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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

Veuillez lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per I'uso

Si prega di leggere prima di utilizzare questo prodotto.
Gebrauchsanweisung

Bitte vor Verwendung des Produkts lesen.
Instrucciones de uso

Lea estas instrucciones antes de utilizar el producto.
Instrugoes de utilizagao

Leia antes de utilizar este produto.
Instruktioner vid Anvandning

Var god las innan ni anvander produkten.
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Brugsanvisning

Laes venligst, for du bruger dette produkt.
Gebruiksaanwijzing

Lees voor het gebruik van dit product deze informatie.
Bruksanvisning

Les for bruk av dette produktet.
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WHcTpyKumMm 3a ynotpeba
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Hasznalati atmutatoé

A termék hasznalatba vétele elétt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni inainte de a utiliza produsul.
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MpouTnTe nepea NpUMEHeHNeM 3TOTO NPOAYKTa.
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Instrukcja stosowania
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczyta¢
instrukcje.

Navodila za uporabo
Preberite pred uporabo tega izdelka.
Navod k pouziti
Prectéte prosim pred pouzitim tohoto produktu.
Navod na pouzitie
Pred pouzitim produktu si ho precitajte.
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Check the integrity of the packaging before use.
Vérifiez I'intégrité de I'emballage avant emploi.
Controllare 'integrita della confezione prima dell'uso.
Die Integritat der Verpackung vor der Verwendung
sicherstellen.
Compruebe la integridad del embalaje antes de su uso.
Garanta a integridade da embalagem antes de utilizar.
Kontrollera férpackningens integritet fore anvandning.
EAéyETe TNV aKePQIOTNTA TNG CUCKEUATIAG TTPIV ATTO TN
xenon.
Kontroller emballagens integritet inden brug.
Controleer voor gebruik of de verpakking niet is
beschadigd.
Kontroller integriteten til emballasjen for bruk.
Kullanmaya baslamadan énce paketin saglam oldugunu
kontrol edin.
[MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau ynotpeba.
Hasznalat el6tt ellenérizze a csomagolas épségét.
Verificati integritatea ambalajului inainte de a utiliza
produsul.
Mepen npumeHeHnem y6eautech B LLENOCTHOCTU
YNaKoBKW.
Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie jest
szczelne.
Pred uporabo preverite celovitost embalaze.
Pred pouzitim zkontrolujte neporuSenost obalu.
Pred pouzitim skontrolujte neporusenost balenia.
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Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody
Multi-Cytokeratin

Product Code: NCL-L-AE1/AE3

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

NCL-L-AE1/AE3 is intended for the qualitative identification by light microscopy of cytokeratin molecules 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
Cocktail of two clones, AE1 and AE3, mixed to a ratio of 20:1.

Immunogen
Human epidermal cytokeratin preparation.

Specificity
Clone AE1 recognizes the 56.5, 50, 50’, 48 and 40 kD human cytokeratins of the acidic subfamily.
Clone AES recognizes 65 to 67, 64, 59, 58, 56 and 52 kD of the basic subfamily.

Reagent Composition
NCL-L-AE1/AE3 is a liquid mouse ascitic fluid purified by protein A chromatography diluted in phosphate-buffered saline (pH 7.6) with 1%
bovine serum albumin carrier protein containing sodium azide as a preservative.

Ig Class
AE1, IgG1
AE3, IgG1

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

Antibody Concentration
Greater than or equal to 142.8 mg/L as determined by ELISA. Refer to vial label for batch 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 6.
Suggested dilution: 1:200 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 skin.

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-AE1/AES3 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

Clones AE1/AE3 exhibit a broad reactivity with the acidic and basic families of cytokeratin. Staining was observed in the cytoplasm of
epithelial cells from a variety of tissues, including glandular epithelium of prostate, breast, skin, thyroid, endometrium, adrenal gland,
testis, pancreas and salivary gland, and squamous and columnar epithelium of skin, tonsil, cervix, esophagus, larynx, stomach, and
small and large intestine. Staining was also noted in pituitary gland, Hassall’'s corpuscles and reticulum in the thymus, alveoli and
pneumocytes in the lung, tubules of the kidney, and in bile ducts and hepatocytes of the liver.

(Total number of normal tissues evaluated= 109).

Abnormal Tissues

Clones AE1/AE3 stained 70/71 breast tumors (including 50/51 invasive ductal carcinomas, 8/8 medullary carcinomas, 8/8 invasive
lobular carcinomas and 4/4 ductal-lobular mixed carcinomas), 5/5 adenocarcinomas of the gallbladder, 3/3 squamous cell carcinomas
of the esophagus, 3/3 adenocarcinomas of the stomach, 3/3 adenocarcinomas of the lung, 3/3 adenocarcinomas of the pancreas,

2/3 adenocarcinomas of the colon, 3/3 transitional cell carcinomas of the bladder, 3/3 squamous cell carcinomas of the cervix, 2/3
astrocytomas, 2/2 papillary carcinomas of the thyroid, 2/2 adenocarcinomas of the prostate and 0/3 renal clear cell carcinomas.

(Total number of abnormal cases evaluated = 107).
NCL-L-AE1/AE3 is r mmen for th ion of

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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Amendments to Previous Issue
Reagent Composition, Total Protein Concentration, Antibody Concentration, Recommendations on Use, Warnings and Precautions,
Results Expected.
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Novocastra~ Anticorps Monoclonal Liquide de Souris
Multi-Cytokeratin
Référence du Produit: NCL-L-AE1/AE3

Utilisation Prévue

Diagnostic in vitro.

Le NCL-L-AE1/AE3 est destiné a I'identification qualitative par microscopie optique de la molécules cytokeratin sur des coupes en
paraffine. L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit étre 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 chromogene
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
Mélange de deux clones, AE1 et AE3, dans un rapport de 20:1.

Immunogéne

Préparation de cytokératine épidermique humaine.

Spécificité

Le clone AE1 reconnait les cytokératines humaines 56.5, 50, 50’, 48 et 40 kD de la sous-famille acide.

Le clone AE3 reconnait les cytokératines humaines 65 a 67, 64, 59, 58, 56 et 52 kD de la sous-famille basique.

Composition du Réactif
NCL-L-AE1/AE3 est un fluide ascitique liquide de souris purifié par chromatographie d’affinité sur protéine A dans un tampon phosphate
salin (pH 7,6) avec 1 % de protéine de transport d’albumine de sérum bovin contenant de I'azoture de sodium comme conservateur.

Classe d’lg
AE1, IgG1
AE3, IgG1

Concentration Totale en Protéines

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

Concentration en Anticorps
Supérieure ou égale a 142,8 mg/l, déterminée par ELISA. La concentration totale en Ig, spécifique au lot, figure sur I'étiquette du flacon.

Recommandations d’utilisation

Immunohistochimie sur coupes en paraffine.

Récupération d’épitopes induites par la chaleur (HIER) : S'il vous plait suivreles instructions pour utilisation dans Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH6.

Dilution préconisée : 1:200 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 obtenir davantage d’'informations
sur le produit ou une assistance, veuillez contacter votre distributeur local ou le bureau régional de Leica Biosystems. Vous pouvez
également consulter le site Internet de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

Les performances de cet anticorps doivent étre validées lorsqu'il est utilisé avec d’autres systemes de coloration manuels ou
plateformes automatisées.

Conservation et Stabilité

Conserver a 2-8 °C. Ne pas congeler. Remettre immédiatement a 2—8 °C apres utilisation. Ne pas utiliser apres 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 I'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 'azoture de sodium. Une Fiche de données de sécurité est disponible sur demande ou sur le site
www.LeicaBiosystems.com
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Consulter les réglementations nationales, régionales ou locales en vigueur relatives a I'élimination de tous les éléments potentiellement
toxiques.

Les spécimens, avant et apres fixation, ainsi que toutes les matiéres 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 contréles en interne en plus des procédures suivantes.
Les contrdles doivent étre des spécimens frais provenant d’autopsies, de biopsies ou d’interventions chirurgicales, fixés au formol,
traités et inclus en cire de paraffine dés 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 étre 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 contréle positif recommandé est la peau.

Si le tissu de contréle 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 contrdle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigene cible par I'anticorps primaire.
Les muscles squelettiques constitue le tissu de contréle négatif recommandé.

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 exces 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. Ils peuvent également étre provoqués par des enzymes endogénes 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 chromogéene ou par des complexes
enzymatiques (avidine-biotine, streptavidine, polymére marqué) et le substrat chromogeéne respectivement. Si un marquage spécifique
se produit dans le tissu de contréle négatif, les résultats des spécimens du patient doivent étre considérés comme invalides.

Réactif de Controle Négatif

Utiliser un réactif de controle 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-AE1/AE3 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'antigene 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.

Résultats Attendus
Tissus normaux

Les clones AE1/AE3 présentent une réactivité générale avec les deux familles de cytokératines, les cytokératines acides et basiques.
Une coloration a été observée dans le cytoplasme des cellules épithéliales de divers tissus, dont I'épithélium glandulaire de la prostate,
les seins, la peau, la thyroide, 'endometre, la glande surrénale, les testicules, le pancréas et la glande salivaire ainsi que I'épithélium
squameux et colonnaire, de la peau, des amygdales, de l'utérus, de I'cesophage, du larynx, de I'estomac, de l'intestin gréle et le gros
intestin. Une coloration a également été constatée dans I'hypophyse, les corpuscules de Hassall et le réticulum dans le thymus, les
alvéoles et les pneumocytes du poumon, les tubules du rein et dans les canaux biliaires et les hépatocytes du foie. (Nombre total de
tissus normaux évalués = 109).

Tissus tumoraux

Les clones AE1/AE3 ont coloré 70/71 tumeurs du sein (dont 50/51 carcinomes canalaires invasifs, 8/8 carcinomes médullaires, 8/8
carcinomes lobulaires invasifs et 4/4 carcinomes mixtes canalo-lobulaires), 5/5 adénocarcinomes de la vésicule biliaire, 3/3 carcinomes
a cellules squameuses de I'cesophage, 3/3 adénocarcinomes de I'estomac, 3/3 adénocarcinomes du poumon, 3/3 adénocarcinomes du
pancréas. 2/3 adénocarcinomes du colon, 3/3 carcinomes a cellules transitionnelles de la vessie, 3/3 carcinomes a cellules squameuses
du col de l'utérus, 2/3 astrocytomes, 2/2 carcinomes papillaires de la thyroide, 2/2 adénocarcinomes de la prostate et 0/3 carcinomes du
rein a cellules claires. (Nombre total de cas anormaux évalués = 107).

Le NCL-L-AE1/AE3 est recommandé pour la détection des cytokératines dans les tissus normaux et néoplasiques. en
complément de I’histopathologie traditionnelle utilisant des marqueurs histochimiques non immunologiques.
AE1/AE3-L-CE
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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 l'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 incompléete 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 contréles appropriés et doit étre évaluée par un pathologiste qualifié a la lumiére 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 matiere 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 Monoclale Murino Liquido
Multi-Cytokeratin
Codice Del Prodotto: NCL-L-AE1/AE3

Uso Previsto
Per uso diagnostico in vitro.

NCL-L-AE1/AE3 é destinato allidentificazione qualitativa in microscopia ottica della molecole cytokeratin, in sezioni incluse in 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 pili 0 meno associati ad un particolare antigene.

Clone
Cocktail di due cloni, AE1 e AE3, miscelati in proporzione 20:1.

Immunogeno

Preparazione di citocheratina epidermica umana.

Specificita

Il Clone AE1 riconosce le citocheratine umane da 56,5, 50, 50’, 48 e 40 kD, appartenenti alla sottofamiglia delle citocheratine acide.
Il clone AE3 riconosce quelle da 65-67, 64, 59, 58, 56 e 52 kD, appartenenti alla sottofamiglia delle citocheratine basiche.

Composizione Del Reagente

NCL-L-AE1/AE3 e un liquido ascitico murino, purificato mediante cromatografia su proteina A, diluito in tampone fosfato salino (pH 7,6)
con I"1% di proteina albumina di siero bovino contenente azoturo di sodio come conservante.

Classe Ig

AE1, IgG1

AE3, IgG1

Concentrazione Proteica Totale -

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

Concentrazione Anticorpale

Superiore o uguale a 142,8 mg/l, come determinato mediante test ELISA. Consultare I'etichetta del flaconcino per la concentrazione di
|g specifica del lotto.

Raccomandazioni Per L’'uso

Immunoistochimica su sezioni in paraffina.

Smascheramento termoindotto dell’epitopo (HIER): si raccomanda di seguire le istruzioni per I'uso di Novocastra Epitope Retrieval

Solution pH 6.

Diluizione consigliata: 1:200 per 30 minuti a 25 °C. Queste raccomandazioni costituiscono delle semplici linee guida; spetta al singolo

utilizzatore stabilire le diluizioni di lavoro ottimali.

Visualizzazione: seguire le istruzioni per 'uso nei Novolink™ Polymer Detection Systems. Per ulteriori informazioni sul prodotto

o supporto, rivolgersi al distributore di zona o all’'ufficio regionale di Leica Biosystems. In alternativa, visitare il sito Web di Leica

Biosystems,www.LeicaBiosystems.com
uando questo anticorpo viene utilizzato con altri sistemi di colorazione manuale o

dell’anticorpo devono essere verificate.

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 azoturo di sodio. E disponibile su richiesta una scheda di sicurezza oppure sul sito www.LeicaBiosystems.com
Fare riferimento alla normativa federale, statale o locale per lo smaltimento dei componenti potenzialmente tossici.

AE1/AE3-L-CE
Page 8



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 raccomandato per il controllo positivo & la cute.

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 raccomandato per il controllo negativo € 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-AE1/AE3. 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

| cloni AE1/AE3 mostrano un’ampia reattivita con le famiglie di citocheratine acide e basiche. E stata osservata colorazione nel
citoplasma delle cellule epiteliali di una varieta di tessuti, tra cui I'epitelio ghiandolare di prostata, seno, pelle, tiroide, endometrio,
surrene, testicoli, pancreas e ghiandole salivari, e I'epitelio squamoso e colonnare di pelle, tonsille, cervice, esofago, laringe, stomaco e
intestino tenue e crasso. Colorazione €& stata osservata anche nell'ipofisi, nel reticolo e nei corpuscoli di Hassal del timo, negli alveoli e
negli pneumociti del polmone, nei tubuli del rene e nei dotti biliari e negli epatociti del fegato. (Numero totale di tessuti normali esaminati
=109).

Tessuti tumorali

| cloni AE1/AE3 hanno colorato 70 di 71 tumori della mammella (compresi 50 di 51 carcinomi duttali invasivi, 8 di 8 carcinomi midollari,
8 di 8 carcinomi invasivi lobulari e 4 di 4 carcinomi misti duttali-lobulari), 5 di 5 adenocarcinomi della cistifellea, 3 di 3 carcinomi a cellule
squamose dell'esofago, 3 di 3 adenocarcinomi dello stomaco, 3 di 3 adenocarcinomi del polmone, 3 di 3 adenocarcinomi del pancreas,
2 di 3 adenocarcinomi del colon, 3 di 3 carcinomi a cellule transizionali della vescica, 3 di 3 carcinomi a cellule squamose della cervice,
2 di 3 atrocitomi, 2 di 2 carcinomi papillari della tiroide, 2 di 2 adenocarcinomi della prostata e 0 di 3 carcinomi a cellule chiare del rene.
(Numero totale di casi anomali esaminati = 107).

L’'uso di NCL-L-AE1/AE3 é consigliato per il rilevamento delle citocheratine in tessuti normali e neoplastici. in aggiunta
all’istopatologia 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-Antikorper
Multi-Cytokeratin
Produkt-Nr.: NCL-L-AE1/AE3

Verwendungszweck

Fiir in-vitro-Diagnostik.

NCL-L-AE1/AE3 ist fur den qualitativen Nachweis der cytokeratin-Molekiile in Paraffinschnitten mittels Lichtmikroskopie gedacht. 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
Cocktail aus den beiden Klonen AE1 und AE3 im Verhaltnis von 20:1 gemischt.

Immunogen
Humane epidermale Zytokeratin-Praparation.

Spezifitat
Klon AE1 weist die humanen Zytokeratine mit 56,5, 50, 50’, 48 und 40 kDa der sauren Unterfamilie nach.
Klon AE3 weist die Zytokeratine mit 65 bis 67, 64, 59, 58, 56 und 52 kDa der basischen Unterfamilie nach.

Reagenzzusammensetzung

NCL-L-AE1/AES3 ist ein flissiger Maus-Aszites, der durch Protein A-Chromatografie gereinigt und in mit Natriumazid als
Konservierungsmittel enthaltener phosphatgepufferter Salzlésung (pH 7,6) mit 1 % Albumin-Trégerprotein mit Rinderserum verdiinnt
wurde.

lg-Klasse
AE1, IgG1
AE3, IgG1

Gesamtproteinkonzentration

Chargenspezifische Gesamtproteinkonzentration siehe Angaben auf dem Produktetikett.

Antikorperkonzentration
GroRer oder gleich 142,8 mg/l laut ELISA-Bestimmung. Chargenspezifische Ig-Konzentration siehe Angaben auf dem Produktetikett.

Gebrauchsempfehlungen

Immunhistochemie bei Paraffinschnitten.

Hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (Heat Induced Epitope Retrieval — HIER): Bitte Gebrauchsanweisung flir Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH 6 befolgen.

Empfohlene Verdiinnung: 1:200 iber 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 in den Novolink™ Polymer Detection Systems befolgen. Weitere Produktinformationen oder
Support erhalten Sie von Ihrem lokalen Vertriebspartner oder der regionalen Niederlassung von Leica Biosystems oder alternativ auf der
Leica Biosystems Website: www.LeicaBiosystems.com

Die Leistung dieses Antikérpers sollte unter Verwendung anderer manueller Férbesysteme oder automatischer Plattformen validiert
werden.

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.
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Dieses Reagenz enthélt Natriumazid. Ein Materialsicherheits-Datenblatt steht auf Anfrage oder unter folgender Adresse zur Verfliigung:
www.LeicaBiosystems.com

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 diirfen niemals mit dem Mund pipettiert 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, miissen diese mit reichlich Wasser gespiilt werden. Arztlichen Rat einholen.

Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhdhte 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 kdnnen zu signifikanten
Schwankungen bei den Ergebnissen fiihren. Daher ist es wichtig, zuséatzlich zu den folgenden Verfahren regelméafige 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 fir 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.?

Fir die positive Gewebekontrolle wird Hautgewebe 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 priméren Antikorper zu verifizieren.

Fur die negative Gewebekontrolle wird Skelettmuskelgewebe empfohlen.

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

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

Art der verwendeten Immunfarbung kdnnen 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 zusétzliche Patientengewebe ausschlieBlich 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 ungliltig betrachtet werden.

Negative Reagenzkontrolle

Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Antigenstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpréaparates anstelle des primaren Antikorpers eine unspezifische negative Reagenzkontrolle zu verwenden.
Patientengewebe Die mit NCL-L-AE1/AE3 gefarbten Patientenproben miissen zuletzt untersucht werden. Eine positive

Farbeintensitat 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 ¢ 1 Gewebe nicht vorlag. Bei Bedarf
sollte zur Identifizierung falsch-negativer Reaktionen eine Gruppe von Antikérpern verwendet werden.

Erwartete Ergebnisse
Normale Gewebe

Die Klone AE1/AE3 zeigen eine breite Reaktivitat mit der sauren und der alkalischen Zytokeratinfamilie. Eine Verfarbung wurde im
Zytoplasma von Epithelzellen in verschiedenen Geweben, einschlielich des Driisenepithels der Prostata, der Brust, der Haut, der
Schilddriise, des Endometriums, der Nebenniere, der Hoden, der Bauchspeicheldriise, der Speicheldriise sowie des Platten- und
Zylinderepithels der Haut, der Mandeln, des Gebarmutterhalses, der Speiseréhre, des Larynx und des Dinn- und Dickdarms festgestellt.
Dariiber hinaus wurden Farbungen in der Hypophyse, in Hassall-Kérperchen und Retikulum im Thymus, in Alveolen und Pneumozyten
in der Lunge, in Tubuli der Niere und in Gallengangen und Hepatozyten der Leber festgestellt. (Anzahl der insgesamt untersuchten
normalen Gewebeproben = 109).
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Tumorgewebe

Die Klone AE1/AES fiihrten zur Verfarbung bei 70/71 Brusttumoren (einschlieflich 50/51 invasiven Duktalkarzinomen, 8/8 medullaren
Karzinomen, 8/8 invasiven lobuldren Karzinomen und 4/4 gemischten duktal-lobuldaren Karzinomen), 5/5 Adenokarzinomen der
Gallenblase, 3/3 Plattenepithelkarzinomen der Speiseréhre, 3/3 Adenokarzinomen des Magens, 3/3 Adenokarzinomen der Lunge,

3/3 Adenokarzinomen der Bauchspeicheldriise, 2/3 Adenokarzinomen des Darms, 3/3 Ubergangsepithelkarzinomen der Blase, 3/3
Plattenepithelkarzinomen des Gebarmutterhalses, 2/3 Astrozytomen, 2/2 papillaren Karzinomen der Schilddriise, 2/2 Adenokarzinomen
der Prostata und 0/3 klarzelligen Nierenkarzinomen. (Anzahl der insgesamt untersuchten abnormalen Falle = 107.)
NCL-L-AE1/AE3 wird fiir den Nachweis von Zytokeratinen in normalem und n lastischem Gew: Is zusa
zur herkdmmlichen Histopathologie unter Verwendung nicht-immunologischer histochemischer Farbemittel empfohlen.

Allgemeine Beschréankungen

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 Flissigkeiten
kann zu Artefakten, Antikérper-Trapping oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Abweichende Ergebnisse kénnen aufgrund von
Unterschieden bei der Fixierung und Einbettung oder intrinsischen UnregelméaRigkeiten 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
erganzt und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer diagnostischer Tests von einem qualifizierten Pathologen
vorgenommen werden.

Antikérper 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.
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Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe
Reagenzzusammensetzung, Gesamtproteinkonzentration, Antikdrperkonzentration, Anwendungsempfehlungen, Warnungen und
VorsichtsmaRnahmen, erwartete Ergebnisse.
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Novocastra~ Anticuerpos Monoclonal Liquidos de Raton
Multi-Cytokeratin
Codigo De Producto: NCL-L-AE1/AE3

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-AE1/AE3 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia éptica, de moléculas de
cytokeratin. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso
de los controles adecuados, y un anatomopatologo 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
Una mezcla de dos clones, AE1 y AE3, mezclados en una proporcién 20:1.

Inmunégeno
Preparacién de citoqueratinas epidérmicas humanas.

Especificidad
El clon AE1 reconoce las citoqueratinas humanas de 56,5, 50, 50°, 48 y 40 kD de la subfamilia acidica.
El clon AE3 reconoce las citoqueratinas humanas de 65 a 67, 64, 59, 58, 56 y 52 kD de la subfamilia basica.

Composicion Del Reactivo

EI NCL-L-AE1/AE3 es un fluido ascitico liquido de ratén purificado mediante cromatografia de proteina A diluida en solucién salina
amortiguada en fosfato (pH 7,6) con un 1 % de proteina portadora de albumina sérica bovina que contiene azida sédica como
conservante.

Clase de Ig

AET, IgG1
AE3, IgG1

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

Concentracion De Anticuerpo
Mayor o igual a 142,8 mg/L segin lo determinado por ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Cortes de parafina o inmunohistocitoquimica.

HIER (por sus siglas, Recuperacion del epitopo inducido por calor): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH 6.

Dilucion sugerida: 1:200 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 los Novolink™ Polymer Detection System. Para obtener mas informacion
sobre el producto o recibir ayuda, péngase en contacto con su distribuidor local o con la sucursal regional de Leica Biosystems; también
puede visitar el sitio web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

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 Ficha de informacién sobre la seguridad del material, previa peticion, o en
www.LeicaBiosystems.com.
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Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar cualquier componente
potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben manipularse como susceptibles
de transmitir una infeccion, 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 tincién 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 quirtirgicas 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 tincién o serie de tinciones realizada.

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

El tejido de control positivo recomendado es piel.

Si el tejido de control positivo no muestra tincién 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 musculo 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 tincién 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 necréticas 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, rifién), en funcion del tipo de inmunotincion utilizada. Para diferenciar
la actividad de las enzimas endégenas 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 tincion especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefiidas con NCL-L-AE1/AE3 al final. La intensidad de la tincion positiva debe
valorarse en el contexto de cualquier tincién 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

Los clones AE1/AE3 muestran una amplia reactividad con las familias basicas y acidicas de la citoqueratina. Se observoé tinciéon en

el citoplasma de células epiteliares de diversos tejidos, incluido el epitelio glandular de la prostata, la mama, la piel, la tiroides, el
endometrio, la glandula adrenal, los testiculos, el pancreas y la glandula salivar, y el epitelio columnar y escamoso de la piel, las
amigdalas, el cuello uterino, el eséfago, la laringe, el estémago y el intestino delgado y grueso. También se percibio tincién en la
glandula pituitaria, los corpusculos de Hassall y el reticulo del timo, los alveolos y neumocitos pulmonares, los tubulos renales y en los
conductos biliares y hepatocitos del higado. (Nimero total de tejidos sanos evaluados = 109).

Tejidos tumorales

Los clones de AE1/AES tifieron 70/71 tumores de mama (incluidos 50/51 carcinomas ductales invasivos, 8/8 carcinomas medulares, 8/8
carcinomas lobulares invasivos y 4/4 carcinomas mixtos ductales-lobulares), 5/5 adenocarcinomas de la vesicula biliar, 3/3 carcinomas
de células escamosas del eséfago, 3/3 adenocarcinomas estomacales, 3/3 adenocarcinomas pulmonares, 3/3 adenocarcinomas
pancreaticos, 2/3 adenocarcinomas de colon, 3/3 carcinomas de células de transicion vesicales, 3/3 carcinomas de células escamosas
del cuello uterino, 2/3 astrocitomas, 2/2 carcinomas papilares tiroideos, 2/2 adenocarcinomas de la préstata y 0/3 carcinomas renales de
célula clara. (Numero total de casos anémalos evaluados = 107).
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complemento de la histopatologia tradicional con tinciones histoquimicas no inmunolégicas.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnostico 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 tincion 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 contaminacioén 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 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.

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

en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion inesperada del antigeno, especialmente en las
neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los
controles apropiados.
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Novocastra~ Anticorpo Monoclonal Liquido de Ratinho
Multi-Cytokeratin
Codigo Do Produto: NCL-L-AE1/AE3

Utilizagao prevista

Para utilizagao em diagnésticos in vitro.

NCL-L-AE1/AE3 foi concebido para efectuar a identificagdo qualitativa da moléculas de cytokeratin por microscopia dptica, em secgbes
parafinizadas. A interpretacgéo clinica de qualquer coloragéo 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 (IHQ) permitem que se faga a visualizagdo de antigenos por meio da aplicagéo 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
Um cocktail de dois clones, o AE1 e 0 AE3, misturados a uma razdo de 20:1.

Imunogénio
Preparagao de citoqueratina epidérmica humana.

Especificidade
O clone AE1 reconhece as citoqueratinas humanas de 56,5, 50, 50, 48 e 40 kD da subfamilia acida.
O clone AES reconhece a subfamilia basica de 65 a 67, 64, 59, 58, 56 e 52 kD.

Composigao Do Reagente

NCL-L-AE1/AE3 é um fluido ascitico liquido de rato purificado por cromatografia de proteina A diluida em tampéo fosfato-salino (pH 7,6)
com 1% de proteina transportadora de albumina de soro bovina contendo azida de sédio como produto conservante.

Classe De Ig

AE1, 1gG1

AE3, IgG1

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

Concentragao De Anticorpo

Igual ou superior a 142,8 mg/l, conforme determinado por ELISA. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragéo de Ig
do lote especifico.

Recomendacgdes Sobre A Utilizacao

Imunohistoquimica em cortes de parafina.

Recuperagéo de epitopo induzida por calor (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Siga as instrugdes de utilizagdo da Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6.

Diluigao sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25°C. Esta recomendacédo serve apenas de orientagéo, e os utilizadores devem
determinar as suas diluicdes 6timas de trabalho.

Visualizagdo: Siga as instrugdes de utilizagéo de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para obter mais informagdes do produto ou
apoio, contacte o seu distribuidor local ou o gabinete regional da Leica Biosystems ou, em alternativa, visite o site da Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

O desempenho deste anticorpo deve ser validado quando utilizado com outros sistemas de coloracdo manual ou plataformas
automatizadas.

Armazenamento E Estabilidade

Armazenar a 2-8 °C. Nao congelar. Retornar a temperatura de 2—-8 °C imediatamente apés a utilizagdo. Nao utilizar apds 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.

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

Avisos E Precaugoes

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

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.” N&o 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 areas sensiveis, lavar com grandes quantidades de agua. Consultar um médico.

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

Os periodos de incubagéo ou temperaturas diferentes dos que foram especificados poderédo dar azo a resultados errados. Todas as
alteracdes 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 coloragéo, deve incluir um controlo de tecido positivo.

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

O tecido de controlo positivo recomendado é a pele.

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 marcagao do antigeno objectivado pelo
anticorpo primario.

O controlo de tecido 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 interpretacé@o dos resultados
da coloragdo. As células necréticas ou degeneradas causam muitas vezes uma coloragéo néo especifica.> Podem

verificar-se resultados positivos falsos devido a ligagado 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 enddégenas 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 coloragéo 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 coloragéo ndo 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-AE1/AE3 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

Os clones AE1/AE3 apresentam uma reatividade de largo espetro com as familias acidas e basicas de citoqueratina. Observou-se
coloragéo no citoplasma de células epiteliais de varios tecidos, incluindo epitélio glandular da prostata, mama, pele, tiroide, endométrio,
glandulas adrenais, testiculos, pancreas e glandula salivar e epitélio escamoso e colunar da pele, amigdalas, colo do utero, eséfago,
laringe, estémago e intestino delgado e grosso. Também se observou coloragéo na glandula pituitaria, corpusculos de Hassall e reticulo
no timo, alvéolos e pneumdcitos no pulméo, tubulos no rim e nos canais biliares e hepatécitos do figado (nimero total de tecidos
normais avaliados = 109).

Tecidos tumorais

Os clones AE1/AE3 coraram 70/71 tumores da mama (incluindo 50/51 carcinomas ductais invasivos, 8/8 carcinomas medulares, 8/8
carcinomas lobulares invasivos e 4/4 carcinomas mistos lobulares e ductais), 5/5 adenocarcinomas da vesicula biliar, 3/3 carcinomas
de células escamosas do eséfago, 3/3 adenocarcinomas do estdmago, 3/3 adenocarcinomas do pulméo, 3/3 adenocarcinomas do
pancreas, 2/3 adenocarcinomas do coélon, 3/3 carcinomas de células de transi¢do da bexiga, 3/3 carcinomas de células escamosas
do colo do Utero, 2/3 astrocitomas, 2/2 carcinomas papilares da tiroide, 2/2 adenocarcinomas da préstata e 0/3 carcinomas de células
claras renais. (NUmero total de casos anormais avaliados = 107).
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histopatologia convencional, através da utilizacido de corantes histoquimicos néo imunolégicos.

Limitagcoes Gerais

A imunohistoquimica é um processo diagnostico em muiltiplas etapas que consta de: uma formagéo especializada na selecgéo dos
reagentes apropriados, selecgéo, fixagéo e processamento de tecidos, preparagdo das laminas de IHQ e interpretagdo dos resultados
das coloragdes.

A coloragao de tecidos depende do seu manuseamento e processamento antes da sua coloragéo. A fixagéo, congelagéo,
descongelacéo, 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 fixagao e envolvimento ou a irregularidades inerentes ao tecido.*

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

Alinterpretagao clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolédgicos 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 diagndstico.

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 fixagao especificos. Pode ocorrer uma expresséo inesperada de antigeno,
especialmente em neoplasmas. A interpretagéo clinica de qualquer secgéo de tecido colorido devera incluir a analise morfoldgica e a
avaliacédo de controlos apropriados.
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Emendas Da Edigao Anterior

Composicéo do Reagente, Concentragao Total de Proteina, Concentragé@o de Anticorpos, Recomendagdes Sobre a Utilizagao, Avisos e

Precaugoes, Resultados Previstos.

Data De Emissao

31 de maio de 2019
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Novocastra~ Flytande Monoklonal Musantikropp
Multi-Cytokeratin
Produktkod: NCL-L-AE1/AE3

Avsedd Anvindning
For in vitro diagnostisk anvéndning.

NCL-L-AE1/AE3 &r avsedd for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av cytokeratin-molekyler i paraffinsnitt. Den kliniska tolkningen
av all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska undersékningar som anvander korrekta kontroller och utvarderas
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
Blandning av tva kloner, AE1 och AE3 blandad 20:1.

Immunogen
Human epidermal cytokeratinpreparation.

Specificitet
Klon AE1 igenkénner de humana cytokeratinerna 56.5, 50, 50’, 48 och 40 kD fran den syrliga subfamiljen.
Klon AE3 igenkénner 65 till 67, 64, 59, 58, 56 och 52 kD fran den basiska subfamiljen.

Reagensinnehall

NCL-L-AE1/AES3 ér en flytande ascitesvatska fran mus, som renats genom protein A-kromatografi, utspadd i fosfatbuffrad koksaltlésning
(pH 7,6) med 1 % bovint serumalbumin proteinbarare med natriumazid som konserveringsmedel.

lg-klass

AE1, 1gG1

AE3, 1gG1

Total Proteinkoncentration

Se flaskans etikett for specifik, total proteinkoncentration.

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 142,8 mg/L enligt bestamning med ELISA. Se flaskans etikett for specifik Ig-koncentration.

Rekommendationer Vid Anvandning

Immunohistokemi pa paraffinsnitt.

Varmeinducerad epitopatervinning (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Folj bruksanvisningen pa Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 6.

Foreslagen spadning: 1:200 i 30 minuter vid 25 °C. Detta tillhandahalls som en guide och anvandare bor bestdmma sina egna
optimala arbetsspadningar.

Visualisering: Folj bruksanvisningen i Novolink™ Polymer Detection Systems. Du kan fa en kopia av materialsdkerhetsdatabladet
genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor eller ocksa pa Leica Biosystems webbplats,
www.LeicaBiosystems.com

Denna antikropps prestanda ska valideras nar den anvands tillsammans med andra manuella fargningssystem eller automatiska
plattformar.

Forvaring Och Stabilitet
Férvara vid 2-8 °C. Frys ej. Aterga till 2—8 °C direkt efter anvéndning. Anvand ej efter det utgangsdatum som anges pa flaskans etikett.
Forvaringsforhallanden 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. Ett datablad for materialsékerhet finns tillgéngligt pa begéran eller fran www.LeicaBiosystems.com
For kassering av potentiellt toxiska komponenter hanvisas till nationella eller lokala bestammelser.
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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 6verfora
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
mangder vatten. Radgoér 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.

Kvalitetskontroll

Skillnader i vavnadsbehandling och tekniska metoder i anvéndarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan gora det
nédvandigt att genomféra regelbundna interna kontroller utdver féljande metoder.

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

Positiv Vavnadskontroll

Anvands for att ange korrekt forberedda vavnader och ratt fargningstekniker.

En positiv vavnadskontroll bér inga i varje uppsattning av testférhallanden vid varje fargningskérning.

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.?

Hud rekommenderas som positiv kontrollvévnad.

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 mérkningen av malantigenet med den priméra
antikroppen.

Skelettmuskel rekommenderades som negativ kontrollvavnad.

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 forekommer, 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 istéllet 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-AE1/AE3 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. Anvand vid behov en antikroppspanel for att
identifiera falskt negativa reaktioner.

Foérvantade Resultat

Normal vévnad

Klonerna AE1/AE3 uppvisar en bred reaktivitet med de sura och basiska cytokeratinfamiljerna. Fargning observerades i cytoplasman
hos epitelceller fran en méngd olika vévnader, inklusive glandulart epitel i prostata, brost, hud, skéldkortel, endometrium, binjurar,
testiklar, pankreas och spottkdrtel, och skvamést och kolumnart epitel av hud, tonsill, cervix, matstrupe, struphuvud, mage, tunntarm
och tjocktarm. Fargning noterades aven i hypofysen, Hassalls kroppar och reticulum i tymus, alveoler och pneumocyter i lungan, tubuli i
njuren och i gallgangarna och hepatocyer i levern.(Totalt antal utvérderade normala vévnader = 109).

Tumérvavnader

Kloner AE1/AE3 fargasde 70/71 brésttumérer (inklusive 50/51 invasiva duktala carcinom, 8/8 medulldra carcinom, 8/8 invasiva

lobuléra carcinom och 4/4 duktal-lobuléra blandade carcinom), 5/5 adenocarcinom i gallblasan, 3/3 skivepitelcancer i matstrupen,

3/3 adenocarcinom i magen, 3/3 adenoxarcinom i lunga, 3/3 adenoxarcinom i pankreas, 2/3 adenocarcinom i kolon, 3/3
overgangscellcarcinom i urinblasan, 3/3 skivepitelcancer i cervix, 2/3 astrocytom, 2/2 papilléra carcinom i skdldkorteln, 2/2
adenocarcinom i prostata och 0/3 klarcellscarcinom i njurarna. (Totalt antal utvarderade onormala fall = 107).
NCL-L-AE1/AE3 rekommenderas for ktion av keratiner i normala eller n lastiska vavnader.
konventionell histopatologi med anvéndning av icke-immunologiska. histokemiska férger.

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.
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Vavnadsfargning paverkas av hantering och bearbetning av vavnaden fore 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 ofullstandig 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.
Antikroppar fran Leica Biosystems Newcastle Ltd ar till for anvandning sa 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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Réttelser Av Tidigare Utgivning
Reagenskomposition, total proteinkoncentration, antikroppskoncentration, rekommendationer om anvandning, varningar och
forsiktighetsatgéarder, forvantade resultat.

Utgivningsdatum
31 maj 2019
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Novocastra™ Yypo povokKA®VIKO 0vVTiCONE TOVTIKOD
Multi-Cytokeratin
Kmdwkog gidovg: NCL-L-AE1/AE3

Xpnon MNa Tnv Omoia MpoopideTal

Ta in vitro diayvwoTikn xpron.

To NCL-L-AE1/AE3 trpoopileTal yia TNV TIOIOTIKH TAUTOTIOINON PE MIKPOOKOTTIO QwTdg TNG avBpwriving Moépia cytokeratin o€ Topég
Tapagivng. H KAIVIKA eppnveia oTToIaodrTIOTE XPWONG 1 TNG ATTousiag TNG Ba TTPETTEI VO CUPTTANPWVETAI HE HMOPPOAOYIKEG HEAETEG
TIOU XPNOIHOTIOIOUV OWOTOUG HAPTUPES Kal Ba TTPETTEl var agioAoyeital oTa TTAioIa Tou KAIVIKOU 10TopIkoU Tou aoBevolg Kal GAAwy
SIAYVWOTIKWYV EETATEWV aTTd €IBIKEUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

Apxn Tng Aladikaciag

O1 TexvIKEG avoaoioToXnUIKAG (IHC) xpwong emITPETTOUV TNV OTITIKOTIOINON TWV AVTIYOVWY HETW TNG SIAdOXIKAG EQAPHOYAG EVOG EIGIKOU
QAVTIOWHATOG OTO AVTIYOVO (TTPWTOTAYEG AVTIoWHA), EVOG DEUTEPOTAYOUG AVTIOWHPATOG OTO TIPWTOTAYEG AVTICWHA KAl EVOG EVEUHIKOU
OUPTTAGKOU pE XPWHOYOVO UTTOOTPpWHA PE TTapeUBarrdpeva BrpaTta TTAUONG. H evEUHIKN EVEPYOTTOINGT TOU XPWHOYOVOU £XEI WG
ATTOTEAECHA TO OXNMATIONO VOGS opaToU TTPOIGVTOG avTidpaang oTn B£an Tou avtiyévou. To deiypa pTropei KaTétv va uttoAnBei oe
avTiXPwoT Kal va KOAUPBET pe KaAuTTTpida. Ta atmoTeAéTPATA EPUNVEUOVTAI HE XPAON MIKPOOKOTTIOU PwTOG Kal BonBolv aTn Siagopikn
SIAyvwaon TTaBo@UCIOAOYIKWY EEEPYATIWY, OI OTTOIEG EVOEXETAI ) OXI VO OXETICOVTAI PE VO OUYKEKPIPEVO QVTIYOVO.

KAwvog
Meiypa 800 kKAwvwyv, AE1 kal AE3, avapepelypévwy oe avaloyia 20:1.

Avoooyoévo
MapaokeUaopa avBpwITIVNG ETTISEPHIKAG KUTOKEPATIVNG.

E1dikoTnTO
O kAwvog AE1 avayvwpider TIg avBpwITIiveg KuTokepaTiveg 56,5, 50, 50°, 48 kai 40 kD TngG 6§IvnG UTTOOIKOYEVEIDG.
O kAwvog AE3 avayvwpidel TIg KuTokepaTiveg 65 éwg 67, 64, 59, 58, 56 kai 52 kD Tng aAKaAIKAG UTTOOIKOYEVEIQG.

Z0yvBeon AvTiSpaoTnpiou

To NCL-L-AE1/AES eival éva peuoTd aoKITIKO Uypd TTOVTIKOU KEKABAPPEVO PHETW XpwHATOYPAPiag TNG TTPWTEVNG A diaAupévng péoa o€
aAaTouxo pubuIoTIKG SidAupa ewapopiKWwy (pH 7,6) pe 1% TTpwreivn-gopéa aABoupivng Béeiou opol TTou Trepiéxel agidlo Tou vaTpiou wg
auvTNENTIKS.

Tagn Ig
AE1, IgG1
AE3, IgG1

OAIkA Zuykévipwon MpwrTeivng

Ma TNV oAIK GUYKEVTPWON TTPWTEIVNG TToU gival IBIKN YIa TNV EKAOTOTE TTaPTIdA, AVATPESTE OTNV ETIKETA TOU QIGAIBIOU.

ZUYKEVTPWON AVTICWHOTOG
MeyaAUTtepn 1y ion pe 142,8 mg/l, dTrwg Tpoadiopidetal pe ELISA. MNa Tn ouykévipwon avoooo@aipivng (Ig) €I8IKE yia TNV EKEOTOTE
TTapTida, avaTpESTE TNV ETIKETA TOU QIaAidiou.

uotdoeig MNa Tn XpAon

AvoooioToxnpueia og TOpEG TTapaPivng.

AvAkTnon emTOTTWV £TTAYONEVN pE BeppoTnTa (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): MapakaAoUpe akoAouBroTe Tig 0dnyieg
xpriong yia To Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Mporteivopevn apaiwon: 1:200 yia 30 AetrTd atoug 25 °C. AuTd TrpoTeiveTal eVOEIKTIKG Kal Ol XPROTEG Ba TIPETTEI VO 0PicOUV TIG SIKEG
TOUG BEATIOTEG OPAIWOEIG.

Omrmikotroinon: MapakahoUpe akoAouBAoTe Tig 0dnyieg Xpriong Twv Novolink™ Polymer Detection Systems. Na mepioodTepeg
TTANPOYOPIES YIO TO TIPOIOV 1| VIO UTTOGTAPIEN, ETTIKOIVWVIOTE PE TOV TOTTIKO JIAVOPEX 0aG i TO TIEPIPEPEIAKS ypageio TG Leica
Biosystems i evaAAakTIKd, eTTIOKEPOEiTE TOV 10TETOTTO TNG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

H amrédo0n Tou CUYKEKPIPEVOU aVTIOWUATOG Ba TIPETTEl Va ETTIKUPWOET 6Tav oipotroinBei yadi pe GAAA pn auTéuaTa CUCTAUATA
XPWONG A AUTOPATOTTIOINUEVEG TTAQTQOPUES.

®DUuAagn Kar ZtabepoéTnTa

DuldooeTte oToug 2—-8 °C. Mnv kaTayuyeTe. ETTavagépete oToug 2—8 °C apéowg peTd T xpron. Mn XpnoIUOTIOIEITE UETG TNV NUEPOMNVia
AAgNG TTou avaypd@eTal oTnNV eTIKETA TOU QIOAISioU. Tuxdv GUVOrKEG GUAAENG DIPOPETIKEG OTTO eKeivES TTOU KaBopiovTal TTAPATIAVW
TIPETTEl va eTTaANBevovTal aTré TO XprAoTN.

Napaokeun Agiypartog
To OUVIOTWHEVO POVILOTIOINTIKG €ival oudéTEPO PUBUIOTIKG SIdAUpa QoppoANG 10% yia TOUEG I0TOU eYKAEIOPEVEG OE TIAPa@ivN.

Mposeidotmoinoeig Kai MpoguAdgeig

To avTIdPAOTAPIO AUTO EXEI TIOPACKEUOOTEN ATTO TO UTTEPKEINEVO KUTTAPOKAANIEPYEIaG. ETTeIdn gival BioAoyikd TTpoidy, Ba TpéTel va
Siveral e0Aoyn TTpocoxr KaTd To XEIPIOUS TOU.

Auté 10 avTIdpaacTrplo TTePIEXE! adidio Tou vaTpiou. To AeATio Aedopévwy Aa@aAeiag YAIKoU diatiBeTal KatoTTv aItipatog i atéd
dieuBuvaon www.LeicaBiosystems.com

ZUpBoUAeUTEITE TOUG OHOOTIOVOIOKOUG, TIONITEIOKOUG A TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG VIO aTTéppIyn TUXOV dUVNTIKWG TOEIKWY CUCTATIKWY.
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O XeIpIOPOG SEIYPATWY, TTPIV KAl JETA TN HOVIJOTTOINGT, KABWG Kal OAwY Twv UAIKWY TTou €Xouv ekTeBei o€ auTd, Ba TTpETTel va yiveTal
WG €av ATAV duvnTIKG PETAS00NG AoidWENG Kal n atréppIYr) TOUG va TTPAyPATOTTIOIETAl AuBAEVOVTAG TIG TWOTEG TTPOPUAGEEIS.! Mnv
QAVAPPOPATE TTOTE E TTITIETA AVTIOPACTAPIA HE TO OTOHA KAl ATTOQUYETE TNV ETTAPK TOU SEPHATOG Kol TwV BAEVVOYOVWYV PE avTIdPaoTApIa
Ko deiyparta. Eav Ta avridpaoTripia fi Ta deiypata éABouv o€ eTTa@r| pe euaiobnTeg TEPIOXEG, TTAUVETE Pe GpBovVEG TTOOATNTEG VEPOU.
ZnTAOTE TN CUPBOUAR 1aTpoU.

EAaxioTotroioTe 1 pIKpoBiokr HOAuvan Twv avTidpaoTnpiwy, dIOTI eVOEXETAI VO GUMBET algnon un €I9IKAG XPWONG.

Xpodvol 1) Beppokpaacies ETWAONG SIAPOPETIKEG aTTO EKEiVEG TTOU KaBopidovTal evOEXETAl va SWaoUV 0@aApéva atroTeAéopaTa. Tuxov
TETOIEG HETABOAEG TTPETTEI VO ETTIKUPWIVOVTAI OTTO TO XPHOTN.

MoioTik6g ‘EAgyxog

Tuxov dI0QOPEG OTNV ETTEEEPYATIT TWV IOTWV Kal TIG TEXVIKEG OIAdIKATIEG OTO EPYATTHPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TTPOKAAETOUV
onuavTikh HETaBANTOTNTA OTa aTrOTEAEOPATA, KABICTWVTAG AVAYKAO TNV TAKTIKF EKTEAEON ECWTEPIKWYV EAEYXWV ETTITTAEOV TWV aKOAOUBWV
SIadIKATIWV.

O1 pdptupeg Ba TPETTEl va ival ppéoka deiypaTa vekpowiag/Bloyiag/xeipoupyikd deiypaTa, Ta OTToia €ival HOVIPOTIOINUEVT O QOPHOAN,
ETTEGEPYACUEVA Kal EYKAEITPEVA O€ KNPO TTAPAPivngG, TO CUVTOUATEPO duvaTtd pe Tov idlo TPOTIO pe To(a) Seiypa(ta) Tou acBevoug.

OeTik6g MdpTUupag loTou

XpnoiyoTrolgital yia va UTTOSEIKVUEI CWOTA TTAPACKEUATHEVOUG I0TOUG KOl TWOTEG TEXVIKEG XPUWONG.

Oa Tpétrel va TrepIAapBaveTal évag BeTIKOG HAPTUPAG I0TOU yia KOs 0UVOAO OUVBNKWY £EETAONG OE KABE EKTENEON XPWONG.

‘Evag 10T6G pe aoBevr) BeTIK xpwon gival o KatdAAnAog atrd évav 10T pe 1oxupr BETIKA Xpwon yia BEATIOTO €Aeyx0 TTOIOTNTAG Kal Yia
TNV avixveuon oAU HIKPWV ETTITTESWY TUXOV aTTOdOUNONG TWV avTIdpaaTnpiwy.?

ZUVIOTWHEVOG 1I0TOG BETIKOU papTUPA Eival To Sépua.

Edv o BeTik6g pdpTupag 10ToU dev TTapousialel BETIKA xpwan, Ta atroTeAéopaTa e Ta Sefypata TG eg€Taong Ba TTpéTTel va BewpouvTal
dkupa.

ApvnTtikég Mdptupag lotol

Oa TPETTEl va eGETAZETaN HETA TOV BETIKO pdpPTUPA 1IGTOU YIa ThV €TTOARBEUON TNG €IBIKATNTAG TNG ETTICAPAVONG TOU AVTIYOVOU-OTOXOU aTTd
TO TIPWTOTAYEG AVTICWHA.

ZUVICTWHEVOG IGTOG aPVNTIKOU UAPTUPQ EiVal O OKEAETIKOG HUG.

EvaAAakTIKG, N TTOIKIAIG SIa@OPWY KUTTAPIKWY TUTIWV TTOU UTTPXOUV OTIG TIEPICOOTEPEG TOPEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BECEIG apvnTIKOU
HapTUPQ, AAAG QUTS TTPETTEN Var TTAANBEUETAI AT TO XPAOTN.

Mn €1d1kr| Xpwan, eav uTrapxel, £xel ouvriiBwg SiduTn eg@avion. Evdéxetal emiong va TrapatnpnBei oTropadikr Xpwaor Tou GUVOETIKOU
10TOU O€ TOPEG ATTO 1I0TOUG TTOU £XOUV HOVILOTTOINGET e UTTEPBOAIKT TTOOOTNTA POPHOANG. XPNOIPOTIOIEITE GBIKTA KUTTAPA Yia TNV
£PUNVEIQ TWV ATTOTEAETUATWY TNG XPWONG. NEKPWTIKA 1) EKPUAITEVA KUTTAPA TIApousIddouv auxvd dn e18iki xpwon.® Evdéxetal va
TTapaTnEnBoUV Yeudwg BeTIKG atroTeAéopaTa AOyw Wn avoooAOyIKAG SECHEUCNG TWY TTPWTEIVWV A TWV TTPOIGVTWY avTidpaong Tou
uTrooTpwpaTog. EvdéxeTal eTiong va pokAnBouv atréd evdoyevh £viupa, 6TTwG N WeudoUTTepogeiddon (epuBpPOKUTTaPA), N EVOOYEVAG
utrepogeiddon (kutdxpwpa C) A n evdoyevig BioTivn (T1.X. ATTAP, HOOTAG, EYKEPANOG, VEPPOG) avaAoya e TOV TUTTO AVOCOXPWAONG TTOU
xpnoipotroieital. MNa tn diagopoTroinon Tng evooyevoUg eVUHIKAG dpaaTIKOTNTAG 1 TNG UN EI0IKAG OéouEUaNG TwV eVEUHWY aTTé EIDIKN
avoooavTIdPACTIKOTNTA, Eival dJUVATO Va XPWHATIOTOUV ATTOKAEIOTIKG ETTITTAOV 10TOI AOBEVWV PE XPWHOYOVO UTTOOTPWHATOG 1 EVEUMIKA
gupTtAoka (apidivn-Biotivn, oTpemTaBIdivn, ONUOCHEVO TTIOAUHEPEG) KOl UTTOOTPWHA-XPWHOYOVO, avTioToixa. Edv TTapouciaoTei 1dIKA
XPWon aTov apvnTiKé pdpTupa I0ToU, Ta aTroTeAéopaTa pe Ta deiypata aobevolg Ba TTpéTTel va BewpouvTal dkupa.

ApvnTikdg MdpTupag AvTiSpaaTnpiou
Xpnoiyotroigite évav pn 181k6 apvnTiké papTupa avTidPAcTNPIou avTi TOU TTPWTOTAYOUS aVTICWHATOG HE [ia Tour) KaBe deiypatog
aoBevoUg yia TV agioAdynan pn €I8IKAG XPWONG Kal yia va eTTITPETTETAI KAAUTEPN EPHUNVEIT TNG EIBIKAG XPWONG aTn BECN TOUu avTIyovou.

lot6g AgBevoug

EgetdoTe TeAeuTaia Ta Seiypata aoBevolg Trou £xouv XpwpatioTei pe To NCL-L-AE1/AE3. H évraon Tng BeTIKAG xpwong Ba TpéTel va
eKTINATaI 0T TTAGOIO TUXOV [N EIBIKAG XPWONG UTTORABpoU Tou apvnTikoU pdpTupa avtidpacTnpiou. OTwg cupBaivel Ye oTToIadATIOTE
QAVOOOIOTOXNMIKA €EETAON, éva apvnTIKO aTTOTEAETHA anuaivel 6TI TO avTiyovo Sev avixveUTnke, 01 OTI TO avTyovo dev UTTHPXE OTa
KUTTOpa/oToV 1076 TTou €€eTAOTNKE. EAV gival amapaitnTo, XPNOIUOTIOINOTE PIG OEIPd AVTICWHATWY VI TNV avayvwpion Yeudwg
APVNTIKWY avTIOPACEWV.

Avapevopeva AtroteAéopara

Puaioloyikoi 1oToi

O1 kAwvor AE1/AE3 Trapouciddouv eupeia avTISpAoTIKOTNTA HE TIG OEIVEG Kal BATIKEG OIKOYEVEIEG TNG KUTTAPOKEPATIVNG. MapatnpriBnke
XPWan aTo KUTTAPATTAQOHA ETIIONAIAKWY KUTTEPWY a1 SIAPOPOUS I0TOUG, GUNTTEPIAAUBAVOpEVOU TOU adeVIKOU ETTIBNAIOU TOU TTPOCTATH,
TOU paaToU, TOu dEPHATOG, TOU BUPEOEIBOUG, TOU EVOOUATPIOU, TWV ETTIVEPPISIWY, TWV OPXEWV, TOU TTAYKPEATOG Kal TwV alEAOYOVWY
adévwy, KaBwg kal To TTAAKWOEG Kal 0To KUAIVOPIKS £TTIBRAAIO TOU d€pHATOG, Twv apuydaAwy, Tou TpayAiAou Thg HATPAG, TOU 0I00QAYoU,
TOu Adpuyya, TOU OTOPAXOU, KaBWG Kal Tou AETTTOU Kal Tou TTaxE0G evTEpou. MapatnprBnke 1TioNg Xpwaon oTnv UTTOQUOT, Ta CWHATIA
Hassall kai Ta dIKTUWTA KUTTapa ToU BUPOU, 08 KUWENIDEG Kal TIVEUPOVOKUTTOPO GTOV TIVEUHOVA, OE CWANVAPIA GTOV VEPPO Kal GTOUG
XOAN@OPOUG TTOPOUG, KABWG Kal TA NTIATOKUTTAPA TOU ATTATOG. (ZUVOAIKGG apiBu6g QUOIOAOYIKWY I0TWY TTou agioAoyrnOnkav= 109).
Kapkivikoi 1070

O1 kAwvol AE1/AE3 TrpokdAeaav xpwan o€ 70/71 Twv 6yKwy Tou paaTou (oToug oTroioug oupTrepiAapBavovtav ta 50/51 Twyv
3INBNTIKWY TTOPOYEVWV KAPKIVWHATWY, 8/8 TwV HUEAWDWY KAPKIVWHATWY, 8/8 Twv dINBNTIKWY AoBOEIdWY KAPKIVWHATWY Kal 4/4 Twv
MEIKTWV AOBOEIBWIV TIVEUHOVIKWVY KAPKIVWHATWY), 5/5 Twv adevoKapKIVWHATWY TNG X0ANdOX0U KUOTNG, 3/3 Twv TTAGKWEWY KUTTApWY
KAPKIVWHATWY TOu 0100@ayou, 3/3 Twv adeVOKAPKIVWHATWY Tou oTopdxou, (3/3) Twv adevoKapKIVWHATWY Tou Trvelpova, 3/3 Twv
QAdEVOKAPKIVWHATWY TOU TTAYKPEATOG, 2/3 TwV adEVOKAPKIVWHATWY GTO KOAOV, 3/3 TwV JETACTATIKWY KAPKIVWHATWY TNG 0UpoddXou
KUOTEWG, 3/3 TWV TTAAKWIWY KAPKIVWHAETWY Tou TPaXHAOU TNG HATPAG, 2/3 TwV aoTPOKUTTWHATWY, 2/2 Twv BNAOEIBWV KOPKIVWHETWY
Tou Bupe0oEIdOUG, 2/2 TwV AdEVOKAPKIVWHATWY Tou TTPOCTATN Kal 0/3 Twv SIaUYOKUTTAPIKWY VEQPIKWY KAPKIVWHATWY. (ZUVOAIKOG

Ievikoi Meplopiopoi

H avoooioTtoxnpueia gival pia SiayvwoTikr digpyaaia TTOAATTAWY Bnudtwy, n otroia atroTeAeital atrd e15IKEUPEvn eKTTaidEUTn TNV
emAoyn Twv KAaTGAANAwY avTIdpacTnpiwy, £TTIAOYH I0TOU, HOVIOTIOINGT Kal £TTECEpYaaia, TTpoeTolpaaia TG TAdkag IHC kai eppnveia
TWV ATTOTEAECHATWY TNG XPWONG.
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H xpwon Tou 10700 &apTdTal atd To XEIPIOPS KAl TNV £TTEGEPYaATia TOU I0TOU TIPIV aTrd TN Xpwon. Tuxdv ec@aApévn povipoTroinon,
Katdyugn, amréyugn, TAGoN, oTéyvwpa, Béppavon, Topn 1 HOAuvon pe GAAOUG I0TOUG 1 Uypd EVOEXETAI VO TIAPAYEI HOPPWHATA,
TIayideuan avTICWHATOG 1 YeUdWS apvNTIKE atroTeAéopaTa. TUXOV ACUVETTH aTTOTEAEOUOTO EVOEXETAI Va OQeiAOVTal O€ TTAPaAAaYES TwV
HEBOGBWV HoVIPOTIOINONG KOl EYKAEIOHOU ) OE £yYEVEIG aVWHUAAIEG EVTOG TOU 10TOU.*

Tuyov utrepBoAIKN i aTEARG avTixpwon evEEXETAI Va SIAKUBEUTEN TN OWOTH EPUNVEI TWV ATTOTEAECUGTWVY.

H KAIVIKA eppnveia oTToI00BATIOTE XPWONG 1) TNG aTrouadiag Tng Ba TTPETTEI VO GUPTTANPWVETAI HE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU
XPNoidoTToloUV owaoToUg PAPTUPEG Kal Ba TTPETTEl va agloAoyeiTal oTa TTAaicIa Tou KAIVIKOU I0TOPIKOU Tou agBevoUg Kal GAAwV
SIOYVWOTIKWY £EETACEWV aTTO €I0IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTdpo.

Ta avriowparta Trou TrapéxovTal atré Tnv Leica Biosystems Newcastle Ltd rpoopidovTal yia xprion, 6Trwg utrodeikvUETal, €iTe

O€ KATEWUYHEVEG EITE O EYKAEIOPEVEG OE TTAPAPIVN TOPEG, HE EIBIKEG ATTAITAOEIG HovIpoTIoiNoNG. EVOEXETaI VO TTAPOUCIAOTEN N
QAVOAHEVOHEVN EKPPaOT avTIyOvou, eIDIKG 0€ VEOTTAGoNATA. H KAIVIKF) EpNnVEia OTTOINODNTIOTE XPWHATIOPEVNG TOPNG I0TOU TTPETTEN Val
TepIAapBAvel popPoloyIKh avaAuan Kai TNV agloAdynan Twv KatdAAnAwy HopTUpwy.
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Novocastra~ Vaskeformigt Monoklonalt Museantistof
Multi-Cytokeratin
Produktkode: NCL-L-AE1/AE3

Tilsigtet Anvendelse
Til in vitro diagnostisk anvendelse.

NCL-L-AE1/AE3 er beregnet til kvalitativ identifikation af cytokeratin-molekyler i paraffinsnit ved lysmikroskopi. Klinisk fortolkning af
farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersegelser 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
Cocktail af to kloner, AE1 og AE3, blandet i forholdet 20:1.

Immunogen
Praeparation af humant, epidermalt cytokeratin.

Specificitet
Klon AE1 genkender de humane cytokeratiner pa 56,5, 50, 50°, 48 og 40 kD fra den sure underfamilie.
Klon AE3 genkender de humane cytokeratiner pa 65 til 67, 64, 59 58, 56 og 52 kD fra den basiske underfamilie.

Reagenssammensatning

NCL-L-AE1/AE3 er en ascitisk vaeske fra mus renset ved protein A-kromatografi fortyndet i phosphatpufret saltoplgsning (pH 7,6) med
1 % bovint serumalbuminbaererprotein indeholdende natriumazid som konserveringsmiddel.

lg-klasse
AE1, IgG1
AE3, IgG1

Totalproteinkoncentration
Den partispecifikke totale proteinkoncentration kan findes pa haetteglassets etiket.

Antistofkoncentration
Sterre end eller lig med 142,8 mg/l som bestemt med ELISA. Den batchspecifikke Ig-koncentration kan findes pa haetteglassets etiket.

Anbefalinger Vedrgrende Anvendelse

Immunhistokemi pa paraffinsnit.

Varmeinduceret epitopgenfinding (HIER): Fglg brugsanvisningen for Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Foreslaet fortynding: 1:200 i 30 minutter ved 25 °C. Dette er kun vejledende, og brugerne skal bestemme deres egne optimale
arbejdsopl@sninger.

Visualisering: Fgolg brugsanvisningen til Novolink™ Polymer Detection Systems. For yderligere produktinformation eller support kan du
kontakte din lokale forhandler eller regionskontoret til Leica Biosystems, eller du kan besgge Leica Biosystems’ hjemmeside pa www.
LeicaBiosystems.com

Udferelsen af dette antistof ber valideres. nar den anvendes sammen med andre manuelle farvningssystemer eller automatiserede
platforme.
Opbevaring Og Holdbarhed

Opbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Seettes tilbage til 2-8 °C umiddelbart efter brug. Ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen 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.

Reagenset indeholder natriumazid. Et sikkerhedsdatablad er tilgeengeligt efter forespargsel eller tilgaengeligt fra
www.LeicaBiosystems.com.

Konsulter landsdaekkende og lokale love og regler vedrgrende bortskaffelse af alle potentielt toksiske komponenter.
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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 praver kommer i kontakt med falsomme omrader, skal der skylles efter med
rigelige maengder vand. Sgg leege.

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

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

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 prever 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 saet testbetingelser i hver farvekersel.

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

Anbefalet positivt kontrolveev er hud.

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

Negativ Vaevskontrol
Skal undersgges efter den positive vaevskontrol for at sikre, at det primaere antistof maerker malantigenet specifikt.
Det anbefalede negative kontrolvaev er skeletmuskel.

Alternativt frembyder de mange forskellige celletyper, der er til stede i de fleste vaevssnit, 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
veey, 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 patientvaev
eventuelt farves udelukkende med henholdsvis substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, maerket polymer)
og substratkromogen. Hvis der optraeder specifik farvning i den negative vaevskontrol, skal resultaterne af patientpreverne 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-AE1/AES3 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. Ikke at antigenet var fravaerende i de analyserede celler eller det analyserede vaev. Om ngdvendigt anvendes
et panel af antistoffer til identifikation af falske negative reaktioner.

Forventede Resultater
Normalt veev

Klonerne AE1/AES3 viser bred reaktivitet med syre- og baseunderfamilierne af cytokeratiner. Farvning blev observeret i cytoplasmaet
i epitelceller fra forskellige vaev, herunder kirtelepitel i prostata, bryst, hud, skjoldbruskkirtel, endometrial, adrenal, testikel, pancreas

og spytkirtel samt plade og sgjleepitel i hud, tonsil, cervix, spisergr, strubehoved, mave og tyndtarm og tyktarm. Farvning blev ogsa

bemeerket i hypofyse, Hassalls blodlegemer og retikulum i tymus, alveoler og pneumocytter i lungerne, nyrerne og i galdekanaler og
hepatocytter i leveren. (Samlet antal normale vaev, der blev evalueret = 109).

Tumorvaev

Klonerne AE1/AE3 farvede 70/71 brysttumorer (inklusive 50/51 invasive ductale karsinomer, 8/8 medulleere carcinomer, 8/8 invasive
lobulzere carcinomer og 4/4 ductal-lobuleere blandede carcinomer), 5/5 adenocarcinomer i galdebleeren, 3/3 squamouscellcarcinomer

i spisergret, 3/3 adenocarcinomer i maven, 3/3 adenocarcinomer i lungen, 3/3 adenocarcinomer i bugspytkirtlen, 2/3 adenocarcinomer

i tyktarmen, 3/3 transitional cellekarcinomer i bleeren, 3/3 pladecellecarcinomer i livmoderhalsen, 2/3 astrocytomer, 2/2 papilleere
carcinomer i skjoldbruskkirtlen, 2/2 adenocarcinomer i prostata og 0/3 renalcelle carcinomer. (Samlet antal evaluerede, abnorme tilfaelde
=107).

NCL-L-AE1/AE! fales til pavisni

ng af keratiner i normal n lastiske vaev j i i itionel
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,
veaevsselektion, -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 vaev eller andre vaesker kan frembringe artefakter, indfangning af antistof

eller falske negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings- og indstabningsmetoder eller irregulariteter
indeholdt i veevet.*
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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 sammenhasng 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 paraffinindstgbte vaevssnit
med specifikke krav til fiksering. Der kan forekomme uventet antigenekspression, navnlig i neoplasmer. Den kliniske fortolkning af alle
farvede veevssnit skal indbefatte morfologisk analyse og evaluering af passende kontroller.
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Novocastra™ vloeibaar monoklonaal muisantilichaam
Multi-Cytokeratin

Productcode: NCL-L-AE1-AE3

Beoogd gebruik

Voor gebruik bij in-vitrodiagnostiek

NCL-L-AE1/AE3 is bedoeld voor de kwalitatieve identificatie, door middel van lichtmicroscopie, van cytokeratinemoleculen in
paraffinecoupes. De klinische interpretatie van elke kleuring of het ontbreken hiervan moet worden aangevuld door morfologische
studies met de juiste controles en moet binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere diagnostische
tests worden geévalueerd door een bevoegd patholoog.

Principe van de procedure

Immunohistochemische (IHC) kleuringstechnieken maken het mogelijk om antigenen te visualiseren via de sequentiéle toepassing
van een specifiek antilichaam op het antigeen (primair antilichaam), een secundair antilichaam op het primaire antilichaam en een
enzymcomplex met een chromogeen substraat met ingevoegde wasstappen. De enzymatische activering van het chromogeen
resulteert in een zichtbaar reactieproduct op de antigeenplaats. Het monster kan dan worden tegengekleurd en met een dekglaasje
worden bedekt. De resultaten worden geinterpreteerd met behulp van een lichtmicroscoop en helpen bij de differentiéle diagnose van
pathofysiologische processen, die al dan niet met een bepaald antigeen kunnen worden geassocieerd.

Kloon
Cocktail van twee klonen, AE1 en AE3, gemengd in een verhouding van 20:1.

Immunogeen

Humaan epidermaal cytokeratinepreparaat.

Specificiteit

Kloon AE1 herkent de 56,5, 50, 50°, 48 en 40 kD humane cytokeratinen van de zure subfamilie.
Kloon AE3 herkent 65 tot 67, 64, 59, 58, 56 en 52 kD van de basische subfamilie.

Reagenssamenstelling

NCL-L-AE1/AE3 is een vloeibare muizen ascitische vloeistof gezuiverd door eiwit A-chromatografie verdund in fosfaatgebufferde
zoutoplossing (pH 7,6) met 1% runderserumalbumine-dragereiwit met natriumazide als conserveringsmiddel.

Ig-klasse
AE1, IgG1
AE3, IgG1

Totale eiwitconcentratie

Zie het etiket van de flacon voor de totale eiwitconcentratie van de partij.

Antilichaamconcentratie
Groter dan of gelijk aan 142,8 mg/l zoals bepaald door ELISA. Zie het etiket van de flacon voor specifieke Ig-concentratie van de partij.

Aanbevelingen voor het gebruik

Immunohistochemie op paraffinecoupes.

Warmte-geinduceerd epitoopherstel (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Volg de aanwijzingen voor gebruik in Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6.

Voorgestelde verdunning: 1:200 gedurende 30 minuten bij 25 °C. Dit is een richtsnoer en gebruikers moeten zelf de voor hen optimale
werkverdunning bepalen.

Visualisatie: Volg de instructies voor het gebruik in de Novolink™ Polymer Detection Systems. Voor verdere productinformatie of
-ondersteuning kunt u contact opnemen met uw lokale distributeur of de regionale vestiging van Leica Biosystems of u kunt naar de
Leica Biosystems Website gaan, www.LeicaBiosystems.com

De prestaties van dit antilichaam moeten worden gevalideerd bij gebruik met andere handmatige kleuringssystemen of
geautomatiseerde platformen.
Opslag en stabiliteit

Bewaar bij 2-8°C. Niet invriezen. Direct na gebruik weer bij 2-8°C opslaan. Niet gebruiken na de vervaldatum die op het etiket van de
flacon staat. Andere dan de hierboven genoemde opslagcondities moeten door de gebruiker worden geverifieerd.

Monsterpreparatie
Het aanbevolen fixatief is 10% neutraal gebufferde formaline voor in paraffine ingebedde weefselcoupes.

Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen

Dit reagens is bereid uit het supernatant van celkweek. Aangezien dit een biologisch product is, moet redelijke voorzichtigheid worden
betracht bij het hanteren ervan.

Dit reagens bevat natriumazide. Een veiligheidsinformatieblad is verkrijgbaar op aanvraag of op www.LeicaBiosystems.com
Raadpleeg de nationale, regionale en plaatselijke voorschriften voor het afvoeren van potentieel giftige componenten.
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Specimens, zowel voor als na de fixatie, en alle materialen die eraan worden blootgesteld, moeten worden behandeld als potentiéle
overdragers van infecties en met inachtneming van de juiste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd.' Pipetteer reagentia nooit met de
mond en vermijd dat de huid en slijmvliezen in aanraking komen met reagentia en specimens. Indien reagentia of monsters in aanraking
komen met gevoelige gebieden, moet u deze wassen met een overvloedige hoeveelheid water. Raadpleeg een arts.

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

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

Kwaliteitscontrole

Verschillen in weefselbewerking en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen tot aanzienlijke variabiliteit in de
resultaten leiden, waardoor het nodig is om regelmatig interne controles uit te voeren in aanvulling op de volgende procedures.
Controles zijn verse autopsie-/biopsie-/chirurgische monsters die zo snel mogelijk en op dezelfde manier als het monster of de monsters
van de patiént zijn gefixeerd in formaline, bewerkt en ingebed in paraffinewas.

Positieve weefselcontrole

Wordt gebruikt om aan te geven dat weefsels correct geprepareerd zijn en dat passende kleuringstechnieken zijn gebruikt.

Voor elke set testvoorwaarden in elke kleuringsrun moet één positieve weefselcontrole worden opgenomen.

Voor optimale kwaliteitscontrole en detectie van lichte degeneratie van het reagens is een weefsel met zwakke positieve kleuring meer
geschikt dan een weefsel met sterke positieve kleuring.?

Aanbevolen positief controleweefsel is huid.
Als de positieve weefselcontrole geen positieve kleuring vertoont, moeten de resultaten die met testmonsters zijn verkregen als ongeldig
worden beschouwd.

Negatieve weefselcontrole

De negatieve weefselcontrole moet na de positieve weefselcontrole worden onderzocht om de specificiteit van de labeling van het
doelantigeen door het primaire antilichaam te verifiéren.

Aanbevolen negatief control fsel is
Aan de andere kant levert de verscheidenheid aan diverse celtypen die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn, vaak negatieve
controlelocaties op, maar dit moet wel worden geverifieerd door de gebruiker.

Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, ziet er doorgaans diffuus uit. Een sporadische kleuring van bindweefsel kan ook worden
waargenomen in coupes van bovenmatig in formaline gefixeerde weefsels. Gebruik intacte cellen voor het interpreteren van
kleuringsresultaten. Necrotische of gedegenereerde cellen kleuren vaak niet-specifiek.> Fout-positieve resultaten kunnen optreden als
gevolg van niet-immunologische binding van eiwitten of substraatreactieproducten. Ze kunnen ook worden veroorzaakt door endogene
enzymen zoals pseudoperoxidase (erytrocyten), endogene peroxidase (cytochroom c) of endogeen biotine (bv. lever, borst, hersenen,
nier), afhankelijk van het gebruikte type immunokleuring. Om activiteit van endogene enzymen of niet-specifieke binding van enzymen
te onderscheiden van specifieke immunoreactiviteit, kunnen aanvullende patiéntweefsels worden gekleurd met respectievelijk uitsluitend
substraatchromogeen of enzymcomplexen (avidine-biotine, streptavidine, gelabeld polymeer) en substraatchromogeen. Als er specifieke
kleuring optreedt in de negatieve weefselcontrole, moeten resultaten met de patiéntmonsters als ongeldig worden beschouwd.

keletspier.
P

Negatieve reagenscontrole

Gebruik een niet-specifieke negatieve reagenscontrole van het primaire antilichaam met een coupe van elk patiéntspecimen om niet-
specifieke kleuring te evalueren en specifieke kleuring op de antigeenlocatie beter te kunnen interpreteren.

Patiéntweefsel

Onderzoek de patiéntmonsters die met NCL-L-AE1/AE3 gekleurd zijn als laatste. De intensiteit van de positieve kleuring moet

worden geévalueerd binnen de context van niet-specifieke achtergrondkleuring van de negatieve reagenscontrole. Zoals bij elke
immunohistochemische test betekent een negatief resultaat dat het antigeen niet is gedetecteerd. Het betekent niet dat het antigeen
afwezig was in de onderzochte cellen of het onderzochte weefsel. Gebruik zo nodig een panel antilichamen om fout-negatieve reacties
te identificeren.

Verwachte resultaten

Normale weefsels

Klonen AE1/AE3 vertonen een brede reactiviteit met zure en basische cytokeratinefamilies. Kleuring werd waargenomen in het
cytoplasma van epitheelcellen van een groot aantal weefsels, waaronder het glandulaire epitheel van de prostaat, borst, huid, schildklier,
endometrium, bijnier, testis, pancreas en speekselklier, en plaveisel- en cilindrisch epitheel van de huid, tonsil, cervix, slokdarm, larynx,
maag en dunne en dikke darm. Kleuring werd ook opgemerkt in de hypofyse, de Hassall-bloedlichaampjes en reticulum in de thymus,
alveoli en pneumocyten in de long, nierbuisjes, en in de galwegen en hepatocyten van de lever.

(Totaal aantal beoordeelde normale weefsels = 109).

Afwijkende weefsels

Klonen AE1/AE3 kleurden 70/71 borsttumoren (waaronder 50/51 invasieve ductale carcinomen, 8/8 medullaire carcinomen,

8/8 invasieve lobulaire carcinomen en 4/4 ductale- en lobulaire carcinomen), 5/5 adenocarcinomen van de galblaas, 3/3
plaveiselcelcarcinomen van de slokdarm, 3/3 adenocarcinomen van de maag, 3/3 adenocarcinomen van de long, 3/3 adenocarcinomen
van de pancreas, 2/3 adenocarcinomen van de colon, 3/3 overgangscelcarcinomen van de blaas, 3/3 plaveiselcelcarcinomen van

de cervix, 2/3 astrocytomen, 2/2 papillaire carcinomen van schildklier, 2/2 adenocarcinomen van de prostaat en 0/3 ‘clear cell’-
niercarcinomen. (Totaal aantal afwijkende gevallen dat werd geévalueerd =107.)

NCL-L-AE1/AE3 wordt aanbevolen voor het detecteren van cytokartinen in normale en neoplastische weefsels. als aanvulling
op conventionele histopathologie waarbij niet-immunologische histochemische kleuringen worden gebruikt.
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Algemene beperkingen

Immunohistochemie (IHC) is een diagnostisch meerstapsproces waarvoor een gespecialiseerde opleiding nodig is in het kiezen van de
juiste reagentia, het selecteren, fixeren en bewerken van weefsel, het prepareren van IHC-objectglaasjes en het interpreteren van de
kleuringsresultaten.

Weefselkleuring is afhankelijk van de manier waarop het weefsel vooér de kleuring wordt behandeld en bewerkt. Verkeerd fixeren,
invriezen, ontdooien, wassen, drogen, verwarmen, snijden, of contaminatie met andere weefsels of vloeistoffen kan tot artefacten,
insluiting van antilichamen of fout-negatieve resultaten leiden. Inconsistente resultaten kunnen te wijten zijn aan variaties in de fixatie- en
inbeddingsmethodes, of aan intrinsieke onregelmatigheden in het weefsel.*

Een te sterke of onvolledige tegenkleuring kan een juiste interpretatie van de resultaten bemoeilijken of onmogelijk maken.

De klinische interpretatie van elke kleuring of het ontbreken hiervan moet worden aangevuld door morfologische studies met de

juiste controles en moet binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere diagnostische tests worden
geévalueerd door een bevoegd patholoog.

Antilichamen van Leica Biosystems Newcastle Ltd zijn bedoeld voor gebruik, zoals aangegeven, op bevroren of in paraffine ingebedde
coupes die een specifieke fixatie vereisen. Er kan onverwachte antigeenexpressie optreden, met name bij neoplasmata. De klinische
interpretatie van gekleurde weefselcoupes moet een morfologische analyse en de evaluatie van overeenkomstige controles bevatten.
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Novocastra™ flytende murint monoklonalt antistoff
Multi-Cytokeratin

Produktkode: NCL-L-AE1/AE3

Tiltenkt bruk

Til in vitro-diagnostisk bruk.

NCL-L-AE1/AE3 skal brukes til kvalitativ identifikasjon av humane cytokeratinmolekyler i parafinsnitt ved lysmikroskopering. Den kliniske
tolkningen av en farging eller uteblitt farging skal suppleres av morfologiske studier ved bruk av riktige kontroller og skal evalueres av en
kvalifisert patolog innenfor sammenhengen av pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester.

Prinsipp for prosedyren

Teknikker for immunhistokjemisk (IHC) farging muliggjer visualisering av antigener via sekvensiell applikasjon av et spesifikt antistoff
pa antigenet (primeert antistoff), et sekundzert antistoff pa det primaere antistoffet og et enzymkompleks med et kromogensubstrat
med mellomliggende vasketrinn. Den enzymatiske aktiveringen av kromogenet resulterer i et synlig reaksjonsprodukt pa
antigenstedet. Prgven kan deretter kontrastfarges og pafgres dekkglass. Resultatene tolkes ved hjelp av lysmikroskop og bidrar il
differensialdiagnosen for patofysiologiske prosesser, som kan veere tilknyttet et spesielt antigen eller ikke.

Klon

Cocktail av to kloner, AE1 og AE3, blandet til et forhold pa 20:1.

Immunogen

Humant epidermalt cytokeratinpreparat.

Spesifisitet

Klon AE1 gjenkjenner 56,5, 50, 50, 48 og 40 kD humane cytokeratiner av syreunderfamilien.
Klon AE3 gjenkjenner 65 til 67, 64, 59, 58, 56 og 52 kD av baseunderfamilien.

Reagenssammensetning

NCL-L-AE1/AE3 er en flytende ascitisk veeske renset ved protein A-kromatografi, fortynnet i fosfatbufret saltvann (pH 7,6) med 1 % av
baererproteinet bovint serumalbumin og med natriumazid som konserveringsmiddel.

Ig-klasse

AE1, 1gG1

AES3, IgG1

Totalproteinkonsentrasjon

Se etiketten pa hetteglasset for partispesifikk totalproteinkonsentrasjon.

Antistoffkonsentrasjon
Starre enn eller lik 142,8 mg/l som fastslatt av ELISA. Se etiketten pa hetteglasset for batchspesifikk Ig-konsentrasjon.

Anbefalinger for bruk

Immunbhistokjemi pa parafinsnitt.

Varmeindusert epitopgjenfinning (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Falg bruksanvisningen for Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 6.

Foreslatt fortynning: 1:200 i 30 minutter ved 25 °C. Dette er kun veiledende, og brukerne ber fastsla egne optimale fortynninger for sitt
arbeid.

Visualisering: Falg bruksanvisningen for Novolink™ Polymer Detection Systems. Hvis du gnsker ytterligere produktinformasjon eller
-stotte, kan du kontakte din lokale forhandler eller regionkontoret til Leica Biosystems, eller du kan besgke Leica Biosystems’ nettsted pa
www.LeicaBiosystems.com

Ytelsen til dette antistoffet skal valideres nar det brukes med andre systemer for manuell farging eller automatiserte plattformer.

Oppbevaring og stabilitet
Oppbevar ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Returner til 2—-8 °C umiddelbart etter bruk. Ma ikke brukes etter utlopsdatoen som er angitt pa
etiketten pa hetteglasset. Andre oppbevaringsforhold enn de som er angitt ovenfor, ma verifiseres av brukeren.

Proveklargjering
Anbefalt fiksativ er 10 % neytralt bufret formalin for parafininnstepte vevsnitt.

Advarsler og forholdsregler

Dette reagenset ble fremstilt fra supernatanten fra cellekultur. Ettersom det er et biologisk produkt, ma det utvises rimelig forsiktighet nar
det handteres.

Denne reagensen inneholder natriumazid. Et sikkerhetsdatablad er tilgjengelig pa forespersel eller tilgjengelig fra
www.LeicaBiosystems.com

Se lokale, regionale eller statlige forskrifter for avhending av potensielt toksiske komponenter.

Prover, for og etter fiksering, og alle materialer som utsettes for dem, skal handteres som smittefarlige og avhendes etter egnede
forholdsregler." Pipetter aldri reagenser via munnen og unnga kontakt med hud og slimhinner med reagenser og prgver. Hvis reagenser
eller praver kommer i kontakt med falsomme omrader, skyll med rikelige mengder vann. Oppsgk lege.
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Minimer mikrobiell kontaminering av reagenser, ellers kan det forekomme en ekning i ikke-spesifikk farging.
Andre inkubasjonstider eller temperaturer enn de som er spesifisert, kan gi feilaktige resultater. Enhver slik endring ma valideres av
brukeren.

Kvalitetskontroll

Forskjeller i vevprosessering og tekniske prosedyrer i brukerens laboratorium kan frembringe signifikant variasjon i resultatene og gjer
det pakrevd med regelmessige interne ytelseskontroller i tillegg til folgende prosedyrer.

Kontroller skal veere ferske prover fra obduksjon/biopsi/kirurgi, som er formalinfiksert, behandlet og parafinvoksinnstept sa snart som
mulig pa samme mate som pasientpreven(e).

Positiv vevkontroll

Brukes for a indikere riktig klargjorte vev og riktige fargingsteknikker.

En positiv vevkontroll 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 hud.

Hvis den positive vevkontrollen ikke gir positiv farging, skal resultater med testpravene betraktes som ugyldige.

Negativ vevkontroll

Skal undersgkes etter den positive vevkontrollen for a verifisere spesifisiteten i merkingen av malantigenet med det primaere antistoffet.
Anbefalt negativt kontrollvev er skjelettmuskulatur.

Alternativt gir variasjonen av forskjellige celletyper som kan finnes i de fleste vevsnitt ofte rom for negativ kontroll, men dette ma
verifiseres av brukeren.

Ikke-spesifikk farging, hvis dette forekommer, har vanligvis et diffust utseende. Sporadisk farging av bindevev vil ogsa kunne observeres
i vevsnitt som er fiksert i for mye formalin. Bruk intakte celler til tolkning av fargingsresultater. Nekrotiske eller degenererte celler farger
ofte uspesifikt.> Falske positive resultater kan sees pa grunn av ikke-immunologisk binding av proteiner eller substratreaksjonsprodukter.
De kan ogsa forarsakes av endogene enzymer slik som pseudoperoksidase (erytrocytter), endogen peroksidase (cytokrom C) eller
endogent biotin (f.eks. lever, bryst, hjerne, nyre) avhengig av type immunfarging som brukes. For a differensiere endogen enzymaktivitet
eller ikke-spesifikk binding av enzymer fra spesifikk immunreaktivitet kan ekstra pasientvev farges eksklusivt med henholdsvis
substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, merket polymer) og substratkromogen. Hvis det forekommer
spesifikk farging i de negative vevkontrollene, skal resultater med pasientpravene betraktes som ugyldige.

Negativ reagenskontroll

Bruk en uspesifikk negativ reagenskontroll i stedet for det primzere antistoffet med et snitt av hver pasientpreve for & evaluere
uspesifikk farging og gi bedre mulighet for tolkning av den spesifikke fargingen pa antigenstedet.

Pasientvev

Undersgk pasientprever farget med NCL-L-AE1/AES3 sist. Positiv fargingsintensitet skal vurderes i lys av eventuell ikke-spesifikk
bakgrunnsfarging i den negative reagenskontrollen. P4 samme mate som for alle andre immunhistokjemiske tester betyr et negativt
resultat at antigenet ikke ble pavist, ikke at antigenet ikke var til stede i cellene / det analyserte vevet. Om nedvendig, skal det brukes et
panel med antistoffer til & identifisere falske negative reaksjoner.

Forventede resultater

Normale vev

Klon AE1/AES3 viser bred reaktivitet med syre- og baseunderfamilien av cytokeratiner. Farging ble observert i cytoplasmaet til epitelceller
fra en rekke vev, inkludert kjerteepitel i prostata, bryst, hud, skjoldbruskkjertel, endometrium, binyre, testikkel, bukspyttkjertel og
spyttkjertel samt plate- og seyleepitel i hud, mandel, livmorhals, spisergr, strupehode, magesekk og tynntarm og tykktarm. Farging ble
ogsa observert i hypofyse, Hassalls korpuskler og retikulum i tymus, alveoli og pneumocytter i lungene, nyretubuli samt i galleganger og
hepatocytter i leveren. (Totalt antall evaluerte normale vev = 109).

Unormale vev

Klon AE1/AES3 farget 70/71 brysttumorer (inkludert 50/51 invasive duktale karsinomer, 8/8 medulleere karsinomer, 8/8 invasive lobulaere
karsinomer og 4/4 blandede duktalt-lobuleere karsinomer), 5/5 adenokarsinomer av galleblzeren, 3/3 skvamgse cellekarsinomer i gsofag,
3/3 adenokarsinomer i magen, 3/3 adenokarsinomer i lungen, 3/3 adenokarsinomer i pankreas, 2/3 adenokarsinomer i kolon, 3/3
transisjonelle cellekarsinomer i bleeren, 3/3 skvamgse cellekarsinomer i cervix, 2/3 astrocytomer, 2/2 papilleere karsinomer i tyreoidea,
2/2 adenokarsinomer i prostata og 0/3 renale klarcellekarsinomer. (Totalt antall unormale tilfeller evaluert = 107).

NCL-L-AE1/AE3 anbefales for deteksjon av cytokeratiner i normale og neoplastiske vev, og som et tillegg til konvensjonell
histopatologi ved bruk av ikke-immunologiske histokjemiske farger.

Generelle begrensninger

Immunhistokjemi er en flertrinns diagnostisk prosess som krever spesialisert oppleering i valg av egnede reagenser, valg, fiksering og
behandling av vev, klargjering av IHC-objektglass og tolkning av fargingsresultater.

Vevfargingen er avhengig av handteringen og behandlingen av vevet fer det farges. Uriktig fiksering, dypfrysing, opptining, vasking,
terking, oppvarming, snitting eller kontaminering med annet vev eller vaesker kan frembringe artefakter, fanging av antistoff eller falske
negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variasjoner i fikserings- og innstepingsmetoder eller uregelmessigheter i vevet.*
Overdreven eller ufullstendig kontrastfarging kan hindre riktig tolkning av resultater.

Den kliniske tolkningen av en farging eller uteblitt farging skal suppleres av morfologiske studier ved bruk av riktige kontroller og skal
evalueres av en kvalifisert patolog innenfor sammenhengen av pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester.

Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd er til bruk, som indisert, pa enten frosne eller parafininnstepte snitt med spesifikke
fikseringskrav. Det kan forekomme uventet antigenuttrykk, spesielt i neoplasmer. Den kliniske tolkningen av ethvert farget vevsnitt ma
inkludere morfologisk analyse og evaluering av egnede kontroller.
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Novocastra™ Likit Monoklonal Fare Antikoru
Multi-Cytokeratin

Uriin Kodu: NCL-L-AE1/AE3

Kullanim Amaci

In vitro diagnostik kullanim igindir.

NCL-L-AE1/AE3, parafin bélimlerindeki sitokeratin molekiillerinin 1sik mikroskopisi ile kalitatif tanimlanmasi igin tasarlanmistir. Herhangi
bir boyanmanin veya yoklugunun klinik yorumlamasi hastanin klinik dykusu ve diger tanisal testler baglaminda nitelikli bir patoloji uzmani
tarafindan degerlendirilmeli ve uygun kontroller kullanilarak morfolojik ¢alismalarla desteklenmelidir.

islem Prensibi

immiinohistokimyasal (IHK) boyama teknikleri, antijene ardisik olarak belirli bir antikorun uygulanmasi (birincil antikor), birincil antikora
ikincil bir antikorun uygulanmasi ve aralardaki yikama adimlari ile, antijenlerin kromojenik substratli bir enzim kompleksi yoluyla
gorsellestirilmesine olanak tanir. Kromojenin enzimle etkinlestiriimesi, antijen alaninda gézle gorilir bir tepkiye yol agar. Numune daha
sonra karsit boyanabilir ve lamelle ortilebilir. Sonuglar bir 1sik mikroskobu kullanilarak yorumlanir ve belirli bir antijen ile iligkili olabilecek
veya olmayabilecek patofizyolojik streglerin ayirici tanisina yardimci olur.

Clone

20:1 oraninda karistiriimig AE1 ve AE3 klonlarinin kokteyli.

immiinojen

insan epidermal sitokeratin preparati.

(")zgiilliik

Klon AE1 asidik alt seriden 56,5, 50, 50’, 48 ve 40 kD insan sitokeratinlerini tanir.
Klon AE3 bazik alt seriden 65 - 67, 64, 59, 58, 56 ve 52 kD'yi tanir.

Reaktif Bilesimi
NCL-L-AE1/AE3, koruyucu olarak sodyum azit igeren, %1 bovin serum albumini tasiyici proteiniyle fosfat tamponlu salinde (pH 7,6)
seyreltilen, protein A kromatografisiyle saflastiriimis bir likit fare assitik sivisidir.

Ig Sinifi
AE1, IgG1.
AE3, IgG1.

Toplam Protein Konsantrasyonu

Lota 6zgii toplam protein konsantrasyonu igin flakon etiketine bagvurun.

Antikor Konsantrasyonu
ELISA tarafindan belirlendigi gibi 142,8 mg/L'ye esit veya bu degerden yiiksek. Seriye 6zgl Ig konsantrasyonu icin flakon etiketine bakin.

Kullanim Onerileri

Parafin kesitlerinde immiinohistokimya.

Is1 indiiklii Epitop Alimi (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6 iginde kullanim igin
lttfen talimatlari takip edin.

Onerilen diliisyon: 25°C’de 30 dakika stireyle 1:200. Bu, kilavuz olarak verilmistir ve kullanicilar kendi optimal galisma seyreltilerini
belirlemelidir.

Gorsellestirme: Litfen Novolink™ Polymer Detection Systems’in kullanim talimatlarini izleyin. Urtinle ilgili daha fazla bilgi veya destek
icin yerel disribtoriiniizle veya Leica Biosystems bolge ofisiyle iletisime gecebilir ya da bunun yerine Leica Biosystems Web sitesini
ziyaret edebilirsiniz: www.LeicaBiosystems.com

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

Saklama ve Stabilite

2-8°C’de saklayin. Dondurmayin. Kullanimdan hemen sonra 2-8°C’ye geri alin. Flakon etiketinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin. Yukarida belirtilenler disinda saklama kosullari kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Numune Hazirlama
Parafine gémdilii doku kesitleri igin 6nerilen fiksatif %10 nétr tamponlanmis formalindir.

Uyarilar ve Onlemler

Bu reaktif hiicre kiltliri stipernatanindan hazirlanmistir. Biyolojik bir Grlin oldugundan, ellegleme sirasinda makul diizeyde dikkatli
olunmalidir.

Bu reaktif sodyum azid igerir. Malzeme Giivenlik Bilgileri Formu talep lizerine saglanmaktadir ve www.LeicaBiosystems.com sitesinde
mevcuttur.

Olasi toksik bilesenlerin atilmasi ile ilgili yerel, bolgesel veya ulusal diizenlemelere bagvurun.

Fiksasyondan &nce ve sonra drnekler ve onlara maruz kalmis bitiin materyaller, enfeksiyon yayabilecekmis gibi islem gérmelidir ve
gerekli 6nlemler alinarak atilmaldir." Reaktifleri higbir zaman agizla pipetlemeyin. Cildin ve mukoz membranlarin reaktifler ve érneklerle
temas etmesini 6nleyin. Reaktifler veya numuneler hassas bolgelere temas ederse bol miktarda suyla yikayin. Tibbi yardim isteyin.
Reaktiflerin mikrobiyel kontaminasyonunu minimuma indirin yoksa nonspesifik boyanmada bir artis olabilir.
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Belirtilenler disindaki inkiibasyon sireleri veya sicakliklar hatali sonuglara yol agabilir. Bu tir degisiklikler kullanici tarafindan
dogrulanmalidir.

Kalite Kontrol

Kullanicinin laboratuvarinda doku isleme ve teknik islemlerdeki farklar sonuglarda énemli degiskenlige neden olabilir ve asagidaki
islemlere ek olarak dizenli sekilde tesis igi kontrollerin kullaniimasini gerektirir.

Kontroller, hasta numunesi/numuneleriyle ayni sekilde miimkiin oldugunca kisa sure iginde formalin fiksasyonlu, islenmis ve parafine
gomilli taze otopsi/biyopsi/cerrahi materyal olmalidir.

Pozitif Doku Kontrolii

Dogru hazirlanmis dokulari ve uygun boyama tekniklerini belirtmek igin kullanilir.

Her boyama déngustinde her test kosulu setine bir pozitif doku kontrolii dahil edilmelidir.

Zayif pozitif boyama yapilmis doku, optimal kalite kontroli ve minér reaktif bozunma diizeylerini saptamak igin guclii pozitif boyama
yapilmis dokudan daha uygundur.?

Onerilen pozitif kontrol dokusu deridir.
Eger pozitif doku kontroll pozitif boyanma géstermezse, test numunelerinin sonuglari gecersiz kabul edilmelidir.

Negatif Doku Kontrolii

Primer antikor tarafindan hedef antijenin etiketienmesinin spesifikligini dogrulamak igin, pozitif doku kontroliinden sonra incelenmelidir.
Onerilen negatif kontrol dokusu iskelet kasidir.

Alternatif olarak gogu doku kesitinde bulunan farkl hiicre tiplerinin gesitliligi siklikla negatif kontrol bélgeleri sunar ama bu durum
kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Eger varsa nonspesifik boyanmanin gérinimu genellikle diftizdur. Asin formalin fiksasyonlu dokulardan kesitlerde bag dokusunun
sporadik boyanmasi da gorilebilir. Boyanma sonuglarinin yorumlanmasi igin saglam hucreler kullanin. Nekrotik ve dejenere hiicreler
genellikle spesifik olmayan sekilde boyanir.® Proteinlerin veya substrat reaksiyon trtinlerinin immunolojik olmayan baglanmasi nedeniyle
yanlis pozitif sonuglar gortilebilir. Bu sonuglar ayrica, kullanilan immiin-boyaya bagl olarak psédoperoksidaz (eritrositler), endojen
peroksidaz (sitokrom C) veya endojen biotin (6rn. karaciger, meme, beyin, bobrek) gibi endojen enzimlerden de kaynaklanabilir. Endojen
enzim aktivitesini veya nonspesifik enzim baglanmasini spesifik immUinoreaktiviteden ayirmak igin ek hasta dokulari sirasiyla sadece
substrat kromojen veya enzim kompleksleri (avidin-biotin, streptavidin, etiketli polimer) ve substrat kromojen ile boyanabilir. Negatif doku
kontroliinde spesifik boyanma olusursa hasta numunelerinin sonuglari gegersiz kabul edilmelidir.

Negatif Reaktif Kontrolii

Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek ve antijen bolgesinde spesifik boyanmayi daha iyi yorumlayabilmek igin her hasta érnegi
kesitinde primer antikor yerine spesifik olmayan bir negatif reaktif kontroli kullanin.

Hasta Dokusu

NCL-L-AE1/AE3 ile boyanmis hasta numunelerini en son inceleyin. Pozitif boyama yogunlugu, negatif reaktif kontroliniin spesifik
olmayan herhangi bir arka plan boyamasi baglaminda degerlendirilmelidir. Her immiinohistokimyasal testle oldugu gibi negatif bir sonug
antijenin saptanmadigi anlamina gelir ve antijenin galisilan hiicrelerde/dokuda bulunmadigi anlamina gelmez. Gerekirse yalanci negatif
reaksiyonlari tanimlamak igin bir antikor paneli kullanin.

Ongbriilen Sonuglar

Normal Dokular

AE1/AES3 klonlari, asidik ve bazik sitokeratin aileleriyle genis bir reaktivite gosterir. Prostat, meme, deri, tiroid, endometriyum, adrenal
bezi, testis, pankreas ve tlkiriik bezi glandiiler epitelyumu ve deri, bademcik, serviks, yutak, girtlak, mide ve ince ve kalin bagirsak
skuamoz ve kolon epitelyumu dahil olmak lzere cesitli dokulara ait epitel hiicrelerin sitoplazmasinda boyama gozlenmistir. Ayrica
hipofiz bezinde, timustaki Hassall cisimciklerinde ve retikulumda, akcigerdeki alveollerde ve pnémositlerde, bobrek tibllerinde, safra
kanallarinda ve karaciger hepatositlerinde de boyama gézlenmistir. (Degerlendirilen toplam normal doku sayisi = 109).

Anormal Dokular

AE1/AES klonlari, 70/71 meme tlimérlerinde (50/51 invazif duktal karsinomlari, 8/8 mediiller karsinomlari, 8/8 invazif lobtiler karsinomlari
ve 4/4 duktal-lobiler karigik karsinomlari dahil), 5/5 safra kesesi adenokarsinomlarinda, 3/3 yutak skuamoéz hiicreli karsinomlarinda, 3/3
mide adenokarsinomlarinda, 3/3 akciger adenokarsinomlarinda, 3/3 pankreas adenokarsinomlarinda, 2/3 kolon adenokarsinomlarinda,
3/3 mesane transizyonel hiicre karsinomlarinda, 3/3 servikal skuaméz hiicreli karsinomlarinda, 2/3 astrositomlarinda, 2/2 tiroid papiller
karsinomlarinda, 2/2 prostat adenokarsinomlarinda ve 0/3 renal berrak hiicreli karsinomlarinda boyanmistir. (Degerlendirilen toplam
anormal olgu sayisi = 107).

NCL-L-AE1/AE3, immiinolojik olmayan histokimyasal boyamalar kullanilarak yapilan geleneksel histopatolojiye
yardimci olarak normal ve neoplastik dokularda sitokeratinlerin saptanmasi igin dnerilir.

Genel Sinirlamalar

Immiinohistokimya; uygun reaktiflerin segimi, doku segimi, fiksasyonu ve iglenmesi, IHC slaytinin hazirlanmasi ve boyama sonuglarinin
yorumlanmasi alanlarinda 6zel egitimden olusan, ok adimli bir diagnostik stirectir.

Doku boyama, boyama dncesinde dokunun kullanimina ve islenmesine baglhdir. Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger dokular veya sivilarla kontaminasyon artefaktlara, antikor tutulmasina veya yalanci negatif
sonuglara yol agabilir. Tutarsiz sonuglar, fiksasyon ve gémme yontemlerindeki degisikliklerden ya da dokunun yapisindan kaynaklanan
duizensizliklerden kaynaklanabilir.*

Asiri ya da tam olmayan karsit boyama, sonuglarin diizgiin yorumlanmasini olumsuz etkileyebilir.

Herhangi bir boyanmanin veya yoklugunun klinik yorumlamasi hastanin klinik dykisi ve diger tanisal testler baglaminda nitelikli bir
patoloji uzmani tarafindan degerlendirilmeli ve uygun kontroller kullanilarak morfolojik calismalarla desteklenmelidir.

Leica Biosystems Newcastle Ltd'in antikorlari, belirtilen sekilde, 6zel fiksasyon gereklilikleriyle parafine gémdilii veya dondurulmus
kesitler tizerinde kullanilir. Ozellikle neoplazmlarda beklenmeyen antijen ekspresyonu olusabilir. Herhangi bir boyanmis doku kesitinin
klinik yorumu morfolojik analizi ve uygun kontrollerin degerlendirilmesini icermelidir.
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Teuno MuIIIe MOHOKJIOHAJIHO aHTHTAJI0 Novocastra™
Multi-Cytokeratin
Kon na nmpoaykra: NCL-L-AE1/AE3

MNpenHa3HayeHne

3a ynompeba nipu in vitro duaeHocmuka.

MpoaykTbT NCL-L-AE1/AE3 e npegHasHaveH 3a Ka4eCTBEHO MAEHTUdMLIMPaHe NOCPEACTBOM ONTUYHA MUKPOCKOMUS Ha MOMEKYNu
LmTOKepaTUH B napacmHoBm cpesu. KnnHniHaTa nHTepnpeTaums Ha BCSKO OLIBETSIBAHE UMK HeroeaTa nvnca crneaea Ja 6uae
[OMbIIHEHA OT MOPONOrMYHM NPOYYBaHMS C MOMOLLTA Ha MOAXOASLLM KOHTPONM 1 TpsibBa a ce OLeHsIBa B KOHTEKCTa Ha KIMHWYHaTa
MCTOPUS Ha NaLMeHTa 1 Apyr ANarHoCTUYHM M3CreABaHus OT KBanuuLmpaH naTorior.

anHLWIH Ha npoueayparta

TexHUKUTE Ha MMyHOXMCTOXUMKUYHO (IHC) ouBeTsiBaHe NO3BONSBAT BU3yanu3aums Ha aHTUreHU Ype3 NoCneaoBaTenHoO NpUNoxXeHue
Ha CneunUYHO aHTUTSNO Ha aHTUreHa (MbPBUYHO aHTUTSINO), BTOPUMHO @HTUTSANO Ha MbPBUYHOTO AHTUTSINIO U EH3UMEH KOMMIIEKC

C XPOMOTeHeH cy6CTpaT, C MeXAUHHM CTHIKKU Ha NpoMUBaHe. EH3UMHOTO akTUBMpaHe Ha XpOMOreHa BOAW 10 BUAUM peaKLMOHEH
NPOAYKT Ha MSICTOTO Ha aHTUreHa. Criefi ToBa MOXeE [ia Ce Harpasu KOHTPAOLBETSIBAHE Ha CMECUMEHA W [ia Ce NOCTaBW MOKPUBHO
CTbKNO. Pe3ynTatute ce MHTEPNPETUPAT C U3MOM3BaHe Ha ONTUYEH MUKPOCKOM U Ca B NOMOLL, Npu AudepeHupantara AuarHocTuka Ha
naToK3VNONOr1YH1 NPOLIECH, KOUTO MOXE A Ca WK Aa He Ca CBbP3aHW C ONpEeAerieH aHTUreH.

KnoHuHr
KokTeiin ot aBa knoHuHra, AE1 n AE3, cmeceHn B choTHoweHne 20:1.

WmyHoreH
Mpo6a oT YOBELLKM enuaepMarneH LMTOKEPaTHH.

CneuudmyHocT
KnonuHr AE1 pasnosHaBa 56.5, 50, 50°, 48 1 40 kD YoBeLLKM LMTOKEPATWHU OT KUCENTMHHOTO NOACEMENCTBO.
KnonuHr AE3 pasnosHasa 65 go 67, 64, 59, 58, 56 1 52 kD oT 0OCHOBHOTO NOACEMEWCTBO.

CtbcTaB Ha peareHTa
NCL-L-AE1/AE3 e MuLIa acuMTHa TEYHOCT, MPEYMCTEHa Ype3 NpoTenH A xpomatorpadusi u paspefeHa BbB docaTtHo BydeprpaH
chusvonorvnyeH pasteop (pH 7,6) ¢ npotemHos HocuTen 1% roeexamn cepyMeH anbyMuH, CbAabpXall, HAaTPUEB a3uf KaTo KOHCEPBAHT.

MMyHorno6ynuHoB knac

AE1, IgG1
AE3, IgG1

O6Lwa KOHLeHTPaLUUA Ha NPOTeNH
BwxTe eTukeTta Ha CbJ'IaKOHa OTHOCHO cneumpquaTa 3a napTuaara KoHUeHTpauua Ha 06LL| NPOTEUH.

KOHueHTpaLWIH Ha aHTUTEena
Mo-Bucoka nnu pasHa Ha 142,8 mg/L, kakTo e onpepeneHo oT ELISA. BuxTe eTvkeTa Ha pnakoHa OTHOCHO creumduyHaTa 3a
napTuaarta KOHLEHTpaLus Ha UMYHOTMoBynnH.

MNpenopbku 3a ynotpeba

VIMyHOXMCTOXMMWS| BbPXY NapaduHOBK Cpesut.

TepMuyHO MHAYUMpPaHO u3BnuYaHe Ha enuTon (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Mons, cna3saite WHCTpyKUMUTE 3a
ynoTpeba, BkntoyeHn B onakoBkata Ha Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

MpepnoxeHue 3a paspexpaane: 1:200 3a 30 muHyTV npu 25°C. ToBa e AafeHo KaTo ykasaHue, kato notpebutenute Tpsbea camu aa
onpenensiT TexHn CO6CTBEHN ONTUMArHW paboTHU paspexaaHms.

Buayanusauus: Cnasgaite MHCTPyKLUUTE 3a ynotpeba, npunoxenn kbM Novolink™ Polymer Detection Systems. 3a gonbnHutenHa
MHOpMaLVs 3a MPOAYKTa UMk NMOMOLL, Ce CBbPXEeTe C BalLUs MECTeH AMCTPUBYTOP UK ¢ pernoHanHus oduc Ha Leica Biosystems, a
CbLLO Taka Moxe Aa noceTute yeb caita Ha Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com

PaboTHUTe XapaKTepuCcTVKK Ha TOBA aHTUTANO TPsibBa Aa 6baaT BanuavpaHu npu ynorpeba ¢ Apyr MaHyanHu CUCTeM 3a OLBETSBaHE

nnv aBToMaTn3npaHu I'IJ'IaTQQOQM n.

CbXxpaHeHue U cTabunHoct

CbxpaHsBaiiTte npu Temnepatypa 2 — 8°C. He 3ampassBaiite. [la ce BbpHe Ha Temnepartypa 2 — 8°C BefHara cnep ynotpeba. [la He ce
u3ronaea crief, cpoka Ha rogHocT, oT6ensidaaH BbpXy eTuKeTa Ha diakoHa. [pyru ycrioBusi Ha CbxpaHeHue, OCBEH MOCOYEeHNTE No-rope,
TpsibBa aa 6baaT NpoBepeHn oT noTpebuTens.

MoaroroBka Ha cnecuMeHu
MpenopbunTenHUsT rKeKpall, pa3TBop e HeyTpaneH bydepupan hopmanuH 10% 3a TbKaHHW Cpesw, BrpajeHn B napadyH.

MNpeaynpexaeHns n npeanasHn Mepku

To3u peareHT e NPUroTBEH OT CyNepHATaHT OT KNeTbyHa KynTypa. Tbi KaTo e GUOoNoryeH NPoAyKT, HEOBXOAUMO € MOBULLEHO BHUMaHWE
npwv paborta ¢ Hero.

Toszun peareHT CbAbpKa HaTpues asug. V|H¢)DpMaLlMOHeH nucT 3a 6e3onacHoCT Ha mMaTtepuanuTe e Hanu4veH npu 3annuTeaHe Unu Ha
appec www.LeicaBiosystems.com
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KOHCyﬂTV]paVITe cec daenepanHMTe, AbpPXXaBHUTE NN MECTHUTE pernamMeHT OTHOCHO U3XBBbPISAHETO Ha NOTeHUNanHo TOKCUYHN
KOMMOHEHTU.

Bcuukm cnecumenmn npegu v cneg QJMKCELWIH, KaKTo 1 BCUYKM MaTepuanun, N3rnoxeHn Ha tax, TpﬂsBa Aa ce TpeTuparT KaTto Bb3MOXHU
npeHocuTenu Ha MHQ)GKLI,I/IFI 1 Oa ce U3XBBLPJIIAT, KaTo ce B3eMaT npaBunHu npeanasHu MepKI/I.1 Hukora He I'Il/II'IeTl/IpaVITE peareHTu C ycta
1 n3bAreanTe KOHTaKT Ha KoxaTta u nuraeBuuuTe C peareHTn U cnecuMMeHun. |-|pI/| KOHTaKT Ha peareHTn nnun cnecMmeHu ¢ 4yBCTBUTEITHN
30HM U3MUITE 30HUTE C 0BUNHO KoNMYecTBo Boga. MoTbpceTe MeaULMHCKa NOMOLL,.

CBe)K,ElaVITe A0 MUHUMYM MI/IKpOGHaTa KOHTaMunHauua Ha peareHtuTe, B NpoTUBEH cnyqaﬁ MOXe [a Ce NnosABu yBenmyaBaHe Ha
HeCI‘IeLlI/ICbVIHHOTO ouBeTdaBaHe.

MHKyﬁaLlVIOHHM BpeMeHa unu temneparypu, pasnuyHn OT nocoyYeHnTe, Morat jia AoBenat Ao rpeLluHn pesyntaTtn. Bcuukmn I'IO,C[OﬁHVI
npomeHu Tpsibea Aa 6baaT Banuaupaxu ot notpebutens.

KauectBeH KOHTpOnN

Pasnuuusita B 06paboTkata Ha TbkaHUTe 1 TeXHUYeckuTe npoliedypy B nabopatopusita Ha notpebuTens mMorat fa foseaat Ao
3HAYMTErNHO BapupaHe Ha pe3ynTaTuTe, Hanarallo PefoBHO N3BbPLUBAHE HA BbTPELUEH KOHTPOI B AOMbIHEHNE KbM CrieAHNUTe
npoLleaypu.

KoHTponuTe TpsibBa Aa ca CBeXW CNecuMeHu, B3eTu Mo Bpeme Ha ayToncusi/Gruoncus/onepauus, hukcupasu Bbe hopmarnuH,
o6paboTeHun 1 BrpageHn B napadrHOB BOCHK, Bb3MOXHO Halt-Gbp30, Mo CbLUMA HA4YMH KaTo npoba(Ta) Ha nauueHTa(uTe).

Mo3uTuBHa TbKaHHa KOHTpona

M3nonaga ce, 3a fa ce nokaxar NpaBUITHO NPUTOTBEHM TbKaHW M NPaBUITHN TEXHUKN Ha OLBETSBaHe.

E[J,Ha NO3UTUBHA TbKaHHa KOHTpona TpﬂsBE Aa 6'b,Cle BKIKOYEeHa 3a BCEKU CEeT C TECTOBW YCIIOBUA MPU BCAKa cepus I'IpO6VI 3a
ouBeTsaBaHe.

TbkaH cbec cnabo No3MTUBHO ouBeTsiBaHe e no-nogxoasiuia ot TbKaH CbC CUITHO NO3UTUBHO OLIBETSBaHE 3a OnTuMarneH Ka4yecTBeH
KOHTPOI 1 3a OTKpMBaHe Ha Mno-Markuy HMBa Ha Aerpagaumsa Ha peareHTa?

ﬂpenoprMTenHaTa TbKaH 3a NO3UTUBHA KOHTPOMa € KoXa.

Ako nosuTMBHaTa TbkaHHa KOHTpOna He rnokassa No3nTUBHO OLBETABaHe, pe3yntatute OT CnecMMeHuTe, BKINYeH B TecTa, TpﬂﬁBa Aa
Ce cuuTaT 3a HeBanuaHu.

HeratneHa TbKaHHa KOHTpona

TpsbBa na ce uacnensa cref NO3UTUBHaTa ThkaHHa KOHTPONa, 3a [la ce npoBepy crneumndryHocTTa Ha 6enssBaHeTo Ha TapreTHUs!
aHTUreH OT MbPBUYHOTO AHTUTSO.

MpenopbunTenHaTta TbkaH 3a HeraTMBHa KOHTPOMNa € CKeneTeH MyCKyIl.

AnTepHaTBHO, pa3HoO6pa3neTo OT pasnn4HU BUAOBE KIETKW, NPUCHCTBALLM B MOBEYETO ThKaHHM CPe3un, YecTo npeanara mecra 3a
HeraTMBHa KOHTpora, Ho ToBa TpsibBa Aa ce NpoBepu OT noTpebutens.

HecneumnduyHoTo oLBeTsBaHe, ako NPUCHLCTBA, 0BUKHOBEHO e Andy3HO Ha Buz. CropagnyHo OLBETSBAHE Ha CbeaAnHUTENHa

TbkaH MOXe [a ce Habrogasa 1 B 4acTu OT NPEKOMEPHO (PUKCUpaH BbB hopManuH TbkaHu. /3non3saiTe MHTAKTHW KNETKX 3a
VHTeprpeTaums Ha pesyntatute OT oLBeTsIBaHeTO. HekpoTu4HUTE Unm AereHepupanvTe KneTkv YecTo ce OLBeTsABaT HecneumduyHo.?
Moxe fa ce BUAAT HEBEPHU NO3UTUBHU pesynTaTi nopaan HeMMYHONOMVYHO CBbP3BaHe Ha MPOTENHWN UK peakLMOHHU NPOaYyKTN

Ha cybcTpata. Te Moxe Aja ca NPUHUHEHN U OT EHAOTEHHM EH3VIMU, KaTo HanpyUMep rnceBaonepokcuaasa (epUTpoLmTH), eHAoreHHa
nepokcuaasa (umtoxpom C) unu eHpgoreHeH 6UOTUH (Hanp. YepeH Apob, repaa, Mo3bk, Gb6pek) B 3aBUCUMOCT OT TUNa Ha U3MNON3BaHOTO
MMYHHO oLBeTsiBaHe. 3a AudepeHUmpaHe Ha eHOoreHHa eH3MMHa aKTUBHOCT UM HeCneLMMUYHO eH3UMHO CBbp3BaHe OT cneunduiHa
MMYHHa PeaKkTUBHOCT €KCKIY3MBHO MOXE [ja Ce OLBETAT AOMbLITHUTENHN ThKaHM OT NaLyeHTa, CbOTBETHO CbC CybCTpaT-XpoMoreH

UMW C EH3UMHM KOMMIEKCH (aBUAVH-BUOTUH, CTPENTaBUAVH, MapKvupaH nonmMep) n cy6cTpaT-xpoMoreH. AKO ce NosiBU cneLmduyHo
oLBeTsIBaHe B HEraTMBHaTa TbkaHHa KOHTPONa, Pe3ynTaTuTe OT CeCUMEHWTE Ha NauueHTUTe TpsibBa a ce cumnTaT 3a HeBanuaH.

HeraTuBHa KOHTpONna Ha peareHTa

Wanonaeaite Hecneu,wqqua HeratMBHa KOHTpONa Ha peareHTa, BMeCTO MbPBUYHOTO aHTUTANO, CbC CPe3 OT BCEKN CNeCUMeH Ha
nauuveHTa, 3a Oa ce Hanpasu OLeHKa Ha HeCI'IeLLMdJMqHOTO ouBeTsaABaHe U fa ce Aage no—noﬁpa nHTEepnpeTauma Ha CI'IeL[I/I(*)IA“IHOTO
ouBeTsiBaHe Ha MACTOTO Ha aHTUreHa.

TBbKaH OoT naumneHTa

CnecumenunTe Ha naumeHTu, ouseTeHn ¢ NCL-L-AE1/AE3, Tpsibea Aa ce nacneasat nocrnegHy. HacuteHocTTa Ha No3UTUBHOTO
oupeTaBaHe Tpﬂ6Ba Aa 6'b,qe OuUeHeHa B KOHTEeKCTa Ha BCAKO Hecneumcbvquo Q)OHOBO ouBeTsABaHe Ha HeratuBHaTa KOHTpoOa Ha
peareHTa. KakTto npn BCEKN UMYHOXUCTOXMWYEH TEeCT, eaAnH oTpuuaTeneH pe3ynTtaTt oO3HavyaBsa, Ye aHTUreHbT He € OTKPUT, a He ve
a@HTUreHbT OTCHCTBA B aHanM3upaHuTe KneTku/TbkaH. Ako ce Hanara, n3nonseanTe naHen ot aHTUTena 3a MﬂeHTMCbMLlMDaHe Ha
anwmBo oTpULATENHN peakLmn.

OyakBaHu pe3yntatm

Hopmanhuu Tbkanm

KnonuHrnte AE1/AE3 geMoHCTpUpaT LUMpoKa peakTUBHOCT C KUCENIMHHUTE U HeYyTparHO-OCHOBHUTE CEMENCTBa Ha LUToKkepaTuHa.
OupeTsaBaHeTO ce Habnogaea B UMTONNasMara Ha enuTeniHn KNeTku oT peavLa ThKaHK, BKIIOYUTENHO MaHaynapeH envten ot
npocrata, rbpaa, koxa, LWTOBIUAHA XI1e3a, eHAOMETPUYM, HaabbOpeyHa xnesa, TeCTUC, NaHKpeac 1 CMoHYecTa XIesa, kakTo 1
CKBAMO3€H 11 KONyMHapeH enuTern oT Koxa, CriMBuLa, MaTo4Ha LumMiika, XpaHONpoBOA, MapyuHKC, CTOMax U TbHKO 1 Aeberno YepBo.
OuBeTsiBaHeTO ce Habniogasa u B xunodusHata xresa, XacanesuTte Tenua 1 peTvkynyma Ha TMMyca, KakTo U B anseonure u
nHeBMounTUTe B Genute apobose, TyBynuTe B 6bOpeLnTe, XITbYHUTE KaHaM 1 XenaToLmTUTe B YepHUs Apob.

(O6L 6pot Ha oLeHEHUTe HopMasHW TbkaHu = 109).
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ABHOPMHYM TbKaHW

KnonwHrn AE1/AE3 ougetsisat 70/71 Tymopa Ha rbpaarta (BknoumtenHo 50/51 nHBa3nBHU AyKTanHu kapuuHoma, 8/8 megynapHu
KapuuHomMa, 8/8 nHBa3MBHW NobynapHu kapuuHomMa v 4/4 cMeceHu AyKTanHo-nobynapHu kapuuHoma), 5/5 ageHokapumMHOMa Ha XITbYHUS
Mexyp, 3/3 NNoCcKoKNeTbYHM KapLmMHoMa Ha xpaHonpoBoaa, 3/3 ageHokapumHoMa Ha cTomaxa, 3/3 ageHokapumHoma Ha 6enus apo6, 3/3
afleHokapLuMHOMa Ha naHkpeaca, 2/3 ageHokapLmHoMa Ha 060aHOTO YepBo, 3/3 NPexoAHOKNETbYHU KapLUMHOMa Ha NMUKOYHWSt Mexyp, 3/3
NMOCKOKINETbYHM KapLMHOMa Ha LiepBuKca, 2/3 actpountoma, 2/2 nanunapHu KapLMHoMa Ha LWMToBMAHaTa Xxre3sa, 2/2 ageHokapuyHoma
Ha npocTarara u 0/3 CBETNOKNETbYHN kapumHoma Ha 6b6peunTe. (O6L Gpoit Ha oLeHeHWTe abHOpMHU criyyam = 107).

OponykTsT NCL-L-AE1/AE3 ce npenoptb4Ba 3a OTKPUBaHe Ha UIMTOKEPaTUHW B HOPMAriHU U HEONNAaCTUYHU ThKaHU KaTo
OONbMHEHUE KbM KOHBEHUMOHaNHaTa XMCTONAaTONOIUSA C U3NOMN3BaHe Ha HEVMYHONOTUYHU XUCTOXMMUYHUN OLIBETABAHUA.

O6LWwu orpaHMyeHus

VIMYHOXMCTOXUMWSITA € MHOTOCTBIKOB AWArHOCTUYEH NPOLIEC, KOUTO C& CCTOM OT CreLmanuanpaHo obyyeHne 3a n3Gop Ha NoAXoasLLn
peareHTy, n36op Ha TbKaHu, ukcaums 1 obpaboTka, noarotoska Ha IHC NPeAMETHO CTHKIO U UHTEPNPeTaLMs Ha pe3ynTaTuTe ot
OLIBETSIBAHETO.

TbkaHHOTO oLBeTsIBaHE 3aBWCcK OT GopaBeHeTo C ThkaHTa U HeliHaTa o6paboTka npeaw ouBeTsBaHeTo. HenpaBunHata dukcaums,
3ampassBaHe, paampassiBaHe, NPOMUBaHe, U3CyllaBaHe, 3aTonssHe, CPsI3BaHe UMM KOHTaMUHALMSITA C APYrv TbKaHU U TEYHOCTN
MOXe Aa NPUYUHK NosiBa Ha apTedakTy, GrokupaHe Ha aHTUTenaTta unu aniumeo oTpULATENHU pesynTaTu. HecboTBeTcTBaLLMTE
pesynTati MOXe Aa Ce AbIKaT Ha BapuaLuy B METOANTE Ha (PUKCALMS 1 BrpaxaaHe Unu Ha npuchLLa HeperynsipHoCT B TbkaHTa.*
MpekoMepHOTO UM HEMbBIHO KOHTPAOLIBETSIBAHE MOXE [a MOMpeyn Ha NpaBunHaTa MHTeprpeTauus Ha pesynTtaTtuTe.

KnuHuyHaTa nHTepnpetaums Ha BCSIKO OLBETSIBaHE UMW HeroeaTa nunca cneaga Aa Gbze AoMbAHEHa OT MOPMONOrNyHI NPOyYBaHUS C
NOMOLLTa Ha MOAXOASLLM KOHTPOMNK 1 TpsibBa fja Ce OLEHsIBa B KOHTEKCTA Ha KIIMHWYHATa UCTOPUS Ha NauveHTa v Apyrv ANarHoCTUYHN
M3CNeABaHNs OT KBanuduLmMpaH naTornor.

AnTutenara ot Leica Biosystems Newcastle Ltd ca npegHasHavenu 3a ynotpeba, kakTo e ykasaHo, BbpXy 3aMpaseHv Unu BrpageHu B
napacuH Cpesun CbC CneLmdrUyiHU N3nCKBaHUs 3a ukcaumus. Bb3MOXHO € Aa HacTbNN Heo4YakBaHa aHTUreHHa ekcrpecusi, 0Co6eHo npu
Heonnasmu. KnuHniHata MHTepnpeTaums Ha BCEKM OLIBETEH TbKaHEH Cpes TpsibBa Aa BKITOUBa MOPONONMYEH aHann3 1 oLeHkaTa Ha
NOAXOASLM KOHTPOIN.
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U3mMeHeHUs Ha npeguwiHo usgaHuve
CbcTaB Ha peareHTa, KoHUeHTpauusi Ha o6l npoTeunH, KoHueHTpaums Ha aHTuTsinoTo, Mpenopbky 3a ynotpeba, Mpeaynpexaenus n
npeanasHu Mepku, OvakeaHu pesynTatu.

[ara Ha uspasaHe
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Novocastra~ folyékony egér monoklonalis antitest
Multi-Cytokeratin

Termékkod: NCL-L-AE1/AE3

Alkalmazasi teriilet

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

Az NCL-L-AE1/AE3 a citokeratin molekulak fénymikroszkdppal végzett kvalitativ azonositasara szolgal paraffinos metszetekben. Minden
festédés meglétének vagy hianyanak klinikai értelmezését morfoldgiai vizsgalatokkal és megfelelé kontrollokkal kell kiegésziteni,
valamint az értékelést a beteg klinikai kértorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett patolégusnak kell
elvégeznie.

Az eljaras elve

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

az elsédleges antitest elleni masodlagos antitest és egy enzim kromogén szubsztrattal alkotott komplexének egymas utan kévetkezd
alkalmazasan keresztil, kdzbeiktatott mosasi Iépések mellett lehetévé teszik az antigének megjelenitését. A kromogén enzimaktivalasa
lathato reakcioterméket eredményez az antigén helyén. Ezutan a minta kontrasztfesthet6 és lefedhetd. Az eredmények fénymikroszkop
hasznalataval értelmezhetdék, majd segitségil hasznalhatdk a patofizioldgias folyamatok differencialdiagnézisa soran, amely folyamatok
az esetek egy részében konkrét antigénhez kapcsolédnak.

Klén

Két klon, az AE1 és AE3 20:1 aranyu keverékébdl allé koktél.

Immunogén

Human epidermalis citokeratin készitmény.

Specificitas

Az AE1 klén a savas alcsaladba tartozé 56,5, 50, 50°, 48 és 40 kD-os human citokeratinokat ismeri fel.
Az AE3 kl6n a lugos alcsalad 65-67, 64, 59, 58, 56 és 52 kD-os tagjait ismeri fel.

A reagens osszetétele

Az NCL-L-AE1/AE3 egy protein-A kromatografias modszerrel tisztitott, foszfatpufferes séoldatban (pH 7,6) higitott, 1%
szarvasmarhaszérum-albumin hordozéfehérjét és tartdsitdszerként natrium-azidot tartalmazé folyékony egér ascites folyadék.

Ig-osztaly
AE1, IgG1
AES, IgG1

Osszfehérje-koncentracioé
A sarzsspecifikus 6sszfehérje-koncentraciot lasd az liveg cimkéjén.

Antitest-koncentracio
Legalabb 142,8 mg/l ELISA médszerrel meghatarozva. A sarzsspecifikus Ig-koncentraciot lasd az tiveg cimkéjén.

Felhasznalasi javaslatok

Immunhisztokémia paraffinos metszeteken.

Héindukalt epitopfeltaras (heat induced epitope retrieval, HIER): Kévesse a Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6 termék
hasznalati utmutatojat.

Javasolt higitas: 1:200, 30 percen at, 25 °C-on. Az adatok csak utmutatasul szolgalnak, a felhasznaléknak kell meghatarozniuk sajat
optimalis munkaoldataikat.

Megijelenités: Kdvesse a Novolink™ Polymer Detection Systems rendszerek hasznalati tmutatéjat. Ha tovabbi termékinforméaciokra
vagy tdmogatasra van sziiksége, forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy keresse fel a
Leica Biosystems weboldalat a www.LeicaBiosystems.com cimen.

Mas manualis festési rendszerekkel vagy automata platformokkal valé hasznalat esetén validalni kell az antitest teljesitményét.
Tarolas és stabilitas

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

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

Figyelmeztetések és ovintézkedések

Ez a reagens a sejtkultira felliluszéjabol készilt. Mivel biologiai termék, kezelésekor észszeri koriltekintéssel kell eljarni.

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

Minden potencialisan toxikus dsszetevé artalmatlanitasaval kapcsolatban kovesse a szovetségi, allami és helyi eléirasokat.
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A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a vellik érintkez6 6sszes anyagot fert6zések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriltekintéssel 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
terliletet. Forduljon orvoshoz.

Minimalisra kell cs6kkenteni a reagensek mikrobidlis szennyezédését, kiillonben megnévekedhet a nem specifikus festédés.

A megadottaktol eltérd inkubacios idék és hdmérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalénak minden ilyen jellegii
valtoztatast validalnia kell.

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 szilkkségessé.

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

Pozitiv szévetkontroll

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 szvet alkalmasabb az erésebben pozitiv festédés(i szovetnél az optimalis mindség-ellenérzéshez,
valamint a kismérték( reagensbomlas észleléséhez.?

A javasolt pozitiv kontrollszdvet a bér.

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

Negativ szévetkontroll

A pozitiv szdvetkontroll 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 diffuz megjelenési. 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 immunologiai
kotédése 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 tipusatdl fliggéen. Az
endogén enzim aktivitdsanak vagy az enzimek nem specifikus kétédésének a specifikus immunreakciotél valé megkilonboztetésére
tovabbi betegszdvetek festhetdk kizardlag 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-AE1/AE3 reagenssel festett betegmintakat vizsgalja meg utolsdként. 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

Az AE1/AE3 klénok széles korben reagélnak a citokeratin savas és ligos csaladjaval. Festédés volt megfigyelhetd kilonbozé szévetek
hamseijtjeinek citoplazmajaban, igy a prosztata, emld, bér, pajzsmirigy, endometrium, mellékvese, here, hasnyalmirigy és nyalmirigy
mirigyhamjaban, illetve a bér, tonsilla, méhnyak, nyel6cs6, gége, gyomor, valamint a vékony- és vastagbél laphamsejtjeiben és
hengerhamsejtjeiben. Festédés volt észlelhetd tovabba a kdvetkezokben: hipofizis, a csecsemdmirigy Hassall-testei és retikuluma, a
tudé alveolusai és pneumocitai, a vese tubulusai, valamint a maj epevezetékei és hepatocitai.

(Vizsgalt normal szévetek dsszesitett szama = 109).

Koros szbvetek

Az AE1/AES3 klénok megfestettek 70/71 emlédaganatot (beleértve 50/51 invaziv duktalis karcinémat, 8/8 medullaris karcinémat,

8/8 invaziv lobularis karcindmat és 4/4 kevert duktalis-lobularis karcinomat), 5/5 epehdlyag-adenokarcindmat, 3/3 laphamsejtes
nyelécsé-karcindmat, 3/3 gyomor-adenokarcinémat, 3/3 tiidé-adenokarcindmat, 3/3 hasnyalmirigy-adenokarcinémat, 2/3 vastagbél-
adenokarcinémat, 3/3 atmeneti sejtes higyhdlyag-karcinémat, 3/3 laphamsejtes méhnyak-karcinémat, 2/3 asztrocitémat, 2/2 papillaris
pajzsmirigy-karcinémat, 2/2 prosztata-adenokarcinémat és 0/3 vilagossejtes vesekarcinomat. (Vizsgalt kéros esetek dsszesitett szama
=107).

Az NCL-L-AE1/AES3 a citokeratinok kimutatasara ajanlott normal és daganatos szévetekben. a nem immunolégiai hisztokémiai
festést hasznalé hagyomanyos kérszovettani eljarasok kiegészitéseként.
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Altalanos korlatozasok

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

A szbvet festédése fligg a szovet festés el6tti kezelésétdl és feldolgozasatol. A nem megfelel6 fixalas, a fagyasztas, olvasztas, mosas,
szaritds, melegités, metszetkészités, illetve a mas szdvetekkel vagy folyadékokkal torténd szennyezés miitermékeket, az antitestek
befogasat, illetve alnegativ eredményeket okozhat. Ellentmondé eredményekhez vezethetnek a fixalasi vagy beagyazasi modszerek
eltérései, illetve a szévet eredendé rendellenességei.

Atllzott vagy hianyos kontrasztfestés ronthatja az eredmények megfelel értelmezését.

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

A Leica Biosystems Newcastle Ltd altal biztositott antitestek specifikus fixalasi kovetelmények mellett, az utasitadsoknak megfeleléen
fagyasztott vagy paraffinba agyazott metszeteken torténd felhasznalasra szolgalnak. ldénként varatlan antigén-expresszié fordulhat eld,
kilondsen daganatok esetében. Barmely festett szovetmetszet klinikai értelmezéséhez morfoldgiai elemzést is kell végezni, és ki kell
értékelni a megfelel6 kontrollokat.
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Novocastra~ Anticorp monoclonal lichid de soarece
Multi-Cytokeratin

Cod produs: NCL-L-AE1/AE3

Utilizare prevazuta

Pentru diagnosticare in vitro.

NCL-L-AE1/AE3 este destinat identificarii calitative, prin intermediul microscopiei optice, a moleculelor de citokeratina in sectiunile de
parafind. 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
Cocktail de doua clone, AE1 si AE3, amestecate intr-un raport de 20:1.

Imunogen
Preparat de citokeratina epidermica umana.

Specificitate
Clona AE1 recunoaste citokeratinele umane 56.5, 50, 50°, 48 si 40 kD din subfamilia acida.
Clona AE3 recunoaste 65 - 67, 64, 59, 58, 56 si 52 kD din subfamilia bazica.

Compozitia reactivului
NCL-L-AE1/AE3 este un fluid ascitic lichid de soarece purificat prin cromatografie cu proteina A diluata n solutie salind tamponata cu
fosfat (pH 7,6) cu proteina purtatoare albumina de ser bovin 1% continand azida de sodiu drept conservant.

Clasalg
AE1, IgG1
AE3, IgG1

Concentratie proteina totala

Consultati eticheta flaconului pentru concentratia proteinelor totale specifica lotului.

Concentratie anticorpi
Mai mare sau egala cu 142.8 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 indusé de caldura a epitopilor (HIER): Urmati instructiunile de utilizare din Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.
Dilutie sugerata: 1:200 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 sau asistenta
suplimentare cu privire la produs, 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 cétre utilizator.

Pregétirea specimenului
Mediul de fixare recomandat este formalina tamponat& 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 poate fi obtinuta de la
www.LeicaBiosystems.com

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

Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a colorarii nespecifice.

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 fata 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 pielea.

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, in 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 nespecifica si a permite o mai buna interpretare a colorérii specifice la situl antigenului.

Tesutul pacientului

Examinati specimenele pacientului colorate cu NCL-L-AE1/AE3 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. Dacé este necesar, folositi un
panel pentru anticorpi pentru identificarea reactiilor fals negative.

Rezultate agteptate

Tesuturi normale

Clonele AE1/AES prezinta o reactivitate larga cu familiile acide si bazice de citokeratina. S-a observat colorare in citoplasma celulelor
epiteliale de la o varietate de tesuturi, care includ epiteliul glandular al prostatei, san, piele, tiroida, endometru, glandele suprarenale,
testicule, pancreas si glandele salivare si epiteliul scuamos si columnar al pielii, amigdale, col uterin, esofag, laringe, stomac si intestinul
subtire si gros. S-a observat de asemenea colorare in glanda pituitara, corpusculii lui Hassall si reticul in timus, alveole si pneumocite la
nivelul plamanilor, tubuli la nivelul rinichilor si in canalele biliare si hepatocite la nivelul ficatului.

(Numarul total de tesuturi normale evaluate = 109).

Tesuturi anormale

Clonele AE1/AE3 au colorat 70/71 tumori mamare (incluzand 50/51 carcinoame ductale invazive, 8/8 carcinoame medulare, 8/8
carcinoame lobulare invazive si 4/4 carcinoame mixte ductale-lobulare), 5/5 adenocarcinoame ale vezicii biliare, 3/3 carcinoame cu
celule scuamoase ale esofagului, 3/3 adenocarcinoame ale stomacului, 3/3 adenocarcinoame ale plamanului, 3/3 adenocarcinoame
ale pancreasului, 2/3 adenocarcinoame ale colonului, 3/3 carcinoame cu celule tranzitionale ale vezicii urinare, 3/3 carcinoame cu
celule scuamoase ale colului uterin, 2/3 astrocitoame, 2/2 carcinoame papilare ale tiroidei, 2/2 adenocarcinoame ale prostatei si 0/3
carcinoame cu celule renale clare. (Numarul total al cazurilor anormale evaluate = 107).

NCL-L-AE1/AE3 este recomandat pentru detectarea citokeratinelor in tesuturile normale si neoplazice, ca adjuvant la
histopatologia conventionala. utilizand coloratii histochimice neimunologice.
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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 necorespunzéatoare 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.*

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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Amendamente la editia anterioara
Compozitia reactivilor, Concentratia totald a proteinelor, Concentratia anticorpului, Recomandari de utilizare, Avertizari si masuri de
precautie, Rezultate preconizate.
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Kuakas popMa MOHOKJIOHAJIBLHBIX AHTHTE MbIIIHM Novocastra™
Multi-Cytokeratin
Kon nmponykra: NCL-L-AE1/AE3

HasHauyeHue

[ns duaeHocmuku in vitro

Mpenapat NCL-L-AE1/AE3 npeaHa3HayeH Ans ka4eCTBEHHOro onpeaeneHnst Mornekyn LuTokepaTuHa B napayHOBbIX cpesax
MeTO0M CBETOBOM MUKPOCKOMUK. KnuHnyeckas MHTepnpeTaums noboro okpaluMBaHUs Unm ero oTCyTCTBUS JOMMKHA BbITb JONONHeHa
MOpPCONOryeckUMM UCCREAO0BaHNAMI C HAANEXALLVMMU KOHTPOMAMM U JOIDKHA BbITh OLeHeHa KBannduLMpOBaHHbLIM NaTosIoroM ¢
y4yeToM aHaMHe3a nauueHTa u ApYrux AUarHoCTUYECKUX TECTOB.

MpuHUUN meToaa

MMMyHOI'I/ICTOXMMW‘IeCKVIe (V”—X) MEeTObl OKpaluMBaHUA NO3BOJSIAIOT BU3yanu3npoBaTb aHTUMeHbl NyTeM nocrnegoBaTenibHoro
CBA3bIBAHUA cneumcbmqe(:Koro aHTuTena c aHTUreHom (nepBMque aHTMTeJ‘IO), BTOPWUYHOIro aHTuUTENa C NepBUYHbIM aHTUTENOM U
HepMEHTHOro KOMMNIeKCa C XPOMOreHHbIM cybcTpaTtom. Mexay aTUMu aTanamy BbINOMHAETCS NPOMEXyToYHasi MpoMblBka. PepmeHTHas
akTmBaumsa XxpomoreHa npuBoanT K 06paaoBaHmo BNAWMOrO NpoayKTa peakumn B MeCTe pacnosioXeHNA aHTureHa. Mocne atoro 06paSL|bI
MOXHO noAaBepratb KOHTPACTHOMY OKpPaLUMBAHUIO U 3aKITHOYUTbL NOA MOKPOBHYHO MIEHKY. MHTepI‘IpeTaLLIMO Pe3ynbTaTtoB BbINOMAHAKT No4
CBETOBbIM MUKPOCKOMOM W1 UCMOSMb3YOT ANA nmd)cbepeHumaanoﬁ ANarHoCTUKn naTOQ)MSMOJ‘IOI’MHeCKMX npoueccos, KOTOpble MOryT 6bITb
CBA3aHbl NN He CBA3aHbl C KOHKPETHbIM aHTUIEeHOM.

KnoH
Cwmecb, cocTosilas 13 asyx knoHos — AE1 n AE3, ¢ cooTHowweHvem 20:1.

MmmyHoreH
MoproToBka LMTOKepaTUHa anuaepMarbHbIX KNeTok Yenoseka (Human epidermal cytokeratin preparation).

CneuncpmyHoOCTb
KnoH AE1 pacnosHaeT uMTokepaTuHbl YenoBeka, MMeoLLmMe MonekynspHyto maccy 56,5, 50, 50, 48 n 40 k[, 1 OTHOCALLUMECS K KUCTTOMY
(C TOYKM 3pEHMS U30INEKTPUYECKON TOYKM) GENKOBOMY NOACEMENCTBY.

Knon AE3 pacnosHaeT MonekynsipHyto maccy ot 65 ao 67 k[, a Takke 64, 59, 58, 56 v 52 k[], OTHOCAILLMECS K OCHOBHOMY (C TOYKM
3PEHVS N303M1EKTPUYECKON TOYKM) GENKOBOMY NOLCEMENCTBY.
CocTaB peakTuBa

NCL-L-AE1/AE3 — acunTnyeckas XnMaKoCTb Mblleit, ouuLieHHas xpomaTorpadueii 6enka-A, pasbasneHHas B hochaTHO-CONeBoM
BycepHom pacteope (pH 7,6) ¢ 1%-HbiM anbbyMnHOM Gblibeil CbIBOPOTKM, KOTOpasi B Ka4eCcTBe KOHCepBaHTa COAEPXKUT a3una HaTpus.

Knacc nmmyHorno6ynuHos
Knon AE1, ummyHorno6ynuH nogknacca G1 (IgG1).
Knon AE3, nmmyHorno6bynuH nogknacca G1 (IgG1).

O6Las KoHUeHTpauus 6enka
Ob6Las koHUeHTpauwus 6enka B kax/aoi NnapTuM ykasaHa Ha aTUkeTke drakoHa.

KoHueHTpauusa antutena
KoHueHTpauus Bbilwe unu akemBaneHTHa 142,8 mr/n npu onpefenenun metogom DA, KoHueHTpaums ummyHornobynvxa,
COOTBETCTBYOLLAA AAHHON CEpUK, yka3aHa Ha aTuKeTke pnakoHa.

PekomeHaaLMm nNo NnpuMeHeHUo

MIMMYHOTMCTOXMMUYECKOe OKpaluMBaHue napapuHOBbLIX CPE30B.

TennoBas aemackupoBka anutona (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): BbINONHSANTE MHCTPYKLMIO MO MPUMEHEHWIO,
npunaraemyto k npenapaty Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Pekomenayemoe passegenue: 1:200 B TeveHve 30 MuHyT npu Temnepatype 25 °C. [laHHas MHdopMaLuns HOCUT pekoMeHAaTenbHbIN
xapakTep, v Nonb30BaTensiM crieayeT CaMoCTOSITENbHO ONPEAensiTb ONTUManbHbie paboune pasBeaeHust.

Busyanusauwms: MoxanyiicTa, crneaynte UHCTPYKUMAM NO NPUMEHEHWNIO, KOTOpbIE NpunaratTes k cuctemam susyanuaaumm Novolink™
Polymer Detection Systems. [lns nony4eHvsi LONOMHUTENBHON MHGOPMALIMK O NPOAYKLMM N TEXHUYECKO NoaAepKKkM 06paTuTech k
MECTHOMY ANCTPMOBLIOTOPY UMK B pernoHarbHbli oduc komnaHum Leica Biosystems nu6o, B kayecTBe anstepHaTuBbl, noceTnTe Beb-
cant komnaHum Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

Ecn [aHHble aHTUTena NCnonb3yrTcAa C APYrmMn aBTOMaTtU3npoBaHHbIMU I'IJ'IaTgQOQMaMVI unu cucTemMmamu Ans oKkpawvsaHna oﬁpaagos
KOTOpPOE BbINONHAETCA BPYYHYIO, X XaPaKTePUCTUKWN crieqyeT BanuanpoBartb.

XpaHeHue u cTabunbHOCTb

XpaHuTb npu Temnepatype 2-8 °C. He 3amopaxuBaTtb. [ocne ncnonb3oBaHNa HesaMeanmMTENbHO BEPHYTb Ha XpaHeHVe npu
TeMmnepatype 2-8 °C. He ucnonb3osats nocne yKaSaHHOI;I Ha 3TUKETKe d.)J'IaKOHa AaTtbl UCTE4YEeHNA CpoKa rogHoCTU. Ycnosus XpaHeHwus,
oTnnyatoLinecs oT ykasaHHbIX Bbllle, A0KHbI ObITb npoBepeHbl Nosfib3oBaTenem.

MoaroroBka o6pasuoB
[insi npUroToBneHns 3anuTbix B napaduH cpe3os TkaHel pekomeHayetcs dukcaums B 10 % HelTpansbHom 3abycdepeHHOM hopmaniHe.
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MpenynpexaeHns n mepbl NPeAOCTOPOXHOCTN

OT0T peakTns Gbin M3rOTOBIIEH W3 CynepHaTaHTa KynbTypbl kneTok. Mpy obpalleHn ¢ 3TUM NPOAYKTOM, kak 1 C Apyrumu
BuonornyeckvmMmn NpoaykTamu, cneayeT cobnofarb pasyMHYH OCTOPOXHOCTb.

Srot peakTUB COAEPXNUT a3ung HaTpus. I'IacnopT 6e3onacHOCTV XMMUYECKOR npoayKunu npenocrtaBnAeTcsd no 3anpocy unu OCTyneH Ha
caite: www.LeicaBiosystems.com

Mo Bonpocam yTunuaaLmm niobbix BO3MOXHO TOKCUYECKIX KOMMOHEHTOB BbINONHATEe TpeGoBaHUA theaepasnbHbIX, PervoHanbHbIX U
MECTHbIX HOPMAaTUBHbIX JOKYMEHTOB.

C obpasuamu (8o 1 nocne dukcaummn) 1 Bcemu MatepuanamMu, KoTopble HaxoaaTCs Mof UX BO3AeCTBIEM, criedyeT obpallaTbes kak co
CMocoGHBIMU K nepenaye I/IHCbeKLLVII/I N yTMnn3npoBearb, COﬁﬂ}O,anl COOTBETCTBYIOLLNE Mepbl npenocmpommc’rm.“ HMKor,qa He Haﬁmpame
peakTMBbI B UNETKY PTOM U He [IonycKaiiTe KOHTaKTa peakTUBOB 1 0GPa3LIOB C KOXeit 1 CIN3UCTbIMM oBonoukamu. B cnyyae koHTakTa
peaKkTMBOB M 06Pa3LIOB C HYyBCTBUTENBHBIMW 30HAMM MPOMOTE MX GOMbLLMM KONMYecTBOM Bofbl. OBpaTUTECh 32 MEANLIMHCKON NOMOLLBIO.
CBO/JMTe K MUHUMYMY MVIKpOGHOe 3arpsisHeHne peakTneoB BO nsbexaHune ycuneHmna Hecneu,vlcbmqem(oro OKpalumBaHUA.

MHKyﬁaL[VISl npwn cpokax n Temneparypax, OTNIMYHbIX OT YKa3aHHbIX B MHCTPYKUUU, MOXET AaTb OLNGOYHbIE pesynberarbl. Jio6ble
noAoGHbIe M3MEHEHNs! AOMKHbI BbiTh BaNMAMPOBaHb! nonb3oBaTenem.

KoHTponb kayecTBa

Pasnunuunsa B meTopax o6paboTku TKaHel 1 TeXHUYEeCKKX NpoLieaypax, BbINOMHSEMbIX B nabopaTtopuy nonb3oBaTensi, MoryT NpuBecTu K
CyLLIECTBEHHOW BapuabenbHOCTU pe3ynbTaToB, B CBA3W C YeM TpebyeTcs perynsipHoe BbiMONHEHWE BHYTPMIaGopaTopHbIX KOHTpOre B
AONONHeHne K yKasaHHbIM HWXe npoueaypam.

B kayecTtBe KOHTpOJ'IeI;I crnefyert UCnonb3oBaTh CBEXNe 06p33leI, nony4yeHHble Npu ayToncuu, 6uoncum unu XUpypru4eckux npouenypax,
hurKcMpoBaHHble B chopmarnuHe, obpaboTaHHble U Kak MOXHO CKOpee 3anuTble B napaduH Tak xe, kak Obinv 06paboTaHbl nonyyeHHble
y nauveHToB o6pasLbl.

MonoXuTenbHbIN KOHTPONb TKaHU

ﬂpMMeHﬂeTCﬂ ANA NPOBEPKM NPaBUIibHOCTU NOATOTOBKAU TKaHen n METOLOB OKpalunBaHUA.

B Ka)K}J,bII;I Ha60p yCJ'IOBVIVI TecTa Npu KaXXAoM LUKIie OKpalunBaHUA crieqyeT BKIoYaTb OAWH Cpe3 TKaHW ANA NONOXKNTENbHOro KOHTPOnA.
,qJ'IH ONTUMaribHOro KOHTPOA KayecTea 1 06Hapy)KeHVI§| He3Ha4YuTeNbHbIX ypOEHeI;I Aerpagaumun peaktmsa Gonee noaxoauT TKaHb CO
cnabbiM NONOXNTENBHBLIM oKpalwmBaHnem, 4emM TKaHb C CUMbHbIM NONOXUTENbHBIM OKpaLUl/IBaHl/IeM.2

Koxa siBnsietcsa TKaHbtO, KOTOPYI PEKOMEHOYETCA NCMNONb30BaTH B KA4€CTBE MOSTOXUTESNTIBHOIO KOHTPOIIA.

ﬂpm OTCYTCTBUW MOSTIOXNTENbHOMO OKpaLUMBaHUA TKaHW, I/ICI'IOJ'IbSyIOLL[eVICﬂ B Ka4yeCTBe MNOoNoXUTENbHOro KOHTPOSA, pe3ynbraThl,
MOMyYEHHBIE C UCCTIEAYEMbIMM 0BPaA3LAMM, CHUTAITCS HEAENCTBUTENBHBIMU.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb TKaHW

3TOT TecT HeOoBXOANMO BbINONHSATL NOCE NONOXUTENLHOTO KOHTPOSS TKaHU AN NPOBepKU CneLndUYHOCTU MEYEHNs Lienesoro
aHTUreHa nepBUYHbLIM aHTUTENOM.

B kayecTBe OTpuLIAaTENBHOMO KOHTPOIISi PEKOMEHAYETCS NCTONb30BaTh TKaHW CKEMETHbIX MbILLLL.

Kpome Toro, pazHooGpasHbIe TUMbI KNETOK AN OTPULIATENBHOMO KOHTPOIS MOXHO 4acTo HalTW B GONMbLUMHCTBE CPEe30B TKaHew, OaHako
Takvie npenaparbl JOMKHbI ObiTb NPOBEPEHBI NoMNb3oBaTenem.

Hecneumnduryeckoe okpaluMBaHue, eCrivi OHO NPUCYTCTBYET, 0BbIYHO BbIMSANT AN dY3HbIM. B cpesax TkaHei, 3bbIToYHO
hUKCHPOBaHHbIX POPMANMHOM, MOXHO Taloke MHOMAA yBUAETb OKpaLLMBaHWE COEAVHUTENLHON TkaHu. [Ist MHTepnpeTauum
pe3ynsTaToB OKpaLLVMBaHWS UCMONb3YITe MHTAKTHbIE KNETKW. HekpoTUanpoBaHHbIe N paspyLUeHHble KMeTKW 4acTo okpaluMBatoTCs
Hecneuudmnyeckn.’ HenmmyHHoe cBsidbiBaHMe GenkoB UK NPOAYKTOB peakLin ¢ CyGCTpaToM MOXET NPUBECTY K JIOKHOMOMOXUTENbHbIM
pesynbratam. Takue e pesynbTaTbl MOryT GbiTh CBSi3aHbl C 9HAOTEHHLIMU (hepMeHTaMu, Hanpumep NceBaonepokcnaasoit (B
apUTpOLIMTaXx), dHAOTEHHOW Nepokcnaason (LMToxpom C) unm aHAoreHHbIM 6UOTUHOM (HanpuMep, B NMeYeHU, MOSIOYHON Xeneae,
TOMOBHOM MO3re UM MoYKe) B 3aBUCUMOCTY OT TUMa UCMOMNb30BaHHOTO MMMYHHOTO OKpaLUMBaHUs. YTobbl OTNNYNTL aKTUBHOCTb
3HAOreHHbIX PEPMEHTOB NN Hecneunuyeckoe CBa3biBaHNe (hePMEHTOB OT CneLmdUIeckon MUMMYHOPEaKTUBHOCTU, MOXHO
BbIMOMHWTL OKpaLLWBaHWe AOMOMHNTENbHbIX TKaHel NaLneHTa UCKIIOHNTENbHO XPOMOreHHbIM CyBCTpaToM Ui hepMEHTHLIMM
KOMMrekcamt (aBUAVNH-BUOTUH, CTPENTaBUAMH, MEYEHbI MOMMMEP) N XPOMOTEHHbIM Cy6CTpaToM COOTBETCTBEHHO. [pK Hannunm
cneLmguUyeckoro okpallmMBaHusi B OTpULIATENbHOM KOHTPOMe TKaHu pesynsTaTbl UCCIefoBaHust NMOMyYeHHbIX Y NalumMeHToB obpasLos
CUNTAIOTCS HeAleCTBUTENbHLIMU.

OTpMLIaTeﬂbeIFI KOHTpPONb peakTuBa

[insi oueHKN HecneumnhU4ecKkoro okpalUMBaHUs 1 Nyl UHTEPNpeTaLMm CNeLmgrUYeckoro oKpaLLMBaHNs B 06NacT cBsi3biBaHUs
aHTUreHa, 1ccrenysi Cpesbl Kax/aoro obpasua, B3siToro y nauueHTa, BMECTO MEPBUYHbIX aHTUTEN UCTIONb3YITe PeakTuB, CryXalluui B
KayecTBe HecrneLnu4ecKoro OTPULATENBHOMO KOHTPOSTS.

TkaHb, Nony4YyeHHas y nauyveHTa

Vccnenyite obpasLbl B3STOW y NauMeHTa TkaHu, KoTopble okpalleHbl ¢ nomotlbto NCL-L-AE1/AE3, B nocnenHiolo ovepeab.
VHTEHCMBHOCTb MONOXMTENBLHOMO OKpaLLMBAHWS CriedyeT OLeHMBaTh C y4eToM noboro Hecneumnguyeckoro hoOHOBOrO OKpaLlLMBaHWS
OTpULiaTeNbHOrO KOHTPONsi peakTusa. Kak 1 npu nio6om MMMYHOrMCTOXUMUYECKOM UCCNEef0BaHNK, OTPULTENbHDIA Pe3ynbTaT o3HaYaeT
HeoBHapy>KeHNe aHTUreHa, Ho He ero OTCYTCTBUE B UCCMEeAOBaHHbIX KMeTkax Unm TkaHu. Mpu HeobxoaMMocTy criedyeT Ucnonb3oBaThb
naHerb aHTUTEN AJ1s BbISIBNEHWUS MOXHOOTPULATENbHBIX peakLnii.

O)KI/I.qaeMble pe3ynbraTthbl

HopwmanbHbie TkaHu

KnoHbl AE1/AE3 eMOHCTPUPYIOT BbIPAXEHHYH PeaKLIMOHHYO CMOCOBGHOCTb MO OTHOLLEHUIO K KUCTbIM 1 OCHOBHBLIM CEeMeicTBam
LmToKepaTuHoB. Habnioaanock okpaluMBaHue LUTOMNMNasMbl ANuTennanbHbIX KNETOK Pa3finyHbIX TUMOB TKaHe, BKITIoYas KeneancTblit
3MUTENUI NPeACTaTeNbHON Kene3bl, MONIOYHOM Xeneabl, KOXW, 3HAOMETPUSI, HaANOYEYHNKOB, ANYEK, NOMKENYAOUHON Xenesbl 1
CIIOHHbIX JKemne3, a Takke KIeTok MHOrOCMONHOTO MIOCKOT0 U LIUMMHAPUYECKOTO 3NUTENUSA KOXW, MUHAANWUH, WENKN MaTKW, ropTaHu,
NULLIEBOAA, KenyaKa, TOHKOro 1 TONCTOro KuLeyHuka. OKpaluMBaHve Takke OTMEeYanoch B TKaHsX runoduaa, B Tenbuax Maccans n
PEeTUKYNyMe BUIOYKOBOI Xernesbl, B anbBeonax 1 MHeBMOLMTaX JIerkvx, B TpyGoUKax noyek, a Takke B XKEeNYHbIX MyTSAX U B NeYEeHOUHbIX
renatouuTax. (ObLuee yncno o6pasLoB UccneaoBaHHbIX HOpMarnbHbIX TkaHen = 109).
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[aTonornyecku n3ameHeHHble TKaHK

KnoHbl AE1/AE3 okpatumsanu 70/71 crnyyas onyxonei MOnoyHo xenesbl (Bkntovast 50/51 crnyyas kapLMHOMbI NPOTOKOB, 8/8 cryyaes
MeaynnsipHON KapuuHomel, 8/8 crnyyae NHBa3WBHOW KapLMHOMbI AOINIEK MOMOYHON xenesbl 1 4/4 criy4aeB CMeLLaHHON NPOTOKOBOW U
[0NbKOBOW KapLMHOMbI), 5/5 cnyyaeB afeHoKapLMHOMBbI XXeNYHOro ny3bips, 3/3 criyyaeB NNOCKOKNETOYHON KapLMHOMbI NULLEBOAA,

3/3 cnyyaeB ageHokapLMHOMbI xenyaka, 3/3 cnyyaes ageHokapuyHOMbI nerkoro, 3/3 cnyvaeB ageHoKapLIMHOMbI MOKeNyA04HOM
xenesbl, 2/3 crny4YaeB afeHOKapLVHOMbI TONCTOM KULLKW, 3/3 criyqaeB kapLVMHOMbI NEPEXOAHbIX KIETOK MOYeBOro ny3bips, 3/3 cnyvaes
NMOCKOKNETOYHOM KapLIMHOMbI LUEKV MaTku, 2/3 crny4aeB acTpouUTOMbl, 2/2 CryYaeB NanunmnsipHON KapLmHOMbI LLIMTOBUAHOWN Xeneabl,
2/2 cnyvaeB ageHokapuyHOMbI npocTathl v 0/3 cnyyaeB CBETNOKNETOYHOM NOYeYHOM kKapLmHOMBIL. (ObLuee YMCcno nccnenoBaHHbIX
naTonornieckn N3mMeHeHHbIx obpasuos = 107).

NCL-L-AE1/AE3 pekoMeHAYeTCA UCNOMb30BaTh AN 06HAPYXEHUS LIMTOKEPAaTUHOB B 3[10POBbIX U MOPAXEHHbIX

onyxonbio TKaHAX B Ka4eCTBe AOMNMONMHEeHUA K OBbIYHbIM FTMCTONATONOIMYECKUM uccnenoBaHUAM € HEMUMMYHOJIOTMYECKUM
TMCTOXUMUYECKUM OKpawmnBaHUeM.

O6wue orpaHny4eHuUst

MNIMMYHOTMCTOXMMKUYECKOE UCCIIeA0BaHME SBMSIETCS MHOTOCTAAUMHLIM ANarHOCTUYECKUM NPOLIECCOM, TPeBYIOLWUM creLparbHbIX
HaBbIKOB B BblIbOpe Haanexalynx peakTnueoB; BblGope, hmkcaumnm n obpaboTke TkaHew; npurotoBneHun cpesa ¢ UMX npenapatom;
VHTeprpeTaLny pe3ynsTaToB OKpaLUVBaHWs.

OkpaluMBaHue TkaHelt 3aBrUCUT OT obpalLieHnst C TKaHsIMK 1 X 06paboTkoii Nepen okpaluvMBaHueM. HenpaBunbHble npoLeaypbl
huKcaLmMm, 3aMopaxu1BaHsi, OTTauBaHKS!, MPOMbIBKY, CYLLUKM, HAarpeBa, NPUroToBMeHsi CPe3oB, a Takke 3arpsi3HeHVe ApyrMMi TKaHsIMu
W KMAKOCTAMW MOTYT NPUBOAUTL K apTedbakTam, 3axBaTy aHTUTEN UK NOKHOOTpULLATeNbHbLIM pesynkTatam. MpoTusopeynBbie
pe3ynbTaThl MOTyT BbITb 06YCMOBMEHbI PasNUUYMsSiMU METOL0B MKCaLMK 1 3anvBKW Npenapata Unm NpucyLLen TKaHsM BHyTPeHHel
HEpPaBHOMEPHOCTbIO CTPYKTYpbI.*

YpeamepHOe W1 HEMOMHOE KOHTPACTUPOBaHWE MOXET HEraTUBHO OTPA3UTLCS HA TOYHOCTU MHTEPMPETaLMN pedynbTaToB.
KnuHnyeckas nHTepnpeTaums nioboro okpalmBaHUs Um ero oTCyTCTBUS JOMKHa BbITh JONONHEHa MOPGONOrnyecknmMm
MCCMefoBaHNsIMU C HaZMeXalLyMU KOHTPOMNAMM U JOIDKHA ObiThb OLieHEeHa KBannMULUMPOBaHHLIM NaTOIOrOM C y4eTOM aHaMHe3a
naumeHTa 1 pyrux AMarHoCTUYECKUX TECTOB.

W3rotoBneHHble komnanuei Leica Biosystems Newcastle Ltd aHTuTena npeaHasHaveHsbl, kak ykasaHo Bbile, ANs NPUMEHEHUS!

Ha 3aMOPOXEHHbIX 1N 3annTbiX B NapacuH cpesax 1 TpebyIoT BbINOMHEHNS! KOHKPETHbIX TpeGoBaHuMin No dukcauun. BosmoxHa
HenpeaBUAeHHas 3KCMPeccust aHTureHa, ocobeHHo B onyxonsix. KnuHudeckas uHTepnpeTaums nioboro okpalleHHOro cpesa TKaHu
[I0IDKHa BKIHO4aTh MOPEONOTMYECKNIA aHaNMU3 1 OLIeHKY COOTBETCTBYIOLLMX KOHTPONEA.
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[lononHeHus K npeablayLeMy BbINycKy
CocraB peakTnBoB, CyMmMapHasa KOHLeHTpaumsa GeJ'IKa, KOHUEeHTpauus aHTuTern, pekoMmeHzaauum no ncnonb3oBaHuto, npeaynpexneHna n
Mepbl NPefoCTOPOXHOCTY, NpearnonaraemMble pesynsrarThbl.

[aTta Bbinycka
31 Mai 2019 r.
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Plynne mysie przeciwcialo monoklonalne Novocastra
Multi-Cytokeratin
Kod produktu: NCL-L-AE1/AE3

Przeznaczenie

Do diagnostyki in vitro.

NCL-L-AE1/AE3 jest przeznaczony do badan jakosciowych identyfikacji za pomoca mikroskopii $wietinej czasteczek cytokeratyny

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 wizualizacje antygendw 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 probki i
zakry¢ jg szkietkiem nakrywkowym. Wyniki sg interpretowane przy uzyciu mikroskopu $wietinego i pomagajg w diagnostyce réznicowe;j
procesow patofizjologicznych, ktére moga mie¢ zwigzek z okre$lonym antygenem.

Klon
Koktajl dwoch klonéw, AE1 i AE3, zmieszanych w proporcjach 20:1.

Immunogen
Preparat ludzkich cytokeratyn epidermalnych.

Swoistosé
Klon AE1 rozpoznaje ludzkie cytokeratyny 56.5, 50, 50’, 48 i 40 kD z podrodziny kwasne;j.
Klon AE3 rozpoznaje 65 do 67, 64, 59, 58, 56 i 52 kD z podrodziny zasadowej.

Sktad odczynnika
NCL-L-AE1/AE3 to mysi ptyn puchlinowy oczyszczony za pomocg chromatografii z wykorzystaniem biatka A, rozcienczony solg
fizjologiczng buforowang fosforanami (pH 7,6) z 1% biatka no$nikowego albuminy bydlecej, zakonserwowany azydkiem sodu.

Klasa Ig

AE1, IgG1
AE3, IgG1

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

Stezenie przeciwciat
Wieksze lub réwne 142,8 mg/L oznaczone za pomocg testu ELISA. Stgzenie g (immunoglobuliny) 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 6.

Sugerowane rozcienczenie: 1:200 przez 30 minut w temperaturze 25°C. Te informacje stanowig jedynie wskazéwke — uzytkownicy
powinni sami okresli¢ swoje optymalne rozciericzenie robocze.

Wizualizacja: Nalezy postgpowaé zgodnie z instrukcjg stosowania dotgczong do Novolink™ Polymer Detection Systems. W celu
uzyskania dodatkowych informacji o produkcie lub pomocy nalezy kontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub z regionalnym biurem
firmy Leica Biosystems lub odwiedzi¢ strone firmy Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com

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

Przechowywanie i trwatos¢

Przechowywac¢ w temperaturze 2—-8 °C. Nie zamrazaé. Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2—-8°C. Nie uzywac¢

po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie fiolki. Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji
uzytkownika.

Przygotowanie prébek
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 udostgpniana na zgdanie lub mozna jg pobra¢ ze strony
www.LeicaBiosystems.com
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Proébki, 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.

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 moga doprowadzi¢ do znacznej zmiennosci
wynikéw, co oznacza koniecznos$¢ dodatkowego przeprowadzania regularnych kontroli wewnetrznych.

Kontrole nalezy przeprowadzac¢ jak najszybciej na $wiezych prébkach z autopsji/biopsji/operaciji chirurgicznej utrwalonych,
przetworzonych i zatopionych w parafinie, takg samg 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 uwzglednia¢ jedng tkankowg kontrole pozytywna.

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

Tkankowa kontrola pozytywna powinna obejmowac skore.

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
pierwszorzedowe.

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 tgcznej. Do interpretaciji

wynikéw barwienia nalezy uzywac nieuszkodzonych komoérek. Komérki martwicze lub zdegenerowane czesto powodujg barwienie
niespecyficzne.® Wyniki fatszywie pozytywne moga pojawi¢ si¢ w nastgpstwie nieimmunologicznego wigzania biatek lub wystgpowania
produktéw reakcji substratow. Moga by¢ réowniez 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 aktywnos¢ enzymatyczng lub niespecyficzne wigzanie enzymoéw 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 nastgpi barwienie specyficzne, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach pobranych od pacjenta nalezy uzna¢ za
niewazne.

Negatywna kontrola odczynnika

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

Tkanka pacjenta

Prébki pacjenta wybarwione testem NCL-L-AE1/AE3 nalezy bada¢ jako ostatnie. Intensywno$¢ barwienia pozytywnego nalezy ocenia¢
w kontekscie ewentualnego niespecyficznego barwienia tta 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 koniecznoséci do identyfikacji reakcji fatlszywie negatywnych
nalezy wykorzysta¢ panel przeciwciat.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Klony AE1/AE3 wykazujg wysoka reaktywnos¢ z kwasnymi i zasadowymi rodzinami cytokeratyn. Barwienie obserwowano w
cytoplazmie komérek nabtonkowych z réznych tkanek, w tym gruczotowego nabtonka gruczotu krokowego, sutka, skéry, tarczycy,
endometrium, gruczotu nadnercza, jadra, trzustki i gruczotu $linowego oraz nabtonka ptaskiego i walcowatego skory, migdatkow, szyjki
macicy, przetyku, krtani, zotadka oraz jelita cienkiego i grubego. Stwierdzono réwniez barwienie w przysadce mézgowej, ciatkach
Hassalla i retikulum w grasicy, pecherzykach ptucnych i pneumocytach w ptucach, kanalikach nerkowych oraz w drogach zétciowych i
hepatocytach watroby. (gczna liczba ocenionych prawidtowych tkanek = 109).

Tkanki nieprawidtowe

Klony AE1 / AE3 wybarwity 70/71 nowotworéw sutka (w tym 50/51 inwazyjnych rakéw przewodowych, 8/8 rakéw rdzeniowych, 8/8
inwazyjnych rakéw zrazikowych i 4/4 mieszane raki przewodowo-zrazikowe), 5/5 gruczolakorakéw pecherzyka zétciowego, 3/3 raki
ptaskonabtonkowe przetyku, 3/3 gruczolakoraki zotgdka, 3/3 gruczolakoraki ptuca, 3/3 gruczolakoraki trzustki, 2/3 gruczolakoraki
okreznicy, 3/3 raki przejsciowokomérkowe pecherza moczowego, 3/3 raki ptaskonabtonkowe szyjki macicy, 2/3 gwiazdziaki, 2/2 raki
brodawczakowate tarczycy, 2/2 gruczolakoraki gruczotu krokowego i 0/3 raki jasnokomérkowe nerki. (Laczna liczba ocenionych
nieprawidtowych przypadkéw = 107).

Zaleca sie stosowanie NCL-L-AE1/AE3 do wykrywania cytokeratyn w tkankach zdrowych i nowotworowych, jako uzupetnienie
konwencjonalnego badania histopatologicznego opartego na nieimmunologicznym barwieniu histologicznym.
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Ograniczenia ogélne

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
interpretacji wynikéw barwienia.

Barwienie tkanek zalezy od postgpowania z tkanka i jej przetwarzania przed barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie,
rozmrazanie, przemywanie, suszenie, podgrzewanie, $cinanie skrawkow 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 tkankg.*

Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze negatywnie wptywaé¢ 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,
ktére utrwalono zgodnie z okreslonymi wymogami. Moze wystgpi¢ nieoczekiwana ekspresja antygenu, szczegolnie w przypadku
nowotworéw. Interpretacja kliniczna wybarwionych skrawkéw musi obejmowac analize morfologiczng oraz ocene przeprowadzong w
ramach odpowiednich kontroli.
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Zmiany wprowadzone do poprzedniego wydania
Sktad odczynnika, Catkowite stezenie biatka, Stezenie przeciwciata, Zalecenia dotyczace stosowania, Ostrzezenia i $rodki ostroznosci,
Spodziewane wyniki.

Data publikacji
31 maja 2019

AE1/AE3-L-CE
Page 52



Tekocinsko monoklonsko protitelo Novocastra™ iz misi
Multi-Cytokeratin

Koda izdelka: NCL-L-AE1/AE3

Predvidena uporaba

Za diagnosti¢no uporabo in vitro.

Izdelek NCL-L-AE1/AE3 je namenjen za kvalitativno identifikacijo molekul citokeratina 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 povzro¢i 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
Koktajl dveh klonov, AE1 in AE3, zme$an v razmerju 20:1.

Imunogen

Priprava ¢loveSkega epidermalnega citokeratina.

Specificnost

Klon AE1 prepozna ¢loveske citokeratine kisle poddruzine z molsko maso 56,5, 50, 50’, 48 in 40 kD.

Klon AE3 prepozna cloveske citokeratine bazi¢ne poddruzine z molsko maso 65 do 67, 64, 59, 58, 56 in 52 kD.

Sestava reagenta
NCL-L-AE1/AE3 je ascitesna tekocina misi, prec¢iS¢ena s kromatografijo proteina A, razredcena v fizioloski raztopini s fosfatnim pufrom
(pH 7,6) z 1 % govejega serumskega albumina kot nosilno beljakovino, ki kot konzervans vsebuje natrijev azid.

Razred Ig
AE1, IgG1
AE3, IgG1

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

Koncentracija protiteles
Visja ali enaka 142.8 mg/l, dolocena s testom ELISA. Za specificno koncentracijo Ig v seriji glejte oznako na viali.

Priporocila za uporabo

Imunohistokemija parafinskih rezin.

Toplotno pridobivanje epitopa (HIER): Upostevajte navodila za uporabo raztopine za pridobivanje epitopov Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH 6.

Predlagano redcenje: 1 : 200, 30 minut pri 25 °C. To so samo smernice; uporabniki naj pois¢ejo svoje lastne najbolj uc¢inkovite delovne
razredcine.

Vizualizacija: Upostevajte navodila 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 obi$cete spletno mesto podjetja Leica Biosystems 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
Priporo¢ena fiksirna raztopina je 10-% formalin v nevtralnem pufru za tkivne rezine, vstavljene v parafin.

Opozorila in previdnostni ukrepi

Vir priprave tega reagenta je supernatant celicne kulture. Ker je to biolo$ki izdelek, je treba z njim ravnati z ustrezno skrbnostjo.

Ta reagent vsebuje natrijev azid. Varnostni list je na voljo na zahtevo ali na spletnem mestu www.LeicaBiosystems.com

Sledite zveznim, drzavnim ali lokalnim predpisom za odstranjevanje katerih koli morebitno 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 zdravnigko
pomog.
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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.

Kontrola kakovosti

Razlike pri obdelavi tkiva in tehni¢nih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precej$nje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole ucinkovitosti 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 mogoce 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 bolj§e 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 kozno tkivo.

Ce pozitivni kontrolni vzorci tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, morate rezultate preizkusnih vzorcev zavreéi 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 razliénih celic, ki so prisotne v vecini rezin tkiv, vendar pa mora tako
uporabo preveriti uporabnik.

Nespecificno barvanje, ¢e je prisotno, je obi¢ajno razpréeno. 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 nespecificno vezavo encimov zaradi specificne imunske reaktivnosti, lahko barvate dodatna
tkiva bolnika izkljuéno 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 nespecifiénega barvanja in bolj$o 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-AE1/AE3. 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

Klona AE1/AE3 kazeta Siroko reaktivnost s kislimi in bazi¢nimi druzinami citokeratinov. Opazili so obarvanje v citoplazmi epitelijskih celic
razliénih tkiv, vkljuéno z Zleznim epitelijem prostate, dojke, koze, §¢itnice, endometrija, nadledvi¢ne Zleze, testisa, trebusne slinavke

in slinavke, ter plos¢atega in cilindri¢nega epitelija kozZe, tonzil, materni¢nega vratu, poziralnika, grla, Zelodca ter tankega in debelega
Srevesa. Obarvanje so opazili tudi v hipofizi, Hassallovih telescih in retikulumu v priZeljcu, alveolah in pnevmocitih v pljucih, tubulih ledvic
ter v Zol¢evodih in hepatocitih jeter. (Skupno $tevilo ocenjenih normalnih tkiv = 109).

Nenormalna tkiva

Kloni AE1/AES so obarvali 70/71 tumorjev dojke (vklju€no s 50/51 invazivnimi karcinomi duktov, 8/8 medularnih karcinomov, 8/8
invazivnih lobularnih karcinomov in 4/4 mesanih karcinomov duktusov-lobusov), 5/5 adenokarcinomov Zol¢nika, 3/3 skvamozne

celi¢ne karcinome poziralnika, 3/3 adenokarcinome trebuha, 3/3 adenokarcinome plju¢, 3/3 adenokarcinome trebusne slinavke, 2/3
adenokarcinome debelega Crevesa, 3/3 tranziciocelularne karcinoma mehurja, 3/3 skvamozne celi¢ne karcinome materniénega vratu,
2/3 astrocitome, 2/2 papilarna karcinoma $¢itnice, 2/2 adenokarcinoma prostate in 0/3 ledvi¢ne svetloceli¢ne karcinome. (Skupno Stevilo
ocenjenih anomalnih primerov = 107).

lzdelek NCL-L-AE1/AE3 se priporo¢a za zaznavanje citokeratinov v normalnih in neoplasticnih tkivih kot dodatna analiza
konvencionalni histopatologiji z uporabo neimunoloskih histokemijskih barvil.
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Splos$ne 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.

Obarvanje 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 povzrodi 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.

Kliniéno razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske $tudije ustreznih kontrolnih vzorcey, ki jih v okviru
kliniéne 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 morfolosko analizo in oceno ustreznih kontrol.
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Novocastra~ Tekuta mySi monoklonalni protilitka
Multi-Cytokeratin

Kdd vyrobku: NCL-L-AE1/AE3

Zamyslené pouziti

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

NCL-L-AE1/AES je uréen ke kvalitativnimu stanoveni cytokeratinovych molekul 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 umozriuji 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 muze byt kontrastné nabarven a prekryt krycim sklickem. Vysledky se interpretuji ve svételném mikroskopu; jsou pomtckou
v diferencidlni diagnostice patofyziologickych procesu, které mohou, ale nemusi, souviset s pfislusnym antigenem.

Klon
Smés dvou klont, AE1 a AE3, v poméru 20:1.

Imunogen
Priprava lidského epidermalniho cytokeratinu.

Specificita
Klon AE1 rozpoznava lidské cytokeratiny 56,5, 50, 50’, 48 a 40 kD kyselé podrodiny.
Klon AE3 rozpoznava lidské cytokeratiny 65 az 67, 64, 59, 58, 56 a 52 kD zasadité podrodiny.

Slozeni reagencie
Produkt NCL-L-AE1/AES3 je tekuta mysi asciticka tekutina purifikovana proteinovou chromatografii A fedéna ve fosfatem pufrovaném
fyziologickém roztoku (pH 7,6) s 1% bovinnim sérovym albuminem jako prenasejicim proteinem s azidem sodnym jako konzervantem.

Trida Ig
AE1, IgG1
AE3, IgG1

Koncentrace celkového proteinu

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

Koncentrace protilatek
142,8 mg/l nebo vyssi, stanovena metodou ELISA. Koncentrace imunoglobulinu (lg) specificka pro $arzi je uvedena na stitku na
lahvicce.

Doporuéeni k pouziti

Imunohistochemické vySetieni na parafinovych fezech.

Teplem indukované odmaskovani epitopu (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Postupujte podle pokyn( k pouZziti k roztoku
Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Doporucené fedéni: 1:200 po dobu 30 minut pfi 25 °C. Toto doporuéeni je uvedeno jako voditko; uzivatelé musi stanovit viastni
optimalni pracovni fedéni.

Vizualizace: Postupujte podle pokynu k pouziti k systémim Novolink™ Polymer Detection Systems. Dal$i informace o produktu nebo
podporu si vyzadejte od mistniho distributora nebo regionalni kancelare spole¢nosti Leica Biosystems, nebo 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
Uchovaveijte pii 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 neutralni pH.

Varovani a bezpe¢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 materidlu je k dispozici na vyzadani nebo na webu www.LeicaBiosystems.com
Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduijte ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.

Se vzorky pred fixaci i po fixaci a se v§emi materialy jim vystavenymi je nutno zachazet, jako by mohly zpUsobit prenos infekce,

a likvidovat je s nalezitymi bezpecnostnimi opatfenimi.” Reagencie nikdy nepipetujte Usty a zabrarite styku reagencii a vzorkd s kuzi
a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnoZstvim vody. Vyhledejte
lékarfskou pomoc.
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Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.
Inkubaéni doby nebo teploty jiné nez pfedepsané mohou vést k chybnym vysledkim. V8echny takové zmény musi byt uzivatelem
validovany.

Kontrola jakosti

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

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

Pozitivni tkanova kontrola

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

V kazdém barvicim cyklu musi byt pouZzita jedna pozitivni tkafiova kontrola pro kazdy soubor testovacich podminek.

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

Doporucena pozitivni tkanova kontrola je kuze.

Pokud pozitivni tkafnova kontrola nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkd povaZovany za neplatné.

Negativni tkafova kontrola

Musi byt vySetfena po pozitivni tkarnové kontrole k ovéreni specificity oznaceni cilového antigenu primarni protilatkou.

Doporu¢ena negativni tkafova kontrola je kosterni sval.

Alternativné ¢asto predstavuje mista negativni kontroly fada riznych typi bunék pfitomnych ve vétsiné tkarnovych fezu, to ale musi
uzivatel validovat.

Nespecifické barveni, je-li pfitomno, méa obvykle difuzni vzhled. V fezech ze tkani nadmeérné fixovanych formalinem muze 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 diisledkem neimunologické vazby proteint nebo produkt
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 odliseni aktivity
endogennich enzym ¢i nespecifické vazby enzym( od specifické imunoreaktivity mohou byt barveny dalsi tkané pacienta vyluéné
chromogennim substratem, pfipadné enzymovymi komplexy (avidin-biotin, streptavidin, znaceny polymer) a chromogennim substratem.
Pokud dojde v negativni tkafové 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 vySettete vzorky pacienta barvené pomoci NCL-L-AE1/AE3. Intenzita pozitivniho barveni musi byt zhodnocena v kontextu
se v8im nespecifickym barvenim pozadi u negativni reagencni kontroly. Jako u kazdého imunohistochemického vy3etfeni, negativni
vysledek znamena, Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen neni ve vySetfovanych burikach/tkanich pfitomen. V pfipadé potreby
pouzijte k identifikaci fale§né negativnich reakci panel protilatek.

Ocekavané vysledky

Normaini tkané

Klony AE1/AE3 manifestuji Sirokou reaktivitu s kyselymi a zasaditymi rodinami cytokeratinu. Barveni bylo pozorovano u cytoplazmy
epitelialnich bunék z rtznych tkani, véetné glandularniho epitelu prostaty, prsu, kize, stitné Zlazy, endometria, nadledviny, varlete,
pankreatu a slinné zlazy a skvamozniho a sloupcového epitelu kiize, tonzily, cervixu, jicnu, hrtanu, zaludku a tenkého a tlustého stieva.
Barveni bylo rovnéz potvrzeno u hypofyzy, Hassalovych télisek a v retikulu v thymu, alveolach a pneumocytech u plic, tubulech u ledvin
a ve Zlu¢ovodech a u hepatocytu jater (Celkovy pocet hodnocenych normalnich tkani = 109).

Abnormalni tkané

Klony AE1/AE3 barvily 70/71 nadoru prsu (véetné 50/51 invazivnich duktalnich karcinomu, 8/8 medularnich karcinomd, 8/8 invazivnich
lobularnich karcinomut a 4/4 duktalnich-lobularni smi§enych karcinomu), 5/5 adenokarcinomu Zlu¢niku, 3/3 dlazdicobunéénych
karcinom( jicnu, 3/3 adenokarcinomu Zaludku, 3/3 adenokarcinomu plic, 3/3 adenokarcinomu slinivky, 2/3 adenokarcinom( tlustého
stfeva, 3/3 karcinomu z transitnich bunék mocového méchyre, 3/3 dlazdicobunéénych karcinom( délozniho hrdla, 2/3 astrocytomu,

2/2 papilarnich karcinomu $titné Zlazy, 2/2 adenokarcinomu prostaty a 0/3 rendlnich svétiobunéénych karcinomu. (Celkovy pocet
vySetfenych abnormalnich tkani = 107).

Produkt NCL-L-AE1/AE3 se doporucuje pouzit k detekci cytokeratinii v normalnich a neoplastickych tkanich jako doplnék ke
konvenéni histopatologii s pouzitim neimunologickych histochemickych natéra.

Obecna omezeni

Imunohistochemické vysetfeni 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 vysledkd 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, mize dojit k
vychytavani protilatek nebo k fale$né negativnim vysledkum. Nekonzistentni vysledky mohou byt dusledkem odchylek ve fixacnich
metodach a metodéach zaliti v konzervaénim médiu nebo pfirozenych odchylek ve tkani.*

Nadmérné nebo nedostate¢né 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 spole¢nosti Leica Biosystems Newcastle Ltd se pouZzivaji, jak bylo uvedeno, u zmrazenych nebo u parafinovych fezl se
specifickymi pozadavky na fixaci. MiZe dojit k expresi neocekavanych antigen(, zejména u nadoru. Klinicka interpretace jakéhokoli
barveného tkarnového fezu musi zahrnovat morfologickou analyzu a zhodnoceni pfislusnych kontrol.
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Tekuta mySia monoklonalna protilatka Novocastra™
Multi-Cytokeratin
Kdd produktu: NCL-L-AE1/AE3

Zamyslané pouzitie

Na diagnostické poutZitie in vitro.

NCL-L-AE1/AE3 slzi na kvalitativnu identifikaciu molekul cytokeratinu 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 umozriuju vizualizaciu antigénov sekvencnou aplikéaciou 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 diferenciélnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré mézu, ale nemusia byt spojené s urcitym
antigénom.

Klon
Kokteil dvoch klonov AE1 a AE3, zmie$any v pomere 20:1.

Imunogén

Preparat z fudského epidermalneho cytokeratinu.

Specificita

Klon AE1 rozoznava fudské cytokeratiny 56,5, 50, 50’, 48 a 40 kD z podskupiny kyselin.

Klon AE3 rozoznava ludské cytokeratiny 65 az 67, 64, 59, 58, 56 a 52 kD z podskupiny zasad.

Zlozenie €inidla

NCL-L-AE1/AE3 je tekuta mysia asciticka tekutina purifikovana chromatografiou proteinu A, zriedena vo fyziologickom roztoku chloridu

sodného pufrovanom fosfatom (pH 7,6) s 1 % transportnym proteinom bovinného sérového albuminu obsahujuca azid sodny ako
konzervacénu latku.

Trieda Ig

AE1, IgG1
AE3, IgG1

Celkova koncentracia proteinov
Celkovu koncentraciu proteinov $pecificktl pre $arzu najdete na stitku flasticky.

Koncentracia protilatok
Vyssia alebo rovna 142,8 mg/l podla ELISA. Koncentraciu Ig Specificki pre Sarzu najdete na stitku flasticky.

Odporucania na pouzitie

Imunohistochémia parafinovych rezov.

Zachyt epitopov s tepelnou indukciou (HIER): Postupujte podfa navodu na pouzitie systému Novocastra Epitope Retrieval Solution
pH 6.

Odporucané riedenie: 1: 200 po dobu 30 minut pri teplote 25 °C. Tato hodnota je orientacna, pouzivatelia si musia stanovit svoje
vlastné optimalne pracovné riedenia.

Vizualizacia: Postupujte podla navodu na pouzitie systémov Novolink™ Polymer Detection Systems (Polymérové detekéné systémy).
Dalsie informacie o produkte alebo podporu vam poskytne vas miestny distributor alebo lokalne zastipenie spoloénosti Leica
Biosystems. Takisto méZete navstivit internetovl stranku spolo¢nosti Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

Pri pouziti s inymi manualnymi systémami farbenia alebo automatizovanymi platformami je nutné potvrdit' funkénost tejto protilatky.
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 vy$sie uvedené podmienky skladovania si vyzaduju validaciu pouzivatefom.

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

Varovania a bezpecnostné opatrenia

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

Toto ¢inidlo obsahuje azid sodny. Materialovy bezpe¢nostny list je k dispozicii na poziadanie alebo na strankach
www.LeicaBiosystems.com

Likvidaciu pripadnych potencidlne toxickych sucasti definuju federalne, $tatne alebo miestne predpisy.
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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 Gstami a zabrarite
kontaktu €inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa €inidla alebo vzorky dostani do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich velkym
mnozstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu ¢inidiel. V opaénom pripade méze dojst’ k zvySeniu nedpecifického zafarbenia.

Nedodrzanie predpisanych inkubaénych dob alebo teplét 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 najskér formalinom a spracované zaliatim do parafinu
rovnakym spdsobom ako vzorky pacienta.

Pozitivna kontrola tkanivom

Identifikuje sprévne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia.

Kazda suprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia musi obsahovat jednu pozitivhu kontrolu tkanivom.

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

Odporucané tkanivo na pozitivnu kontrolu je koza.

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 cielom overit’ Specificitu znacenia cielového antigénu primarnou protilatkou.
Odporucané tkanivo na negativnu kontrolu je kostrovy sval.

Ako negativnu kontrolu je mozné pouZzit’ aj rézne typy buniek pritomné vo vacésine tkanivovych rezov, takyto postup si véak vyzaduje
validaciu pouzivatelom.

Pripadné nespecifické farbenie méa obvykle difizny 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$pecificky.® Falo$ne pozitivne vysledky mézu byt pozorované v désledku neimunologickej vazby proteinov alebo
produktov reakcie substratu. M6zu byt spdsobené aj endogénnymi enzymami, ako napr. pseudoperoxidazou (erytrocyty), endogénnou
peroxidazou (cytochrom C) alebo endogénnym biotinom (napr. pecen, prsnik, mozog, obli¢ka) v zavislosti od typu imunologického
farbenia. S cielom diferencovat endogénnu enzymatick( aktivitu alebo ne$pecifickil vazbu enzymov od $pecifickej imunoreaktivity
mozete nafarbit dalSie vzorky tkaniv pacienta vyhradne substratovym chromogénom alebo enzymatickymi komplexmi (avidin-biotin,
streptavidin, znaceny polymér), resp. substratovym chromogénom. V pripade Specifického 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 $pecifického farbenia na mieste antigénu.

Tkanivo pacienta

Pacientske vzorky zafarbené pripravkom NCL-L-AE1/AE3 preskimajte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je nutné vyhodnotit
v kontexte pripadného

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

Ocakavané vysledky

Normalne tkaniva

Klony AE1/AE3 vykazuiju Siroku reaktivitu s kyslymi a zasaditymi skupinami cytokeratinov. Farbenie bolo pozorované v cytoplazme
epitelovych buniek z réznych tkaniv vratane Zlazového epitelu prostaty, prsnika, koze, stitnej zZlazy, endometria, nadobli¢ky, semennika,
pankreasu a slinnej zlazy a skvamézneho a kolumnarneho epitelu koze, tonzily, kréka, pazeraka, hrtanu, Zaludka, tenkého a hrubého
Creva. Zafarbenie bolo taktiez zaznamenané v hypofyze, v Hassallovych telieskach a retikule detskej Zlazy, v alveoloch a pneumocytoch
plic, v kanalikoch obli¢iek a v ZI€ovodoch a hepatocytoch pecene. (Celkovy poget normalnych vySetrenych tkaniv = 109).

Abnormalne tkaniva

Klony AE1/AE3 zafarbili 70/71 nadorov prsnika (vratane 50/51 invazivnych duktalnych karcinémov, 8/8 medularnych karcinémov,

8/8 invazivnych lobularnych karcinémov a 4/4 duktalno-lobularnych zmiesanych karcinémov), 5/5 adenokarcinémov zl¢nika,

3/3 dlazdicovobunkovych karcinémov pazeraka, 3/3 adenokarcindmov zaludka, 3/3 adenokarcinémov plic, 3/3 adenokarcindmov
pankreasu, 2/3 adenokarcindmov hrubého &reva, 3/3 karcindmov moc¢ového mechura z prechodnych buniek, 3/3 dlazdicovobunkovych
karcinomov kréka maternice, 2/3 astrocytémov, 2/2 papilarnych karcinémov $titnej zlazy, 2/2 adenokarcinémov prostaty a 0/3 renalnych
svetlobunkovych karcinémov. (Celkovy pocet abnormalnych vysetrenych pripadov = 107).

Pripravok NCL-L-AE1/AE3 sa odporuca na detekciu cytokeratinov v normalnych a neoplastickych tkanivach ako dopinok
konvenénej histopatolégie pouzitim neimunologickych histochemickych farbeni.
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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 manipulacie 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 mézu byt spésobené zmenami
metdd fixacie a montéze preparatov alebo inherentnymi nepravidelnostami v tkanive.*

Nadmerné alebo neuplIné 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 su uréené na pouzitie na zmrazenych rezoch alebo rezoch zaliatych parafinom
so $pecifickymi 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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