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URCENE POUZITI

Protilatka Anti-CD43 (L60) Mouse
Monoclonal Primary Antibody je uréena
pro laboratorni pouZiti pfi kvalitativni
imunohistochemické detekci CD43
pomoci svételné mikroskopie v fezech
tkané fixované formalinem, zalité
parafinem (FFPE), které jsou barveny
na pfistroji BenchMark IHC/ISH. Tento
produkt musi byt interpretovan
kvalifikovanym patologem v kombinaci
s histologickym vySetfenim,
relevantnimi klinickymi informacemi

a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je uréena pro diagnostické pouZiti in vitro (IVD).
SOUHRN A VYSVETLENI

CD43, také znamy jako leukosialin nebo sialoforin, je transmembranovy glykoproteinovy
antigen exprimovany na plazmatické membrané a v cytoplazmé hematopoetickych
prekurzort, bunék myeloidniho plivodu kromé zralych erytrocytd a normalnich lymfoidnich
bunék, v&etné T-bunék, NK-bunék, prekurzorovych B-bunék, B-bunék v gastrointestinalni
sliznici a plazmatickych bungk, ale ne perifernich B-bunék v klidovém stavu.!-2 Western
blotting ukazuje heterogenitu pasti barveni antigenem v rozmezi 110-160 kD. CD43 je
exprimovan vétsinou T-bunéénych lymfomd a nékterymi lymfomy z B bunék.12.3:4
Protilatka Anti-CD43 (L60) Mouse Monoclonal Primary Antibody (protilatka Anti-CD43
(L60)) se specificky vaze na antigeny umisténé v plazmatické membrané a
cytoplazmatickych oblastech normalnich granulocytd, monocytd, histiocytd, T bunék a
nékterych B bunék.

CD43 je exprimovan vét$inou T-bunéénych lymfoma.2.3.4 PFi pouziti v panelu s ostatnimi
markery T bunék Ize jako pomUcku pfi diagnostice T-bunécného lymfomu pouzit detekci
CD43 pomoci imunohistochemie (IHC) s protilatkou anti-CD43 (L60).

Zatimco bézné zralé B-buriky CD43 neexprimuji, nékteré zralé B-bunécné neoplasmy
(napf. maly lymfocytarni lymfom a lymfom z plastovych bunék) jej Easto exprimuji
aberantng.!,2.3.4 Detekci CD43 pomoci IHC s protilatkou anti-CD43 (L60) Ize tedy také
pouzit jako pomcku pfi charakterizaci lymfomu z B-bunék. IHC detekce CD43 se
vétsinou pouziva k charakterizaci malych lymfomd z B-bunék. Pozitivita CD43 je nejvy3si
u chronické lymfocytarni leukémie / malého lymfocytarniho lymfomu a lymfomu z
pla$tovych bunék a téméF vzdy chybi u folikularniho lymfomu. "2 Jeji vyuZiti k
charakterizaci ostatnich podtypt lymfomu z B-bunék je omezengjsi.!-2

Vzor barveni této protilatky je membranovy a cytoplazmaticky. Mize byt pouZita jako
soucast panelu studii IHC.

PRINCIP POSTUPU

Protilatka anti-CD43 (L60) se vaze na protein CD43 v fezech tkané fixované formalinem,
zalité parafinem (FFPE). Tuto protilatku je mozné zobrazit pomoci detekéni soupravy
OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001) a ul¢raView Universal
DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-500 / 05269806001). Dal$i (idaje naleznete v piislusnych
metodickych listech.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka anti-CD43 (L60) obsahuje dostate¢né mnozstvi reagencie pro 50 testd.
Jeden 5mL davkovaé protilatky anti-CD43 (L60) obsahuije pfiblizné 5 ug mysi
monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna ve fyziologickém roztoku s fosforeénanovym pufrem s obsahem
nosic¢ového proteinu a 0.10 % konzervaéniho prostfedku ProClin 300.

Obr. 1. Barveni s protilatkou Anti-CD43
(L60) u periferniho T-bunééného
lymfomu.
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Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 1 ug/mL. Pro tento produkt neni znama
z4dna nespecificka reaktivita protilatky.

Protilatka anti-CD43 (L60) je mySi monoklonaini protilatka, produkované jako supernatant
tkanoveé kultury nebo ascites a purifikovana afinitni chromatografii.

Podrobné popisy nasledujicich poloZek naleznete v metodickém listu k pfislusné detekéni
soupravé VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Odbér vzorkd a pfiprava pro
analyzu, Postupy kontroly kvality, ReSeni problémd, Interpretace vysledkd a Omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA, a pomocné materialy, véetné
skli¢ek pro negativni a pozitivni kontrolu tkdné, nejsou soucasti dodavky.
VSechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve vech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.
Nasledujici reagencie a materialy mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky:
1. Doporuc¢ené kontrolni tkané
Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabita
3. Negative Control (Monoclonal) (kat. ¢. 760-2014 / 05266670001)
4. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. &. 760-700 / 06396500001)
5. uftraView Universal DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-500 / 05269806001)
6.  EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)
7. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)
8. LCS (Predilute) (kat. &. 650-010 / 05264839001)
9. ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)
10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. &. 950-124 / 05279801001)
11. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
12. Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)
13.  Bluing Reagent (kat. ¢. 760-2037 / 05266769001)
14.  Trvalé fixaéni médium
15. Kiryci sklo
16.  Automatizovany podavac krycich sklicek
17. Obecné laboratorni vybaveni
18.  Pfistroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po prijeti a mezi pouZitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte.

Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkovac po
kazdém pouziti uzavrit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac protilatky mé stanovenou dobu expirace. Pfi fadném skladovani zlistane
reagencie stabilni do data uvedeného na Stitku. Po uplynuti data expirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouZziti této primami protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané FFPE zpracované béznym zpisobem.
Doporugenym fixativem na tkané je 10 % neutralni pufrovany formalin.4 Sklicka je teba
obarvit neprodlené, nebot antigennost tkanovych fezi se mlize s postupem ¢asu snizovat.
Vysetieni neznamych vzork( doporuéujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI
. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému pouZiti.

UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
|ékaflim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)
. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testu.

5. Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervaéni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kiizi mize zpUsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrZujte pfisluSna bezpe€nostni opatieni. Zamezte kontaktu reagencie
s o¢ima, kiZi a sliznicemi. PouZivejte vhodny ochranny odév a rukavice.

6.  Pozitivné nabita sklicka mohou byt citliva na zatéz prostfedi, coZ ma za nasledek
nevhodné zbarveni. Pozadejte zastupce spoleénosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouzivat tyto typy sklicek.
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7. S materialem lidského nebo Zivo¢iSného plvodu je tfeba nakladat jako
s nebezpecnym biologickym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi
bezpecnostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi
smérnicemi odpovédnych organ(.56

8.  Zabrarte kontaktu reagencii s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

9. Tato protilatka obsahuje 2 % nebo méné hovéziho séra, které se pouziva pfi vyrobé
protilatky.

10.  Zabrarite mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpisobit nepfesnost
vysledku.

11.  DalSi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach dialog.roche.com.

12. Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

13.  Oznaceni produktu bezpeénostnimi Stitky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uZivatele je na vyzadani k dispozici bezpecnostni list.

14.  Pro nahlaSeni podezfelych zavaznych incidentd tykajicich se tohoto prostfedku se
obratte na mistniho zastupce spolecnosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje €innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle smémice (ES) ¢.

1272/2008:

Tab.1. Informace o rizicich.
Riziko Kéd Véta
Varovani | H317 MazZe vyvolat alergickou kozni reakci.

P261 Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mihy/par/aerosold.
Kontaminovany pracovni odév neodnasejte

p272 i
Z pracoviste.

P280 PouZivejte ochranné rukavice.

P333 + Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Viyhledejte

P313 |ékaFskou pomoc/oSetfeni.

P362 + Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym

P364 pouZitim ho vyperte.

P501 Zlikvidujte obsah/obal pfedanim do schvaleného
zafizeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt obsahuje latku s . CAS 55965-84-9, smés 5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-
3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).

POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZiti v pfistrojich BenchMark IHC/ISH
spole¢né s detekEnimi soupravami a pfisluSenstvim VENTANA. Doporucené barvici
protokoly naleznete v tabulkéach.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uZivatel vak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie ovéfit.

Parametry automatickych procesti Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v uzivatelské pfirucce pfistroje. Dal$i podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v metodickém listu k pfislu$né detekéni
soupravé VENTANA.

Dal$i podrobnosti o spravném pouZivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovadi (P/N 760-2511).
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Tab.2.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku Anti-CD43 (L60) se soupravou
OptiView Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
Metoda
BB GX XT ULTRA
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
(lm::::;: cct, 64Cnc1:i1nljt ULTRACCT,
antigenu) 64 minut, 95 °C 100 QC’ 64 minut, 100 °C
Prep';’;i‘:};g‘:;:bitor Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Protilatka (primarni) 4 minuty, 37 °C 8 minut, 37 °C 4 minuty, 36 °C
Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty
Po kontrastnim Bluing, 4 minuty
barveni

Tab. 3.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku Anti-CD43 (L60) se soupravou
ultraVliew Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
T " Metoda
ostupu
yp positp GX XT ULTRA
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
UZ"""" :”“,‘"‘, cet, cet, ULTRA CC1,
(0 maskovan| standardni standardni standardni
antigenu)
Protilatka . o . o ) o
(primani) 28 minut, 37 °C 28 minut, 37 °C 24 minut, 36 °C
Kontrastni barvivo Hematoxylin I, 4 minuty
Po kontrastnim Bluing, 4 minuty
barveni

Vzhledem k rliznym zpGsobtm fixace a zpracovani tkani, jakoz i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostiedi miize byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou, dobu Upravy bunék nebo dobu pfedbézného zpracovani
protedzou v zavislosti na jednotlivych vzorcich, pouZité metodé detekce a preferenci
hodnotitele. Dalsi informace o riznych fixacich naleznete v pfirucce
JImmunohistochemistry Principles and Advances*.”

NEGATIVNi REAGENCNi KONTROLA

Kromé barveni s protilatkou anti-CD43 (L60) by mélo byt provedeno rovnéz barveni
druhého sklicka s odpovidajici reagencii negativni kontroly.

POZITIVNi KONTROLA TKANE

Nejvhodnéjsim laboratornim postupem je uloZit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako testovanou tkan. Pri nanaseni reagencie na sklicko pak Ize snaze zjistit pfipadné
zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjsi tkar se slabym pozitivnim zbarvenim.
Kontrolni tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit pro
pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkani by mél byt Cerstvy vzorek z pitvy, biopsie
nebo operace, zpracovany a fixovany co nejdfive stejnym zplisobem jako testované fezy.
Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a pistrojd, nikoli jako pomUcku ke stanoveni konkrétni diagndzy testovanych
vzorkd. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni nevykazuji, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzork( za neplatné.

Pfikladem tkané pro pozitivni kontrolu jsou u této protilatky normaini mandle.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY
Vzor barveni bunék pro protilatku anti-CD43 (L60) je membranovy a cytoplazmaticky.
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SPECIFICKA OMEZENI Podet
Systém detekce OptiView detection je obecné citlivéjSi nez systém uliraView detection. pozitivnich
Uzivatel véak musi vysledky ziskané pomoci této reagencie a detekénich systéma pripadu/
validovat. celkovy pocet
Vechny testy nemusi byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci kontaktujte | _Patologie pripadi
mistniho zastupce spolecnosti Roche. Ependymonm (mozek) oM
FUNKCNi CHARAKTERISTIKY Meningiom (mozek) 7
ANALYTICKA VYKONNOST Oligodendrogliom (mozek) 0/1
NiZe jsou uvedeny vysledky provedenych testt barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti. Medulloblastom (mozek) 0/1
Senzitivita a specificita Adenom (nadledvinka) on
Tab.4. Senzitivita/specificita protilatky anti-CD43 (L60) byla stanovena testovanim
béznych tkani FFPE. Fenochromcytom (nadledvinka) 01
Pocet Podet Serozni karcinom (vajeénik) on
pozitivnich pozitivnich
pripad/ pripadd/ Nador z granuléznich bunék u dospélych (vajecnik) 0/1
celkovy celkovy .
pocet pocet Teratom (vajecnik) 0/2
Than pripad Than pripadi Neuroendokrinni karcinom (slinivka) 0/1
Velky mozek 16 Tenkeé strevo 05 Duktalni adenokarcinom (slinivka) 01
Mozedek 3/6 Tlusté stfevo 05 Seminom (varle) on
Nadledvinka 0/6 Konecnik 033 Embryonalni karcinom (varle) 0/1
Vajecnik o3 Jatra os Papilari karcinom (3titna zlaza) 01
Slinivka 06 [ Sinnazéza o Folikulami karcinom (3titna 24za) o
Lymfaticka uzlina 2 99 Ledvina 08 Duktalni karcinom in situ (prs) on
Pi&titné télisko 0/4 Prostata 0/ Invazivni duktalni karcinom (prs) 012
Hypofyza 03 MoCovy méchyt 0/4 Invazivni lobularni karcinom (prs) on
Varie 06 Motovod ot Adenokarcinom (plice) 0/1
Stitnd Zlaza 0 Endometrium 0 Karcinom ze skvamoznich bunék (plice) on
Prs 06 Déloznl hrdio 05 Malobunéény karcinom (plice) 0/1
Slezina 99 Placenta 073 Mezoteliom (pohrudnice) ot
Mandle 1 Kostemi sval 0f5 Solitami fibrozni nador (pohrudnice) on
Brzlik 6/6 Kuze 0/5 Adenokarcinom (jicen) ot
Kostni dreri 44 Nerv 0 Karcinom ze skvamoznich bunék (jicen) 0/1
Plice 0/ Micha 01 Adenokarcinom (zaludek) on
Srdce 0/5 Mezotel o Gastrointestinalni stromalni tumor (Zaludek) on
Jicen 0/5 Mekka tkan 03 Adenokarcinom (tenké stfevo) 072
Zaludek 0/6 Nosohitan b 11 Gastrointestinalni stromalni tumor (tenké stfevo) 0/1
a Vyhodnocené tkané zahmovaly normalni a reaktivni lymfatickou uzlinu. b Chronicky Adenokarcinom (tusté stfevo) 0N
zanét.Senzitivita/specificita protilatky anti-CD43 (L60) byla stanovena testovanim fady
neoplastickych tkani FFPE. Dobre diferencovany neuroendokrinni tumor (apendix) 01
Pocet Cholangiokarcinom (jatra) on
pozitivnich
pripadd/ Hepatocelulamni karcinom (jatra) 01
celkovy pocet
Patologie pﬁpisﬂ Pleomorfni adenom (slinna Zlaza) on
Glioblastom (mozek) on WarthinGiv nador (slinna zlaza) @ 0/
2021-06-07 3/5 14122CS Rev E
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Pocet

pozitivnich
pripadu/
celkovy pocet

Patologie pripadu
Karcinom ledvin (ledvina) 01
Papilarni adenom (ledvina) 01
Adenokarcinom (prostata) 011
Uroteliaini karcinom (mocovy méchyr) 01
Karcinom ze skvaméznich bunék (moCovy méchyr) 01
Difuzni lymfom z velkych B-bunék 85/110
Folikularni lymfom 0/2
MALT-lymfom 7
Maly lymfocytarni lymfom 6/6
Lymfom z pl&Stovych bunék 9/9
Lymfom z B-bunék, NOS 9/12
Myelom plazmatickych bunék (kostni dferi) 7
HodgkinGv lymfom 17
Extranodalni NK/T-buné&&ny lymfom, nosni typ 212
(NK = pfirozeny zabijec)
Periferni T-bunécny lymfom, NOS 43/43
Anaplasticky velkobunéény lymfom 9/9
Lymfom, NOS 14117
Endometrioidni adenokarcinom (déloha) 01
Karcinom z jasnych bunék (déloha) 0/1
Leiomyom (myometrium) 01
Adenokarcinom (délozni hrdlo) 01
Karcinom ze skvaméznich bunék (ipek) 0N
Angiosarkom (k(ize) 01
Karcinom z bazalnich bunék (kize) 01
Melanom (kize) 01
Karcinom ze skvamdznich bunék (kize) 01
Schwannom (micha) 0/2
Liposarkom (mékka tkar) 0/2
Nador periferniho nervového obalu (mékka tkan) 0/3
Karcinom ze skvamdznich bunék (sinus) 01
Adenokarcinom (sinus) 01
Nespecifikovano (lymfaticka uzlina) il

a Hodnoceni na epitelovych nadorovych burikach, hojné husté lymfocyty ve stromatu jsou
silné pozitivni.
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Preciznost

Studie preciznosti pro protilatku anti-CD43 (L60) byly provedeny za ucelem prokazani:

e Preciznosti vysledkd protilatky mezi Sarzemi

. Preciznosti béhem jednoho cyklu a mezi dny na pfistroji BenchMark ULTRA

. Preciznosti mezi pfistroji na pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark
ULTRA

. Preciznosti mezi platformami mezi pfistroji BenchMark XT, BenchMark GX
a BenchMark ULTRA

V8echny studie spinily kritéria pfijatelnosti.

KLINICKA VYKONNOST

Udaje o Klinické vykonnosti relevantni pro zamygleny Géel protilatky anti-CD43 (L60) byly

hodnoceny systematickou literami reSerSi. Shromazdéné Udaje podporuji pouziti
prostfedku v souladu s jeho zamyslenym Gcelem.
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POZNAMKA: V tomto dokumentu se jako symbol pro oddé&lovani celého &isla a

desetinnych mist pouziva vzdy tecka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Souhm bezpecnosti a funkénosti naleznete zde:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Symboly

Spole¢nost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad ramec uvedeny v normé

ISO 15223-1 (pro USA: definici pouZitych symbolli naleznete na internetovych strankach

dialog.roche.com):

®

DUSEVNIi VLASTNICTVi

VENTANA, BENCHMARK a logo VENTANA jsou ochranné znamky spole¢nosti Roche.
V8echny ostatni ochranné znamky jsou majetkem pfisludnych viastnik.

Pfidani, odstranéni nebo zmény jsou oznaceny pruhem zmén na okraji.
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