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UCEL POUZITI

Tato protilatka je uréena pro
diagnostické pouziti in vitro (IVD).
Ventana Medical Systems' (Ventana)
CONFIRM anti-CD4 (SP35) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody je uréena
ke kvalitativni detekci CD4 v fezech
normalnich a neoplastickych
humannich tkani fixovanych
formaldehydem a zalitych v parafinu.
CD4 je pritomen na T lymfocytech
pomocného induktoru, ktery
rozpoznava antigen v kontextu MHC molekul tfidy 2. Pozitivni vysledky barveni CD4
mohou pomahat pfi identifikaci T-bunécnych lymfomd a pfi identifikaci podmnoziny
pomocnych induktor T-bunék T lymfocytd v normalnich tkanich. Klinickou interpretaci
jakéhokoliv zbarveni nebo jeho nepfitomnosti musi doplfiovat morfologické studie a
hodnoceni vhodnych kontrol. Hodnoceni musi provadét kvalifikovany patolog v kontextu
anamnézy pacienta a jinych diagnostickych testu.

SOUHRN A VYSVETLENI

CD4 je transmembranovy glykoprotein s jedinym fetézcem, které se nachazi na
podmnoziné pomocného induktoru T bunék, které predstavuiji pfiblizné 45 % T-bunécnych
lymfocytl zralé periferni krve. CD4 je rovnéZ pfitomen pfiblizné na 80 % tymocytli a v
koreceptor pro receptor T-bunék (TCR) a pfevadi signal TCR po interakci s burikou
prezentujici antigen (APC) béhem aktivace T buriky. CD4 interaguje pfimo s molekulami
MHC 2. tfidy na povrchu APC.23 CD4 slouzi jako receptor pro HIV a poéty pozitivnich

CD4 bunék se pouzivaji k sestaveni prognézy u osob infikovanych HIV.4 Anti-CD4 Ize
pouzit jako soucast panelu protilatek ke klasifikaci poruch T bunék véetné T-bunéénych

lymfom0 a k diferenciaci mezi pomocnymi T buftkami a burikami zabijt-,\(“:i.‘r’*6
DODAVANE REAGENCIE
CONFIRM anti-CD4 (SP35) obsahuje dostatek reagencie na obarveni 50 test.

Jeden 5mL davkova¢ CONFIRM anti-CD4 (SP35) obsahuije pfiblizné 12,5 pg
rekombinantni krali¢i monoklonalni protilatky.

Protilatka se rozfedi v roztoku 0,05 M Tris-HCI, ktery obsahuje 1% protein nosice a
konzervaéni latku 0,10% ProClin 300.

Celkova proteinova koncentrace reagencie je pfiblizné 10 mg/mL. Koncentrace specifické
protilatky je pfiblizné 2,5 pug/mL. U tohoto pfipravku nebyla pozorovana zadna irelevantni
reaktivita protilatek.

DalSi podrobnosti naleznete v pfislusné pribalové informaci Ventana detection kit. (1)
Zasady postupu, (2) Potfebné, ale nedodavané materialy a reagencie, (3) Pfiprava
vzorkd, (4) Kontrola kvality, (5) Odstrafiovani zavad, (6) Interpretace barveni a (7)
VSeobecna omezeni.

POTREBNE, ALE NEDODAVANE MATERIALY

Nedodavaji se barvici reagencie, jako jsou napfiklad Ventana detection kits
(napt.ultraView Universal DAB), a pomocné komponenty véetné negativnich a pozitivnich
tkanovych kontrolnich sklicek.

UCHOVAVANI

Uchovaveijte pfi 2 az 8°C. Chrante pfed mrazem.

Pro zaji$téni vhodné dodavky a stability protilatky po kazdém pouZiti se uzavér musi vratit
na své misto a davkova¢ se musi neprodlené ulozit do lednicky ve svislé poloze.

Kazdy davkovac protilatky ma uvedené datum pouzitelnosti. Pfi spravném uchovavani je
reagencie stabilni do dne vyznaceného na Stitku. Reagencii nepouzivejte po uplynuti doby
pouzitelnosti.
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PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti s touto primarni protilatkou jsou vhodné rutinné zpracované tkané fixované
formaldehydem a viozené do parafinu, pokud se pouzivaji detekéni sady Ventana a
automaty na barveni sklicek Ventana. Doporucenou latkou pro fixovani tkani je 10%
neutrainé pufrovany formaldehyd.7 Sklicka by se méla obarvit neprodlené, protoze béhem
doby se mlze snizovat antigenicitu pfipravenych tkanovych fezu.

U neznamych vzorkl se doporucuje provést béh s pozitivnimi a negativnimi kontrolami
soucasné.

VAROVANi A BEZPECNOSTNi OPATRENI

1. Invitro diagnostikum.

2. Tento pfipravek obsahuje nejvySe 1% bovinniho séra, které se pouziva pfi vyrobé
protilatek.

3. Chraiite o¢i a sliznice pfed kontaktem s reagenciemi. Jestlize reagencie pfijde do
styku s citlivymi plochami, omyjte je velkym mnozstvim vody.

4. Reagencie chrante pfed mikrobialni kontaminaci.

5. Ohledné doporucené metody likvidace konzultujte mistni nebo statni organy.

POSTUP BARVENI

Priméarni protilatky Ventana byly vyvinuty pro pouZiti na Ventana automated slide stainer v
kombinaci s detekénimi sadami Ventana a pfisluSenstvim. Doporuceny protokol barveni
pro automaty BenchMark XT a BenchMark ULTRA s ultraView Universal DAB Detection
Kit jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1. Parametry pro automatizované postupy Ize
zobrazit, vytisknout a editovat podle postupu uvedeného v navodu k obsluze. DalSi
podrobnosti ohledné postupu imunohistochemického barveni naleznete v detekéni
pfislusné pribalové informaci Ventana.

Tabulka 1. Protokol doporuceného barveni pro CONFIRM anti-CD4 (SP35) s ultraView
Universal DAB Detection Kit na BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

Metoda

Typ postupu

Deparafinizace Vybréno

Uprava bunék Standardni Uprava bunék 1

(Odmaskovani antigenu) Cell Conditioning 1

Enzym (proteaza) Nepozaduje se

Pfiblizné 16 minut, 37°C pro BenchMark XT

Inkubace protilatky (primarni)
Pfiblizné 32 minut, 36°C pro BenchMark ULTRA

Kontrastni barveni Hematoxylin Il, 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing Reagent, 4 minuty

Kvili odchylkam ve fixaci tkané a zpracovani a ve veobecnych podminkach laboratornich
pfistrojd a prostfedi mdze byt nutné zvysit nebo snizit primarni inkubaci protilatek a
Upravu bunék na zakladé jednotlivych vzorku, pouzité detekce a prioritach ¢tenare této
pfibalové informace. Dal$i informace o proménnych parametrech fixace viz

“Immunohistochemistry Principles and Advances”.8
POZITIVNi TKANOVA KONTROLA

Priklady pozitivnich kontrolnich tkani pro CONFIRM anti-CD4 (SP35) zahrnuji normalni
hlasivky (jak je to popsano na shora uvedeném obrazku) a jatra. Buriky parafolikularni
z6ny hlasivek jsou obecné CD4 pozitivni, jako jsou i sinusoidy jater.

VYKLAD BARVENI
Bunécény vzorec barveni pro CONFIRM anti-CD4 (SP35) je membranovy.

SPECIFICKA OMEZENi

Tato protilatka byla optimalizovana pro 16 minutovou inkubaéni dobu na BenchMark XT a
pro 32 minutovou inkubaéni dobu na automatizovanych pfistrojich BenchMark ULTRA v
kombinaci s ultraView Universal DAB Detection Kit s tim, ze uZivatel musi validovat
vysledky individuaini laboratofe ziskané s touto reagencii.
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CHARAKTERISTIKY CHOVANI 5. Garcia-Herrera, A., Colomo, L., Camos, M. et al. Primary cutaneous small/medium
CD4+ T-cell lymphomas: a heterologous group of tumors with deferent

1. Spedificita CONFIRM anti-CD4 (SP35) bya stanovena testovanim normélini a clinicopathological features and outcome. J. Clin. Oncol. 2008. 26:3364-3371.

neoplastické tkané fixované ve formaldehydu a zalité v parafinu. U normalnich tkani

jsou vysledky nasledujici: Zlaza nadledvinek (0/3), kostni dfieri (0/3), mozek (0/3), 6. MaddonP.J., D.R. Littman, 'D.M. Godfrey et al. The isqlation and nucleotide
mozecek (0/3), prsa (0/3), cervix (0/2), tlusté stievo (0/3), jicen (0/3), srdce (0/3), sequence of a.cDNA enchlng the T-cell surface protein T4: a new member of the
hypofyza (0/3), tenké stfevo (0/3), ledviny (0/3), jatra (1/3), plice (0/3), mezotel (0/3), immunoglobulin gene family. Cell 1985. 42:93-104.

nerv (0/3), vajeéniky (0/3), pankreas (0/3), pfistitna téliska (3/3), prostata (0/3), 7.  Sheehan D.C. and B.B. Hrapchak Theory and Practice of Histotechnology, 2nd
slinna Zlaza (0/3), kaze (0/3), slezina (3/3), Zaludek (0/3), pficné pruhovany sval Edition. The C.V. Mosby Company, St. Louis, 1980.

(0/3), varle (0/3), brzlik (2/2), 8titna Zlaza (0/3), hlasivka (3/3) a déloha (0/3). U 8. Roche P.C. and E.D. Hsi. Immunohistochemistry-Principles and Advances. Manual
neoplastickych tkani jsou vysledky nasledujici: Atypicky meningiom (0/1), of Clinical Laboratory Immunology, 6th edition. (NR Rose Ed.) ASM Press, 2002.

glioblastom (0/1), ependymom (0/1), oligodendrogliom (0/1), ovarialni sérovy B ] ]
papilarni adenokarcinom (0/1), ovarialni mukézni papilarni adenokarcinom (0/1), DUSEVNI VLASTNICTVI

karcinom bunék ostrivk( (0/1), pankreaticky adenokarcinom (0/1), testikulami CONFIRM, ultraView, BENCHMARK, VENTANA, a logo Vientana jsou ochrannymi

,,,,, znamkami spole¢nosti Roche.

prsu (0/3), difdzni lymfom z B bunék ve sleziné (0/1), malobunéény Vechny ostatnich ochranné znamky jsou majetkem jejich pfislusnych vlastnik.
nediferenciovany plicni karcinom (0/1), plicni karcinom ze skvaméznich bunék (0/1),
adenokarcinom plic (0/1), ezofageaini karcinom z skvaméznich bunék a
adenokarcinom (0/2), mucin6zni adenokarcinom zaludku (0/1), adenokarcinom
tenkého stfeva (0/2), adenokarcinom tlustého stfeva (0/2), kolorektalni
adenokarcinom (0/2), hepatocelularnim karcinom (0/1), hepatoblastom (0/1), KONTAKTNI INFORMACE
jasnobunéény karcinom (0/1), adenokarcinom v prostaté (0/1), karcinom

z tranzitornich bunék v prostaté a mo¢ovém méchyi (0/2), uterinni leiomyom (0/1),

Ventana udéluje kupujicimu licenci pouze k jednorazovému pouZiti podle patenti USA ¢.
6045759, 6192945, 6416713, 6945128, a 7378058 a jakychkoliv jejich zahrani¢nich
protéjsku.

karcinom endometria (0/1), uterinni jasnobunény a skvamdzni karcinom (0/3), Ventana Medical Systems, Inc.
embryonalni rabdomyosarkom (0/1), rektalni melanom (0/1), karcinom bazalnich 1910 E. Innovation Park Drive
bunék v kizi (0/1) karcinom skvamdznich bunék v kiizi (0/1), neurofibrom a Tucson, Arizona 85755
neuroblastom (0/2), mezoteliom (0/1), HodgkinGv lymfom (0/1), lymfom diftizniho USA

typu (0/3), leiomyosarkom (0/2), osteosarkom (0/1), a vietenobunécny +1 520 887 2155
rabdomyosarkom (0/1). +1 800 227 2155 (USA)

2. Citlivost CONFIRM anti-CD4 (SP35) byla stanovena testovanim riiznych
specifickych neoplastickych tkani fixovanych formaldehydem a zalitych v parafinu, [:lil www.ventanamed.com
kdy vysledky jsou nasledujici: Lymfom z T-bunék (10/12), lymfom z B-bunék
(0102), Hodgkinav Iymfom (0/14), lymfom z pla&tovych bunék (0/1), myelom (111), | EC]REP]

normalni lymfaticka uzlina (4/4). Roche Diagnostics GmbH
3. Opakovatelnost mezi jednotlivymi $arzemi byla stanovena testovani 3 $arzi z 2 Sandhofer Strasse 116

vicetkanovych bloku (3 tkané na blok, celkem 6 tkani) na BenchMark XT. 6 vzorky ~ D-68305 Mannheim

ze 6 napfi¢ vSemi 3 Sarzemi vykézaly ekvivalentni skore. Germany

4. Opakovatelnost mezi jednotlivymi béhy byla stanovena obarvenim 2 vicetkarovych
bloku (3 tkané na blok celkem pro 6 tkani) pro 5 skli¢ek na pfistroji BenchMark XT
po dobu péti dnd, které nenasledovaly jeden po druhém. 150 vzorku ze 150
testovanych vykazalo ekvivalentni skore.

5. Opakovatelnost v ramci béhu byla stanovena obarvenim 2 vicetkafiovych bloku (3
tkané na blok celkem pro 6 tkani) pro 14 skliCek na pfistroji BenchMark XT. 84
vzorkU ze 84 testovanych vykézalo ekvivalentni skore.

6.  Opakovatelnost v ramci platformy byla stanovena obarvenim 2 vicetkanovych bloku
(3 tkané na blok) pro 5 sklicek na 3 pfistrojich BenchMark XT. 90 vzorkd z 90
testovany vykazalo ekvivalentni skore.

7. Opakovatelnost v ramci platformy byla stanovena obarvenim 1 vicetkanového bloku
(3 tkéné) pro 5 sklicek na 3 pfistrojich BenchMark ULTRA. 45 vzorki ze 45
testovanych vykazalo ekvivalentni skore.

8. Opakovatelnost mezi platformami byla stanovena obarvenim 1 vicetkanového bloku
(3 tkané na blok) pro 5 skli¢ek na 3 pfistrojich BenchMark XT a pfistrojich 3
BenchMark ULTRA. 90 vzorkl ze 90 testovanych vykazalo ekvivalentni skére.

9. Kompatibilni s ultraView Universal DAB a iVIEW DAB Detection Kits.
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