioptické/chirurgické vzorky fixované ¢o najskor formalinom a spracované zaliatim do parafinu
rovnakym sposobom ako vzorky pacienta.

Pozitivna kontrola tkanivom

Identifikuje spravne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia.

Kazda stprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia musi obsahovat jednu pozitivnu kontrolu tkanivom.

Tkanivo so slabym pozitivnym farbenim je pre optimalnu kontrolu kvality a na detekciu slab$ej degradacie ¢inidla vhodnejsie nez tkanivo
s0 silnym pozitivnym farbenim.?

Odporuacané tkanivo na pozitivnu kontrolu je kostna dren alebo granulocytarny sarkém.

Ak pozitivna kontrola tkanivom nebude vykazovat pozitivne zafarbenie, vysledky testovanych vzoriek je nutné povazovat za neplatné.

Negativna kontrola tkanivom

Nutné vysetrit po pozitivnej kontrole tkanivom s ciefom overit $pecificitu znacenia cielového antigénu primarnou protilatkou.
Odporucané tkanivo na negativnu kontrolu je kostrovy sval.

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

Pripadné nespecifické farbenie ma obvykle difuzny vzhlad. V rezoch tkaniv silne fixovanych formalinom méze byt pozorované
sporadické farbenie spojiva. Na interpretaciu vysledkov farbenia pouzivajte intaktné bunky. Nekrotické alebo degenerované bunky
sa Casto farbia ne$pecificky.® Falodne pozitivne vysledky mézu byt pozorované v désledku neimunologickej vazby proteinov alebo
produktov reakcie substratu. M6zu byt spésobené aj endogénnymi enzymami, ako napr. pseudoperoxidazou (erytrocyty), endogénnou
peroxidazou (cytochrom C) alebo endogénnym biotinom (napr. pecer, prsnik, mozog, obli¢ka) v zavislosti od typu imunologického
farbenia. S cielom diferencovat endogénnu enzymaticku aktivitu alebo nespecifickli véazbu enzymov od $pecifickej imunoreaktivity
mozete nafarbit dal$ie vzorky tkaniv pacienta vyhradne substratovym chromogénom alebo enzymatickymi komplexmi (avidin-biotin,
streptavidin, znaceny polymér), resp. substratovym chromogénom. V pripade $pecifického farbenia v negativnej kontrole tkanivom je
nutné vysledky vzoriek pacienta povazovat za neplatné.

Negativna kontrola ¢inidlom
Na vyhodnotenie ne$pecifického zafarbenia pouzite neSpecifickli negativnu kontrolu ¢inidlom miesto primarnej protilatky s rezom
jednotlivych vzoriek pacienta, ¢o umozni lepSiu interpretaciu Specifického farbenia na mieste antigénu.

Tkanivo pacienta

Pacientske vzorky zafarbené pripravkom NCL-L-CD33 preskimajte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je nutné vyhodnotit' v
kontexte pripadného

nespecifického zafarbenia negativnej kontroly ¢inidlom na pozadi. Podobne ako pri vSetkych imunohistochemickych testov znamena
negativny vysledok, Ze antigén nebol detegovany. Nepotvrdzuje jeho absenciu v testovanych bunkach/tkanivach. V pripade potreby
identifikujte falo$ne negativne reakcie pomocou panelu protilatok.

Ocakavané vysledky

Normaélne tkaniva

Klon PWS44 detegoval antigén CD33 v myeloidnej a myelomonocytarnej hemopoéze a zrelych makrofagoch; bunky erytroidnej

a megakaryocytarnej skupiny st negativne. Urcita reaktivita sa pozorovala v cytotrofoblastoch a syncytiotrofoblastoch placenty.

S vynimkou dendritickych buniek a infiltrujicich makrofagov sa nepozorovalo Ziadne zafarbenie v inych hodnotenych normélnych
tkanivach (n = 123).

Abnormalne tkaniva

Klon PWS44 detegoval protein CD33 pri 62/66 akutnych myeloidnych leukémii, 2/56 difiznych B-bunkovych lymfémov, 11/11
myeloidnych dysplazii a myeloproliferativnych ochoreni, 4/15 lymfoblastovych leukémii z prekurzorov B-buniek, 4/4 chronickych
myeloidnych leukémii, 6/6 granulocytarnych sarkémov, 2/10 lymfoblastovych leukémii z prekurzorov T-buniek, 1/15 Hodgkinovych
lymfémov, 1/6 Burkittovych lymfémov, 1/3 neoplaziem plazmatickych buniek a 1/1 hematodermickej lymfoidnej neoplazme. Zafarbenie
nebolo pozorované pri difiznych lymfémoch z T-buniek (0/30), difiznych lymfémoch z velkych B-buniek (0/20), folikularnych lymfémoch
(0/8), difuznych lymfémoch z malych B-buniek (0/2), B-bunkovych lymfémoch bohatych na T-bunky (0/2), reaktivnych lymfoidnych
tkanivach (0/2), anaplastickom velkobunkovom lymféme (0/1), lymfoplazmocytickom lymféme (0/1), nadoroch pecene (0/5), nadoroch
Stitnej zlazy (0/4), nadoroch pltc (0/4), nadoroch vaje¢nika (0/4), nadoroch mozgu (0/2), nadoroch pazeraka (0/2), nadoroch prsnika
(0/2), nadoroch zaludka (0/2), nadoroch makkych tkaniv (0/2), nadoroch jazyka (0/2), metastatickych nadoroch neznameho pévodu
(0/2), nadoroch obli¢ky (0/2), nadoroch kréka (0/2), nadoroch semennika (0/2), nadoroch hrubého ¢reva (0/2), nadoroch konecnika (0/2),
nadoroch kozZe (0/2), nadore hrtana (0/1) a nadore detskej zlazy (0/1). (Celkovy pocet abnormalnych pripadov = 304).
NCL-L-CD33 i¢any iedkom n kci inu l'udského CD33 v normalnych a neoplastickych tkanivach ak
doplnok ku konvenénej histopatoldqii za pouzitia neimunologickych histochemickych farbeni.

VSeobecné limitacie

Imunohistochémia je diagnosticky postup pozostavajuci z viacerych krokov, ktory si vyzaduje $pecializované zaskolenie vo vybere
zodpovedajucich €inidiel, vybere tkaniv, fixacie a spracovania, priprave IHC skli¢ka a interpretacii vysledkov farbenia.

Farbenie tkaniva zavisi od manipuldacie s tkanivom a od jeho spracovania pred farbenim. Nespravna fixacia,
zmrazovanie,rozmrazovanie, premyvanie, susenie, ohrievanie, rezanie alebo kontaminacia inymi tkanivami ¢i tekutinami mézu viest

k vzniku artefaktov, zachytu protilatok alebo faloSne negativnym vysledkom. Inkonzistentné vysledky moézu byt spdsobené zmenami
metdd fixacie a montéze preparatov alebo inherentnymi nepravidelnostami v tkanive.*
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Nadmerné alebo netipiné kontrastné farbenie méze narusit spravnost interpretacie vysledkov.

Klinicka interpretacia akéhokolvek farbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vysetreniami za pouzitia
zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit v kontexte klinickej anamnézy pacienta a inych diagnostickych testov vedenych
kvalifikovanym patolégom.

Protilatky spolo¢nosti Leica Biosystems Newcastle Ltd st uréené na pouzitie na zmrazenych rezoch alebo rezoch zaliatych parafinom
so Specifickymi poziadavkami na fixaciu, ako uvadza tento dokument. Najma pri neoplaziach méze dojst k necakanej expresii antigénov.
Klinicka interpretacia akychkolvek farbenych tkanivovych rezov musi zahfiat morfologicki analyzu a vyhodnotenie zodpovedajucich
kontrol.
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