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CONFIRM™ anti-Lambda Rabbit Polyclonal Primary
Antibody

Katalogové ¢islo 760-2515
POUZIT

Tato protilatka je ur€ena k diagnostice in vitro (IVD).

Ventana Medical Systems' (Ventana) CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal Primary
Antibody je nasmérovana proti lehkym fetézclim lambda imunoglobulinu. Barveni lehkych
fetézcl lambda je mozné pouzit jako pomdcku pfi identifikaci bunék normainich a
abnormalnich B bunéénych linii. Protilatka je urena ke kvalitativnimu barveni B bunék a
bunék plazmy exprimujicich lehké Fetézce lambda imunoglobulinu v tkanovych fezech
fixovanych ve formalinu, zalitych v parafinu na barvicich automatech Ventana. CONFIRM
anti-Lambda Rabbit Polyclonal specificky vaze antigeny umisténé na bunééné membrané
a cytoplazmatické oblasti normalnich B bunék a bunék plazmy.

Klinicka interpretace jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt doplnéna
morfologickymi studiemi a hodnocenim Fadnych kontrol. Hodnoceni musi v kontextu
klinické anamnézy pacienta a jinych diagnostickych testd provadét kvalifikovany patolog.
Pouze na |ékafsky pfedpis.

SOUHRN A VYSVETLENI

Lehké fetézce lambda jsou polypeptidové fetézce, které v kombinaci s tézkymi fetézci,
tvofi imunoglobulinové molekuly. V imunoglobulinech se nachézeji dvé tfidy lehkych
fetézcl, kapa a lambda. Produkce lehkych Fetézcl lymfoidnimi bufikami je geneticky
omezena, takze imunoglobulinové molekuly produkované jednotlivou burikou obsahuji
pouze jednu tfidu lehkych fetézcu. Klonaini restrikce je mozné vyuzit k oznaceni
polyklonalni nebo monoklonalni povahy populaci B bunék a bunék plazmy. 2.3

Jelikoz klonalita je z klinického hlediska dllezita vlastnost, kterd pomaha pfi klasifikaci
lymfom(i (nédory lymfoidniho plivodu®) do poditfid, ma identifikace tfidy lehkych fetézca
stale vét3i dulezZitost v imunopatologii. Pfehled pouZiti barveni anti-lambda lehkych
Fetézcl pHi klasifikaci nadord byl predstaven Taylor, CR (1978).4 CONFIRM anti-Lambda
obsahuje krali¢i polyklonaini protilatku nasmérovanou na lidsky lambda Fab fragment,
specificita byla dosazena absorpci pevné faze.

PRINCIPY METODY

CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal Ize pouzit jako primarni protilatku pro
imunohistochemické barveni parafinovych tkanovych fezl. Obecné Ize fici, ze
imunohistochemické barveni umoZzriuje vizualizaci antigent pomoci sekvenéni aplikace
specifické protilatky (primarni protilatky), ktera se vaze na antigen, sekundarni protilatka
(vazebni protilatka), ktera se vaze na primarni protilatku, komplexu enzymu a
chromogenniho substratu a je prolozena promyvacimi kroky. Enzymaticka aktivace
chromogenu zpisobuje vznik viditelného produktu reakce v misté antigenu. Vzorek pak
Ize obarvit kontrastnim barvivem a zakryt krycim sklickem. Vysledky se interpretuji pomoci
svételného mikroskopu a pomahaji k usnadnéni diferenéni diagnézy patofyziologickych
procesU, které mohou, ale nemusi byt spojeny s urcitym antigenem.

CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal je optimalné nafedéna pro pouziti detekénimi
soupravami iVIEW DAB nebo uftraView Universal DAB na barvicich automatech Ventana.
CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal je kompatibilni s detekEnimi soupravami
Enhanced Alkaline Phosphatase Red, AEC a ultraView Universal Red. Kazdy krok
barviciho protokolu zahrnuje inkubaci se stanovenim jeji pfesné doby a specifické teploty.
Na konci kaZdého inkubaéniho kroku jsou fezy v barvicim automatu Ventana oplachnuty
za UCelem ukonceni probihajici reakce a k odstranéni nevazebného materiélu, ktery by
mohl branit pozadované reakci v nasledujicich krocich. Aby odpafovani vodnych €inidel ze
vzorkd na podloznich sklech bylo co nejmensi, aplikuje barvici automat na sklicka kryci
roztok. Barveni je ukonéeno po inkubaci substrat-chromogenem a volitelné barvenim
kontrastnim barvivem. Vice informaci o operacich pfistroje naleznete v pfislu§ném
Navodu k pouziti barviciho automatu Ventana l.

MATERIALY
Dodavana ¢inidla
CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal obsahuje dostatek inidla pro 50 testu.

1 -5 mL davkova¢ CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal obsahuje asi 22 pg kralici
polyklonalni protilatky nasmérované proti epitopu pfitomnému na lidskych lehkych
fetézcich lambda, které se nachézeji v tkanich.
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Protilatka je nafedéna v 0,05 M Tris-HCl s 2 % proteinovym nosi¢em a 0,10 % ProClin
300, konzervaéni latky obsahujici aktivni latky 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one a 2-
methyl-4-isothiazolin-3-one.

Celkova proteinova koncentrace ¢inidla je asi 14 pg/mL. Koncentrace specifické protilatky
je asi 4,4 pg/mL. V tomto produktu neni zndma zadné irelevantni reaktivita protilatky.

Rekonstituce, smiseni, fedéni, titrace

Protilatka je optimalizovana pro pouZiti v barvicim automatu Ventana ve spojeni s
detekénimi soupravami iVIEW DAB nebo uftraView Universal DAB. Neni vyZadovana
rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace.

Dalsi fedéni mlze zpUsobit ztratu zabarveni antigenu. UZivatel musi pfipadné zmény
ovéfit. Rozdily ve zpracovani tkané a technickych postupech v laboratofi mohou zplsobit
vyraznou variabilitu vysledkd a vyzaduji pravidelné provadéni kontrol (viz ¢ast Postupy
kontroly kvality).

Skladovani a manipulace

Skladovat pfi 2 — 8 °C. Nezmrazovat. Pokud se ¢inidla skladuiji za jakychkoli jinych nez v
pfibalovém letaku uvedenych podminek, musi je uzivatel ovéfit.

Aby byl zajistén spravny vykon Cinidla a stabilita protilatky po kaZzdém cyklu, musi byt
davkovac uzavien vickem a okamzité umistén ve vertikalni poloze do lednice.

Kazdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu exspirace. Je-li fadné skladovano, je
¢inidlo stabilni do data uvedeného na Stitku. NepouZivejte Cinidla po skoneni exspiracni
doby pro pfedepsanou metodu skladovani.

Tento produkt nejevi Zadné zjevné zndmky nestability, a proto by se pozitivni a negativni
kontroly mély provadét souCasné s nezndmymi vzorky. Kontaktujte mistni zastoupeni
spolecnosti Ventana, objevi-li se pfiznaky nestability ¢inidla.

Potfebné materialy a €inidla, které se nedodavaji

Nésledujici ¢inidla a materialy mohou byt potfebné pro barveni, ale nejsou dodavany s
primarni protilatkou:

Ventana CONFIRMTM Negative Control Rabbit Ig nebo Rabbit Negative Control
Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabita

Tkané pro pozitivni a negativni kontrolu

Susicka, schopna udrzovat teplotu 70 °C £ 5 °C

Stitky s ¢arovym kédem (odpovidajici testované negativni kontrole a primarni
protilatce)

6 10 % neutralni pufrovany formalin

7. Nadoby nebo lazné na barveni

8.  Stopky

9. Xylen

10.  Etanol nebo reagencni alkohol

11.  Deionizovana nebo destilovana voda

12.  Barvici nadoby

13.  Barvici automaty NexES® IHC nebo BenchMark® Series

14.  Detekéni soupravy Ventana uftraView™ Universal DAB, uftraView™ Universal

Red, iVIEWT™ DAB, AEC, Enhanced Alkaline Phosphatase Red
15.  Ventana Amplification Kit*
16.  Ventana Endogenous Biotin Blocking Kit*
17.  Ventana APK Wash (10X) (barvici automaty NexES IHC)
18.  Ventana Liquid Coverslip™ (Low Temperature) (barvici automaty NexES IHC)
19.  Ventana EZ Prep™ (10X) (barvici automaty BenchMark Series)
20. Ventana Reaction Buffer (10X) (barvici automaty BenchMark Series)
21.  Ventana Liquid Coverslip (High Temperature) (barvici automaty BenchMark Series)
22. Ventana Protease 1
23.  Ventana Protease 2*
24, Ventana Protease 3*
25.  Kontrastni barvivo Ventana Hematoxylin* nebo Hematoxylin Il
26. \Ventana Bluing Reagent
27.  Montovaci médium

a0 =

28.  Kryci sklo
29.  Svételny mikroskop (20-80x)
*Volitelné

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi PREDPISY

1. Kdiagnostice in vitro.
Pfi manipulaci s ¢inidly dodrzuijte pfislusna bezpeénostni opatfeni. PouZivejte
rukavice na jedno pouZiti, manipulujete-li s nebezpeénymi karcinogeny nebo
toxickymi materialy (jako je napfiklad: xylen nebo formaldehyd).
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3. Zabraiite kontaktu Cinidel s oima a sliznici. Jestlize se Cinidla dostanou do kontaktu  Tabulka 1. Doporugené barvici protokoly pro CONFIRM anti-Lambda Rabbit

s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnozstvim vody.

4. Vzorky pacientl a véechny materialy, které s nimi piijdou do kontaktu, musi byt
povazovany za biologicky nebezpecné latky a jejich likvidace musi probihat podle
piislusnych bezpeénostnich predpist. Nikdy nepipetujte Usty.

5. Zabrante mikrobiologickému znecisténi ¢inidel, nebot toto by zplsobilo nespravné
vysledky.

6.  Doporucené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich pfedpisech.

7. Konzervaénim prostfedkem v €inidle je ProClin 300. Pfiznaky nadmérné expozice
ProClin 300 zahrnuji podrazdéni kize a oci a podrazdéni sliznic a hornich
dychacich cest. Koncentrace ProClin 300 ve vyrobku je 0,1% a nenaplfiuje tak
kritéria OSHA pro nebezpecnou latku. U citlivych jedinct se mohou vyskytnout
systémové alergické reakce.

Sbér vzorku a pfiprava pro analyzu

Pro pouZiti s primarni protilatkou, ktera je pouzita s detekénimi soupravami Ventana na
barvicich automatech Ventana jsou vhodné tkané, zpracované béznym zpisobem,
fixované ve formalinu a zalité v parafinu (viz ¢ast Potfebné materialy a Cinidla, ktera
nejsou soucasti dodavky). Doporuceny fixacni prostfedek pro tkané je 10 % neutralni
pufrovany formalin.S Mohou se vyskytnout rozdilné vysledky jako ddsledek prodlouzené
fixace nebo specialnich procest, napfiklad odvapfiovani preparatd kostni drené.

Kazdy Fez je tfeba nafezat na spravnou tloustku a umistit na pozitivné nabité podlozni
sklicko. Sklicka obsahujici Fezy tkani je tfeba susit v troubé po dobu nejméné 2 hodin
(avSak ne déle nez 24 hodin) pfi teploté 70 °C + 5 °C. V zajmu zachovani antigennosti
nafezanych tkanovych fez(i se musi fezy tkani barvit okamzité.

NAVOD K POUZITi
Jednotlivé kroky postupu

Postup ruéni deparafinace

Je vyzadovano, pokud je pouzit barvici automat NexES IHC nebo pokud neni navolena
funkce deparafinace na sériovém barvicim automatu BenchMark Series:

Podrobnéjsi pokyny, kdy je potfeba opatfit sklicka Stitkem s Carovym kddem naleznete v
¢asti Navod k obsluze ke konkrétnimu barvicimu automatu.

1. Ponofit sklicka postupné do 3 xylenovych lazni vzdy na 5 £ 1 minut.
2. Prenést sklitka do 100 % etanolu a ponofit je postupné do 2 lazni vzdy na

3 £ 1 minuty.

3. Prenést sklicka do 95 % etanolu a ponofit je do lazné s timto roztokem na
3 =1 minut.

4. Prenést sklicka do 80 % etanolu a ponofit je do |azné s timto roztokem na
31 1 minut.

5. Prenést sklicka do lazné s deionizovanou nebo destilovanou vodou a ponofit je
minimainé 10-krat.

6.  Prenést sklicka podle postupu do roztoku APK Wash (1X) nebo do pufrového
roztoku. V pfipadé pouziti roztoku APK Wash, musi sklicka zustat v roztoku az do
provedeni barviciho cyklu. V pfipadé pouziti pufrového roztoku, musi sklicka zistat
v roztoku, az do doby provedeni postupu odmaskovani antigenu. Nenechat sklicka
vysusit.

Sklicka barvena na sériovych barvicich automatech BenchMark Series mohou byt

deparafinovana v pfistroji. Zvolite-li tuto moznost, opatfete sklicka ¢arovym kddem a

umistéte je do pfistroje. Jestlize tuto vlastnost nezvolite, pokracujte podle Postupu rucni

deparafinace vyse.

Doporuéené barvici protokoly

Primarni protilatky Ventana byly vyvinuty za G¢elem pouziti v barvicich automatech
Ventana ve spojeni s detekénimi soupravami a pfisluSenstvim vyrobce Ventana.
Doporucené barvici protokoly pro barvici protokoly jsou uvedeny v tabulce 1. Parametry
automatickych postupti Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl uvedenych v
Névodu k obsluze. Nékteré parametry obsluhy barviciho automatu sklicek jsou pfedem
nastaveny vyrobcem.
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Polyclonal Primary Antibody pomoci detekénich souprav iVIEW DAB a uftraView
Universal DAB

Typ postupu Platforma nebo metoda

NexES IHC BenchMark Series

Odstrafnovani parafinu V systému offline Zvoleno

Uprava bunék o o
Neni vyZadovano Neni vyZzadovéno

(odmaskovani antigenu)

Enzym (proteaza)* Protease 1, 4 minuty Protease 1, 4 minuty

Protilatka (primarni)* Asi 32 minut, 37 °C Asi 16 minut, 37 °C

A/B Blok (Blokovani biotinu) Volitelné Volitelné

Zesilit (amplifikace) Volitelné Volitelné
Kontrastni barvivo Hematoxylin I, Hematoxylin II,
(hematoxylin) 2 az 4 minuty 2 az 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing, 2 az 4 minuty Bluing, 2 az 4 minuty
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*Doby inkubace protilatky a proteazy a typy proteazy je mozné podle potreb
optimalniho barveni ménit.

Postupy barveni na barvicich automatech Ventana jsou nésledujici. Dal$i podrobné
instrukce a dal3i vlastnosti protokolu naleznete v Navodu k obsluze.

Odmaskovani antigenu neni vyzadovano:

1. Sklicka opatfit Stitkem s Earovym kodem. Parafin se ze skli¢ek odstrariuje pomoci
sérii xylenu a odstupriovanych alkohold az po vodu a potom v 1azni APK Wash (1X).

2. Zalozit primarni protilatku a davkovace pfislusné detekéni soupravy a potfebna
pfidavna ¢inidla do pfihradky pro €inidla a umistit je do barviciho automatu.
Zkontrolovat nadoby na tekutiny a odpad.

3. Vyjmout sklicka zbavena parafinu, opatfena Stitky z roztoku APK Wash (1X).
Zamezit vysychani tkani.

Sériové barvici automaty BenchMark Series

1. Opatfit sklicka Stitkem s ¢arovym kédem odpovidajicim protokolu protilatky, ktera
ma byt zpracovana.

2. Zalozit primarni protilatku a davkovace pfislusné detekéni soupravy a potfebna
pfidavna ¢inidla do pfihradky pro €inidla a umistit je do barviciho automatu.
Zkontrolovat nadoby na tekutiny a odpad.

3. Vlozit sklicka do barviciho automatu.

Pro vSechny pfistroje

1. Spustit barvici cyklus.

2. Podokongeni cyklu vyjmout sklicka z barviciho automatu.

3. Pouzivate-li detekéni soupravy DAB a Alkaline Phosphatase Red, umyjte jemnym
Cisticim prostfedkem nebo v alkoholu, aby se odstranil kryci roztok; dehydrujte,
projasnéte a pokryjte obvyklym zpisobem permanentnim montovacim médiem.

4. Pouzije-li se AEC chromogen, nedehydratovat a neprojasfiovat. Pro AEC pouzit
vodné montovaci médium. Obarvena sklicka by méla byt odectena béhem 2 az 3
dni od barveni a jsou stabilni po dobu nejméné 2 let, jsou-li spravné skladovana pfi
pokojové teploté (15 °C - 25 °C).

POSTUPY KONTROLY KVALITY
Tkan pro pozitivni kontrolu

S kazdym provedenym barvicim postupem je tfeba provést kontrolu pozitivnich tkani.
Pfikladem pozitivni kontroly pro protilatku CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal
Primary Antibody je tonzila, lymfatické uzlina a slezina. Komponenty tkani pro pozitivni
kontrolu (B buriky a buriky plazmy) se pouzivaji k potvrzeni, Ze protilatka byla aplikovana
a Ze piistroj pracuje spravné. Tkan muze obsahovat pozitivné i negativné zabarvené
buriky nebo komponenty tkané a slouZi jako tkan pro pozitivni i negativni kontrolu.
Kontrolni vzorky by mély byt &erstvé fixované vzorky z pitvy, biopsie nebo operace
zpracované co nejdrive a zalité stejnym zplsobem jako testované fezy. Takové tkané
mohou monitorovat vSechny kroky postupu, od pfipravy tkdné az po barveni. PouZiti
tkanového fezu fixovaného nebo zpracovaného jinym zplsobem nez testovany vzorek
zajisti kontrolu pro vSechna €inidla a kroky metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Tkan se slabym pozitivnim zabarvenim je vhodnéj$i pro optimalni kontrolu kvality a
Zjisténi nizSich urovni degradace Cinidla.
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Znamé pozitivni kontroly tkani by mély byt pouzivany pouze ke sledovani spravné
Ucinnosti zpracovanych tkani a testovacich ¢inidel, nikoliv jako pomucka ke stanoveni
specifické diagndzy vzorki pacientd. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzork( za neplatné.

Tkan pro negativni kontrolu

Pro negativni kontrolu Ize pouZit stejnou tkar, ktera se pouZiva pro pozitivni kontrolu.
Rozmanitost riiznych typd bunék, které se nachazeji ve vétsiné fezd tkani, nabizi vnitfni
oblasti pro negativni kontrolu, ale to by mé&l ovéfit uZivatel. Casti, které se nebarvi, by mély
prokazat nepfitomnost specifického zabarveni a zajistit indikaci nespecifického zabarveni
pozadi. Pokud se projevi specifické zabarveni v ¢astech tkané pro negativni kontrolu, je
nutno povazovat vysledky vzorki pacienta za neplatné.

Nevysvétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolach by mély byt ihned ohl&Seny mistnimu zastoupeni
spole¢nosti Ventana. Pokud se vysledky kontrol neshoduji se specifikacemi, vysledky
pacienta jsou neplatné. Objevi-li se rozpory, prostudujte &ast Reseni problémdi tohoto
letaku.. Identifikovat a opravit problém a potom opakovat vzorek pacienta.

Cinidlo pro negativni kontrolu

K usnadnéni interpretace vysledku je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s ¢inidlem pro
negativni kontrolu. Kontrola negativniho €inidla je pouzita misto primarni protilatky, aby se
dalo vyhodnotit nespecifické zabarveni. Sklicka je tfeba barvit pfiméfené kontrolnim
Negative Control Mouse Ig, CONFIRM Negative Control Rabbit Ig, nebo Rabbit Negative
Control. Je-li pro negativni kontrolu pouZito jiné ¢inidlo, nafedte ho ve stejném poméru
jako antisérum primarni protilatky fedicim roztokem Ventana Antibody Diluent. Jako méné
vhodnou alternativu uvedenych €inidel pro negativni kontrolu Ize pouzit samotny Fedici
roztok. Inkubacni doba €inidla pro negativni kontrolu by méla odpovidat inkubacni dobé
primarni protilatky.

Pokud se panely fady protilatek pouzivaji se sériovymi fezy, muze €inidlo pro negativni
kontrolu na jednom podloznim skle slouZit jako negativni kontrola nebo kontrola
nespecifické vazby pozadi pro jiné protilatky.

Ovéieni testu

Pfed prvnim pouZitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostické procedufe by méla
byt ovéfena specificita protilatky testovanim na fadé dostupnych tkanich se zndmou
imunohistochemickou charakteristikou G¢innosti, které pfedstavuji zndmé pozitivni a
negativni tkdné (seznamte se s Postupy kontroly kvality popsané v této ¢asti pfibalového
letaku a s pozadavky pro kontrolu kvality akreditacniho programu College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,6 a
schvalenou smérnici CLSI Approved Guideline” nebo ob&ma dokumenty). Tyto postupy
kontroly kvality musi byt provedeny vzdy, kdyz se zméni Sarze protilatky nebo kdyz se
zméni parametry testu. K ovéfeni testu jsou vhodné tkané uvedené v seznamu v ¢asti
Souhrn oéekavanych vysledku.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Imunologicky postup barveni na automatech Ventana zptisobuje barevnou reakci
produktu, vedouci k srazeni oblasti antigenu lokalizovanych primarni protilatkou.
Ocekavané barevné reakce nalezete v pfibalovém letaku k pfislu$né detekéni soupravé.
Drive nez budou vysledky interpretovany, musi kvalifikovany patolog majici zkuSenosti s
imunohistochemickymi postupy vyhodnotit pozitivni a negativni kontroly.

Tkan pro pozitivni kontrolu

Nejprve je nutné provést test zabarvené tkané pro pozitivni kontrolu a ovéfit tak spravnost
funkce vSech Cinidel. Pfitomnost spravné zabarveného reakéniho produktu uvnitf cilovych
bunék indikuje pozitivni reaktivitu. Oekavané barevné reakce nalezete v pfibalovém
letaku k prisludné detekéni soupravé. V zavislosti na délce inkubacni doby a potenci
pouzitého hematoxylinu zpusobi kontrastni barveni bledémodré az tmavomodré zabarveni
bunéénych jader. PFiliSné nebo netiplné kontrastni zbarveni muize ohrozit spravnou
interpretaci vysledkd.

Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi pozitivni zabarveni, je nutno povazovat
vysledky testovanych vzorki za neplatné.

Tkan pro negativni kontrolu

Tkan pro negativni kontrolu je nutno testovat po tkani pro pozitivni kontrolu, abychom
ovéili specificitu znaCeni cilového antigenu primarni protilatkou. Nepfitomnost
specifického zabarveni v tkani pro negativni kontrolu potvrzuje nepfitomnost zkfizené

reaktivity s bufikami nebo ¢astmi bunék. Pokud se projevi specifické zabarveni ve tkani
pro negativni kontrolu, je nutno povazovat vysledky vzorki pacienta za neplatné.
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Pokud se vyskytuje nespecifické zabarveni, je vétSinou difizni. Sporadické slabé
zabarveni pojivové tkané Ize také pozorovat v fezech z tkani pfili§ fixovanych formalinem.
K interpretaci vysledkd pouZijte intaktni buriky, protoZe nekrotické a degenerované buriky
se Casto zabarvuji nespecificky.

Tkan pacienta

Vzorky pacienta je nutno testovat jako posledni. Intenzitu pozitivniho zbarveni je nutno
posuzovat v kontextu jakéhokoli nespecifického zbarveni pozadi ¢inidel pro negativni
kontrolu. Jako u kazdého imunohistochemického testu, negativni vysledek znamena, ze
antigen nebyl detekovan, nikoli, Ze antigen neni v testovanych burkach nebo tkani
pfitomen. V pfipadé potieby pouZijte k identifikaci faleSné negativnich reakci panel
protilatek (viz €ast Souhrn oéekavanych vysledka). Ke spravné interpretaci kazdého
imunohistochemického vysledku by méla byt testovana rovnéz morfologie kazdého vzorku
tkané s vyuzitim fezd barvenych hematoxylinem a eozinem. Morfologické nélezy pacientd
a klinické Udaje tykajici se pacientt by mély byt interpretovany kvalifikovanym patologem.

OMEZENI

VS§eobecna omezeni

1. Imunohistochemie je diagnosticky proces obsahujici vice krokd, ktery vyZaduje
specializované vyskoleni ve vybéru vhodnych Einidel, vybéru tkani, fixaci, pfipravé a
zpracovani imunohistochemického podlozniho skla a interpretaci vysledkd
zabarveni.

2. Zbarveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a na jejim zpracovanim pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, umyvani, suseni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkdnémi nebo tekutinami mize vést ke vzniku artefaktd,
zachyceni protilatky nebo fale$né negativnim vysledkam. Vysledky mohou byt
nekonzistentni v dusledku pouZiti riznych metod fixace a zaliti nebo v dlsledku
vnitfnich nepravidelnosti v tkani.

3. Prilisné nebo nelpiné kontrastni zbarveni mlize ohrozit spravnou interpretaci
vysledkd.

4. Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi
byt vyhodnocena v kontextu klinického projevu, morfologie a jinych
histopatologickych kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli zabarveni nebo jeho
nepfitomnosti musi byt dopinéna morfologickymi studiemi a Fadnymi kontrolami a
také dalSimi diagnostickymi testy. Protilatka je uréena k pouZiti v panelu protilatek.
Za interpretaci barveného preparatu zodpovida kvalifikovany patolog, ktery zna
pouzité protilatky, Cinidla a pouZité metody. Barveni se musi provadét v
certifikované laboratofi s pfisluSnym opravnénim a pod dohledem patologa
zodpovédného za hodnoceni barvenych podloznich skel a zaru¢eni adekvatnosti
pozitivnich a negativnich kontrol.

5. Ventana dodava protilatky a Cinidla pro pouziti optimalné nafedéné, pokud jsou
dodrzeny instrukce, které jsou soucasti produktu. Dalsi fedéni mlze zpUsobit ztratu
zabarveni antigenu; uZivatel musi tyto pfipadné zmény ovéfit. Jakakoli odchylka od
doporuéenych testovacich postupti mize zplsobit neocekavané vysledky. Je nutno
provést a zdokumentovat prislu$né kontroly. UzZivatelé, ktefi nedodrzi doporucené
postupy, museji za téchto okolnosti pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkl
pacienta.

6.  Tento vyrobek neni uréen k pouZiti v priitokové cytometrii, nebot charakteristiky
ucinnosti nebyly stanoveny.

7. Cinidla mohou vykazovat neotekavané reakce v dfive netestovanych tkanich. V
dusledku biologické variability exprese antigenu v neoplazmé nebo jinych
patologickych tkanich nelze zcela vylougit moZnost neogekavanych reakei i v
testovanych skupinach tkani.8 Se zdokumentovanymi neo¢ekavanymi reakcemi se
obratte na mistni zastoupeni spole¢nosti Ventana.

8.  Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji povrchovy antigen
(HBsAg) hepatitidy B, mohou s kfenovou peroxidazou vykazovat nespecifické
zabarveni.?

9. Normalni séra ze stejného Zivocidného zdroje jako sekundarni antiséra pouzita v
blokovacich krocich mohou v dusledku pfitomnosti autoprotilatek nebo pfirozenych
protilatek zplsobovat fale$né negativni nebo fale$né pozitivni vysledky.

10.  Fale$né negativni vysledky se mohou vyskytovat v dusledku neimunologické vazby
proteinti nebo produkttl reakce se substratem. Mohou byt také zpiisobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty) a endogenni aktivitou peroxidazy (cytochrom C),
alkalickou fosfatazou nebo endogennim biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prs,
ledvina) v zévislosti na typu imunologického barveni.10

11, Jako u kazdého imunohistochemického testu, negativni vysledek znameng, ze
antigen nebyl detekovan, nikoli, Ze antigen neni v testovanych burkach nebo tkéni
pfitomen.

12.  Vzhledem k pfevaze Ig rozpoznanému timto polyklonalnim ¢inidlem, je tfeba
ocekavat intersticialni a sérové zabarveni tkané.
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Specificka omezeni

1. Protilatka byla optimalizovéna pro inkubacéni dobu v délce 16 az 32 minut ve spojeni
s detekEnimi soupravami Ventana a barvicimi automaty Ventana. Nedodrzeni
piislusnych inkuba¢nich dob a teplot miize vést k chybnym vysledkiim. Jakoukoliv
zménu tohoto druhu musi uzivatel ovéfit. Vzhledem k riiznym zptsoblm fixace a
zpracovani tkani muze byt potfeba zvysit nebo snizit inkubacni doby primarni
protilatky na jednotlivych vzorcich. Dalsi informace o rliznych fixacich naleznete v
pfiru¢ce ,Immunohistochemistry Principles and Advances* (Principy a postupy
imunohistochemie). !

2. Protilatka ve spojeni s detekénimi soupravami a pfisluSenstvim Ventana detekuje
antigen, ktery pfeziva bézné provedenou fixaci ve formalinu, zpracovani tkané a jeji
nafezani. UZivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za téchto okolnosti
piijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkd pacienta.

3. Pripouziti fixativa Prefer muze dojit k zhorSeni morfologie.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

1. Testovani, jehoz vysledky jsou uvadéné v této Casti, bylo provadéno za pouziti
doporu¢eného protokolu pro detekéni soupravu iVIEW DAB Detection Kit.

2. Specificita CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal byla stanovena testovanim
nasledujicich typu tkani: vzdy 3 vzorky, mozek, maly mozek, zlaza nadledviny,
Zlaza brzliku, plice, srdce, jicen, Zaludek, tenké stfevo, tracnik, jatra, slinna zlaza,
ledvina a prostata. Dale bylo barveno 11 vzorki kostni dfené, 18 lymfatickych uzlin
a 9 vzorki mandli. Barveni protilatkou CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal
mélo za nasledek vznik intersticiélniho a sérového zabarveni a zabarveni
nasledujicich specifickych bunéénych komponent: imunoglobulin (B buriky),
dendritické retikulum, imunoblasty a buriky plazmy.

3. Senzitivita je zavisla na konzervaci antigenu. Jakakoli nespravna manipulace s tkani
béhem fixace, Fezani, zalévani nebo uchovavani, ktera méni antigennost, zeslabuje
detekci kapa pii pouziti CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal a mize mit za
nasledek fale$né negativni vysledky. CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal
zabarvila 0 ze 4 tkéni lymfomu.

4. Reprodukovatelnost barveni uvnitf cyklu (intra run) byla stanovena na zakladé
barveni 3 skli¢ek obsahujicich stejnou tkan na 1 pfistroji. Cilem testovani na
reprodukovatelnost v rdmci cyklu je ujistit se, ze vSechna sklicka barvena na jednom
automatu maji podobnou u¢innost. Testovani provadéné na barvicim automatu
NexES IHC poskytlo sklicka podobné zabarvena. Testovani provadéné na barvicim
automatu Benchmark poskytlo sklicka podobné zabarvena. Testovani provadéné na
barvicim automatu Benchmark XT/LT poskytlo sklicka podobné zabarvena. Uzivatel
musi ovéfit reprodukovatelnost vysledkd v ramei jednoho cyklu barvenim riznych
setl sériovych fezu s nizkou, stfedni a vysokou hustotou antigenu v jednom cyklu.

5. Reprodukovatelnost mezi cykly (inter run) byla stanovena na zakladé barveni 27
skli¢ek obsahujicich stejnou tkar po dobu 3 dnli (jedno sklitko na den) na stejném
barvicim automatu pro kazdou platformu barveni. Cilem testovani na
reprodukovatelnost mezi cykly je ujistit se, ze obarveni sklicka je konzistentni,
pokud je cyklus opakovan na 1 barvicim automatu. V8echna sklicka méla na
barvicim automatu NexES IHC podobnou intenzitu zabarveni. V§echna sklicka méla
na barvicim automatu Benchmark podobnou intenzitu zabarveni. VSechna sklicka
méla na barvicim automatu Benchmark XT/LT podobnou intenzitu zabarveni.
UZivatel musi ovéfit reprodukovatelnost vysledki mezi cykly barvenim riznych setl
sériovych fezl s nizkou, stfedni a vysokou hustotou antigenu v riznych dnech.

6.  Reprodukovatelnost mezi platformami byla stanovena barvenim 9 skli¢ek
obsahujicich stejnou tkan na 1 barvicim automatu pro kazdou platformu barveni.
Cilem reprodukovatelnosti mezi platformami je ujistit se, Ze obarveni sklicka je
konzistentni mezi platformami barveni (NexES IHC, Benchmark a Benchmark
XTILT). Sklicka barvena timto produktem vykazala srovnatelné zabarveni napfi¢
vSemi platformami barveni vyrobce Ventana.

7. Reprodukovatelnost mezi Sarzemi byla stanovena barvenim 3 skli¢ek obsahujicich
1 tkénovy vzorek, ktery obsahoval 5 specifickych bunéénych komponent se 3
riznymi Sarzemi protilatky CONFIRM anti-Lambda Rabbit Polyclonal. Cilem
reprodukovatelnosti mezi Sarzemi je ujistit se, Ze kazda Sarze vykazuje podobnou
citlivost a specificitu, pokud je aplikovana na stejné tkarové vzorky. VSechny 3
SarZe vykazaly podobnou ucinnost, kdyz byly testovany na 1 tkani, ktera obsahovala
5 specifickych buné&nych komponent: T buriky, imunoglobulin (B buriky),
dendritické retikulum, imunoblasty a buriky plazmy.

RESENi PROBLEMU
1. Jestlize vykazuji pozitivni kontroly slabsi zabarveni nez je ocekavano, je tfeba
b&hem stejného cyklu na automatu zkontrolovat dalSi cykly s pozitivni kontrolou,

aby se dalo stanovit, zda je to zplisobeno primarni protilatkou nebo nékterym z
béznych sekundarnich Cinidel.
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2. Je-li pozitivni kontrola negativni, je tfeba zkontrolovat, zda ma sklicko Stitek se
spravnym ¢arovym kodem. Jestlize je sklicko opatfeno spravnym Stitkem, je tfeba
béhem stejného cyklu na automatu zkontrolovat dal3i cykly s pozitivni kontrolou,
aby se dalo stanovit, zda je to zplsobeno primarni protilatkou nebo nékterym z
béZnych sekundarnich ¢inidel. Sbér, fixace nebo odstrafiovani parafinti z tkani
mohlo byt provedeno nespravnym zplisobem. Sbér tkéné, jeji fixace a skladovani
musi probihat ve spravném postupu.

3. Vyskytne-li se pfilisné zabarveni pozadi, pravdépodobné jsou pfitomny vysoké
rovné endogenniho biotinu, pfi pouziti detekEnich souprav na bazi biotinu. Je tfeba
zahrnout krok blokovani biotinu.

4. Jestlize se nepodafilo odstranit véechen parafin, je tfeba opakovat postup
odstranéni parafinu z tkani.

5. Je-li zabarveni specifickou protilatkou pfili$ intenzivni, opakuijte cyklus s kratsi
inkubacni dobou vzdy o 4 minuty az do doby dosazeni poZadované intenzity
barveni.

6.  Jestlize dochazi ke smyvani fezli tkani ze sklicka, zkontrolujte, zda jsou podlozni
skla pozitivné nabita.

7. Pfinapravé odkazujeme na oddil Jednotlivé kroky postupu a Navod k obsluze
barviciho automatu nebo se obratte na mistni zastoupeni spole¢nosti Ventana.
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Patent USA, ¢. 6045 759, 6192 945, 6416 713, 6945 128 a zahranicni stejnopisy.
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