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Intended use
For In Vitro Diagnostic Use. 19 p.d.

Summary and explanation

Androgen receptor is an intracellular protein which belongs to a large family of hormone-induced transcription factors.?® Androgen receptor
mediates the biological actions of physiological androgens such as testosterone and 5 a-dihydrotestosterone, which are essential for
differentiation, development and maintenance of the male reproductive organs. Complexes of androgen and receptor regulate growth
responses in accessory sex organs by modulating specific gene transcription.®

Refer to Dako’s General Instructions for Immunohistochemical Staining or the detection system instructions of IHC procedures for:
1) Principle of Procedure, 2) Materials Required, Not Supplied, 3) Storage, 4) Specimen Preparation, 5) Staining Procedure, 6) Quality Control,
7) Troubleshooting, 8) Interpretation of Staining, 9) General Limitations.

Reagent provided
Anti-androgen receptor is a mouse monoclonal antibody supplied in liquid form as tissue culture supernatant (containing fetal bovine serum)
dialyzed against 0.05 mol/L Tris-HCI, pH 7.2, and 0.015 mol/L sodium azide.

Clone: AR441 Isotype: IgG1, kappa
Mouse IgG concentration mg/L: See label on vial.

Anti-human Androgen Receptor may be used at a dilution of 1:50 in the EnVision™+ method determined on formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue. These are guidelines only; optimal dilutions should be determined by the individual laboratory. The protein concentration between lots
may vary without influencing the optimal dilution. The titer of each individual lot is compared and adjusted to a reference lot to ensure a
consistent immunohistochemical staining performance from lot-to-lot.

Immunogen
Synthetic peptide corresponding to amino acids 229-315 of the human androgen receptor coupled to keyhole limpet hemocyanin'

Specificity

Monoclonal mouse anti-human androgen receptor, clone AR441 (anti-androgen receptor) specifically immunostains the nuclei of positive cells
in human tissues. In Western blot analysis, the antibody identifies a 110 and 112 kD doublet in extracts of the metastatic prostate cancer cell
line LNCap and in extracts of cells transfected with the gene for androgen receptor.’ The antibody is unreactive with mouse androgen receptor
in immun10blots of prostate extracts. Anti-androgen receptor is capable of recognizing and forming complexes with native androgen bound
receptor.

Materials required, but not supplied
Refer to Dako’s General Instructions for Inmunohistochemical Staining and/or the detection system instructions.

Precautions

1. For professional users.

2. This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardous, NaN3; may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush with
large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

3. As with any product derived from biological sources, proper handling procedures should be used.

4. Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid contact with eyes and skin.

5. Unused reagents should be disposed of according to local, State, and Federal regulations.

Storage

Store at 2-8 °C. Do not use after expiration date stamped on vial. If reagents are stored under any conditions other than those specified, the
conditions must be verified by the user. There are no obvious signs to indicate instability of this product. Therefore, positive and negative
controls should be run simultaneously with patient specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by variations in
laboratory procedures and a problem with the antibody is suspected, contact Dako Technical Support.

Specimen preparation
Paraffin Sections: The antibody can be used for labeling paraffin-embedded tissue sections fixed in formalin. Tissue specimens should be cut
in to sections of approximately 4 pm.

Pre-treatment: Please refer to EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Code K8004) for instruction on how to perform
pretreatment of slides.
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Cryostat Sections and Cell Smears: Anti-androgen receptor can be used for labeling acetone-fixed cryostat sections or fixed cell smears.

Staining procedure
Follow the recommended procedure for the detection system selected.

Staining interpretation
The cellular staining pattern for anti-androgen is nuclear.

Performance characteristics

Normal Cells

Androgen receptor has been localized by immunohistochemistry (IHC) to the nuclei of a variety of normal cells. In the prostate, nuclear
immunoreactivity has been observed in the secretory cells, basal cells, smooth muscle cells and fibroblasts. Moderate immunostaining has
been found in spermatogonia, spermatocytes and Sertoli cells of the testes, with weaker staining seen in Leydig and peritubular myoid cells.
Strong to moderate expression of androgen receptor has been demonstrated by IHC in uterine myometrial cells, cervical squamous cells,
ovarian stromal cells, and syncytiotrophoblasts and cytotrophoblasts of the placenta.* Endometrial glandular and stromal cells also express
androgen receptor at all phases of the menstrual cycle.*® In the breast, the nuclei of acinar cells, myoepithelial cells and stromal cells were
reported to stain positively. Androgen receptor was also demonstrated in cardiac muscle, striated muscle and in smooth muscle of arteries,
bladder and Gl tract. In skin, positive staining has been observed in cells of the hair follicles, sweat glands and squamous cells of the epidermis.
Other cells which have been shown to give moderate to strong immunostaining include hepatocytes of the liver and cells of the anterior and
posterior pituitary.*

Tumor Cells

In adenocarcinomas of the prostate androgen receptor has been demonstrated by IHC to be present in the nuclei of most neoplastic cells with
neuroendocrine differentiation.® The majority of breast and ovarian carcinomas evaluated also express androgen receptor, as determined by
IHC and biochemical assays.”"'° The nuclei of glandular and stromal endometrial cells have been shown to stain positively in adenomyosis
and external endometriosis. Malignant cells in both glandular and solid lesions of grade Il endometrial adenocarcinomas were found to be
immunoreactive.® Androgen receptor expression has also been demonstrated in meningiomas by Northern blot analysis and
immunohistochemistry. !
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Skirta in vitro diagnostikos tyrimams.

,Monoclonal Mouse Anti-Human Prostate-Specific Antigen, Clone ER-PR8" yra skirtas naudoti imunohistocheminiy (IHC) tyrimy
metu. Sis antikiinas Zymi prostatos epitelj ir padeda klasifikuoti prostatos kilmés véj (1, 2). Diferencinj klasifikavimg palengvina
antikiny sgrasy rezultatai. Klinikinj bet kokio dazymosi ar jo nebuvimo interpretavimg bitina pagristi morfologiniais tyrimais,
naudojant tinkamas kontrolines medziagas, rezultatus turi vertinti kvalifikuotas patologas, atsizvelgdamas j paciento ligos istorijg ir
kity diagnostiniy tyrimy rezultatus. Sis antikinas yra skirtas naudoti nustagius pirmine auglio diagnoze jprastu histopatologiniu
metodu, taikant neimunologinj histocheminj dazyma.

Kalikreinas 3 (hK3) (3).

Prostatos specifinis antigenas (PSA) yra 33 kDa baltymas, priklausantis kalikreino proteaziy $eimai (4). Sj baltyma daugiausia
gamina prostatos epitelio ir periuretriniy liauky epitelio sluoksnio Igstelés (3); 0,5-2 g/L koncentracijos baltymas patenka j sékla, kur
suskystina po ejakuliacijos susidarant gelj asimiliuodamas pagrindinius gelj sudaranéius baltymus. Atliekant izoelektrinj fokusavimag
ir jony mainy chromatografija, sékloje galima iSskirti penkis - SeSis PSA izofermentus (4). IS normalios ir hiperplazijos paveiktos
prostatos PSA iSteka j nelastelinj skystj ir patenka j krauja, kur jo koncentracija yra mazdaug vienu milijonu karty mazesné nei sékloje.
Esant prostatos véziui, suardoma epitelio Igsteliy architektdra ir poliarizacija, kas sglygoja aktyvig sekrecija j nelgstelinj tarpg bei
apytaka (4).

PSA raiSka yra didelé tiek normalios, tiek neoplazijos paveiktos prostatos audiniuose. Nors PSA gali bati laikomas specifiniu prostatos
antigenu, nedidelés PSA ir (arba) PSA geno koncentracijos buvo aptiktos kai kuriuose ne prostatos audiniuose, pvz., normaliuose
kraties audiniuose (3, 4), kraties augliuose, kraties piene, motery serume, endometriume, antinks€iy neoplazmose ir inksty Igsteliy
karcinomose (3).

Vadovaukités bendrovés ,Dako“ General Instructions for Inmunohistochemical Staining (Bendrosiomis imunohistocheminio dazymo
instrukcijomis) ar imunohistocheminiy proceddry aptikimo sistemos instrukcijomis dél: proceddros veikimo principo, nepateikty
reikalingy medziagy, saugojimo, bandiniy paruosimo, dazymo proceduaros, kokybés kontrolés, trik€iy nustatymo ir Salinimo, dazymo
rezultaty aiskinimo, bendryjy apribojimy.

Monokloninis pelés antiklinas, pateikiamas skysta forma kaip Iasteliy kultdry supernatantas, dializuojamas iki 0,05 mol/L Tris-HCI,
pH 7,2, kuriame yra 15 mmol/L NaNs.

Klonas: ER-PRS. |zotipas: IgG1, kapa.

Peliy 1gG koncentracija: Zr. buteliuko etikete.

Tarp jvairiy reagento partijy galintys pasitaikyti Sio baltymo koncentracijos skirtumai neturi jtakos tinkamiausiam skiedimo santykiui.
Siekiant uztikrinti visy partijy imunohistocheminio dazymo rezultaty lygiavertiSkuma, kiekvienos atskiros partijos titras yra
pakoreguotas, palyginti su pamatinés partijos reagentais.

I18grynintas Zmogaus prostatos specifinis antigenas.

Atliekant i séklos plazmos iSgryninto PSA ,Western blot* tyrimg, antikinas Zymi diapazonus, atitinkanc¢ius PSA esant
redukuojan¢ioms sglygoms, tuo tarpu esant neredukuojanéioms sglygoms zyméjimo nepastebéta (5). Antikiinas prie§ PSA, klonas
ER-PR-8, buvo jtrauktas j ISOBM TD-3 seminara, kurio metu buvo apibadinti 83 antiklnai prie$ specifinj prostatos antigeng. Buvo
patvirtinta, kad Sis antiklinas yra naudinga specifinio imunocitocheminio PSA Zyméjimo priemoné. Epitopo vietos nustatyti
nepavyko (6).

1. Skirta in vitro diagnostikai.
2. Skirta naudoti profesionalams.

3. Sio preparato sudétyje yra labai toksi$kos grynos formos cheminés medZiagos natrio azido (NaNs). Esant preparato
koncentracijoms, kurios néra priskiriamos pavojingoms, natrio azidas gali reaguoti su $vino ir vario vandentiekio vamzdynais ir gali
kauptis labai sprogis metalo azidai. PaSalinus reikia gausiai nuplauti vandeniu, kad metalo azidai nesikaupty vandentiekyje.

4. Kaip ir dirbant su visais biologinés kilmés preparatais, batina laikytis atitinkamy darbo su jais procedary.
5. Dévékite atitinkamas asmens apsaugos priemones, kad medziagos nepatekty j akis ar ant odos.
6. Nesunaudotg tirpalg reikia pa3alinti laikantis vietiniy, Salies ar federaliniy taisykliy.

Laikyti 2—-8 °C temperataroje. Nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui, nurodytam ant buteliuko. Jei reagentai laikomi kitomis sglygomis,
nei nurodyta, vartotojas Sias sglygas turi patikrinti. Aiskiy Sio preparato nestabiluma rodanciy poZymiy néra. Vienu metu su paciento
bandiniais turi bati analizuojamos teigiamos ir neigiamos kontrolinés medziagos. Pastebéjus nejprasty dazymosi rezultaty, kuriy
negaléjo lemti laboratorijy procediry skirtumai, ir jtarus su antiklinu susijusig problema, reikia kreiptis j ,Dako“ techninés pagalbos
tarnyba.

Parafininiai pjdviai: antikinas gali bati naudojamas formalinu fiksuoty ir j parafing jliety audiniy pjaviams Zyméti. Rekomenduojamas
iSankstinis deparafinizuoty audiniy apdorojimas naudojant proteinaze K arba epitopy atstatymas karsciu. Naudojant epitopy
atstatyma karsciu, fiksuotiems audiniams optimalus rezultatas gaunamas su 10 mmol/L Tris buferiu, 1 mmol/L EDTA, pH 9,0. Maziau
optimaliy rezultaty pasiekiama naudojant ,Dako Target Retrieval Solution®, kodas S1700, arba 10 mmol/L citrato buferj, pH 6,0.
Apdorojant arba po apdorojimo atliekamos imunohistocheminio dazymo procedtros metu audiniy pjaviai neturi iSdziati.

UZSaldyti pjdviai ir lasteliy preparatai: antikinu galima pazyméti acetonu fiksuotus uzSaldytus pjdvius arba lgsteliy preparatus (7).
Naudotojas turi patvirtinti dazymo procedara.

Toliau pateikiama informacija yra tik nuorodinio pobdzio. Tinkamiausios sglygos gali skirtis, atsizvelgiant j bandinio tipg ir paruo$imo
metoda; jas kiekviena laboratorija turi patvirtinti atskirai. Naudotojas turéty nustatyti $io antikiino veiksminguma, kai jis naudojamas
su kitomis rankinio dazymo sistemomis arba automatizuotomis platformomis.

Skiedimas: ,Monoclonal Mouse Anti-Human PSA*, kodas M0750, atskiedus santykiu 1:25-1:50, gali bdti naudojamas formalinu
fiksuotiems, parafininiams Zmogaus prostatos pjaviams, taikant 20 minuciy epitopo atstatymg kar$¢€iu ir 30 minuciy inkubacijg
kambario temperatiroje naudojant pirminj antiking. Rekomenduojama naudoti neigiamg kontrolinj reagenta ,Dako Mouse IgG1*
(kodas X0931), atskiesta iki tos pacios pelés IgG koncentracijos kaip ir pirminis antikinas. Nebent jei atskiesto antikiino stabilumas

SSMO0750CELT_05 p. 1/2



Su produktu susije
apribojimai

Dazymosi rezultaty
interpretavimas

Veikimo duomenys

ir neigiama kontrolé buvo nustatyta faktinio dazymo procediros metu, prie$ pat naudojant rekomenduojama Siuos reagentus atskiesti
arba atskiesti prie$ pat naudojimg ,Dako Antibody Diluent®, kodas S0809.

Vizualizacija: rekomenduojama naudoti ,Dako EnVision+/HRP* rinkinius, pvz., kodas K4005. Laikykités prie pasirinkto vizualizavimo
rinkinio pridéty procedariniy nurodymuy.

Kokybés kontrolé: teigiamos ir neigiamos kontrolinés medziagos ir neigiamos kontrolés reagentas turi bati kartu analizuojami
naudojant tg patj protokolg kaip ir paciento méginiams.

Nustatyta, kad $is antikinas Siek tiek Zymi kai kuriuos inksty surenkamuosius kanaliukus ir kanaliuky lgsteles, paausinés liaukos
lataky lgsteles ir kai kurias kasos lataky lasteles (8).

Lagsteliy dazymasis yra citoplazminio pobudzio.

Normalls audiniai: Sis antikinas ryskiai Zymi prostatos epitelj. 34 kity Zmogaus audiniy, tarp jy smegeny, odos, raumeny, nervy,
kraties, limfiniy mazgy, bluznies, uzkracio liaukos, jvairiy kvépavimo taky daliy, virskinimo trakto, Slapimo sistemos ir lyties organy
Zyméjimo nepastebéta (8).

Nenormalis audiniai: esant gerybinei prostatos hiperplazijai, antiklinas aiSkiai rodo liumeno (sekrecijos) epitelio Igsteles ir nerodo
jokio stromos reaktyvumo (1). I$ 60 prostatos véZiu serganciy pacienty 42 (70%) nustatyta didelé, o 18 (30%) pacienty — maza PSA
raiSka naudojant §j antiking (2). Gaubtinés Zarnos adenokarcinomos, $lapimo puslés ir antinks€iy Zieves, melanomos,
hepatoblastomos, odos ir plauciy Zvyniniy Igsteliy karcinomos ir fibrosarkomos Zymeéjimo nepastebéta.
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For in vitro diagnostic use.

Monoclonal Mouse Anti-Human CDA45, Leucocyte Common Antigen, Clones 2B11 + PD7/26, is intended for use in
immunohistochemistry (IHC). The antibody labels CD45 in both normal and neoplastic cells and is a useful aid for classifying tumor
cells of lymphoid origin (1-3). Differential classification is added by the results from a panel of antibodies. 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. This antibody is intended to be
used after the primary diagnosis of tumor has been made by conventional histopathology using non-immunological histochemical
stains.

T200, Ly-5.

CD45 is a transmembrane glycoprotein expressed on most nucleated cells of hematopoietic origin. CD45, encoded by a single gene
mapped to chromosome 1, has various isoforms based on differential splicing of exons 4, 5 and 6. On human leucocytes, five
different isoforms of CD45, named ABC, AB, BC, B and 0, have been identified. These isoforms are recognized by CD45RA,
CD45RB, CD45RC and CD45R0 antibodies. The isoforms range in Mr from 180000 to 220000. All the CD45 isoforms share the
same intracellular segment, which has been shown to have tyrosine phosphatase activity. Various leucocytes express characteristic
CD45 isoforms, thus T cells express CD45 isoforms corresponding to their development and activation, B cells predominantly
express the ABC isoform, and monocytes and dendritic cells predominantly express the B and 0 isoforms. Granulocytes principally
express only the B and 0 isoforms (4).

Refer to Dako General Instructions for Immunohistochemical Staining or the detection system instructions of IHC procedures for:
Principle of Procedure; Materials Required, Not Supplied; Storage, Specimen Preparation; Staining Procedure; Quality Control;
Troubleshooting; Interpretation of Staining; General Limitations.

Monoclonal mouse antibody provided in liquid form as cell culture supernatant dialysed against 0.05 mol/L Tris-HCI, pH 7.2, and
containing 15 mmol/L NaNs.

Clone: 2B11 (1) and PD7/26 (1). Isotype: IgG1, kappa.
Mouse |gG concentration: see label on vial.

The protein concentration between lots may vary without influencing the optimal dilution. The titer of each individual lot is compared
and adjusted to a reference lot to ensure a consistent immunohistochemical staining performance from lot-to-lot.

2B11: Isolated neoplastic cells from a case of T-cell ymphoma/leukemia (1).
PD7/26: Human peripheral blood lymphocytes maintained in T-cell growth factor (1).

Anti-CD45 is a mixture of two monoclonal antibodies, clones 2B11 and PD7/26, directed against different epitopes. Clone 2B11 was
clustered as anti-CD45 at the Third International Workshop and Conference on Human Leucocyte Differentiation Antigens, held in
Oxford in 1986 and reacts with all the known isotypes of the CD45 family (5). Clone PD7/26 was clustered as anti-CD45RB at the
Fifth International Workshop and Conference on Human Leucocyte Differentiation Antigens, held in Boston in 1993 (6).

1. Forin vitro diagnostic use.

2. For professional users.

3. This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not
classified as hazardous, sodium azide may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal
azides. Upon disposal, flush with large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

4. As with any product derived from biological sources, proper handling procedures should be used.

5. Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid contact with eyes and skin.

6.  Unused solution should be disposed of according to local, State and Federal regulations.

Store at 2-8 °C. Do not use after expiration date stamped on vial. If reagents are stored under any conditions other than those
specified, the conditions must be verified by the user. There are no obvious signs to indicate instability of this product. Therefore,
positive and negative controls should be run simultaneously with patient specimens. If unexpected staining is observed which cannot
be explained by variations in laboratory procedures and a problem with the antibody is suspected, contact Dako Technical Support.

Paraffin sections: The antibody can be used for labeling paraffin-embedded tissue sections fixed in formalin, B5 (2), or Bouin’s (1).
Pretreatment of deparaffinized tissues with heat-induced epitope retrieval is recommended. Optimal results are obtained with
Dako Target Retrieval Solution, Code S1700, 10 mmol/L citrate buffer, pH 6.0, or 10 mmol/L Tris buffer, 1 mmol/L EDTA, pH 9.0.
Pre-treatment of tissues with proteinase K was found destructive of the epitope. The tissue sections should not dry out during the
treatment or during the following immunohistochemical staining procedure.

Frozen sections and cell preparations: The antibody can be used for labeling acetone-fixed, frozen sections (1). The user must
validate the staining procedure.

These are guidelines only. Optimal conditions may vary depending on specimen type and preparation method, and should be
validated individually by each laboratory. The performance of this antibody should be established by the user when utilized with
other manual staining systems or automated platforms.

Dilution: Monoclonal Mouse Anti-Human CD45, Leucocyte Common Antigen, Code M0701, may be used at a dilution range of
1:50-1:100 when applied on formalin-fixed, paraffin-embedded sections of human tonsil and using 20 minutes heat-induced epitope
retrieval in Dako Target Retrieval Solution, Code S1700, and 30 minutes incubation at room temperature with the primary antibody.
The recommended negative control is Dako Mouse IgG1, Code X0931, diluted to the same mouse IgG concentration as the primary
antibody. Unless the stability of the diluted antibody and negative control has been established in the actual staining procedure, it is
recommended to dilute these reagents immediately before use, or dilute in Dako Antibody Diluent, Code S0809.

Quality control: Positive and negative control tissues as well as negative control reagent should be run simultaneously using the same
protocol as the patient specimens.
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Product-specific
limitations

Staining interpretation

Performance
characteristics

Visualization: Dako EnVision+/HRP kits, e.g. Code K4005, are recommended. Follow the procedure enclosed with the selected
visualization kit.

Labeling of the surface membrane of mammary ductal cells in specimens of fibrocystic disease and fibroadenoma has been reported
for the antibody. This expression, however, is not considered to present an assessment problem that might lead to misclassification (7).

Cells labeled by the antibody predominantly display staining of the cell membrane, but cytoplasmic staining may also occur.

Normal tissues: In tonsil, the antibody labels germinal centres, follicular mantle zones, and interfollicular regions (1). In spleen, white
pulp and lymphoid cells of red pulp are labeled, as also thymic lymphocytes, bone marrow lymphoid cells, mast cells, cells of
probable monocytic derivation, and occasional plasma cells. Variable labeling of immunoblasts, epithelioid histiocytes, sinus
histiocytes and plasma cells has been reported. Myeloid cells, erythroid cells, megakaryocytes, Langerhans cells in skin, epithelium,
and connective tissue are not labeled by the antibody (2).

Abnormal tissues: In non-Hodgkin’s lymphoma, the neoplastic cells were labeled by the antibody in 40/40 (100%) of cases (1). In
another study (2) the figure was 74/80 (93%). A third study (8) showed that 52/52 (100%) low grade B-cell lymphomas, 99/108 (92%)
high grade B-cell lymphomas, and 41/44 (93%) T-cell lymphomas were labeled with the antibody. Altogether 162/162 (100%)
non-lymphoid neoplasms were not labeled with the antibody, including small cell anaplastic carcinomas, amelanotic melanomas,
alveolar rhabdomyosarcomas, Ewing’s sarcoma, and germ cell tumors (1, 2).

FRANGAIS

Utilisation prévue

Synonymes de
I'antigéne

Résumé et
explication

Réactif fourni

Immunogéne

Spécificité

Précautions d'emploi

Conservation

Préparation des
échantillons

Pour utilisation diagnostique in vitro.

L'anticorps Monoclonal Mouse Anti-Human CD45, Leucocyte Common Antigen, Clones 2B11 + PD7/26, est destiné a une utilisation
en immunohistochimie (IHC). Cet anticorps marque la CD45 a la fois dans les cellules normales et néoplasiques et il est utile pour
classer les cellules tumorales d'origine lymphoide (1-3). La classification différentielle est facilitée par les résultats provenant d'un
panel d'anticorps. L'interprétation clinique de toute coloration ou son absence doit étre complétée par des études morphologiques
en utilisant des controles appropriés et doit étre évaluée en fonction des antécédents cliniques du patient et d'autres tests
diagnostiques par un pathologiste qualifié. Cet anticorps est destiné a étre utilisé aprés un diagnostic primaire de tumeur par
histopathologie traditionnelle utilisant des colorations histochimiques non immunologiques.

T200, Ly-5.

La CD45 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée sur la plupart des cellules nucléées d'origine hématopoiétique. La
CD45, codée par un seul gene localisé sur le chromosome 1, possede plusieurs isoformes selon I'épissage différentiel des exons 4,
5 et 6. Sur les leucocytes humains, cing isoformes différentes de la CD45, appelées ABC, AB, BC, B et 0, ont été identifiées. Ces
isoformes sont reconnues par les anticorps dirigés contre la CD45RA, la CD45RB, la CD45RC et la CD45R0. Le poids moléculaire
des isoformes varie de 180 000 a 220 000. Toutes les isoformes de la CD45 ont en commun le méme segment intracellulaire dont
on a démontré qu'il présente une activité tyrosine phosphatase. Les divers leucocytes expriment des isoformes caractéristiques de
la CD45. Ainsi, les lymphocytes T expriment des isoformes de la CD45 correspondant a leur développement et a leur activation, les
lymphocytes B expriment de maniere prédominante l'isoforme ABC, et les monocytes et cellules dendritiques expriment de maniére
prédominante les isoformes B et 0. Les granulocytes expriment principalement et uniquement les isoformes B et 0 (4).

Consulter le document General Instructions for Immunohistochemical Staining (Instructions générales de coloration
immunohistochimique) de Dako ou les instructions du kit de détection pour les procédures IHC : Principe de la procédure, Matériel
requis mais non fourni, Conservation, Préparation des échantillons, Procédure de coloration, Contréle de qualité, Dépannage,
Interprétation de la coloration, Limites générales.

Anticorps monoclonal de souris, fourni sous forme liquide en tant que surnageant de culture cellulaire, dialysé contre 0,05 mol/L de
Tris-HCI a pH 7,2 et contenant 15 mmol/L d'azide de sodium (NaNs3).

Clones : 2B11 (1) et PD7/26 (1). Isotype : 1I9G1, kappa.
Concentration en IgG de souris : Voir I'étiquette sur le flacon.

La concentration en protéines peut varier d'un lot a 'autre sans que cela influence la dilution optimale. Le titre de chaque lot est
comparé et ajusté par rapport a un lot de référence pour assurer des performances de coloration immunohistochimiques cohérentes
d'un lot a l'autre.

2B11 : Cellules néoplasiques isolées a partir d'un cas de lymphome/leucémie a lymphocytes T (1).
PD7/26 : Lymphocytes de sang périphériqgue humain conservés sur le facteur de croissance des lymphocytes T (1).

L'anti-CD45 est un mélange de deux anticorps monoclonaux, clones 2B11 et PD7/26, dirigés contre différents épitopes. Le
clone 2B11 a été classé comme un anti-CD45 lors de la Third International Workshop and Conference on Human Leucocyte
Differentiation Antigens (Troisi€me Conférence et Atelier International sur les Antigenes de Différenciation des Leucocytes Humains)
et réagit a tous les isotypes connus de la famille de la CD45 (5). Le clone PD7/26 a été classifi¢ comme un anti-CD45RB au Fifth
International Workshop and Conference on Human Leucocyte Differentiation Antigens (6) (Cinquieme Conférence et Atelier
International sur les antigénes de différenciation des leucocytes humains) qui se sont tenus a Boston (Etats-Unis) en 1993.

1. Pour utilisation diagnostique in vitro.

2. Pour utilisateurs professionnels.

3. Ce produit contient de l'azide de sodium (NaNs), un produit chimique hautement toxique a I'état pur. Aux concentrations du
produit, bien que non classé comme dangereux, I'azide de sodium peut réagir avec le cuivre et le plomb des canalisations et
former des accumulations d'azides métalliques hautement explosives. Lors de I'élimination, rincer abondamment a I'eau pour
éviter toute accumulation d'azide métallique dans les canalisations.

4.  Comme avec tout produit d'origine biologique, des procédures de manipulation appropriées doivent étre respectées.

5.  Porter un équipement de protection individuelle approprié pour éviter tout contact avec les yeux et la peau.

6. Les solutions non utilisées doivent étre éliminées conformément aux réglementations locales, nationales et européennes.

Conserver entre 2 et 8 °C. Ne pas utiliser apres la date de péremption imprimée sur le flacon. Si les réactifs sont conservés dans
des conditions autres que celles indiquées, celles-ci doivent étre validées par I'utilisateur. Il n'existe pas de signe particulier pour
indiquer l'instabilité de ce produit. Par conséquent, des controles positifs et négatifs doivent étre testés en méme temps que les
échantillons de patient. Si une coloration inattendue est observée, qui ne peut étre expliquée par des différences dans les procédures
du laboratoire et qu'un probleme lié a I'anticorps est suspecté, contacter I'assistance technique de Dako.

Coupes en paraffine : L'anticorps peut étre utilisé pour le marquage des coupes de tissus incluses en paraffine et fixées au formol,
au fixateur B5 (2) ou au liquide de Bouin (1). Le prétraitement des tissus déparaffinés avec une restauration d'épitope induite par la
chaleur est recommandé. Des résultats optimaux sont obtenus avec le produit Dako Target Retrieval Solution, réf. S1700, dans un
tampon citrate @ 10 mmol/L a pH 6,0 ou dans un tampon Tris @ 10 mmol/L, EDTA & 1 mmol/L, a pH 9,0. Le prétraitement des tissus
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Procédure de
coloration

Limitations
spécifiques du
produit

Interprétation de la

par la protéinase K s'est révélé détruire I'épitope. Les coupes de tissus ne doivent pas sécher lors du traitement ni lors de la
procédure de coloration immunohistochimique suivante.

Coupes congelées et préparations cellulaires : L'anticorps peut étre utilisé pour marquer des coupes congelées fixées a l'acétone
(1). L'utilisateur doit valider la procédure de coloration.

Il ne s'agit 1a que de conseils. Les conditions optimales peuvent varier en fonction du type de prélevement et de la méthode de
préparation, et doivent étre validées individuellement par chaque laboratoire. Les performances de cet anticorps doivent étre établies
par l'utilisateur lorsqu'il est utilisé avec d'autres systémes de coloration manuelle ou plates-formes automatisées.

Dilution : Le Monoclonal Mouse Anti-Human CD45, Leucocyte Common Antigen, réf. M0701, peut étre utilisé a une gamme de
dilution allant de 1:50 a 1:100 lorsqu'il est appliqué sur des coupes d'amygdale humaine fixées au formol et incluses en paraffine,
en utilisant une restauration d'épitope induite par la chaleur de 20 minutes dans le produit Dako Target Retrieval Solution, réf. S1700,
et une incubation de 30 minutes avec l'anticorps primaire a température ambiante. Le contrdle négatif recommandé est le produit
Dako Mouse IgG1, réf. X0931, dilué a la méme concentration en IgG de souris que I'anticorps primaire. A moins que la stabilité¢ de
I'anticorps dilué et du contrdle négatif n'ait été établie dans la procédure de coloration en cours, il est recommandé de diluer ces
réactifs immédiatement avant utilisation ou de les diluer avec le produit Dako Antibody Diluent, réf. S0809.

Contréle de qualité : Les tissus de contrdle positif et négatif, ainsi que le réactif de controle négatif, doivent étre testés en paralléle
selon le méme protocole que pour les échantillons de patients.

Visualisation : Il est recommandé d'utiliser les kits Dako EnVision+/HRP, réf. K4005. Suivre la procédure incluse dans le kit de
visualisation sélectionnée.

On a observé un marquage de la membrane de surface des cellules canalaires de la glande mammaire par I'anticorps dans les
échantillons de fibroadénome et de maladie fibrokystique a été observé. Cette expression, cependant, n'est pas considérée comme
présentant un probléme d'évaluation susceptible d'entrainer une classification erronée (7).

Les cellules marquées par l'anticorps présentent majoritairement une coloration membranaire, mais une coloration cytoplasmique

coloration peut également se produire.
DEUTSCH
Verwendungszweck Zur In-vitro-Diagnostik.

Synonyme Bezeich-
nungen des Antigens

Zusammenfassung
und Erklarung

Geliefertes Reagenz

Immunogen

Spezifitat

VorsichtsmaBnahmen

Lagerung

Monoclonal Mouse Anti-Human CD45, Leucocyte Common Antigen, Clones 2B11 + PD7/26, ist fur die Verwendung in der
Immunhistochemie (IHC) bestimmt. Der Antikorper markiert CD45 sowohl in gesunden als auch in neoplastischen Zellen und ist ein
wertvolles Hilfsmittel zur Klassifizierung von Tumorzellen lymphoiden Ursprungs (1-3). Die Differenzialklassifikation wird durch die
Ergebnisse eines Antikérper-Panels unterstitzt. Die klinische Auswertung einer eventuell eintretenden Farbung sollte durch
morphologische Studien mit geeigneten Kontrollen ergéanzt werden und von einem qualifizierten Pathologen unter Berlicksichtigung
der Krankengeschichte und anderer diagnostischer Tests des Patienten vorgenommen werden. Dieser Antikérper kommt nach der
Primardiagnose des Tumors durch konventionelle Histopathologie unter Verwendung von nicht immunologischen histochemischen
Farbungen zum Einsatz.

T200, Ly-5 (5).

CD45 ist ein Transmembran-Glykoprotein, das auf den meisten nukleierten Zellen hadmatopoietischen Ursprungs exprimiert wird.
CD45, das von einem einzigen, auf Chromosom 1 befindlichen Gen kodiert wird, besitzt verschiedene Isoformen, die durch
alternatives SpleiRen der Exone 4,5 und 6 entstehen. Auf menschlichen Leukozyten wurden fiinf verschiedene Isoformen von
CD45 namens ABC, AB, BC, B und 0 identifiziert. Diese Isoformen werden von Antikdrpern gegen CD45RA, CD45RB, CD45RC
und CD45R0 nachgewiesen. Das Mr der Isoformen liegt zwischen 180.000 und 220.000. Allen CD45-Isoformen gemeinsam ist der
intrazellulare Abschnitt, der nachweislich eine Tyrosinphosphatase-Aktivitat aufweist. Verschiedene Leukozyten exprimieren
charakteristische CD45-Isoformen, weswegen T-Zellen CD45-Isoformen exprimieren, die ihrer Entwicklung und Aktivierung
entsprechen, B-Zellen vorwiegend die ABC-Isoform exprimieren und Monozyten und dendritische Retikulumzellen vorwiegend die
B- und 0-Isoformen exprimieren. Granulozyten exprimieren prinzipiell nur die B- und O-Isoformen (4).

Folgende Angaben bitte den General Instructions for Immunohistochemical Staining (Allgemeine Richtlinien zur
immunhistochemischen Farbung) von Dako bzw. den Anweisungen des Detektionssystems fir IHC-Verfahren entnehmen:
Verfahrensprinzipien, Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien, Lagerung, Gewebevorbereitung, Farbeverfahren,
Qualitétskontrolle, Fehlerbehandlung, Auswertung der Farbung, Allgemeine Beschrankungen.

Monoklonale Mausantikdrper in flissiger Form als gegen 0.05 mol/L Tris-HCI,
Zellkulturtiberstand.

Klon: 2B11 (1) und PD7/26 (1). Isotyp: 1IgG1, Kappa.

Konzentration von Maus-IgG: Siehe Behélteretikett.

pH 7.2 und 15 mmol/L NaNs dialysierter

Die Proteinkonzentration kann zwischen Chargen abweichen, ohne die optimale Verdliinnung zu beeinflussen. Der Titer jeder
Charge wird mit dem einer Referenzcharge verglichen und dieser angeglichen, um konstante immunhistochemische
Farbeergebnisse zwischen den Chargen zu gewabhrleisten.

2B11: Isolierte neoplastische Zellen aus einem Fall von T-Zellen-Lymphom/Leukamie (1).
PD7/26: Menschliche Lymphozyten aus peripherem Blut, in T-Zell-Wachstumsfaktor erhalten (1).

Anti-CD45 ist eine Mischung aus zwei monoklonalen Antikorpern, Klon 2B11 und PD7/26, zum Nachweis unterschiedlicher Epitope.
Klon 2B11 wurde bei dem Third International Workshop and Conference on Human Leucocyte Differentiation Antigens
(3. Internationale(r) Workshop und Konferenz tber menschliche Leukozyten differenzierende Antigene), der 1986 in Oxford
stattfand, als Anti-CD45 geclustert und reagiert mit allen bekannten Isotypen der CD45-Familie (5). Klon PD7/26 wurde bei dem/der
Fifth International Workshop and Conference on Human Leucocyte Differentiation Antigens (5. Internationale(r) Workshop und
Konferenz Giber menschliche Leukozyten differenzierende Antigene), der 1993 in Boston stattfand, als Anti-CD45RB geclustert (6).

1. Zur In-vitro-Diagnostik.

2. Fur Fachpersonal.

3. Dieses Produkt enthalt Natriumazid (NaNs), eine in reiner Form aufRerst giftige Chemikalie. Bei den in diesem Produkt
verwendeten Konzentrationen kann Natriumazid, obwohl nicht als gefahrlich klassifiziert, mit in Wasserleitungen vorhandenem
Blei oder Kupfer reagieren und zur Bildung von hochexplosiven Metallazid-Anreicherungen fiihren. Nach der Entsorgung muss
mit reichlich Wasser nachgespilt werden, um Metall-Azid-Anreicherung zu vermeiden.

4. Wie alle Produkte biologischen Ursprungs mussen auch diese entsprechend gehandhabt werden.

5. Geeignete personliche Schutzausristung (PSA) tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.

6.  Nicht verwendete Losung ist entsprechend ortlichen, staatlichen und EU-rechtlichen Richtlinien zu entsorgen.

Bei 2-8 °C lagern. Nach Ablauf des auf dem Behalter aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr verwenden. Werden die Reagenzien

unter anderen als den angegebenen Bedingungen aufbewahrt, missen diese Bedingungen vom Benutzer tUberpriift werden. Es gibt

keine offensichtlichen Anhaltspunkte fiir die mégliche Instabilitét dieses Produkts. Es sollten daher die Positiv- und Negativkontrollen
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gleichzeitig mit den Patientengewebeproben mitgefihrt werden. Wenn eine unerwartete Anfarbung beobachtet wird, welche durch
Anderungen in den Labormethoden nicht erklart werden kann, und falls Verdacht auf ein Problem mit dem Antikdrper besteht, ist
Kontakt mit dem technischen Kundendienst von Dako aufzunehmen.

Gewebevorbereitung Paraffinschnitte: Der Antikérper kann fiir die Markierung von paraffineingebetteten, in Formalin, B5 (2) oder Bouin-Losung (1)

fixierten Gewebeschnitten verwendet werden. Die Vorbehandlung des entparaffinierten Gewebes durch hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung wird empfohlen. Optimale Resultate werden mit Dako Target Retrieval Solution, Code-Nr. S1700, 10 mmol/L
Citratpuffer, pH 6.0, oder 10 mmol/L Tris-Puffer, 1 mmol/L EDTA, pH 9.0, erzielt. Durch die Vorbehandlung des Gewebes durch
Proteinase K wurde das Epitop zerstort. Wahrend der Gewebevorbehandlung oder wahrend des anschlieRenden
immunhistochemischen Farbeverfahrens diirfen die Gewebeschnitte nicht austrocknen.

Gefrierschnitte und Zellpréparate: Der Antikorper eignet sich zur Markierung von azetonfixierten Gefrierschnitten (1). Das
Farbeverfahren muss vom Anwender validiert werden.

Farbeverfahren Diese Angaben sind nur Richtlinien. Optimale Bedingungen kdnnen je nach Gewebetyp und Vorbereitungsverfahren unterschiedlich

sein und sollten vom jeweiligen Labor selbst ermittelt werden. Die Leistung dieses Antikdrpers sollte vom Benutzer bei einem Einsatz
mit anderen manuellen Farbesystemen oder automatisierten Systemen ermittelt werden.

Verdiinnung: Monoclonal Mouse Anti-Human CD45, Leucocyte Common Antigen, Code-Nr. M0701, kann auf formalinfixierten,
paraffineingebetteten Schnitten von menschlichem Mandelgewebe bei einer hitzeinduzierten Epitopdemaskierung von 20 Minuten
in Dako Target Retrieval Solution, Code-Nr. S1700, und einer 30-minltigen Inkubation mit dem primaren Antikdrper bei
Raumtemperatur in einem Verdiinnungsbereich zwischen 1:50 und 1:100 verwendet werden. Als Negativkontrolle wird Dako Mouse
IgG1, Code-Nr. X0931, empfohlen, das auf dieselbe Konzentration an Maus-IgG wie der primare Antikorper verdiinnt wurde. Falls
die Stabilitédt des verdinnten Antikdrpers und der Negativkontrolle fir das verwendete Farbeverfahren nicht erwiesen ist, wird
empfohlen, diese Reagenzien unmittelbar vor der Verwendung bzw. in Dako Antibody Diluent, Code-Nr. S0809, zu verdiinnen.

Qualitatskontrolle: Positiv- und Negativkontrollgewebe sowie Negativkontrollreagenz sollten zur gleichen Zeit und mit demselben
Protokoll wie die Patientengewebe getestet werden.

Detektionssystem: Dako EnVision+/HRP Kits (z. B. Code-Nr. K4005) werden empfohlen. Das fur das ausgewahite
Detektionssystem beschriebene Verfahren befolgen.

Produktspezifische AuRerdem wurde eine Markierung der Oberflachenmembran von Brustgangzellen in Proben von fibrozystischer Mastopathie und
Beschrankungen Fibroadenomen berichtet. Diese Expression stellt jedoch kein Bewertungsproblem dar, das zu einer Fehlklassifizierung

fuhren kénnte (7).

Auswertung der Mit diesem Antikdrper markierte Zellen weisen eine Farbung der Zellmembran auf, es kann jedoch auch eine zytoplasmatische
Farbung Farbung auftreten.
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