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anti-C4d (SP91)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody

| DOSTUPNOST PRIPRAVKU |

Ventana Katalogové ¢. Roche Katalogové ¢. Popis

760-4803 06732364001 Davkovac na 50
testl
| DEFINICE SYMBOLU
[] | ascites [E] sérum

KEY-CODE | | kod

[5] | supernatant

| URCENE POUZITI

Tato protilatka je urena pro diagnostiku in vitro (IVD).

Protilatka Cell Marque C4d (SP91) je urc¢ena pro kvalifikované laboratore
ke kvalitativni identifikaci pfitomnosti souvisejicich antigent pomoci
svételného mikroskopu v tkanovych fezech fixovanych formalinem
a zalitych v parafinu zkusebnimi metodami IHC (imunohistochemie).
Pouziti této protilatky je indikovano, nasledné po klinické diferencialni
diagnostice, jako pomucka pi identifikaci a diferenciaci C4d v ramci
panelu protilatek, klinické anamnézy pacienta a dalsich diagnostickych
testd vyhodnocenych kvalifikovanymi patology.

SOUHRN A VYSVETLENI |

C4d je stabilni rozdéleny zbytkovy produkt klasického aktivacniho
doplnku, ktery se kovalentné vaze na endotel a bazalni membranu
po indukci klasické drahy indukované protildtkou. Jako ur¢eny marker
protilatkové zprostfedkovaného akutniho odmitnuti alotransplantatu
ledvin (AR) a diky jeho naklonnosti k endotelu miize byt tato slozka
detekovana v peritubuldrnich kapilarach pfi chronickém odmitnuti
alotransplantatu, akutnim vaskularnim odmitnuti, akutnim bunéc¢ném
odmitnuti a hrani¢nim odmitnuti. Bylo prokazano, ze to uzce koreluje
s prezitim po transplantaci ledvin'3. Anti-C4d v kombinaci s anti-C3d
muze byt vyuzita jako nastroj pro diagnostiku AR, ktery mudze slouzit
jako vystrazné upozornéni na nutnost nasadit agresivni lécbu proti
odmitnuti."®

| PRINCIPY A POSTUPY

Protilatka anti-C4d (SP91) se pouzivé jako primarni protilatka pfi
imunohistochemickém barveni tkanovych ezt fixovanych formalinem
a zalitych v parafinu. Obecné umoznuje imunohistochemické barveni
ve spojeni s detekénim systémem se streptavidinem a biotinem
vizualizaci antigend prostfednictvim sekvencni aplikace konkrétni
protilatky (primarni protilatka) proti antigenu, sekundarni protilatky
(spojovaci protilatka) proti primarni protilatce, komplexu enzym
a chromogenniho substratu, ktera je prolozena promyvacimi kroky.
Alternativné Ize pouzit detekéni systém bez biotinu. Enzymaticka
aktivace chromogenu vede k viditelnému reak¢nimu produktu v misté
antigenu. Vzorek pak mize byt doplrikové obarven a zakryt krycim
sklickem. Vysledky se interpretuji pomoci svételné mikroskopie
a pomahaji v diferencialni diagnostice patofyziologickych procesu,
které mohou a nemuseji souviset s konkrétnim antigenem.

Protildtka Anti-C4d (SP91) je optimdlné zfedénd, aby byla vhodna
pro detekcni soupravy a barvici automaty Ventana Roche. Kazdy
krok barviciho protokolu zahrnuje inkubaci se stanovenim jeji presné
doby a specifické teploty. Na konci kazdého inkuba¢niho kroku jsou
fezy v barvicim automatu Ventana Roche oplachnuty za ucelem
ukonceni probihajici reakce a k odstranéni nenavazaného materiélu,
ktery by mohl branit pozadované reakci v nasledujicich krocich. Aby
odparovani vodnych cinidel ze vzork(i na podloznich sklech bylo co
nejmensi, aplikuje barvici automat na sklicka kryci roztok. Vice informaci
o operacich pfistroje naleznete v pfislusném Navodu k pouziti barviciho
automatu Ventana Roche.

| MATERIALY A METODY

Dodavana cinidla

Jeden davkovac primarni protildtky C4d (SP91) obsahuje dostate¢né
mnozstvi prediedéného cinidla na 50 testl. Protilatka je zfedéna v
tlumivém roztoku Tris, pH 7,3 - 7,7, s 1% BSA a < 0,1% azidem sodnym.

Rozsah koncentrace imunoglobulinu v tomto pfipravku je 2,5-10,0 pg/
ml.

Koncentrace imunoglobulinu v ¢inidle je uvedena na stitku pfipravku.
I1zotyp: IgG

Pro udaje o zdroji protildtky viz stitek pfipravku.
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Rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace

Protildtka je optimalizovana pro pouziti v barvicim automatu Ventana
Roche ve spojeni's detekénimi systémy Ventana Roche. NenivyZzadovéna
rekonstituce, smiseni, fedéni nebo titrace. Dalsi fedéni muze zpUsobit
ztrdtu barveni antigenu. Uzivatel musi vSechny takové zmény ovérit.
Rozdily ve zpracovani tkané a technickych postupech v laboratofi
mohou zpusobit vyraznou variabilitu vysledk(l a vyzaduji pravidelné
pouzivani kontrolnich vzorkd. (Viz ¢ast Postupy kontroly kvality).

Potfebné nedodavané materialy a Cinidla
Nasledujici ¢inidla a materidly mohou byt potfebné pro barveni, ale
nejsou dodany soucasné s primarni protilatkou:

1. Pozitivni a negativni kontrolni
vzorek tkané

2. Mikroskopicka sklicka, s
pozitivnim ndbojem

3. Susici pec schopnd udrzovat
teplotu 58 - 60 °C £ 5°C

4. Stitky s ¢arovymi kédy
(vhodné stitky s ¢arovymi
koédy pro negativni kontrolu
a testovanou primarni
protildtku)

Barvici misky nebo 1dzné
Stopky

Zasilovac (pokud je vhodné)
Xylen nebo substituty xylenu
Etanol nebo jiny alkohol

S ¥ ® N oW

0. Deionizovana nebo
destilovana voda

11. Barvici automaty ES®,
NexES IHC®, BenchMark®,
BenchMark® XT a
BenchMark® ULTRA

12. Detekéni soupravy

iVIEW™ DAB (Preferovany),

ultraView™, AEC, V Red (ALK

PHOS) a Enhanced V Red

Skladovani a zachazeni
Skladujte pfi 2 - 8 °C. Nezmrazujte.

13. Specificky software pro
detekéni systém (pouze
barvici automat ES®)

14. Barvici roztok APK (barvici
automaty ES® a NexES IHC®)

15. Roztok Liquid Coverslip™
(barvici automaty ES® a
NexES IHC®)

16. Roztok EZ Prep™ (barvici
automaty BenchMark®,
BenchMark® XT a
BenchMark® ULTRA)

17. Reakeni tlumivy roztok
(barvici automaty
BenchMark®, BenchMark® XT
a BenchMark® ULTRA)

18. LCS (barvici automaty
BenchMark®, BenchMark® XT
a BenchMark® ULTRA)

19. Hematoxylin nebo jiné
doplnkové barvivo

20. Negativni kontrolni ¢inidlo

21. Nosné médium

22. Kryci sklicko

23. Svételny mikroskop (40-400x)

Aby byl zajistén spravny vykon ¢inidla a stabilita protildtky, musi se
davkovac po kazdém pouziti uzavfit vickem a musi se okamzité umistit
ve vertikalni poloze do chladnicky.

Kazdy dévkovac s protildtkou md stanovenou dobu exspirace. Je-li
fadné skladovéno, je cinidlo stabilni do data uvedeného na stitku.
Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti exspiracni doby pro predepsanou
metodu skladovani.

Tento produkt nejevi zadné znamky indikujici nestabilitu, proto by
se soucasné s testovanim neznamych vzorkl mély provadét testy
s pozitivnimi i negativnimi kontrolnimi vzorky. V pfipadé podezielych
znamek nestability ¢inidla se obratte na zékaznicky servis Cell Marque.

C4d (SP91)

Sbér vzork a priprava pro analyzu

Pro pouziti této primdrni protilatky s detekénimi systémy Ventana
Roche a barvicim automatem Ventana Roche (viz Potfebné materialy
a ¢inidla, kterd se nedodavaiji) jsou vhodné tkané zpracované béznym
zplUsobem, fixované v neutrdlnim pufrovaném formalinu a zalité
v parafinu. Doporucené vhodné fixativum je 10% neutrdlni pufrovany
formalin. V dusledku delsi fixace nebo specialnich procest, jako napt.
dekalcifikace preparat kostni diené, mohou byt ziskany variabilni
vysledky.

Kazdy ez je tfeba nafezat na spravnou tloustku (asi 3 pm) a umistit na
pozitivné nabité podlozni sklicko. Sklicka obsahujici fezy tkani je tieba
susit po dobu nejméné 2 hodin (avsak ne déle nez 24 hodin) pfi teploté
58az60°C+5°C.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI PREDPISY

1. Pfi zachazeni s cinidly budte opatrni. Pouzivejte jednorazové
rukavice a laboratorni plasté pfi manipulaci s podezielymi
karcinogennimi nebo jedovatymi materidly (napfiklad: xylen).

2. Vyvarujte se kontaktu cinidel s o¢ima nebo sliznicemi. Jestlize
se cCinidla dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je
vydatnym mnozstvim vody.

3. Se vzorky pacientli a viemi materidly, které s nimi prisly do styku,
je treba zachazet jako s biologicky nebezpecnymi materialy
a zneskodnovat je podle spravnych opatteni. Nikdy nepipetujte
Usty.

4. Vyvarujte se mikrobiologické kontaminaci ¢inidel, protoze by to
mohlo zplsobit nespravné vysledky.

5. Doby a teploty inkubace jiné nez uvedené mohou vést k chybnym
vysledkdm.

6. Cinidla musi byt pfipadné ziedény a dal3i fedéni mGze vést ke ztraté
barveniantigenu. Jakékoli zmény tohoto druhu musi uzivatel ovérit.

7. P¥i pouziti v souladu s pokyny neni tento pfipravek klasifikovan
jako nebezpecna latka. Konzervacni latkou v cinidle je azid sodny
s koncentraci nizs$i nez 0,1 %, ktery pii uvedené koncentraci
nenaplniuje kritéria OSHA (USA) pro nebezpecnou latku. Viz
bezpecnostni list.

8. Uzivatel musi ovérit jakékoli skladovaci podminky, které jsou jiné,
nez je uvedeno v pfibalovém letdku.

9. Rediciroztok mGze obsahovat bovinni sérovy albumin a supernatant
muze obsahovat bovinni sérum. Pripravky obsahujici fetalni bovinni
sérum a pfipravky obsahujici bovinni sérovy albumin jsou kupovéany
od komer¢nich dodavatelG. Certifikaty pdvodu pro zvifeci zdroje
pouzité v téchto pripravcich jsou ulozeny ve spole¢nosti Cell
Marque. Tyto certifikaty dokladaji, ze zdroj bovinnich pripravkl je
ze zemi se zanedbatelnym rizikem BSE a uvadéji zdroje bovinnich
piipravkd z USA a Kanady.

10. Stejné jako v pripadé jinych produktl odvozenych z biologickych
zdrojli je tieba pouzivat spravné postupy zachazeni.
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| NAvop K PouZITi

Jednotlivé kroky postupu

Primarni protilatky Cell Marque byly vyvinuty pro pouziti v barvicich
automatech Ventana Roche ve spojeni s detekénimi soupravami
a prislusenstvim Ventana Roche.

Pfiprava davkovace, pokyny k manipulaci a skladovani
Priprava k pouziti:

V pfipadé pouziti: Pro automatické pfistroje NexES® IHC, BenchMark®
Series a Discovery®, verze softwaru 8.0 a vyssi.

1. Odstranéni prepravniho klice
Pro odstranéni pfepravniho kli¢e (podle obrazku A) odstrarnte
kloboucek trysky, drzte davkovac ve vztycené poloze a zatdhnéte
za poutko kli¢e pro jeho uvolnéni. NEZAKRYVEJTE kloboucek
trysky, mohlo by dojit k trvalému poskozeni davkovace.
NEMACKEJTE déavkova¢ pfi odstranovani kli¢e, mohlo by dojit
k vyliti ¢inidla. Pfepravni kli¢ zlikvidujte.

2. Priprava davkovace na pouziti
Odstrarite kloboucek trysky a umistéte jen na drzak kloboucku.
V kloboucku trysky se miize nachazet tekutina. Nainstalujte
davkovac do karuselu na ¢inidla. Zapojeny davkovac je ,pfipraven
k pouziti” pomoci softwaru NexES® verze 8.0 nebo vyssi. Pred
kazdym cyklem software automaticky zjisti na karuselu novy
davkovac a naplni jej. Manualni naplnéni davkovace neni nutné
a NIKDY by nemélo byt provadéno, protoze by mohlo dojit k
plytvéni ¢inidlem a ke snizeni poc¢tu dostupnych davek.

Pozndmka - starsi verze softwaru: Po odstranéni prepravniho
klice odstrarite kloboucek trysky a NAPLNTE DAVKOVAC RYCHLYM
PUMPOVANIM 3 AZ 4 TAHY, pficemz ddvkovac musi byt ve svislé poloze.
Naplnéni je nutné pouze pred prvnim pouzitim. (Viz ¢dst Kontrola
naplnéni pred pouzitim.)

3. Skladovani a zachazeni s ddvkova¢em
Pro zajisténi spolehlivého provozu musi byt nepouzivany davkovac
vzdy uzavien vickem a NIKDY by nemélo dochéazet k manudlnimu
davkovani. (Viz ¢ast Co délat a nedélat.)

Co délat a nedélat
CO DELAT:

1. Pred kazdym pouzitim zkontrolujte plnici komoru a meniskus. (Viz
¢ast Kontrola naplnéni pred pouzitim).

2. Kloboucek trysky skladujte na davkovaci. Drzak je také soucasti
dodavky.

3. Davkovac zakryjte, kdyz se nepouziva, abyste zabranili vyparovani.
Nepouzivané davkovace ve stojanu pro cinidla Ize také uzaviit
(zdola pod stojanem).

4. Skladujte davkovace ve vzty¢ené poloze ve stojenu a na karuselu
s Cinidly.

5. Pfi umisténi davkovace na karuselu seviete spojku, abyste zabranili
ndhodnému ru¢nimu davkovani.

C4d (SP91)

CO NEDELAT:

1. Neprovadéjte rucni davkovani v obracené poloze (spodni stranou
vzhiru). Doslo by ke ztraté néaplné, jejiz obnova by mohla byt
nemozna.

2. Neprovadéjte ru¢ni davkovani s nasazenym klobouckem trysky.
Mohlo by dojit k trvalému poskozeni davkovace.

3. Neprovadéjte ru¢ni davkovani nebo plnéni pred kazdym pouzitim.
Neni to nutné a dochazi k plytvani ¢inidlem.

4. Nedrzte nadrz v dolni poloze. Pii stisknuti nadrze by mohlo dojit
k uniku tekutiny.

5. Nedavejte karusely na sebe, kdyz jsou v nich davkovace. Z davkovact
by se ¢inidlo mohlo rozlévat.

Kontrola naplnéni pred pouzitim:

Odstrante kloboucek trysky a podivejte se na obrazek B.
Davkovac je pfipraven k pouziti, kdyz:
1. Meniskus je pfitomny v oblasti znazornéné na obrazku B.

2. Plnici komora obsahuje kapalinu.

Stlaceni homi Obrdzek A

Horn strana

Obrdzek B

strany nadizky
Zpiisobivydejjedné
kapky. (Viz &st Co
d¥ata co nedslat)

Nadrzka mé
milimetrovou stupnici

Cislo $arze
Vytigténo na 3titku

Prepravni kii¢

Stitek s crovym
kédem a sériové
islo dévkovate

Uchytka kiice
(2) Plnict komora
musi obsahovat
kapalinu. Miize zde
bt par malych
bublinek

. (1) Mezi z&kladnou

?mkl; Kobouéku 2 eichon iy by

e mél byt vidét meniskus,
jakje zndzoméno,

Postupy barveni pomoci barvicich automatd Ventana Roche jsou
nasledujici: Dalsi podrobné pokyny a dalsi vlastnosti protokolu
naleznete v Navodu k obsluze.

Doporucené barvici protokoly pro C4d (SP91)

ultraView™:

1. Vlozte sklicka, protilatku a davkovace deteké¢ni sady ultraView™ do
pfistroje BenchMark®*.

2. Vlyberte standardni pfedupravu CC1
3. Inkubace protilatky by méla byt nastavena na 32 minut pfi 37 °C.
4. Spustte cyklus.

5. Po dokon¢eni barviciho cyklu vyjméte sklicka z pfistroje a dobre
oplachnéte mycim tlumivym roztokem.

6. Zakryjte sklickem.
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OptiView:

1. Vlozte skli¢ka, protilatku a davkovace detekéni soupravy do pfistroje
BenchMark®*.

2.Vyberte 32 minutovou pfedbéznou Upravu CC1.

3. Vyberte pfedbézny primarni inhibitor peroxidazy.

4. 4. Inkubace protilatky by méla byt nastavena na 32 minut pfi 37 °C.
5. Spustte cyklus.

6. Po dokon¢eni barviciho cyklu vyjméte sklicka z pfistroje a dobre
oplachnéte mycim tlumivym roztokem.

7. Zakryjte sklickem.

POSTUPY KONTROLY KVALITY |

Pozitivni kontrolni vzorek tkéané

Pfi kazdém provedeném barvicim postupu je tfeba pouZit i pozitivni
kontrolni vzorek tkané. Tkan mulze obsahovat pozitivné i negativné
zabarvené burky nebo casti tkdné a slouzi jako pozitivni i negativni
kontrolni vzorek tkané. Kontrolni vzorky by mély byt cerstvé vzorky
z pitvy, biopsie nebo operace pfipravené nebo fixované co nejdfive
a zalité stejnym zplsobem jako testované fezy. Pouziti tkanového
fezu fixovaného nebo zpracovaného jinym zplisobem nez testovany
vzorek zajisti kontrolu pro vsechna cinidla a kroky metody kromé fixace
a zpracovani tkané.

Tkan se slabym pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality
a pro detekci i malé degradace cinidla vhodnéjsi. Pozitivni tkanova
kontrola pro primarni protilatku C4d (SP91) mize zahrnovat nésledujici:

Akutni odmitnuty
transplantat ledviny

Membranové, Cytoplasmaticka

Mandle/lymfaticka
uzlina

Membréanové, Cytoplasmaticka

Znamé pozitivni kontrolni vzorky tkani by mély byt pouzivany pouze
ke sledovani spravné funkce zpracovanych tkani a testovych cinidel,
nikoliv jako pomucka k formulaci specifické diagnézy vzork( pacientd.
Pokud se u pozitivnich kontrolnich vzorkd tkani neprojevi odpovidajici
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovacich vzorkd za
neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkané

Jako negativni kontrolni vzorek tkdné Ize pouzit stejnou tkan, kterd
se pouziva jako pozitivni kontrolni vzorek. Rozmanitost rtznych typt
bunék, které se nachazeji ve vétsiné fezl tkani, nabizi oblasti pro
negativni kontrolni vzorky, ale to by mél ovéfit uzivatel. Casti, které
se nebarvi, by mély prokdzat nepfitomnost specifického zabarveni
a zajistit indikaci nespecifického zabarveni pozadi. Pokud se projevi
specifické zabarveni v ¢astech negativniho kontrolniho vzorku tkané, je
nutno povazovat vysledky vzorkl pacienta za neplatné.

Nevysvétlené rozdily
Nevysvétlitelné rozpory v kontrolnich vzorcich by mély byt ihned
ohldseny mistnimu zastoupeni spole¢nosti Ventana Roche. Pokud se

C4d (SP91)

vysledky kontrol neshoduji se specifikacemi, vysledky pacienta jsou
neplatné. Viz ¢ast Reseni problémd v tomto letaku. Zjistéte a napravte
problém, a pak zopakujte cely postup se vzorky pacienta.

Negativni kontrolni ¢inidlo

K usnadnéni interpretace vysledkU je tieba provést pro kazdy vzorek
cyklus s negativni kontrolnim ¢inidlem. Negativni kontrolni ¢inidlo se
pouziva misto primarni protilatky, aby se dalo vyhodnotit nespecifické
zabarveni. Kryci sklicko by mélo byt oSetfeno negativnim kontrolnim
¢inidlem, které odpovida druhu hostitele primdrni protilatky a idedlné
ma stejnou IgG koncentraci. Inkubacni doba negativniho kontrolniho
¢inidla by méla odpovidat inkubac¢ni dobé primarni protilatky.

| INTERPRETACE VYSLEDKU

Proces imunobarveni na barvicich automatech Ventana Roche
zplsobuje cervené zabarveny reakéni produkt, ktery se vysrazi
v oblastech antigenu lokalizovanych primarni protilatkou. V pfibalovém
letdku k prislusnému detek¢énimu systému naleznete ocekéavané
reak¢ni barvy. Pred interpretaci vysledkl musi pozitivni a negativni
kontrolni vzorky vyhodnotit kvalifikovany patolog se zkusSenosti
s imunohistochemii.

Pozitivni kontrolni vzorek tkané

Nejprve je nutné provést test zabarveného pozitivniho kontrolniho
vzorku tkané, a ovérit tak spravnost funkce vsech reagencii. Pfitomnost
spravné zabarveného reak¢niho produktu uvnité cilovych bunék
indikuje pozitivni reaktivitu. V pfibalovém letdku k detekénimu systému
naleznete ocekavané reakéni barvy. V zavislosti na délce inkubacni
doby a potenci pouzitého hematoxylinu zplsobi kontrastni barveni
bledémodré az tmavomodré zabarveni bunécnych jader. Pfilisné
nebo neulplné kontrastni zbarveni maze ohrozit spravnou interpretaci
vysledkd. Pokud se u pozitivnich kontrolnich tkani neprojevi pfislusné
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky testovanych vzorkd za
neplatné.

Negativni kontrolni vzorek tkané

Negativni kontrolni vzorek tkané je nutno testovat po pozitivnim
kontrolnim vzorku, abychom ovéfili specificitu znaceni cilového
antigenu primarni protilatkou. Neptitomnost specifického zabarveni
v negativhim kontrolnim vzorku potvrzuje nepfitomnost zkfizené
reaktivity s bunkami nebo ¢astmi bunék. Pokud se projevi specifické
zabarveni v negativnim kontrolnim vzorku tkané, je nutno povazovat
vysledky vzorkud pacienta za neplatné. Pokud se vyskytuje nespecifické
zabarveni, je vétSinou difuzni. Sporadické slabé zabarveni pojivové
tkdné lze také pozorovat v tezech z tkani, které nejsou optimalné
fixované. K interpretaci vysledkd barveni pouzivejte pouze intaktni
buriky. Nekrotické nebo degenerované bunky vykazuji nespecifické
zbarveni.

Tkan pacienta

Vzorky pacienta se vysettuji jako posledni. Intenzitu pozitivniho
zabarveni je nutno posuzovat v kontextu jakéhokoli zabarveni pozadi
negativniho kontrolniho ¢inidla. Jako u kazdého imunohistochemického
testu, negativni vysledek znamena, Ze antigen nebyl detekovan, nikoli
Ze antigen neni v testovanych burikach nebo tkani pfitomen. Pfi
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identifikaci faleSnych negativnich reakci miize pomoci panel protilatek
(viz ¢ast Souhrn ocekdvanych vysledk(). Ke spravné interpretaci
kazdého imunohistochemického vysledku by méla byt testovéna
rovnéz morfologie kazdého vzorku tkédné s vyuzitim fez(i barvenych
hematoxylinem a eozinem. Morfologické nalezy pacientd a klinické
udaje tykajici se pacientl musi interpretovat kvalifikovany patolog.

OMEZENI

1. Toto ¢inidlo je ur¢eno pouze pro ,odborné pouziti, protoze
imunohistochemie je nékolikakrokovy proces, ktery vyzaduje
specidlni Skoleni pfi vybéru vhodnych ¢inidel, tkani, fixace
a zpracovani, pfipravé imunohistochemického sklicka a interpretaci
vysledkd barveni.

2. Pouze pro laboratorni uziti.
3. Pro diagnostiku in vitro.

4. Barvenitkané zavisi na zachazeni a zpracovani tkdné pred barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, umyvani, suseni, zahfivani,
fezaninebo kontaminace jinymi tkanéminebo tekutinami muze vést
ke vzniku artefaktl, zachyceni protiladtky nebo falesné negativnim
vysledkiim. Nasledkem odchylek pfi fixaci a metodach zalévani, ale
i nasledkem stavajicich nerovnomérnosti ve tkani miize dochézet
k inkonzistentnim vysledkdm.

5. Prilisné nebo nelplné kontrastni zbarveni mize ohrozit spravnou
interpretaci vysledka.

6. Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zbarveni nebo jeho
nepfitomnosti musi byt posouzena v kontextu klinické anamnézy,
morfologie, dalsich histopatologickych kritérii a rovnéz dalsich
diagnostickych testd. Tato protilatka je urena k pouziti v panelu
protilatek. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa, aby se
seznamil s protilatkami, ¢inidly a metodami pouzivanymi k barveni
preparatd. Barveni se musi provadét v certifikované laboratofi
s prislusnym opravnénim a pod dohledem patologa zodpovédného
za hodnoceni barvenych podloznich skel a zaru¢eni adekvéatnosti
pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorka.

7. Spolec¢nost Cell Marque poskytuje protilatky v optimalnim redéni
pro pouziti podle pokyn(. Jakdkoli odchylka od doporucenych
testovacich postupl muze zpusobit neocekavané vysledky. Je
nutno pouzivat a zdokumentovat pfislusné kontrolni vzorky.
Uzivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za téchto
okolnosti pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkud pacienta.

8. Tento pripravek neni urcen pro pratokovou cytometrii; vykonové
charakteristiky nebyly urceny.

9. Cinidla mohou prokazat neocekdvané reakce na dfive
netestovanych tkani. V dasledku biologické variability exprese
antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkdnich nelze
zcela vylouc¢it moznost neocekdvanych reakci i v testovanych
skupinadch tkani. V pfipadé zdokumentovanych neocekévanych
reakci kontaktujte zakaznicky servis spole¢nosti Cell Marque.

10. Tkdné od osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici
povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat
nespecifické barveni kienové peroxidazy.

C4d (SP91)

. Pri pouziti v krocich blokovani mohou normalni séra ze stejného

zviteciho zdroje jako sekundarni protilatky zplsobit falesné
negativni nebo falesné pozitivni vysledky vzhledem k ucinku
autoimunitnich protilatek nebo pfirozenych protilatek.

. Je mozné pozorovat falesné pozitivni vysledky v duasledku

neimunologické vazby bilkovin nebo reak¢nich produktl substratu.
Mohou byt také zplisobeny aktivitou pseudoperoxidazy (erytrocyty)
a endogenni peroxidazy (cytochrome C) nebo endogennim
biotinem (ptiklad: jatra, mozek, prs, ledvina), v zavislosti na
pouzitém typu imunobarveni.

. Stejné jako u kazdého imunohistochemického testu, znamena

negativni vysledek, Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen nenf
pfitomny ve vysetfovanych burkach nebo tkani.

Specificka omezeni

1.

Protildtka je optimalizovana pro inkubaéni dobu uvedenou v ¢asti
Pokyny pro pouziti ve spojeni s detek¢nimi soupravami Ventana
Roche a barvicimi automaty Ventana Roche. Vzhledem k rdznym
zpUsoblm fixace a zpracovani tkani mulze byt potieba pro
jednotlivé vzorky prodlouzit nebo zkrétit inkubacni dobu primarni
protilatky.

Protildtky Cell Marque, pfi pouziti v kombinaci s detekénimi systémy
a pfislusenstvim Ventana Roche, detekuji antigeny, které preckaji
béznou fixaci formalinem, zpracovani a roziezani tkané. Uzivatelé,
ktefi nedodrzi doporucené postupy, museji za téchto okolnosti
pfijmout zodpovédnost za interpretaci vysledkd pacienta.

Souhrn ocekéavanych vysledki
Viz nasledujici tabulky reaktivity:

Bézna studie

Tkan Pocet Celkem | Pozndmky

barvenych

Mozek 0 1

Kara nadledvin

Vajecnik

Slinivka

Pristitna téliska

Hypofyza

Varle

Stitna zlaza

Prso

Slezina

oO|lo|lo|o|lo|o|o|o|o
=

Mandle

—_
=

Brzlik

Kostni dren

Plice

Srdce

Jicen

Bficho

o|J]o|o|o|o|o
=
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Bézna studie

Tenké stievo

Tlusté stfevo

Jatra

Slinna zlaza

Zluénik

Ledviny

Mocovy méchyr

Prostata

Déloha

Vejcovod

Mocovod

Cipek

Kosterni sval

Hladky sval

Kaze

Periferni nerv

Mesothelium

Tuk

Placenta

O|lo|Co|o|o|o|o|o|o|o|o]|o|o|o|o|o|o|o|o

Tato protilatka barvi normalni tkané, jak je uvedeno ve zvefejnéné

literature.

Studie postiZzené tkané

Tkan Pocet Celkem | Poznamky
barvenych

Karcinom prsu 0 16

Kolorektalni

karcinom 0 24

Akutni odmitnuti

renalniho

transplantatu 7 7

Tato protilatka barvi nadory, jak je uvedeno ve zvefejnéné literature.

RESENI PROBLEMU |

Pokud pozitivni kontrola ukaze slabsi zbarveni, nez ocekavané, je
treba béhem stejného cyklu na pfistroji zkontrolovat dalsi pozitivni
kontrolni vzorky, aby se dalo stanovit, zda je to zplisobeno primarni
protilatkou nebo nékterym z béznych sekundarnich antigend.

Pokud je pozitivni kontrola negativni, je treba zkontrolovat, zda ma
sklicko spravny stitek s ¢arovym kédem. Jestlize je sklicko opatieno
spravnym Stitkem, je tfeba béhem stejného cyklu na automatu
zkontrolovat dalsi pozitivni kontrolni vzorky, aby se dalo stanovit,
zda je to zpUsobeno primarni protilatkou nebo nékterym z béznych
sekundérnich antigend. Sbér, fixace nebo odstrafiovéani parafinl

C4d (SP91)

z tkdni mohlo byt provedeno nespravnym zptsobem. Sbér tkané,
jeji fixace a skladovani musi probihat ve spravném postupu.

3. Dojde-li k nadmérnému zbarveni pozadi, mohou byt pfitomné
vysoké hladiny endogenniho biotinu. Mél by byt zahrnut i krok
blokovani biotinu, pokud neni pouzivan detekéni systém bez
biotinu; v takovém pfipadé by pfitomny biotin nepfispival
k zabarveni pozadi.

4. Pokud neni veskery parafin odstranén, je tfeba proces odstranéni
parafinu opakovat.

5. Pokud je zbarveni specifické protilatky piilis intenzivni, je tfeba
stanoveni opakovat s inkubacni dobou zkrdcenou o interval
4 minut, dokud neni dosazena poZzadovana intenzita zbarveni.

6. Pokud se tkanovy fez splichne ze sklicka, je treba sklicka
zkontrolovat zda jsou kladné nabita.

Spravné postupy naleznete v ¢asti Jednotlivé kroky postupu, Navodu
k obsluze k barvicimu automatu nebo kontaktujte zakaznicky servis
spolec¢nosti Cell Marque.
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* Ventana®, ultraView™, iVIEW™ a BenchMark® jsou registrované ochranné znamky spole¢nosti
Ventana Medical Systems, Inc. Protilatky Cell Marque jsou vyvijeny, vyrabény a distribuovany
spolecnosti Cell Marque Corporation a jejich prodej prostfednictvim Ventana Medical Systems,
Inc. (¢len skupiny Roche Group) neznamena schvéleni, potvrzeni nebo zaruku vykonu téchto
protilatek Cell Marque spolec¢nosti Ventana Medical Systems, Inc.
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