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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per L'uso

Si prega di leggere, prima di usare il prodotto.
Gebrauchsanweisung

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de Uso

Por favor, leer antes de utilizar este producto.
Instrugoes de Utilizagao

Leia estas instru¢des antes de utilizar este produto.
Instruktioner vid Anvandning

Var god las innan ni anvander produkten.
O&nyieg Xpnong

MapakahoUue diaBdaaTe TG 0dnyieg TTPIV
XPNOIUOTIOINCETE TO TTPOIOV AUTO.
Brugsanvisning

Lees venligst for produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen voor gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fer du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

Lutfen bu Grind kullanmadan 6nce okuyunuz.
UHcTpyKkummu 3a ynotpeba

Monsi, npoyeteTte npeawu ynotpeba Ha TO31 NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznélatba vétele el6tt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni inainte de a utiliza produsul.
MHCprKLIMﬂ no npumeHeHur
MpoutuTe nepes NPUMEHeHNEM 3TOro NPOAYKTa.

www.LeicaBiosystems.com
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Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczytac
instrukcje.

Navodila za uporabo
Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pied pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, preditajte si ho pred pouzitim produktov.

Check the integrity of the packaging before use.
Vérifier que le conditionnement est en bon état
avant I'emploi.

Prima dell’'uso, controllare l'integrita della confezione.
Vor dem Gebrauch die Verpackung auf
Unversehrtheit Gberprifen.

Comprobar la integridad del envase, antes de usarlo.
Verifique a integridade da embalagem antes de
utilizar o produto.

Kontrollera att paketet &r obrutet innan anvandning.
EAéyETe TNV aKEPQIOTNTA TNG CUCKEUATIAG TTPIV ATTO
n Xenon.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget for brug.
Controleer de verpakking vooér gebruik.

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan énce ambalajin bozulmamis olmasini
kontrol edin.

MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau
ynotpeba.

Hasznalat el6tt ellenérizze a csomagolas épségét.
Verificati integritatea ambalajului Tnainte de a utiliza
produsul.

Mepen npumeHeHnem ybeautech B LIENOCTHOCTH
YNaKoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie
jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

Pred pouzitim zkontrolujte neporusenost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, &i balenie nie je porusené.

Rx Only
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Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Product Code: NCL-L-EZH?2

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

NCL-L-EZH2 is intended for the qualitative identification by light microscopy of EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
molecules in paraffin sections. 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.

Principle of Procedure

Immunohistochemical (IHC) staining techniques allow for the visualization of antigens via the sequential application of a specific antibody
to the antigen (primary antibody), a secondary antibody to the primary antibody and an enzyme complex with a chromogenic substrate
with interposed washing steps. The enzymatic activation of the chromogen results in a visible reaction product at the antigen site. The
specimen may then be counterstained and coverslipped. Results are interpreted using a light microscope and aid in the differential
diagnosis of pathophysiological processes, which may or may not be associated with a particular antigen.

Clone

6A10

Immunogen
Prokaryotic recombinant protein corresponding to a portion of the N-terminus domain of the human EZH2 molecule.

Specificity

Human EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Region common to isoforms A and B of the protein.
Reagent Composition

NCL-L-EZH2 is a liquid tissue culture supernatant containing 15 mM sodium azide as a preservative.

Ig Class

1gG1

Total Protein Concentration
1.0-8.0 g/L. Refer to vial label for lot specific total protein concentration.

Antibody Concentration
Greater than or equal to 20 mg/L as determined by ELISA. Refer to vial label for batch specific Ig concentration.

Recommendations On Use

Immunohistochemistry (see Methodology) on paraffin sections. Suggested dilution: 1:200 for 30 minutes at 25 °C. Heat induced epitope
retrieval using Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 or RE7115. This is provided as a guide and users should determine
their own optimal working dilutions.

Storage and Stability

Store at 2—-8 °C. Do not freeze. Return to 2-8 °C immediately after use. Do not use after expiration date indicated on the vial label.
Storage conditions other than those specified above must be verified by the user.

Specimen Preparation
The recommended fixative is 10% neutral-buffered formalin for paraffin-embedded tissue sections.

Warnings and Precautions

This reagent has been prepared from the supernatant of cell culture. As it is a biological product, reasonable care should be taken when
handling it.

The molarity of sodium azide in this reagent is 15 mM. A Material Safety Data Sheet (MSDS) is available upon request for sodium azide.
Consult federal, state or local regulations for disposal of any potentially toxic components.

Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them, should be handled as if capable of transmitting infection and
disposed of with proper precautions." Never pipette reagents by mouth and avoid contacting the skin and mucous membranes with
reagents and specimens. If reagents or specimens come in contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water. Seek
medical advice.

Minimize microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur.

Incubation times or temperatures, other than those specified, may give erroneous results. Any such changes must be validated by the
user.

Quality Control

Differences in tissue processing and technical procedures in the user’s laboratory may produce significant variability in results,
necessitating regular performance of in-house controls in addition to the following procedures.

Controls should be fresh autopsy/biopsy/surgical specimens, formalin-fixed, processed and paraffin wax-embedded as soon as possible
in the same manner as the patient sample(s).
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Positive Tissue Control

Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques.

One positive tissue control should be included for each set of test conditions in each staining run.

Atissue with weak positive staining is more suitable than a tissue with strong positive staining for optimal quality control and to detect
minor levels of reagent degradation.?

Recommended positive control tissue is tonsil.

If the positive tissue control fails to demonstrate positive staining, results with the test specimens should be considered invalid.

Negative Tissue Control

Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the primary antibody.
Recommended negative control tissue is cerebellum.

Alternatively, the variety of different cell types present in most tissue sections frequently offers negative control sites, but this should be
verified by the user.

Non-specific staining, if present, usually has a diffuse appearance. Sporadic staining of connective tissue may also be observed in
sections from excessively formalin-fixed tissues. Use intact cells for interpretation of staining results. Necrotic or degenerated cells often
stain non-specifically.® False-positive results may be seen due to non-immunological binding of proteins or substrate reaction products.
They may also be caused by endogenous enzymes such as pseudoperoxidase (erythrocytes), endogenous peroxidase

(cytochrome C), or endogenous biotin (eg. liver, breast, brain, kidney) depending on the type of immunostain used. To differentiate
endogenous enzyme activity or non-specific binding of enzymes from specific immunoreactivity, additional patient tissues may be stained
exclusively with substrate chromogen or enzyme complexes (avidin-biotin, streptavidin, labeled polymer) and substrate-chromogen,
respectively. If specific staining occurs in the negative tissue control, results with the patient specimens should be considered invalid.

Negative Reagent Control
Use a non-specific negative reagent control in place of the primary antibody with a section of each patient specimen to evaluate
non-specific staining and allow better interpretation of specific staining at the antigen site.

Patient Tissue

Examine patient specimens stained with NCL-L-EZH2 last. Positive staining intensity should be assessed within the context of any
non-specific background staining of the negative reagent control. As with any immunohistochemical test, a negative result means that
the antigen was not detected, not that the antigen was absent in the cells/tissue assayed. If necessary, use a panel of antibodies to
identify false-negative reactions.

Results Expected

Normal Tissues

Clone 6A10 detected the EZH2 antigen expressed in the nucleus of a variety of tissues (n=44). Expression was detected in germinal
centre lymphocytes in tonsil, stomach and appendix; basal epithelium in small bowel, large bowel, stomach and skin. Strong expression
was also noted in seminiferous tubules of testis.

Abnormal Tissues

Clone 6A10 detected the EZH2 antigen expressed in the nucleus of a variety of abnormal tissues (n=120) including prostate carcinomas
(5/11), breast carcinomas (11/23), Non-Hodgkin’s B-cell lymphomas (11/11), Reed-Sternberg cells in Hodgkin’s lymphoma (4/4), T-cell
lymphoma (1/2), gastric carcinoma (2/2), cholangiocarcinoma (1/1), bladder carcinoma (4/5), thymoma (1/1), malignant melanoma (2/3),
squamous cell carcinomas of various sites (3/3), lung tumors (3/5), ovarian tumors (3/6), endometrial tumors (3/3), colonic carcinoma
(1/1), rhabdomyosarcoma (2/2), mixed germ cell tumor (1/1), testicular embryonal tumor (1/1), desmoplastic tumor (1/1) and adrenal
oncocytoma (1/1).

NCL-L-EZH2 is recommended for use in the detection of EZH2 protein expression in normal and neoplastic tissues.

General Limitations

Immunohistochemistry is a multistep diagnostic process that consists of specialized training in the selection of the appropriate reagents;
tissue selection, fixation, and processing; preparation of the IHC slide; and interpretation of the staining results.

Tissue staining is dependent on the handling and processing of the tissue prior to staining. Improper fixation, freezing, thawing, washing,
drying, heating, sectioning or contamination with other tissues or fluids may produce artifacts, antibody trapping, or false negative
results. Inconsistent results may be due to variations in fixation and embedding methods, or to inherent irregularities within the tissue.*
Excessive or incomplete counterstaining may compromise proper interpretation of results.

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.

Antibodies from Leica Biosystems Newcastle Ltd are for use, as indicated, on either frozen or paraffin-embedded sections with specific
fixation requirements. Unexpected antigen expression may occur, especially in neoplasms. The clinical interpretation of any stained
tissue section must include morphological analysis and the evaluation of appropriate controls.
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Philadelphia.
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Immunohistochemical Methodology For Novocastra™ Antibodies On
Paraffin-Embedded Tissue Utilizing The Heat Induced Epitope

Retrieval Technique.

Reagents Required but not Supplied

1. Standard solvents used in immunohistochemistry.

2. 50 mM Tris-Buffered Saline (TBS) pH 7.6.

. Epitope Retrieval Solution (see C. Epitope Retrieval Solutions).
. Antibody diluent, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Visualization system, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests) or
RE7290-K (50 tests).

6. Mounting medium - use as recommended by manufacturer.

a bW

Equipment Required but not Supplied

1. Incubator set to 25 °C.

2. Heating device for epitope retrieval: water bath, steamer, pressure cooker or other temperature controlled laboratory equipment.
3. General immunohistochemistry laboratory equipment.

Epitope Retrieval Solutions (see Recommendations on Use for one of the following)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 mL

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

Citrate-based buffer containing surfactant

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

EDTA-based buffer containing surfactant

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

TrissEDTA-based buffer containing surfactant

Methodology

Prior to undertaking this methodology, users must be trained in immunohistochemical techniques.

Users should determine optimal dilutions for antibodies. Unless indicated, all steps are performed at room temperature (25 °C).
Epitope Retrieval

Please follow the instructions for use in Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 or RE7122.
Visualization

Please follow the instructions for use in the Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests),
RE7140-K (250 tests) or RE7290-K (50 tests).

Amendments to Previous Issue
Not applicable.

Date of Issue
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra™ Anticorps Monoclonal liquide de Souris
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Référence du Produit: NCL-L-EZH2

Utilisation Prévue
Diagnostic in vitro.

Le NCL-L-EZH2 est destiné a I'identification qualitative par microscopie optique de la molécules EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2
(Drosophila)) sur des coupes en paraffine. L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit étre complétée
par des études morphologiques utilisant des controles appropriés et doit étre évaluée par un pathologiste qualifié a la lumiére des
antécédents cliniques du patient et d’autres analyses diagnostiques.

Principe de la Procédure

Les techniques de marquage immunohistochimique (IHC) permettent la visualisation des antigénes via I'application séquentielle

d’un anticorps spécifique sur un antigene (anticorps primaire), d’'un anticorps secondaire sur I'anticorps primaire et d’'un complexe
enzymatique comportant un substrat chromogeéne, avec des étapes de lavage intercalées. L'activation enzymatique du chromogéne
se traduit par la présence d’un produit de réaction visible au niveau du site de I'antigéne. Le spécimen peut ensuite faire I'objet d’une
coloration de contraste et étre placé sous une lamelle. Les résultats sont interprétés a I'aide d’un microscope optique et participent au
diagnostic différentiel des processus physiopathologiques, susceptibles, ou non, d’étre associés a un antigéne particulier.

Clone
6A10

Immunogéne

Protéine procaryote recombinante correspondant a la partie N terminale de la molécule de EZH2 humain.

Spécificité

EZH2 humain (Enhancer of Zeste Homologue 2 (Drosophile)), (85 kD). Région commune aux isoformes A et B de la protéine.

Composition du Réactif
Le NCL-L-EZH2 est un surnageant de culture tissulaire liquide contenant une solution d’azide de sodium 15 mM comme conservateur.

Classe d’lg
1gG1

Concentration Totale en Protéines
1,0-8,0 g/L. La concentration totale en protéines, spécifique du lot, figure sur I'étiquette du flacon.

Concentration en Anticorps

Supérieure ou égale a 20 mg/L, déterminée par la méthode ELISA. La concentration totale en Ig, spécifique du lot, figure sur I'étiquette
du flacon.

Recommandations d’utilisation

Immunohistochimie (voir Méthodologie) sur des coupes en paraffine. Dilution préconisée : 1:200 pendant 30 minutes a 25 °C.
Restauration de I'épitope induite par la chaleur a I'aide de Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 ou RE7115. Ceci n’est
donné qu’a titre indicatif et les utilisateurs doivent déterminer leurs propres dilutions de travail optimales.

Conservation et Stabilité

Conserver a 2-8 °C. Ne pas congeler. Remettre immédiatement a 2—8 °C apres utilisation. Ne pas utiliser apres la date de péremption
indiquée sur I'étiquette du récipient. Les conditions de conservation autres que celles qui sont spécifiées ci-dessus doivent faire I'objet
d’une vérification par I'utilisateur.

Préparation des Spécimens
Le fixateur recommandé est le formol a 10%, tamponné, neutre, pour coupes tissulaires incluses en paraffine.

Mises en Garde et Précautions

Ce réactif a été préparé a partir du surnageant d’'une culture cellulaire. Du fait de sa nature de produit biologique, sa manipulation doit
faire I'objet du plus grand soin.

Dans ce réactif, la molarité de I'azide de sodium est de 15 mM. Une fiche toxicologique (MSDS) relative a I'azide de sodium est
disponible sur demande.

Consulter les réglementations nationales, régionales ou locales en vigueur relatives a I'élimination de tous les éléments potentiellement
toxiques.

Les spécimens, avant et apres fixation, ainsi que toutes les matiéres ayant été en contact avec eux, doivent étre manipulés comme
s'ils étaient susceptibles de transmettre une infection et étre éliminés en respectant les précautions appropriées’. Ne jamais pipeter les
réactifs avec la bouche et éviter tout contact des réactifs et des spécimens avec la peau et les membranes muqueuses. Rincer avec de
grandes quantités d’eau en cas de contact des réactifs ou des spécimens avec des zones sensibles. Consulter un médecin.

Minimiser la contamination microbienne des réactifs sinon un accroissement du marquage non spécifique est susceptible de se produire.
Des durées et des températures d’incubation différentes de celles qui ont été spécifiées sont susceptibles de conduire a des résultats
erronés. Toutes les modifications doivent étre validées par I'utilisateur.
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Controéle de Qualité

Des différences de traitement des tissus et de procédures techniques du laboratoire de I'utilisateur sont susceptibles de conduire a une
variabilité significative des résultats, ce qui rend nécessaire la mise en ceuvre de contréles en interne en plus des procédures suivantes.
Les controles doivent étre des spécimens frais provenant d’autopsies, de biopsies ou d'interventions chirurgicales, fixés au formol,
traités et inclus en cire de paraffine dés que possible, de la méme fagon que le(s) échantillon(s) de patient.

Tissu de Controle Positif

Il est utilisé pour indiquer que les tissus ont été préparés correctement et que les techniques de marquage étaient appropriées.

Un contrdle tissulaire positif doit &tre inclus dans toute opération de marquage pour chaque ensemble de conditions d’analyse.

Un tissu présentant un marquage faiblement positif est plus adapté a un contréle de qualité optimal qu’un tissu présentant un marquage
fortement positif et il permet de détecter de moindres niveaux de dégradation du réactif.?

Le tissu de controle positif recommandé est les amygdales.

Si le tissu de contréle positif ne présente pas de marquage positif, les résultats des spécimens analysés doivent étre considérés comme
invalides.

Tissu de Controle Négatif

Il doit &étre examiné apres le tissu de contrdle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de 'antigene cible par I'anticorps primaire.
Le cervelet constitue le tissu de contréle négatif recommandé.

Sinon, la diversité des types cellulaires présents dans la plupart des tissus permet de disposer fréquemment de sites de contrdle négatif,
mais ils doivent étre vérifiés par I'utilisateur.

S'il est présent, le marquage non spécifique prend habituellement une apparence diffuse. Un marquage sporadique du tissu conjonctif
peut également étre observé sur des coupes de tissus qui ont été fixées par un exces de formol. Utiliser des cellules intactes pour
I'interprétation des résultats du marquage. Les cellules nécrotiques ou dégénérées sont souvent marquées de fagon non spécifique.®
Des résultats faussement positifs peuvent étre observés en raison d’'une liaison non immunologique a des protéines ou a des produits de
réaction du substrat. Ils peuvent également étre provoqués par des enzymes endogénes comme la pseudoperoxydase (érythrocytes), la
peroxydase endogéne (cytochrome C), ou la biotine endogéne (foie, sein, cerveau, rein, par exemple) selon le type d'immunomarquage
utilisé. Pour différencier I'activité des enzymes endogenes ou la liaison non spécifique d’enzymes de I'immunoréactivité spécifique,

des tissus supplémentaires du patient peuvent étre marqués exclusivement avec le substrat chromogene ou par des complexes
enzymatiques (avidine-biotine, streptavidine, polymére marqué) et le substrat chromogene respectivement. Si un marquage spécifique
se produit dans le tissu de contréle négatif, les résultats des spécimens du patient doivent étre considérés comme invalides.

Réactif de Contréle Négatif

Utiliser un réactif de controle négatif non spécifique a la place de I'anticorps primaire avec une coupe de chaque spécimen du patient
afin d’évaluer le marquage non spécifique et de permettre une meilleure interprétation du marquage spécifique au niveau du site
antigénique.

Tissu du Patient

Examiner les échantillons du patient marqués au NCL-L-EZH2 en dernier lieu. L'intensité du marquage positif doit étre évaluée

a la lumiere du bruit de fond du marquage non spécifique du réactif de contréle négatif. Comme pour toutes les analyses
immunohistochimiques, un résultat négatif signifie que I'antigene n’a pas été détecté mais ne signifie pas qu'il est absent des cellules/
tissus testés. Si nécessaire, employer un panel d’anticorps pour identifier les réactions faussement négatives.

Résultats Attendus

Tissus normaux

Le clone 6A10 a détecté I'expression de I'antigene EZH2 dans les noyaux des cellules de divers tissus (n=44). Cette expression a
été détectée dans les lymphocytes des centres germinatifs des amygdales, de I'estomac et de I'appendice ; dans I'épithélium basal
de lintestin gréle, du gros intestin, de I'estomac et de la peau. Une forte expression a également été remarquée dans les tubules
séminiféres des testicules.

Tissus tumoraux

Le clone 6A10 a détecté I'expression de I'antigéne EZH2 dans les noyaux des cellules de divers tissus anormaux (n=120) dont

les carcinomes de la prostate (5/11), les carcinomes mammaires(11/23), les lymphomes non hodgkiniens a cellules B (11/11), les
cellules de Reed-Sternberg des lymphomes de Hodgkin (4/4), les lymphomes a cellules T (1/2), les carcinomes gastriques (2/2),
les cholangiocarcinomes (1/1), les carcinomes de la vessie (4/5), les thymomes (1/1), les mélanomes malins (2/3), les carcinomes
squameux de divers sites (3/3), les tumeurs pulmonaires (3/5), les tumeurs ovariennes (3/6), les tumeurs endométriales (3/3), les
carcinomes du colon (1/1), les rhabdomyosarcomes (2/2), les tumeurs des cellules germinales mixtes (1/1), les tumeurs embryonnaires
testiculaires (1/1), les tumeurs desmoplastiques (1/1) et les oncocytomes surrénaliens (1/1).

L'utilisation du NCL-L-EZH2 est recommandée pour la détection de I’expression de la protéine EZH2 dans les tissus normaux
et néoplasiques.

Limites Générales

L'immunohistochimie est un processus diagnostique constitué de plusieurs étapes qui nécessite une formation spécialisée relative au
choix des réactifs appropriés ; au choix, a la fixation et au traitement des tissus ; a la préparation des lames IHC ; et a l'interprétation des
résultats du marquage.

Le marquage des tissus dépend de leur manipulation et de leur traitement avant le marquage. Une fixation, une congélation, une
décongélation, un lavage, un séchage, un chauffage, une coupe, incorrects ou une contamination par d’autres tissus ou d’autres
liquides sont susceptibles de conduire a la production d’artefacts, au piégeage de I'anticorps ou a des résultats faussement négatifs.
Des variations dans les méthodes de fixation et d’inclusion, ainsi que des irrégularités propres au tissu, peuvent conduire a des résultats
incohérents.*

Une coloration de contraste excessive ou incompléte peut géner l'interprétation correcte des résultats.
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L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit étre complétée par des études morphologiques utilisant

des controles appropriés et doit &tre évaluée par un pathologiste qualifié a la lumiére des antécédents cliniques du patient et d’autres
analyses diagnostiques.

Les anticorps de Leica Biosystems Newcastle Ltd sont destinés, selon les besoins, a étre utilisés sur des coupes incluses en paraffine
ou des coupes congelées, et conformément a des exigences particulieres en matiere de fixation. Une expression antigénique inattendue
est susceptible de se produire, en particulier au niveau des néoplasmes. L'interprétation clinique de toute coupe tissulaire marquée doit
comporter une analyse morphologique et I'évaluation des contréles appropriés.
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Méthodologie immunohistochimique d’utilisation des anticorps
Novocastra™sur les tissus inclus en paraffine a ’aide de la technique
de restauration de I’épitope par la chaleur.

Réactifs nécessaires mais non fournis

1. Solvants standard utilisés en immunohistochimie.

. Solution saline tamponnée de Tris (TBS) 50 mM, pH 7,6.

. Solution de restauration de I'épitope (voir section C Solutions de restauration de I'épitope).
. Diluant anticorps, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.

. Systeme de révélation, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K
(250 tests) ou RE7290-K (50 tests).

6. Milieu de montage - utiliser selon les recommandations du fabricant.

a b wN

Equipements nécessaires mais non fournis
1. Incubateur réglé a 25 °C.

2. Dispositif de chauffage pour restauration de I'épitope : bain-marie ou four a vapeur, autocuiseur ou tout autre appareil de laboratoire
a température controlée.

3. Equipements généraux de laboratoire d’immunohistochimie.

Solutions de restauration de I’épitope (voir Recommandations d’utilisation pour I'une des solutions suivantes)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epit Retrieval Soluti H6 (x10 C trat
500 mL pliope Refrieval solfon p s oncentrate) Tampon citrate contenant un surfactant

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Tampon EDTA contenant un surfactant

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

Tampon Tris/EDTA contenant un surfactant

Méthodologie

Avant d’utiliser cette méthodologie, les utilisateurs doivent avoir été formés aux techniques immunohistochimiques.

Les utilisateurs doivent déterminer les dilutions optimales des anticorps. Sauf mention contraire, toutes les étapes sont réalisées a
température ambiante (25 °C).

Restauration de I'épitope

Veuillez respecter le mode d’emploi des Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119, RE7122.
Révélation

Veuillez respecter le mode d’emploi de Novolink™ Polymer Detection Systems , RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests),
RE7140-K (250 tests) ou RE7290-K (50 tests).

Amendements apportés a la version précédente
Non applicable.

Date de publication
23 avril 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticorpo Monoclonale Murino Liquido
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Codice Del Prodotto: NCL-L-EZH?2

Uso Previsto

Per uso diagnostico in vitro.

NCL-L-EZH2 é destinato all'identificazione qualitativa in microscopia ottica della molecole EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2
(Drosophila)), in sezioni incluse in paraffina. L'interpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi
morfologici che utilizzino i controlli appropriati e deve essere valutata da un patologo qualificato, nel contesto della storia clinica del
paziente e delle altre metodiche diagnostiche adoperate.

Principio Della Procedura

Le tecniche di colorazione immunoistochimica (IHC) consentono la visualizzazione degli antigeni mediante I'applicazione sequenziale
di un anticorpo specifico per I'antigene (anticorpo primario), di un anticorpo secondario che lega I'anticorpo primario e di un complesso
enzimatico con un substrato cromogeno; I'applicazione dei tre reagenti € intervallata da fasi di lavaggio. L'attivazione enzimatica del
cromogeno produce una reazione visibile in corrispondenza del sito antigenico. Il campione biologico puo, quindi, essere controcolorato
e montato. | risultati vengono interpretati mediante un microscopio ottico e sono utili nella diagnosi differenziale di processi
fisiopatologici, che possono essere pili 0 meno associati ad un particolare antigene.

Clone

6A10

Immunogeno

Proteina ricombinante procariotica, corrispondente a una porzione del dominio N-terminale della molecola EZH2 umana.
Specificita

EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)) umano, (85 kD). Regione comune alle isoforme A e B della proteina.

Composizione Del Reagente
NCL-L-EZH2 & un supernatante liquido di coltura tissutale, contenente 15 mM di sodio azide come conservante.

Classe Ig
1gG1

Concentrazione Proteica Totale
1,0-8,0 g/L. Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione proteica totale specifica del lotto.

Concentrazione Anticorpale

Superiore o uguale a 20 mg/L, come determinato mediante test ELISA. Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione di Ig
specifica del lotto.

Raccomandazioni Per L’uso

Immunoistochimica (vedere Metodologia) sulle sezioni in paraffina. Diluizione raccomandata: 1:200 per 30 minuti a 25 °C.
Smascheramento ad alta temperatura dell'epitopo mediante Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 o0 RE7115. Queste
raccomandazioni costituiscono delle semplici linee guida; spetta al singolo utente stabilire la diluizione di lavoro ottimale.

Conservazione E Stabilita

Conservare a 2-8 °C. Non congelare. Immediatamente dopo 'uso, raffreddare di nuovo a 2-8 °C. Non usare dopo la data di scadenza,
indicata sull'etichetta del flacone. Condizioni di conservazione diverse da quelle sopra specificate vanno verificate dall’'utente.

Preparazione Del Campione Biologico
Il fissativo raccomandato € la formalina tamponata neutra al 10% per sezioni tissutali incluse in paraffina.

Avvertenze E Precauzioni

Questo reagente & stato preparato dal supernatante di coltura cellulare. Trattandosi di un prodotto biologico, va maneggiato con cautela.
La molarita della sodio azide nel reagente corrisponde a 15 mM. Su richiesta, & disponibile una scheda dei dati di sicurezza del
materiale (MSDS) per la sodio azide.

Fare riferimento alla normativa federale, statale o locale per lo smaltimento dei componenti potenzialmente tossici.

Prima e dopo la fissazione, i campioni biologici e tutti i materiali ad essi esposti vanno trattati come potenzialmente infettanti e smailtiti
con le appropriate precauzioni.' Non pipettare i reagenti con la bocca ed evitare il contatto dei reagenti e dei campioni biologici con la
pelle e con le mucose. Se i reagenti o i campioni biologici vengono a contatto con zone sensibili, sciacquare abbondantemente le parti
interessate. Consultare il medico.

Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti, allo scopo di evitare un aumento di colorazione aspecifica.

Tempi o temperature d’incubazione diversi da quelli specificati possono condurre a risultati non veritieri. Tali variazioni devono essere
convalidate dall'utente.
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Controllo Qualita

Differenze nella processazione del tessuto e nelle tecniche in uso presso il laboratorio dell'utente possono produrre una discrepanza
significativa nei risultati, rendendo necessaria la regolare esecuzione di controlli interni, in aggiunta alle procedure descritte di seguito.
| controlli devono essere costituiti da campioni biologici freschi autoptici/bioptici/chirurgici e devono essere il pit rapidamente possibile
fissati in formalina, processati ed inclusi in paraffina, allo stesso modo dei campioni biologici ottenuti dal paziente.

Controllo Positivo Del Tessuto

E usato per indicare tessuti correttamente preparati e tecniche di colorazione appropriate.

Per ogni gruppo di condizioni del test e ogni volta che viene eseguita la colorazione, deve essere incluso un controllo positivo del
tessuto.

Un tessuto a debole colorazione positiva € pitl adatto di uno a colorazione positiva intensa per un ottimale controllo qualita e per mettere
in evidenza anche minimi livelli di degradazione del reagente.?

Il tessuto raccomandato per il controllo positivo & la tonsilla.

Se il controllo positivo del tessuto non dimostra colorazione positiva, i risultati con i campioni biologici del test vanno considerati non
validi.

Controllo Negativo Del Tessuto
Va esaminato dopo il controllo positivo, per verificare la specificita nei confronti dell’antigene bersaglio da parte dell'anticorpo primario.
Il tessuto raccomandato per il controllo negativo € il cervelletto.

In alternativa, la varieta dei tipi cellulari presenti nella maggior parte delle sezioni tissutali offre spesso siti di controllo negativo, ma
questo va verificato dall'utente.

La colorazione aspecifica, se presente, assume di solito aspetto diffuso. La colorazione sporadica del tessuto connettivo pud anche
manifestarsi in seguito ad iperfissazione di sezioni di tessuto in formalina. Per I'interpretazione dei risultati della colorazione, usare
cellule intatte. Le cellule necrotiche o degenerate si colorano spesso in maniera aspecifica®. Si possono osservare risultati falsamente
positivi, dovuti a legame non immunologico delle proteine o a prodotti di reazione del substrato. Tali falsi positivi possono essere anche
causati da enzimi endogeni quali la pseudoperossidasi (eritrociti), la perossidasi endogena (citocromo C) o la biotina endogena

(es. fegato, mammella, cervello, rene), a seconda del tipo di immunocolorazione usato. Per differenziare I'attivita enzimatica endogena
o il legame enzimatico aspecifico dallimmunoreattivita specifica, possono essere colorati ulteriori tessuti del paziente esclusivamente
con substrato cromogeno o con complessi enzimatici (avidina-biotina, streptavidina, polimero marcato) e substrato cromogeno. Se nel
controllo negativo del tessuto compare una colorazione specifica, i risultati sui campioni biologici ottenuti dal paziente devono essere
considerati non validi.

Controllo Negativo Del Reagente

Usare un controllo negativo aspecifico del reagente in luogo dell’anticorpo primario, con una sezione di ogni campione biologico
del paziente, per valutare la colorazione aspecifica e per consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica in
corrispondenza del sito antigenico.

Tessuto Del Paziente

Successivamente, esaminare i campioni biologici del paziente colorati con NCL-L-EZH2. Lintensita della colorazione positiva va
analizzata nel contesto di qualsiasi colorazione aspecifica di fondo del controllo negativo del reagente. Come per tutti gli altri test
immunoistochimici, un risultato negativo significa che I'antigene non é stato determinato, ma non necessariamente che fosse assente
dalle cellule o dal tessuto esaminato. Se necessario, usare un pannello di anticorpi per identificare reazioni falsamente negative.

Risultati Attesi

Tessuti normali

Il clone 6A10 ha messo in evidenza I'antigene EZH2 espresso nel nucleo delle cellule di una varieta di tessuti (n=44). L'espressivita &
stata messa in evidenza nei linfociti dei centri germinativi della tonsilla, dello stomaco e dell’appendice; nell’epitelio basale dell'intestino
tenue, dell'intestino crasso, dello stomaco e della cute. Un’intensa espressivita & stata osservata anche nei tubuli seminiferi del testicolo.
Tessuti tumorali

Il clone 6A10 ha messo in evidenza I'antigene EZH2 espresso nel nucleo di una varieta di tessuti anormali (n=120), che
comprendevano: carcinoma prostatico (5/11), carcinoma mammario (11/23), linfoma non-Hodgkin a cellule B (11/11), cellule di Reed-
Sternberg in linfoma di Hodgkin (4/4), linfoma a cellule T (1/2), carcinoma gastrico (2/2), colangiocarcinoma (1/1), carcinoma vescicale
(4/5), timoma (1/1), melanoma maligno (2/3), carcinoma a cellule squamose a varia localizzazione (3/3), tumori polmonari (3/5), tumori
ovarici (3/6), tumori endometriali (3/3), carcinoma del colon (1/1), rabdomiosarcoma (2/2), tumori misti a cellule germinali (1/1), tumori
testicolari embrionali (1/1), tumori desmoplastici (1/1) e oncocitoma surrenalico (1/1).

Si raccomanda l'uso di NCL-L-EZH2 nella determinazione dell’espressione della proteina EZH2 nei tessuti normali e
neoplastici.

Limitazioni Generali

L'immunoistochimica & un procedimento diagnostico a piu passi (multistep) che richiede un’esperienza specifica nella selezione dei
reagenti appropriati, nella selezione, fissazione e processazione dei tessuti, nella preparazione di vetrini IHC e nell'interpretazione dei
risultati della colorazione.

La colorazione del tessuto dipende dalle modalita di manipolazione e di processazione del tessuto stesso, adottate prima della
colorazione. La fissazione, il congelamento, lo scongelamento, il lavaggio, I'asciugatura, il riscaldamento o la sezione condotti in
modo non corretto, o la contaminazione con altri tessuti o liquidi, possono produrre artefatti, intrappolamento (trapping) anticorpale o
risultati falsi negativi. Risultati incompatibili possono essere dovuti a modifiche dei metodi di fissazione e di inclusione o ad irregolarita
intrinseche al tessuto.*

Una controcolorazione eccessiva o incompleta pud compromettere la corretta interpretazione dei risultati.
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L'interpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi morfologici che utilizzino i controlli appropriati

e deve essere valutata da un patologo qualificato, nel contesto della storia clinica del paziente e delle altre metodiche diagnostiche
adoperate.

Gli anticorpi di Leica Biosystems Newcastle Ltd. sono destinati all'uso, quando indicato, su sezioni congelate o incluse in paraffina,
con specifici requisiti di fissazione. Un’espressione antigenica inattesa pué manifestarsi in particolare nelle neoplasie. L'interpretazione
clinica di ogni sezione tissutale colorata deve includere 'analisi morfologica e la valutazione dei controlli appropriati.
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Metodologia immunoistochimica per 1’uso di anticorpi Novocastra™ su
tessuto incluso in paraffina, utilizzando la tecnica di smascheramento
ad alta temperatura dell’epitopo.

Reagenti necessari ma non forniti

1. Solventi standard utilizzati in immunoistochimica.

2. Tampone Tris salino (TBS) 50 mM a pH 7.6.

. Soluzione di smascheramento dell’epitopo (vedere sezione C Soluzioni per lo smascheramento dell’epitopo).

. Diluente per anticorpi, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.

. Sistema di visualizzazione, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K
(250 tests) o RE7290-K (50 tests).

6. Mezzo di montaggio - usare secondo le raccomandazioni del produttore.

a b W

Attrezzature necessarie ma non fornit
1. Setincubatore a 25 °C.

2. Dispositivo di riscaldamento per lo smascheramento dell’epitopo: bagno termostatico o vaporizzatore, autoclave o altre attrezzature
termostatiche da laboratorio.

3. Attrezzatura di base del laboratorio di immunoistochimica.steamer vaporizer.

Soluzioni per lo smascheramento dell’epitopo (vedere le Raccomandazioni per 'uso per uno dei seguenti prodotti)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)

500 mL Tampone citrato contenente surfattante

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Tampone EDTA contenente surfattante

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

Tampone Tris/EDTA contenente surfattante

Metodologia

Prima di intraprendere questa metodologia, 'utente deve aver acquisito esperienza con le tecniche immunoistochimiche.

Gli utenti devono determinare le diluizioni ottimali degli anticorpi. Se non indicato diversamente, tutte le fasi vanno condotte a
temperatura ambiente (25 °C).

Smascheramento dell'epitopo

Si prega di seguire le istruzioni per I'uso in Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119, RE7122.
Visualizzazione

Si prega di seguire le istruzioni per I'uso in Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests),
RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests).

Modifiche alla pubblicazione precedente
Non applicabile.

Data di pubblicazione
23 aprile 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Fliissiger Monoklonaler Maus-Antikorper
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Produkt-Nr.: NCL-L-EZH2

Verwendungszweck

Fiir in-vitro-Diagnostik.

NCL-L-EZH2 ist fir den qualitativen Nachweis der EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))-Molekiile in Paraffinschnitten
mittels Lichtmikroskopie gedacht. Die klinische Bewertung einer vorliegenden bzw. fehlenden Farbung sollte durch morphologische
Studien mit entsprechenden Kontrollen ergénzt und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer diagnostischer Tests
von einem qualifizierten Pathologen vorgenommen werden.

Verfahrensgrundlage

Immunhistochemische (IHC) Farbetechniken gestatten die optische Darstellung von Antigenen mittels sequentieller Anwendung
eines spezifischen Antikorpers zum Antigen (primérer Antikorper), eines sekundéren Antikdrpers zum primaren Antikérper und eines
Enzymkomplexes mit einem chromogenen Substrat, jeweils getrennt durch dazwischen liegende Waschschritte. Die enzymatische
Aktivierung des Chromogens fiihrt zu einem sichtbaren Reaktionsprodukt am Ort des Antigens. Die Probe kann dann gegengefarbt
und mit einem Deckglas versehen werden. Die Ergebnisse werden mithilfe eines Lichtmikroskops interpretiert und unterstiitzen die
Differentialdiagnose pathophysiologischer Prozesse, die mit einem bestimmten Antigen assoziiert sein konnten.

Klon
6A10

Immunogen
Prokaryotisches rekombinantes Protein, das einem Teil der N-terminalen Domane des humanen EZH2-Molekiils entspricht.

Spezifitat

Humanes EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Die Region ist sowohl bei Isoform A als auch Isoform B des
Proteins vorhanden.

Reagenzzusammensetzung
NCL-L-EZH2 ist ein flissiger Gewebekulturiiberstand, der 15 mmol/l Natriumazid als Konservierungsmittel enthalt.

lg-Klasse
1gG1

Gesamtproteinkonzentration
1,0-8,0 g/L. Siehe Angaben auf dem Produktetikett beziiglich der chargenspezifischen Gesamtproteinkonzentration.

Antikorperkonzentration

GroRer als oder gleich 20 mg/L laut ELISA-Bestimmung. Hinsichtlich der chargenspezifischen Ig-Konzentration siehe Angaben auf dem
Produktetikett.

Gebrauchsempfehlungen

Immunhistochemie (siehe Vorgehensweise) auf Paraffinschnitten. Empfohlene Verdiinnung: 1:200 (iber einen Zeitraum von
30 minuten bei 25 °C. Hitzeinduzierte Antigendemaskierung mit Epitope Retrieval Solutions pH 6.0 RE7113, RE7114 oder RE7115. Dies
ist nur eine Empfehlung, und die Benutzer sollten ihre eigenen optimalen Arbeitsverdiinnungen bestimmen.

Lagerung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Nach Gebrauch sofort wieder bei 2-8 °C lagern. Nach Ablauf des Verfallsdatums (auf dem
Behalteretikett) darf das Produkt nicht mehr verwendet werden. Lagerbedingungen, die von den oben genannten Bedingungen
abweichen, miissen vom Benutzer verifiziert werden.

Probenvorbereitung
Fur paraffineingebettete Gewebeschnitte ist das empfohlene Fixativ 10% neutral gepuffertes Formalin.

Warnhinweise und Sicherheitsmanahmen

Dieses Reagenz wurde aus Zellkulturiiberstand zubereitet. Das Reagenz ist ein biologisches Produkt und sollte mit entsprechender
Vorsicht gehandhabt werden.

Die Molaritat des Natriumazids in diesem Reagenz betragt 15 mmol/l. Ein Sicherheitsdatenblatt (MSDS) fiir Natriumazid ist auf Anfrage
erhaltlich.

Die entsprechenden nationalen und lokalen Bestimmungen und Vorschriften zur Entsorgung potentiell giftiger Komponenten sind
einzuhalten.

Vor und nach der Fixierung sind die Proben sowie alle Materialien, die mit ihnen in Kontakt gekommen sind, als potentiell infektios
zu behandeln und daher mit entsprechender Vorsicht zu entsorgen.' Reagenzien diirfen niemals mit dem Mund pipettiert werden,
und jeglicher Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und Schleimhauten ist zu vermeiden. Falls Reagenzien oder Proben mit
empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, miissen diese mit reichlich Wasser gespiilt werden. Arztlichen Rat einholen.
Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhdhte unspezifische Farbung auftreten kann.
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Falls die spezifizierten Inkubationszeiten oder —temperaturen nicht eingehalten werden, kann es zu fehlerhaften Ergebnissen kommen.
Jegliche Abweichungen von den angegebenen Werten miissen vom Benutzer verifiziert werden.

Qualitatskontrolle

Unterschiede bei der Gewebebearbeitung und den technischen Verfahren im Labor des Benutzers kénnen zu signifikanten
Schwankungen bei den Ergebnissen fiihren. Daher ist es wichtig, zusatzlich zu den folgenden Verfahren regelméaRige laborinterne
Kontrollen durchzufiihren.

Die Kontrollen sollten mit frischen Autopsie-/Biopsie-/chirurgischen Proben vorgenommen werden, die so bald wie méglich und auf
dieselbe Weise wie die Patientenprobe(n) in Formalin fixiert, behandelt und in Paraffin eingebettet worden sind.

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an.

In jedem Farbelauf sollte fiir jeden Satz Testbedingungen eine positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden.

Gewebe mit schwach positiver Farbung ist fiir die optimale Qualitatskontrolle und den Nachweis kleiner Minderungen in der
Reagenzleistung besser geeignet als ein Gewebe mit stark positiver Farbung.?

Fir die positive Gewebekontrolle wird Tonsillengewebe empfohlen.

Falls das positive Kontrollgewebe keine positive Farbung nachweisen kann, sollten die mit den Testproben erzielten Ergebnisse als
ungliltig betrachtet werden.

Negative Gewebekontrolle

Die negative Gewebekontrolle sollte nach der positiven Gewebekontrolle erfolgen, um die Spezifitat der Zielantigenmarkierung durch
den primaren Antikorper zu verifizieren.

Fir die negative Gewebekontrolle wird Kleinhirngewebe empfohlen.

Alternativ bietet die Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten vorliegen, haufig Stellen fiir eine negative
Kontrolle. Jedoch sollte dies vom Benutzer verifiziert werden.

Liegt eine unspezifische Farbung vor, hat diese gewdhnlich ein diffuses Erscheinungsbild. Eine sporadische Farbung des Bindegewebes
kann ebenfalls in Schnitten von tiberméaRig formalinfixierten Geweben beobachtet werden. Zur Bewertung der Farbeergebnisse intakte
Zellen verwenden. Nekrotische oder degenerierte Zellen werden oft unspezifisch gefarbt.® Falsch-positive Ergebnisse kénnen aufgrund
einer nichtimmunologischen Bindung von Proteinen oder Substratreaktionsprodukten beobachtet werden. In Abhangigkeit von der

Art der verwendeten Immunfarbung kdnnen solche Ergebnisse auch durch endogene Enzyme wie Pseudoperoxidase (Erythrozyten),
endogene Peroxidase (Zytochrom C) oder endogenes Biotin (beispielsweise Leber, Mamma, Gehirn, Niere) hervorgerufen werden.
Um eine endogene Enzymaktivitat bzw. eine unspezifische Enzymbindung von einer spezifischen Immunreaktivitat zu unterscheiden,
kénnen zusatzliche Patientengewebe ausschliellich mit Substratchromogen bzw. mit Enzymkomplexen (Avidin-Biotin, Streptavidin,
markiertes Polymer) plus Substratchromogen gefarbt werden. Falls im negativen Kontrollgewebe eine spezifische Farbung auftritt,
sollten die Ergebnisse mit den Patientenproben als ungiiltig betrachtet werden.

Negative Reagenzkontrolle

Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Antigenstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpréparates anstelle des primaren Antikorpers eine unspezifische negative Reagenzkontrolle zu verwenden.

Patientengewebe

Die mit NCL-L-EZH2 gefarbten Patientenproben missen zuletzt untersucht werden. Eine positive Farbeintensitat ist im Kontext einer
unspezifischen Hintergrundfarbung der negativen Reagenzkontrolle zu bewerten. Wie bei jedem immunhistochemischen Test bedeutet
ein negatives Ergebnis, dass das Antigen nicht nachgewiesen wurde. Ein negatives Ergebnis bedeutet jedoch nicht notwendigerweise,
dass das Antigen in den getesteten Zellen / im getesteten Gewebe nicht vorlag. Bei Bedarf sollte zur Identifizierung falsch-negativer
Reaktionen eine Gruppe von Antikérpern verwendet werden.

Erwartete Ergebnisse

Normale Gewebe

Klon 6A10 wies das im Nukleus einer Reihe unterschiedlicher Gewebe exprimierte EZH2-Antigen nach (n=44). Die Expression wurde in
Lymphozyten des Keimzentrums in Tonsillen, Magen und Appendix sowie im Basalepithel von Diinndarm, Dickdarm, Magen und Haut
nachgewiesen. Eine starke Expression wurde auferdem in den Samenkanalchen der Hoden beobachtet.

Tumorgewebe

Klon 6A10 wies die Expression des EZH2-Antigens im Nukleus einer Reihe abnormaler Gewebe nach (n=120), einschlieRlich
Prostatakarzinomen (5/11), Mammakarzinomen (11/23), Nicht-Hodgkin-B-Zellen-Lymphomen (11/11), Reed-Sternberg-Zellen bei
Hodgkin-Lymphomen (4/4), T-Zellen-Lymphomen (1/2), Magenkarzinomen (2/2), Cholangiokarzinom (1/1), Harnblasenkarzinomen
(4/5), Thymom (1/1), malignen Melanomen (2/3), Plattenzellkarzinomen an unterschiedlichen Orten (3/3), Lungentumoren (3/5),
Eierstocktumoren (3/6), Endometriumtumoren (3/3), Kolonkarzinom (1/1), Rhabdomyosarkomen (2/2), gemischtem Keimzellentumor
(1/1), embryonalem Hodentumor (1/1), desmoplastischem Tumor (1/1) und adrenalem Onkozytom (1/1).

NCL-L-EZH2 wird fiir den Nachweis der EZH2-Proteinexpression in normalen und neoplastischen Geweben empfohlen.

Allgemeine Beschrankungen

Die Immunhistochemie ist ein mehrstufiger diagnostischer Prozess, der eine spezialisierte Ausbildung auf den folgenden Gebieten
erfordert: Auswahl der entsprechenden Reagenzien; Gewebeauswahl, -fixierung und -verarbeitung; Vorbereitung des IHC-Objekttragers
sowie Bewertung der Farbeergebnisse.

Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des Gewebes vor dem Farben ab. UnsachgeméaRes Fixieren,
Einfrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erwérmen, Schneiden oder eine Kontamination mit anderen Geweben oder Flissigkeiten
kann zu Artefakten, Antikorper-Trapping oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Abweichende Ergebnisse kénnen aufgrund von
Unterschieden bei der Fixierung und Einbettung oder intrinsischen UnregelméaRigkeiten im Gewebe selbst entstehen.*

Eine exzessive oder unvollstandige Gegenfarbung kann die korrekte Bewertung von Ergebnissen gefahrden.
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Die klinische Bewertung einer vorliegenden bzw. fehlenden Farbung sollte durch morphologische Studien mit entsprechenden Kontrollen
erganzt und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer diagnostischer Tests von einem qualifizierten Pathologen
vorgenommen werden.

Antikorper von Leica Biosystems Newcastle Ltd sind wo angezeigt fiir die Verwendung entweder auf gefrorenen oder in Paraffin
eingebetteten Schnitten mit spezifischen Fixierungsanforderungen bestimmt. Es kann insbesondere bei Neoplasmen zu einer
unerwarteten Antigenexpression kommen. Die klinische Bewertung eines gefarbten Gewebeschnitts muss eine morphologische Analyse
und die Auswertung der entsprechenden Kontrollen einschlieRen.
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Immunhistochemische Vorgehensweise fiir die Anwendung von
Novocastra™-Antikorpern auf in Paraffin eingebettetes Gewebe mit
Hilfe des wirmeinduzierten Epitopdemaskierungsverfahrens.

Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Reagenzien

1. In der Immunhistochemie gebrauchliche Standardlésungsmittel

2. 50 mM Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) mit pH-Wert 7,6.

. Epitop-Retrieval-Lésung (siehe Abschnitt C Epitopdemaskierungslésunge)
. Antikérperverdiinnungsmittel, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.

. Visualisierungssystem, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests)
oder RE7290-K (50 tests).

6. Fixativ — gemaR Herstellerempfehlungen verwenden.

a b w

Erforderliche, jedoch nicht mitgelieferte Ausriistung
1. Auf 25 °C eingestellter Inkubator.

2. Erwarmungsgerat fir das Epitopdemaskierungsverfahren: Wasserbad oder Dampfbad, Dampfdrucktopf oder andere
temperaturgesteuerte Laboranlage.

3. Allgemeine immunhistochemische Laborausriistun.

Epitopdemaskierungslosungen (sieche Gebrauchsempfehlungen fiir eines der folgenden Produkte)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

?(I)Eg;:ljl Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) Zitratbasierter Puffer mit Detergens

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
EDTA-basierter Puffer mit Detergens

RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L

Tris-/EDTA-basierter Puffer mit Detergen

RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

Vorgehensweise
Vor der Durchfiihrung dieser Methode miissen die Anwender in immunhistochemischen Verfahren ausgebildet werden.

Die Kunden miissen die optimalen Verdiinnungen fiir Antikérper bestimmen. Wenn nicht anders angegeben, werden alle Schritte bei
Raumtemperatur (25 °C) durchgefiihrt.

Epitopdemaskierungsverfahren

Bitte befolgen Sie die Gebrauchsanweisungen fiir die Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119,
RE7122.

Visualisierung

Bitte befolgen Sie die Gebrauchsanweisungen der Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K
(500 tests), RE7140-K (250 tests) oder RE7290-K (50 tests).

Anderungen zur vorherigen Ausgabe
Keine.

Ausgabedatum
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticuerpos Monoclonal liquidos de Raton
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Codigo De Producto: NCL-L-EZH2

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-EZH2 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia éptica, de moléculas de
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)). La interpretacién clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse
con estudios morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del
historial clinico del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la aplicacién secuencial de un
anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno (anticuerpo primario), un anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo primario

y un complejo enzimatico con un sustrato cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activaciéon enzimatica del cromégeno
produce una reaccion visible en el lugar en que se encuentra el antigeno. Luego se puede contratefiir la muestra y cubrirla con un
cubreobjeto. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio 6ptico y son de ayuda en el diagnéstico diferencial de los procesos
fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un determinado antigeno.

Clon

6A10

Inmunégeno
Proteina recombinante procariética correspondiente a una porcién del extremo aminoterminal de la molécula de EZH2 humana.

Especificidad
EZH2 humano (potenciador de Zeste Homolog 2 (drosdfila)), (85 kD). Regiéon comun a las isoformas Ay B de la proteina.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-EZH2 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica 15 mM como conservante.

Clase de Ig
1gG1

Concentracion Total De Proteina
1,0-8,0 g/L. Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo

Igual o superior a 20 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la concentracion de Ig especifica
del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver Metodologia) con secciones de parafina. Dilucion sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 °C.
Recuperacién de epitopos inducida por calor con Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 0 RE7115. Esta es tan solo una
pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo éptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2—8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2—-8 °C inmediatamente después de su uso. No lo utilice
después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las arriba
especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras
El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto de origen bioldgico, debe
manipularse con precaucion.

La molaridad de la azida sddica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion sobre la seguridad del material
(MSDS) azida sédica a su disposicion.

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como desechar cualquier componente
potencialmente téxico.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben manipularse como susceptibles
de transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones adecuadas.' No pipetee nunca los reactivos con la boca,
y evite el contacto de la piel y de las membranas mucosas con los reactivos y las muestras. Si los reactivos o las muestras entran en
contacto con zonas delicadas, lave éstas con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un aumento de la tincién no
especifica.
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Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a resultados erréoneos. Cualquier
cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Control De Calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del usuario pueden producir

una variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve a cabo regularmente los controles de su propio
laboratorio, ademas de los siguientes procedimientos.

Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirtrgicas fijadas en formol, procesadas e incluidas en parafina, lo
antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas.

Debe incluirse un control tisular positivo por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada tincion o serie de tinciones realizada.

Un tejido con una tincién positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para lograr un control de calidad
6ptimo y para detectar niveles bajos de degradacion del reactivo.?

El tejido de control positivo recomendado es amigdala palatina.

Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no validos.

Control Tisular Negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del antigeno diana por el
anticuerpo primario.

El tejido de control negativo recomendado es cerebelo.

O bien, la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con frecuencia lugares de
control negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario.

Si aparece una tincién no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados excesivamente con formol
puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice células intactas para la interpretacion de los resultados de
la tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.® También pueden observarse falsos
positivos causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos positivos pueden
estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa (eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C),
o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama, cerebro, rifidn), en funcién del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar
la actividad de las enzimas endégenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden
tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdgeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-biotina, estreptavidina,
polimeros marcados) y cromogeno sustrato respectivamente. Si se produce una tincién especifica del control tisular negativo, los
resultados de las muestras de los pacientes deben considerarse no validos.

Control De Reactivo Negativo

Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con un corte de cada muestra del paciente a fin de
evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido Del Paciente

Examine las muestras del paciente o pacientes tefidas con NCL-L-EZH2 al final. La intensidad de la tincién positiva debe
valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica del control de reactivo negativo. Como con cualquier prueba
inmunohistocitoquimica, un resultado negativo significa que no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las
células o tejido probados. Si es necesario, use un panel de anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Resultados esperados

Tejidos normales

El clon 6A10 detecto el antigeno EZH2 primario expresado en el nuicleo de diversos tejidos (n=44). La expresion se detecté en linfocitos
del centro germinativo en la amigdala palatina, el estémago y el apéndice, el epitelio basal del intestino delgado y el intestino grueso,
del estémago y la piel. Se aprecié una elevada expresion en los tibulos seminiferos de los testiculos.

Tejidos tumorales

El clon 6A10 detectd el antigeno de EZH2 expresado en el nicleo de diversos tejidos anormales, (n=120) como carcinomas de prostata
(5 de 11), carcinomas de mama (11 de 23), linfomas de célula B no Hodgkin (11 de 11), células de Reed-Sternberg en linfoma de
Hodgkin (4 de 4), linfoma de célula T (1 de 2), carcinoma gastrico (2 de 2), colangiocarcinoma (1 de 1), carcinoma de vejiga (4 de 5),
timoma (1 de 1), melanoma maligno (2/3), carcinomas de células escamosas de varios tejidos (3 de 3), tumores de pulmoén (3 de 5),
tumores ovaricos (3 de 6), tumores endometriales (3 de 3), carcinoma de colon (1 de 1), rabdomiosarcoma (2 de 2), tumor mixto de
células germinales (1 de 1), tumor embrional testicular (1 de 1), tumor desmoplastico (1 de 1) y oncocitoma adrenal (1 de 1).

EINCL-L-EZH2 se recomienda para la deteccién de la expresion de la proteina EZH2 en tejidos normales y neoplasticos.

Limitaciones Generales

La inmunohistocitoquimica es un proceso de diagnéstico en varias fases que abarca: la formacién especializada en la seleccién de los
reactivos apropiados, la seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, la preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los
resultados de la tincion.

La tincién de los tejidos depende de la manipulacion y el procesamiento del tejido previos a la tincion. Una fijacion, congelacion,
descongelacion, lavado, secado, calentamiento o seccionamiento incorrectos, o la contaminacion con otros tejidos o liquidos pueden
generar artefactos, atrapamiento del anticuerpo o falsos negativos. La aparicion de resultados incoherentes puede deberse a
variaciones en los métodos de fijacién y de inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.*

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los resultados.
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La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los
controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras
pruebas diagndsticas.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segtn se indique, con secciones congeladas o incluidas
en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion inesperada del antigeno, especialmente en las
neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los
controles apropiados.
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Metodologia inmunohistoquimica para la utilizacion de anticuerpos
Novocastra™, en tejidos incluidos en parafina, con la aplicacion de la

técnica de recuperacion de epitopos inducida por calor.

Reactivos necesarios que no se suministran

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

2. Solucién salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.

. Solucion para la recuperacion de epitopos (véase la seccion C Soluciones para la recuperacion de epitopos).
. Diluyente del anticuerpo, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.

. Sistema de visualizacién, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K
(250 tests) o RE7290-K (50 tests).

6. Medio de montaje; utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

g b w

Equipo necesario que no se suministra
1. Incubador ajustado a 25 °C.

2. Dispositivo de calentamiento para la recuperacion de epitopos: bafio de agua o de vapor, olla de presion u otro equipo de laboratorio
con temperatura controladat.

3. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

Soluciones para la recuperacion de epitopos (véanse las Recomendaciones de uso de alguna de las siguientes)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)

500 mL Tampdn basado en citrato, que contiene agente tensioactivo

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Tampén basado en EDTA, que contiene agente tensioactivo

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L Tampon basado en Tris/EDTA, que contiene agente
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L tensioactivo

Metodologia

Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas inmunohistoquimicas.
Los clientes deben determinar las diluciones éptimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa, todos los pasos se llevan a
cabo a temperatura ambiente (25 °C).

Recuperacion de epitopos

Siga las instrucciones de uso de las Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119, RE7122.
Visualizacion

Siga las instrucciones de uso de los sistemas de deteccion de polimeros Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250
tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests) o RE7290-K (50 tests).

Correcciones con respecto a la publicacion anterior
No aplicable.

Fecha de publicacion
23 de abril de 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticorpo Monoclonal liquido de Ratinho
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Codigo Do Produto: NCL-L-EZH2

Utilizagao prevista

Para utilizagao em diagnésticos in vitro.

NCL-L-EZH2 foi concebido para efectuar a identificagdo qualitativa da moléculas de EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
por microscopia 6ptica, em secgdes parafinizadas. A interpretagéo clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser
complementada por estudos morfoldgicos empregando os devidos controlos e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro
do contexto do historial clinico do doente e de outros testes de diagnéstico.

Principio Do Procedimento

As técnicas de coloragéo imunohistoquimica (IHQ) permitem que se faga a visualizagdo de antigenos por meio da aplicagéo sequencial
de um anticorpo especifico do antigeno (o anticorpo primario), de um anticorpo secundario ao anticorpo primario, e de um complexo
enzimatico com um substrato cromogénico e etapas de lavagem de permeio. A activag@o enzimatica do cromogénio resulta num
produto de reacgao visivel no local do antigeno. A amostra pode entéo ser contrastada e coberta com uma lamela. Os resultados séo
interpretados por meio de um microscépio éptico, e ajudam a formular o diagndstico diferencial dos processos fisiopatoldgicos, os quais
podem ou ndo estar associados a antigenos especificos.

Clone

6A10

Imunogénio
Proteina recombinante procariética correspondendo a uma parte do domini do terminal N da molécula EZH2 humana.

Especificidade
EZH2 (Intensificador do Homologo 2 de Zeste (Drosdéfila)) humano. (85 kD). Regido comum as isoformas A e B da proteina.

Composicao Do Reagente
NCL-L-EZH2 é o sobrenadante liquido da cultura de um tecido contendo 15 mM de azida de sédio como produto conservante.

Classe De Ig
1gG1

Concentragao Total De Proteina
1,0-8,0 g/L. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragao total de proteina do lote especifico.

Concentragao De Anticorpo
Maior que ou igual a 20 mg/L, conforme determinado por ELISA. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragao de Ig
do lote especifico.

Recomendagodes Sobre A Utilizagao

Imunohistoquimica (ver Metodologia) em sec¢des de parafina. Diluigdo sugerida: 1:200 durante 30 minutos a 25 °C. Recuperagéo de
epitopos induzida por calor utilizando Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 ou RE7115. Esta recomendagéo é apenas
uma directriz e o utilizador deve determinar qual a diluigao ideal para o trabalho especifico.

Armazenamento E Estabilidade

Armazenar a 2-8 °C. Nao congelar. Retornar a temperatura de 2—-8 °C imediatamente ap6s a utilizagdo. Nao utilizar apés o prazo de
validade indicado no rétulo do recipiente. As condi¢cdes de armazenamento que diferirem das que se encontram especificadas acima
devem ser verificadas pelo utilizador.

Preparagao Das Amostras
O fixador recomendado é formol tamponado neutro a 10% para secgdes de tecido envolvidas em parafina.

Avisos E Precaucdes

Este reagente foi preparado a partir do sobrenadante de cultura celular. Visto ser um produto biolégico, deve ser manuseado com o
devido cuidado.

A molaridade da azida de sédio neste reagente é de 15 mM. Encontra-se disponivel, mediante pedido, uma folha de dados de
segurancga de materiais (MSDS) sobre a azida de sédio.

Consultar a legislagdo aplicavel em relagdo ao descarte de quaisquer componentes potencialmente téxicos.

As amostras, antes e depois da sua fixagdo, bem como todos os materiais expostos as mesmas, devem ser manipulados como se
tivessem a capacidade de transmitir infeccdes e devem ser descartados com as devidas precaugdes.” N&do pipetar nunca os reagentes
com a boca e evitar o contacto entre a pele e membranas mucosas e os reagentes e amostras. Caso os reagentes ou amostras entrem
em contacto com areas sensiveis, lavar com grandes quantidades de agua. Consultar um médico.

Minimizar a contaminagéo microbiana dos reagentes para evitar a possibilidade do aumento da coloragéo nao especifica.

Os periodos de incubagéo ou temperaturas diferentes dos que foram especificados poderédo dar azo a resultados errados. Todas as
alteracdes desse tipo devem ser validadas pelo utilizador.
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Controlo Da Qualidade

As diferencas entre os diferentes métodos e técnicas de processamento de tecidos no laboratério do utilizador podem causar uma
grande variabilidade de resultados, requerendo a realizagéo frequente de controlos internos suplementares aos procedimentos que se
seguem.

Os controlos devem ser amostras de autépsia/biopsia/cirurgia frescas, fixadas em formol, processadas e envolvidas em cera parafinica
logo que possivel, da mesma maneira que a(s) amostra(s) do(s) doente(s).

Controlo De Tecido Positivo

Usado para assinalar os tecidos correctamente preparados e as técnicas de coloragéo indicadas.

Cada conjunto de condigdes de testes, em cada processo de coloragéo, deve incluir um controlo de tecido positivo.

Os tecidos com uma coloragéo positiva fraca sdo mais indicados do que os tém uma coloragao positiva forte para proporcionarem um
controlo de qualidade éptimo, bem como para detectar niveis reduzidos de degradagéo dos reagentes.?

O tecido de controlo positivo recomendado é a amigdala.

Se o controlo de tecido positivo ndo demonstrar uma coloragéo positiva, os resultados obtidos com as amostras de testes devem ser
considerados invalidos.

Controlo De Tecido Negativo

Este deve ser examinado depois do controlo de tecido positivo para verificar a especificidade da marcagdo do antigeno objectivado pelo
anticorpo primario.

O controlo de tecido negativo recomendado é o cerebelo.

Alternativamente, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maioria das secgdes de tecidos oferece muitas vezes locais
de controlo negativo, mas isto deve ser verificado pelo utilizador.

A coloragéo nao especifica, caso ocorra, tem geralmente um aspecto difuso. A coloragdo esporadica do tecido conjuntivo pode também
ter lugar em secgdes de tecido excessivamente fixado em formol. Devem utilizar-se células intactas para a interpretagéo dos resultados
da coloragéo. As células necréticas ou degeneradas causam muitas vezes uma coloragéo nédo especifica.* Podem

verificar-se resultados positivos falsos devido a ligagdo nao imunolégica de proteinas ou de produtos da reac¢édo do substrato. Esses
resultados podem também ser causados por enzimas enddgenas tais como a pseudoperoxidase (eritrcitos), a peroxidase endégena
(citocromo C), ou a biotina endégena (ex. no figado, mama, cérebro ou rim) dependendo do tipo de imunocoloragéo utilizado. Para
diferenciar entre a actividade das enzimas enddgenas e as ligagdes ndo especificas de enzimas de imunoreactividade especifica,
podem colorir-se tecidos adicionais dos doentes exclusivamente com substrato cromogénio ou com complexos de enzimas
(avidina-biotina, estreptavidina, polimero marcado) e substrato-cromogénio, respectivamente. Se ocorrer a coloragao especifica no
controlo de tecido negativo, os resultados dos testes feitos com as amostras do doente devem ser considerados invalidos.

Controlo De Reagente Negativo
Utilizar um controlo de reagente negativo ndo especifico em vez do anticorpo primario com uma secgéo de cada amostra de doente
para avaliar a coloragéo nédo especifica e permitir uma melhor interpretagédo da coloragéo especifica no local do antigeno.

Tecido Do Doente

Examinar as amostras do doente coloridas com NCL-L-EZH2 em ultimo lugar. A intensidade da coloragéo positiva deve ser avaliada
dentro do contexto de qualquer coloragéo ndo especifica de fundo do controlo de reagente negativo. Tal como com qualquer teste
imunohistoquimico, um resultado negativo significa que o antigeno nao foi detectado, e ndo que o antigeno se encontrava ausente das
células ou tecido analisados. Se necessario, deve utilizar-se um painel de anticorpos para identificar reacgdes falso-negativas.

Resultados Previstos

Tecidos normais

O clone 6A10 detectou o antigeno EZH2 expressado no nucleo de uma série de tecidos (n=44). A expressao foi detectada em linfocitos
centrais germinais na amigdala, estdbmago e apéndice; no epitélio basal do intestino delgado, intestino grosso, estbmago e pele.
Observou-se também uma expresséao forte nos tubulos seminiferos do testiculo.

Tecidos tumorais

O clone 6A10 detectou o antigeno EZH2 expressado no nucleo de uma série de tecidos anormais (n=120) incluindo carcinomas da
préstata (5/11), carcinomas da mama (11/23), linfomas da célula B de ndo Hodgkin (11/11), células de Reed-Sternberg no linfoma de
Hodgkin (4/4), linfoma da célula T (1/2), carcinoma gastricos (2/2), colangiocarcinoma (1/1), carcinoma da bexiga (4/5), timoma (1/1),
melanoma maligno (2/3), carcinoma da célula escamosa de varias regides (3/3), tumores pulmonares (3/5), tumores ovarianos (3/6),
tumores endometriais (3/3), carcinoma colénico (1/1), rabdomiossarcoma (2/2), tumor misto da célula germinal (1/1), tumor testicular
embridnico (1/1), tumor desmoplastico (1/1) e oncocitoma adrenal (1/1).

NCL-L-EZH2 é recomendado para a detecgédo da expressao da proteina EZH2 em tecidos normais e neoplasticos.

Limitagcoes Gerais

A imunohistoquimica é um processo diagnostico em muiltiplas etapas que consta de: uma formagéo especializada na selecgéo dos
reagentes apropriados, selecgéo, fixagéo e processamento de tecidos, preparagdo das laminas de IHQ e interpretagdo dos resultados
das coloragoes.

A coloragao de tecidos depende do seu manuseamento e processamento antes da sua coloragéo. A fixagéo, congelagéo,
descongelacéo, lavagem, secagem, aquecimento ou corte incorrectos das amostras, ou a sua contaminagdo com outros tecidos ou
fluidos, podem produzir artefactos, retengdo de anticorpos, ou resultados falso-negativos. Os resultados inconsistentes podem dever-se
a variagdes nos métodos de fixagdo e envolvimento ou a irregularidades inerentes ao tecido.*

Uma contrastagédo excessiva ou incompleta pode comprometer a correcta interpretagéo dos resultados.

Alinterpretagéo clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolédgicos empregando os
devidos controlos e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro do contexto do historial clinico do doente e de outros testes
de diagndstico.
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Os anticorpos da Leica Biosystems Newcastle Ltd destinam-se a serem utilizados, conforme indicado, em secgdes de tecido ou
congeladas ou envolvidas em parafina, com requisitos de fixagdo especificos. Pode ocorrer uma expresséo inesperada de antigeno,
especialmente em neoplasmas. A interpretagéo clinica de qualquer secgao de tecido colorido devera incluir a analise morfoldgica e a
avaliagé@o de controlos apropriados.
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Emendas Da Edigao Anterior
Néao é aplicavel.

Data De Emissao
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Metodologia de imunohistoquimica para utilizacao de anticorpos
Novocastra™ em tecidos envolvidos em parafina através da técnica de
recuperacio de epitopos por indu¢io térmica.

Reagentes necessarios mas nao fornecidos

1. Solventes comuns utilizados em imunohistoquimica.

2. Solugéo salina a 50 mM com tampao Tris (TBS) pH 7,6.

. Solugao de recuperagao de epitopos (ver a secgdo C Solugdes de recuperagdo de epitopos).
. Diluente de anticorpos, Novocastra™ IHC Diluent RE7133.

. Sistema de visualizagdo, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K
(250 tests) ou RE7290-K (50 tests).

6. Meio de montagem — usar conforme recomendado pelo fabricante.

o b w

Equipamento necessario mas nao fornecido
1. Incubador regulado para 25 °C.

2. Dispositivo de aquecimento para a recuperagao de epitopos: banho-maria ou vaporizador, panela de presséo ou outro equipamento
de laboratério com controlo da temperatura.

3. Equipamento geral de laboratério de imunohistoquimica.

Solugdes de recuperagao de epitopos (ver as Recomendagdes sobre a utilizagdo de um dos seguintes produtos)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate
500 mL Pop PHE ( ) Tampao a base de citrato contendo um surfactante

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Tampé&o a base de EDTA contendo um surfactante

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L Tamp3o 4 base de Tris/EDTA contendo um tensio-
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1L activo

Metodologia
Antes de intentar esta metodologia, o utilizador deve ter recebido a devida formagao em técnicas de imunohistoquimica.

O cliente deve determinar quais as férmulas de dilui¢do ideais para os anticorpos. A ndo ser indicagdo em contrario, todas as etapas
devem ser efectuadas a temperatura ambiente (25 °C).

Recuperacéo de epitopos

Aderir as instrugdes de utilizagdo aplicaveis as Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 e
RE7122.

Visualizagcdo

Aderir as instrugdes de utilizagdo dos Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K
(250 tests) ou RE7290-K (50 tests).

Emendas da edigao anterior
Né&o é aplicavel.

Data de emisséao
23 de abril de 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Flytande Monoklonal Musantikropp
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Produktkod: NCL-L-EZH2

Avsedd Anvindning
For in vitro diagnostisk anvéndning.

NCL-L-EZH2 &r avsedd for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))-molekyler

i paraffinsnitt. Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro bér kompletteras med morfologiska undersékningar som
anvander korrekta kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen for patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska
tester.

Metodens Princip

Immunhistokemiska (IHC) fargningstekniker tillater visualisering av antigener genom sekvenstillampning av en specifik antikropp till
antigenet (primar antikropp), en sekundar antikropp till den primara antikroppen och ett enzymkomplex med ett kromogent substrat med
inlagda tvattsteg. Den enzymatiska aktiveringen av kromogenet resulterar i en synlig reaktionsprodukt pa antigenomradet. Proverna kan
da kontrastfargas och férses med téckglas. Resultaten tolkas med ljusmikroskop och bidrar till differentialdiagnosen av patofysiologiska
processer som eventuellt kan associeras till ett sarskilt antigen.

Klon

6A10

Immunogen

Prokaryotiskt rekombinant protein motsvarande en portion av den humana EZH2-molekylens N-terminus.

Specificitet

Human EZH2 (Forstarkare for Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Gemensamt omrade for isoformer A och B for proteinet.

Reagensinnehall
NCL-L-EZH2 &r en flytande supernatant fran vavnadsodling som innehaller 15 mM natriumazid som konserveringsmedel.

lg-klass
1gG1

Total Proteinkoncentration
1,0-8,0 g/L. Se flaskans etikett for total specifik proteinkoncentration for satsen.

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 20 mg/L faststallt genom ELISA. Se flaskans etikett fér specifik Ig-koncentration for satsen.

Rekommendationer Vid Anvandning

Immunhistokemi (se Metodologi) pa paraffinsnitt. Foreslagen spadning: 1:200 i 30 minuter vid 25 °C. Varmeinducerad epitopatervinning
med Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 eller RE7115. Detta ar endast en riktlinje och anvandare bor sjalva faststélla
den optimala bruksspadningen.

Forvaring Och Stabilitet
Férvara vid 2-8 °C. Frys ej. Aterga till 2—8 °C direkt efter anvéndning. Anvand ej efter det utgangsdatum som anges pa flaskans etikett.
Foérvaringsforhallanden som skiljer sig fran de ovannamnda maste kontrolleras av anvandaren.

Preparation Av Prov
Rekommenderat fixeringsmedel for paraffininbaddade vavnadssnitt &r 10% neutralbuffrat formalin.

Varningar Och Forsiktighetsatgarder

Reagenset har forberetts fran supernatanten av vavnadsodlingar. Eftersom det &r en biologisk produkt bor skalig forsiktighet iakttas vid
hantering.

Natriumazidens molaritet i reagenset ar 15 mM. Varuinformationsblad (MSDS) for natriumazid finns att fa pa begéran.

For kassering av potentiellt toxiska komponenter hanvisas till nationella eller lokala bestammelser.

Fore och efter fixering bor prover och alla material som har varit utsatta for dem hanteras som om det finns risk for att de kan 6verféra
infektioner och kasseras med iakttagande av forsiktighet." Pipettera aldrig reagenser med munnen och se till att huden och slemhinnorna
inte kommer i kontakt med reagens och prover. Om reagens eller prover kommer i kontakt med kansliga omraden, tvatta med rikliga
maéngder vatten. Radgor med lakare.

Minimera mikrobisk kontaminering av reagens annars kan en 6kning av ospecifik fargning ske.

Inkubationstider eller temperaturer som skiljer sig fran dem som specificeras kan ge felaktiga resultat. Alla sadana férandringar maste
kontrolleras av anvandaren.

Kvalitetskontroll

Skillnader i véavnadsbehandling och tekniska metoder i anvéndarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan gora det
nodvandigt att genomfora regelbundna interna kontroller utéver féljande metoder.
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Kontroller bér vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiprover som snarast méjligt formalinfixeras, bearbetas och paraffininbaddas pa
samma satt som patientprover.

Positiv Vavnadskontroll

Anvands for att ange korrekt forberedda vavnader och ratt fargningstekniker.

En positiv vavnadskontroll bor inga i varje uppsattning av testforhallanden vid varje fargningskorning.

En vavnad med svag positiv fargning ar mer lamplig for optimal kvalitetskontroll och for att upptécka laga nivaer av reagensdegradering
an en vavnad med stark positiv fargning.?

Tonsill rekommenderas som positiv kontrollvavnad.

Om den positiva vavnadskontrollen inte uppvisar positiv fargning bor resultat med testproverna anses vara ogiltiga.

Negativ Vavnadskontroll

Bor undersokas efter den positiva vavnadskontrollen for att faststélla specificiteten for mérkningen av malantigenet med den primara
antikroppen.

Lillhjarnan rekommenderades som negativ kontrollvavnad.

Alternativt ger ofta en mangd olika celltyper som finns i de flesta vavnadssnitt negativa kontrollomraden men detta bor kontrolleras av
anvandaren.

Ospecifik fargning, om det forekommer, har ofta ett diffust utseende. Sporadisk fargning av bindvév kan ocksa observeras i snitt fran
overflodigt formalinfixerade vavnader. Anvand intakta celler for tolkning av fargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler fargar
ofta ospecifikt.? Falskt positiva resultat kan uppsta p.g.a. icke-immunologisk bindning av proteiner eller substratreaktionsprodukter. De
kan ocksa orsakas av endogena enzymer som pseudoperoxidas (erytrocyter), endogent peroxidas (cytokrom C) eller endogent biotin
(t.ex. lever, brost, hjarna, njure) beroende pa typ av immunfargning som anvands. For att skilja endogen enzymaktivitet eller ospecifik
enzymbindning fran specifik immunreaktivitet kan ytterligare patientvavnader fargas exklusivt med respektive substratkromogen

eller enzymkomplex (avidin-biotin, streptavidin, méarkt polymer) och substrat-kromogen. Om specifik fargning sker i den negativa
vavnadskontrollen bor resultat med patientprover anses vara ogiltiga.

Negativ Reagenskontroll
Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll istéllet for den primara antikroppen med ett snitt fran varje patientprov for att utvardera
ospecifik fargning och tillata battre tolkning av specifik fargning pa antigenomradet.

Patientvdavnad

Undersok patientprover fargade med NCL-L-EZH2 sist. Positiv fargningsintensitet bor utvarderas inom ramen for all ospecifik
bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som vid alla immunhistokemiska tester betyder ett negativt resultat att antigenet
inte upptacktes och inte att det inte forekom i de analyserade cellerna/vévnaderna. Anvand vid behov en antikroppspanel for att
identifiera falskt negativa reaktioner.

Forvantade Resultat

Normal vévnad

Klon 6A10 detekterade antigenet EZH2 uttryckt i kdrnan av ett antal olika védvnader (n=44). Uttrycket detekterades i
germinalcenterlymfocyter i tonsill, mage och blindtarm, basalepitel i tunntarm, mage och hud. Starkt uttryck observerades aven i
testiklarnas sadeskanaler.

Tumérvéavnader

Klon 6A10 detekterade EZH2-antigenet uttryckt i kdrnan av ett antal olika abnorma vavnader (n=120) inklusive prostatacarcinom
(5/11), brostcarcinom (11/23), icke-Hodgkins B-cell lymfom (11/11), Reed-Sternberg-celler i Hodgkins lymfom (4/4), T-cell lymfom (1/2),
magcarcinom (2/2), kolangiocarcinom (1/1), urinblasecarcinom (4/5), tymom (1/1), malignt melanom (2/3), skvamdsa cellcarcinom pa
olika platser (3/3), lungtumér (3/5), aggstockstumor (3/6), endometran tumor (3/3), koloncarcinom (1/1), rabdomysarkom (2/2), blandade
germinalcellstumdr (1/1), testikelembryonal tumér (1/1), desmoplastisk tumér (1/1) och adrenal onkocytom (1/1).

NCL-L-EZH2 rekommenderas for detektion av EZH2-proteinuttryck i normala och neoplastiska vavnader.

Allméanna Begransningar

Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som kréver specialiserad utbildning i urvalet av Ilampliga reagens, val av vavnad,
fixering och bearbetning, férberedelse av IHC-objektglaset samt tolkning av fargningsresultaten.

Vavnadsfargning paverkas av hantering och bearbetning av vévnaden fére fargningen. Felaktig fixering, nedfrysning, upptining,
tvattning, torkning, uppvarmning, snittning eller kontaminering av andra vavnader eller vatskor kan framstélla artefakter, infangande av
antikroppar eller falskt negativa resultat. Motsagelsefulla resultat kan bero pa variationer av fixerings- och inbaddningsmetoder eller pa
naturliga oregelbundenheter i vavnaden.*

Overflédig eller ofullstandig kontrastfagning kan férsvara en korrekt tolkning av resultatet.

Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska undersékningar som anvénder korrekta
kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen fér patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.
Antikroppar fran Leica Biosystems Newcastle Ltd ar till for anvandning s& som anges pa antingen frysta eller paraffininbaddade snitt
med specifika fixeringskrav. Ovantat antigenuttryck kan ske, speciellt i neoplasmer. Morfologisk analys och utvardering av lampliga
kontroller maste inga i den kliniska tolkningen av alla fargade vavnadssnitt.
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Raéttelser Av Tidigare Utgivning

Galler inte.

Utgivningsdatum
01 november 2018
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Immunhistokemisk metodologi for anvindning av Novocastra™
antikroppar pa paraffininbiddad vivnad med hog temperatur
epitopitervinningstekniken.

Reagens som kréavs men inte tillhandahalls

1.

Standardlésningar som anvands inom immunhistokemi.

2. 50 mM tris-buffrad koksaltlésning (TBS) pH 7,6.

a b ow

6.

. Epitopatervinningsldsning (se avsnitt C Epitopatervinningsldsningar).
. Antikroppsutspadningsmedel, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.
. Visualiseringssystem, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K

(250 tests) eller RE7290-K (50 tester).
Monteringsmedel — bered enligt tillverkarens rekommendationer.

Utrustning som kravs men inte tillhandahall

1.
2.

3.

Inkubator installd pa 25 °C.

Uppvarmningsapparat for epitopatervinning: vattenbad eller férangare, tryckkokare eller annan temperaturkontrollerad
laboratorieutrustning.

Allméan immunhistokemisk laboratorieutrustning.

Epitopatervinningslésningar (se Rekommendationer fér anvandning for en av féljande)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)

Citratbaserad buffert innehallande ytaktivt medel
500 mL

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L

- - - EDTA baserad buffert innehallande ytaktivt medel
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L

Tris/EDTA baserad buffert innehallande ytaktivt medel

RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

Metodologi

Innan metoden tillampas maste anvandarna vara utbildade i immunhistokemiska tekniker.

Kunder bor faststélla optimal spadning for antikroppar. Om inte annat anges utférs alla steg vid rumstemperatur (25 °C).
Epitopatervinning

Vanligen f6lj instruktionerna for anvandning i Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119,
RE7122.

Visualisering

Vanligen f6lj instruktionerna for anvandning i Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests),
RE7140-K (250 tests) eller RE7290-K (50 tests).

Réttelser av tidigare utgivning
Inte tillampligt.

Utgivningsdatum
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink)
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Novocastra™ Yypo povokKA®VIKO 0vVTiCONE TOVTIKOD
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Kmdwkog gidovg: NCL-L-EZH2

Xpnon MNa Tnv Omoia MpoopideTal
Ta in vitro diayvwoTikn xpron.

To NCL-L-EZH2 1rpoopideTal yia TNV TIOIOTIKA TAUTOTIOINGN PE HIKPOOKOTTO pwTOG TNG avBpwivng Mépia EZH2 (Enhancer of

Zeste Homolog 2 (Drosophila)) o€ Topég apagivng. H KAIVIKr eppunveia oTTolaodATIOTE XpWaong i TNG artrouaciag TG Ba Tpéel va
OUPTTANPWVETAI PE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU XPNOIUOTTIOI0UV OWwOoTOUG HAPTUPES Kal Ba TIpETTEl va agloAoyeiTal aTa TTAaiola Tou KAIVIKoU
10T0pIKOU Tou aaBevoUg Kal GAAWY dIayVWOTIKWY EGETATEWY aTTO EIBIKEUpEVO TTaBoAoyoavaTéuo.

Apxn Tng Aladikaciag

O1 TexvIKEG avoaoioToXnUIKAG (IHC) xpwong MITPETTOUV TNV OTITIKOTIOINGN TWV AVTIYOVWY HEOW TNG SIAdOXIKNAG EQAPHOYAG EVOG EIGIKOU
QAVTIOWHATOG OTO AVTIYOVO (TTPWTOTAYEG aVTIoWHA), EVOG DEUTEPOTAYOUG AVTIOWHATOG OTO TTPWTOTAYEG AVTICWHA KAl EVOG EVEUMIKOU
OUPTTAGKOU pE XPpWHOYOVO UTTOoTpwHA e TTapedBarrdueva BrpaTta TTAUONG. H evqUPIKNA £vEPYOTTOINGN TOU XPWHOYOVOU £XEI WG
ATTOTEAEOA TO OXNMATIOUO VOGS opaTol TTPOIGVTOG avTidpaang aTn 6£an Tou avtiyévou. To deiyua pTropei KaTéTv va utroAnBsi oe
avTixpwon Kal va KaAu@Bei pe KaAuTrTpida. Ta atroteAéopaTta epunvelovTal He XPAON HIKPOOKOTTIOU GpwTdg Kai BonBolv aTn Siagopikr
Sidlyvwon TTaBo@uoIoAOYIKWY EEEPYATIWIV, OI OTTOIEG EVIEXETAI 1} OXI VO OXETI(OVTAI PE EVO OUYKEKPIPEVO QVTIVOVO.

KAwvog
6A10

Avoooyoévo
MpokapuwWTIKA avaouvSuaouévn TTPWTEIVN TTOU avTIOTOIXEl O€ TURHA TNG TrEPIOXAG Tou N-TeEAIKOU GKpou Tou popiou avBpwTivou EZH2.

EidikoTnTal
AvBpwivo EZH2 (EvioxuTrig Tou opoAdyou 2 Zeste (Drosophila)), (85 kD). Mepioxr Koivy oTig Ic0Hop@EG A Kal B TnG TTpwTeivng.

20vleon AvTiSpaoTnpiou
To NCL-L-EZH2 eivai éva uypd utrepkeipevo I0TokaANIEPYEIag TTou TTEPIEXE! 15 mM adidlo Tou vaTpiou wg auvTneNTIKS.

Tagn Ig
1gG1

OAIkA Zuykévipwon MpwrTeivng

1,0-8,0 g/L. lMa TNV OAIKA CUYKEVTPWON TTPWTEIVNG TTOU €ival EIBIKNA YIa TNV EKAOTOTE TTaPTIOA, AVATPESTE OTNV ETIKETA TOU QIGAISIOU.

ZUYKEVTPWON AVTIOWHOTOG
MeyaAuTtepn 1y ion pe 20 mg/L, éTrwg Tpoadiopifetal pe ELISA. Ta Tn ouykévtpwon Ig TTou givai €18IKA yia TNV €KAOTOTE TIApPTidA,
avaTPESTE OTNV ETIKETA TOU QIaAIBIOU.

TuoTtdoeig MNa Tn XpAon

AvoooioToxnueia (deite TNV MeBodoAoyia”) oe Topég rapagivng. Mpoteivopevn apaiwaon: 1:200 etmi 30 AeTrTd oToUg 25 °C. OgpuIk&
£TTAYOPEVN avAKTNON MTOTIOU P Xprion Twv Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 1 RE7115. AuTté TrapéxeTal wg odnyog
Kal o XproTeG Ba TTPETTEN va TTPoadIopidouV TiG DIKEG TOUG BEATIOTEG OPAIWTEIG EPYATIOG.

®UuAagn Kal ZTtabepoéTnTa

DuldooeTte oToug 2—8 °C. Mnv kaTayuyeTe. ETTavagépete oToug 2—8 °C apéowg PeTd TN xprion. Mn XpnoIUOTIOIEITE HETA TNV NUEPOMNVia
AAgNG TTou avaypd@eTal oTnNV eTIKETA TOU QIOAISIOU. Tuxdv GUVOIKEG GUAAENG DIOPOPETIKEG OTTO EKEIVES TTOU KaBoPIovTal TITAPATIAVW
TIPETTEl va eTTaAnBevovTal aTré T XprioTn.

NMapaokeun Agiypartog
To OUVIOTWHEVO POVILOTTOINTIKG €ival OUBETEPO PUBUIOTIKG BiIGAupa poppoAng 10% yia TOUEG I0TOU EYKAEIOPEVEG OE TTApa@ivn.

Mpoeidotmoinoeig Kai MpoguAdgeig

To avTIdPACTAPIO AUTO EXEI TIOPACKEUOOTEN ATTO TO UTTEPKEINEVO KUTTAPOKaAAIEPYEIaG. ETreidn gival BioAoyiko TTpoidv, Ba TpéTel va
Sivetal e0Aoyn TTpocoxr Katd To XEIPIOUS TOU.

H popiakéTnTa Tou adidiou Tou vatpiou aTto avTidpacTripio autd givar 15 mM. Katémv airjpartog, diatiBetal éva SeATio dedopévwv
aoaAeiag UAikou (MSDS) yia 1o agidio Tou vaTtpiou.

SupBouAeuTEiTE TOUG OPOOTIOVSIaKOUG, TTONITEIAKOUG A TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YIa aTTéppIyn TUXOV dUVNTIKWG TOEIKWY CUOTATIKWY.

O XeIpIOPOG SEIYPATWY, TTPIV KAl JETA TN HOVIJOTTOINGT, KABWG Kal OAwY Twv UAIKWY TTou €Xouv ekTeBei o€ auTd, Ba TTpETTel va yiveTal
WG €av ATAV duvnTIKG PETAS00NG AoidWENG Kal N aTTépPIYr) TOUG va TTPAYPATOTTIOIEITAl AuBAEVOVTAG TIG CWOTEG TTPOPUAGEEIS.! Mnv
QAVAPPOPATE TTOTE E TTITIETA AVTIOPACTAPIA E TO OTOHA KAl ATTOQUYETE TNV ETTAPK TOU SEPHATOG Kol TwV BAEVVOYOVWYV PE avTIdPaoTApIa
Kai deiyparta. Eav Ta avridpaoTripia fi Ta deiypata éABouv o€ eTTa@r| pe euaiobnTeg TEPIOXEG, TTAUVETE Pe GPBovVEG TTOOATNTEG VEPOU.
ZnTAOTE TN CUPBOUAR 1aTPOU.

EAaxioToTroioTe T pIKpoBiokr) HOAuvan Twv avTidpaoTnpiwy, dIOTI eVOEXETAI VO GUMBET algnaon un €I9IKAG XPWONG.

Xpoévol ) Beppokpaacies ETWAONG SIAPOPETIKEG aTTO eKEiVEG TTOU KaBopidovTal evOEXETAl va SWaouV e0@aApéva atroTeAéopaTa. Tuxov
TETOIEG METABOAEG TTPETTEI VO ETTIKUPWIVOVTAI OTTO TO XPHOTN.
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MoioTikég ‘EAeyxog

Tuy6v dIaQopPEG OTNV ETTEGEPYATIT TWV ICTWV Kal TIG TEXVIKEG SIAdIKATIEG OTO EPYATTHPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TIPOKAAEGOUV
onUavTKAg HETaBANTOTNTA OTa aTToTeAETPATA, KABIOTWVTAG aVaYKaia TNV TAKTIKA EKTEAEOT ECWTEPIKWY EAEYXWV ETTITTALOV TwV aKOAOUBWY
SI03IKATIWV.

O1 pdaptupeg Ba TPETTel va ival Ppéoka deiypaTa vekpowiag/Blowiag/xeipoupyikd deiypaTta, Ta OTToia €ival HOVIPOTIOINUEVA O QOPHOAN,
ETTEGEPYATUEVA KAl EYKAEITPEVD O€ KNPO TTAPAPivNG, TO CUVTOPATEPO SuvaTd pe Tov idlo TPOTIO pe To(a) Seiypa(Ta) Tou aoBevoug.

OeTik6g MdpTUpag loTou

XpnOIYOTTOIEITAI YIO VO UTTOBEIKVUEI CWOTE TTAPOAOKEUAOUEVOUG I0TOUG KOl CWOTEG TEXVIKEG XPWONG.

Oa mpétrel va TrepIAapBAaveTal évag BETIKOG HAPTUPAG 1I0TOU VI KABE GUVOAO GUVONKWY £§£TAONG OE KABE EKTEAEON XPWONG.

‘Evag 10166 pe aoBevr) BeTIKA Xpwon eival o KaTdAANAog atrd évav 1016 e IoXUPH BETIKA xpwan yia BEATIOTO €Aeyxo TToOIOTNTAG KAl yia
TNV avixveuaon TOAU HIKPWV ETITTESWY TUXOV aTTOdOUNONG TwV avTidpacTnpiwy.?

ZUVIOTWHEVOG 10TOG BETIKOU papTUPa gival n apuySaAr.

I;c’xv 0 BETIKOG papTupag 10ToU dev TTapouaIadel BTIKR Xpwarn, Ta aTroTeAéopaTa Pe Ta deiypata TG £¢€Taong Ba TTpéTTel va BswpouvTal
AKupa.

ApvnTikég Mdptupag loTol

Oa TpéTrel va e§eTadeTal PETE TOV BETIKG PapTUPA 10TOU Yia TNV €TTAARBEUON TNG EIBIKOTNTAG TNG ETTICAPAVONG TOU AVTIYOVOU-OTOXOU aTTd
TO TTPWTOTAYEG AVTICWHA.

2UVIOTWHEVOG 1I0TOG apvNTIKOU PAPTUPQ Eival N TTAPEYKEPAAIDA.

EvaAakTikd, n TroikiAia S1a@épwy KUTTAPIKWY TUTTWV TTOU UTTAPXOUV OTIG TIEPIOCOTEPEG TOPEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BEOEIG apvnTIKoU
pdpTupa, aAAG auTtd TTPETTEl va eTTaANBEVETAI OTTO TO XPHOTN.

Mn €13IKr) Xpwan, e@v uTTapxel, £XEl ouVABWG dIAXUTN eppavion. EvdéxeTal eTiong va mapartnpnBei oTTopadikr Xpwan Tou GUVOETIKOU
10TOU O€ TOPEG ATTO 10TOUG TTOU £XOUV JOVIOTTOINBET ue UTTEPBOAIKT TTOoOTNTA POPHOANG. XPNOIPOTIOIEITE ABIKTA KUTTAPA Yia TNV
EPUNVEID TWV ATTOTEAETHATWY TNG XPWONG. NEKPWTIKA 1 EKQUAITPEVA KUTTAPA TTAPOUCIAJouv Guxva Hn 1Bk xpwon.® EvaéxeTal va
TapatnenBolV YPeudwg BeTIKG atroTeAéopaTa Adyw HN avoooAoyIKAG SECHEUTNG TWV TIPWTEIVWIV 1) TwV TTPOIGVTWY avTidpacng Tou
UTTOOTPWHOTOG. EVOéxeTal £TTiONG va TTPoKANBoUV a1ré evdoyevr] Eviupa, OTTwg n YeudoUTrepogeiddan (epubpokUTTapa), n evOoyevrg
uTrepogeIdaan (kutdxpwpa C) i n evdoyevng BloTivn (TT.X. ATIAP, HOOTOG, EYKEPAAOG, VEPPOG) avAAoya e TOV TUTTO AVOCOXPWONG TTOU
xpnoipotrolgital. MNa T dlagopoTroinon Tng evdoyevoUg eVUPIKAG dPaaTIKOTNTAG 1 TNG KN €I0IKAG SéopEUoNG TwV eVEUPWY aTrd €IDIKN
avoooavTISPACTIKOTNTA, Eival SUVATO VA XPWHATIOTOUV ATTOKAEIOTIKA ETTITTAEOV 10TOI AOBEVWY PE XPWHOYOVO UTTOOTPWHATOG 1} EVEUMIKA
oupTtrAoka (apidivn-Biotivn, aTpemTaBIdivn, ONUOCPEVO TTIOAUPEPEG) KOl UTTOOTPWHA-XPWHOYOVO, avTiaToixa. Edv apouciaoTei 18K
XPWaon oTov apvnTIké papTupa 10ToU, Ta amoTeAéopaTa pe Ta deiypata aagbevoug Ba TTpéTTel va BewpouvTal dkupa.

ApvnTikdg MdpTupag AvTiSpaaTnpiou
Xpnoiyotolgite évav pn e181k6 apvnTIKG HApTUpa avTISPAOTNPIoU avTi TOU TTPWTOTAYOUS AVTICWHATOG UE HIa TOWr KaBe deiypaTog
aoBevoUg yia TV agloAdynan pn I8IKAG XPWong Kal yia va eTITPETTETAI KAAUTEPN EpUNVEia TNG EIBIKAG XPWaNg 0Tn B£0n Tou avTiyévou.

lotég AcBevoug

EgetdoTe TeAeuTaia Ta Seiypata aoBevoug Trou £xouv XpwpatioTei pe To NCL-L-EZH2. H évraon Tng BeTIKRG xpwong Ba TTpéTTel va
eKTINATaI OTA TTACOIO TUXOV N EIBIKAG XPWoNg UTToRaBpou Tou apvnTikoU pdptupa avtidpaoTnpiou. OTrwg cupBaivel Ye oTToladATToTE
QavooOoioTOXNUIKA £§£TAON, éva apvNTIKO ATTOTEAEOHA OonUaivel ATl TO avTiyovo 8ev avixveuTnke, Ox1 6T TO avTiydvo dev UTTAPXE OTa
kUTTapa/aTov 10T TTou £§€TAOTNKE. EGV €ival amrapaitnTo, XPNOIMOTIOINOTE HIa OEIPG AVTICWHATWY Yia TNV avayvwpion WYeudwg
APVNTIKWY avTIOPACEWV.

Avapevopeva AtroteAéopara

Duaioloyikoi 1oTof

O kAwvog 6A10 avixveuoe To avTiyévo EZH2 trou ekppddetal aTov TTupfiva ToIKIAiag 10TWV (n=44). ‘Exppaacn aviXveUTnke o€
Aep@okUTTapa BAAOTIKOU KEVTPOU OTNV apUYOaAr, GTO OTOHAXO Kal OTn OKWANKOEIDA atrdé@uan, aTo Baciko emmORAI0 aTo AeTTTO €viepo,
OTO TIaXU €VTEPO, OTO OTOHAXO Kal 0TO Séppa. loxupr) Ekppaan TTapaTnEABNKE ETTIONG 0T CTTEPHATOPOPA CWANVAPIA TWV OPXEWV.

Kapkivikoi 1070

O kAwvog 6A10 avixveuoe 1o avtiyévo EZH2 tou ekppdadetal oTov TTUprva HIag TTOIKIAIGG pn QUOIOAOYIKWY I0TWV (n=120), oI oTroiol
TEPIAAPBAVOUV KAPKIVWHATA TOU TTpooTdTn (5/11), kapkivwpara Tou paotoU (11/23), un Hodgkin's B-kuttapikd Aepgwparta (11/11),
KUTTapa Reed-Sternberg oe Aépewpa Hodgkin's (4/4), T-kuttapikd Aépgpwpa (1/2), yaoTpikd kapkivwua (2/2), xohayyeiokapkivwpa (1/1),
Kapkivwpa Tng oupoddxou KUoTNG (4/5), Bupwpa (1/1), kakonBeg peAdvwpa (2/3), akavBokuTTapiké Kapkiviwpata diagdpwy Bécewv
(3/3), dykol Tou Trveupova (3/5), dykol Twv wobnkwv (3/6), dykol Tou evdounTtpiou (3/3), kapkivwpa Tou KéAou (1/1), papdopuocdpkwpa
(2/2), peikTog O6YKOG BAAOTIKWYV KUTTAPWV (1/1), epBpuikdg Oykog Twy dpxewv (1/1), dBeOHOTTAACTIKOG OYKOG (1/1) Kal ETTIVEPPIDIKO
oykokuTTépwpa (1/1).

Ievikoi Meplopiopoi

H avoooioTtoxnpeia gival pia SiayvwoTikr digpyaaia TTOAATTAWY Bnudtwy, n otroia atroTeAeital atd e18IKEUPévn eKTTaideuan TNV
emAoyn Twv KaTGAANAwY avTidpacTnpiwy, £TTIAOYH I0TOU, HOVIJOTIOINGT Kal £TTESEpyaaia, TTpoeTolpaaia TG TAdkag IHC kai eppnveia
TWV ATTOTEAECHATWY TNG XPWONG.

H xpwon Tou 10ToU e&apTdTal atd To XEIPIOPS Kal TV £TTEGEPYATia TOU I0TOU TIPIV aTrd TN Xpwon. Tuxdv ea@aApévn povipoTroinon,
KaTayugn, améyugn, TAUoN, oTéyvwua, Bépuavan, Toun fj poAuvon pe GAAoug 1I0ToUG i Uypd EVOEXETAI Va TIAPAYEI HOPPWHATA,
TrayidEUon avTICWHATOG ) WEUBWG APVNTIKG aTToTEAéTUATA. TUXOV AOUVETTA ATTOTEAETUATA EVOEXETAI VO OQEIAOVTAI OE TTAPAAAAYEG Twv
HEBGDWV HOVIPOTTOINGNG KAl EYKAEIOHOU ) OE £yYEVEIG aVWUOAIEG EVTOG TOU 10TOU.*

Tuxov utrEPPBOAIKA 1) ATEANG avTiXpwon evOEXETAI VO SIOKUBEUCEI TN CWOTH EPUNVEIQ TWV ATTOTEAETUATWV.

H KAIVIKA eppnveia oTToI0OdATIOTE XPWAONG 1 TNG aTroudiag Tng Ba TTPETTEI VO GUPTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU
XPNOIPOTIOI0UV OWOTOUG PAPTUPEG Kal Ba TTPETTel va agloAoyeital oTa TTAaiola Tou KAIVIKOU 16TopIkoU Tou aaBevolg Kal GAAwY
SIAYVWOTIKWYV EETACEWV aTTd €IDIKEUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

Ta avriowparta Trou Trapéxovtal atré Tnv Leica Biosystems Newcastle Ltd rpoopifovTal yia Xprion, 6Trwg utrodeIkvUETal, €iTe

O€ KATEWUYHEVEG ETE OE EYKAEIOPEVEG OE TTAPAPIVN TOEG, HE EIBIKEG ATTAITAOEIG HOVIPOTIOINONG. EVOEXETAI VO TTAPOUTIAOTET N
QAVOMEVOUEVN €KPPOOT aVTIYOVOU, €IBIKG O€ VEOTTAGoMATA. H KAIVIK EpUNVEI OTTOINOBATIOTE XPWHATIOWEVNG TOUNG I0TOU TTPETTEI VO
TepIAapBAvel pop@oloyIK avaAuan Kai TNV agloAdynan Twv KatdAAnAwy HopTUpwy.
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Me0oooroyio avoooicToynueiag yia yxpion avricopdtov Novocastra™
0€ 1670 eYKAEIGPEVO GE TAPOPIVY) PE YPNO TG TEYVIKIG Oeppikd
EMOYOPEVIIG AVAKTNONG EMTOTOV.

AvTiSpaoTipia TTou atmraiToUvTal aAAd Sev TrapéxovTal

1. MpoTuTIol BIAAUTEG TTOU XPNOIPOTIOIOUVTAl GTNV AVOOOICTOXNHEID
2. 50 mM aAatouyou puBpuioTikoU diaAuparog Tris (TBS) pe pH 7,6.

w

. AldAupa avaktnong emrétou (deite TNV evotnTa M)

. ApaiwTiké avtiowpatog, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.

. ZUoTnua ameikéviong, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests)
1 RE7290-K (50 tests).

6. Moo oTepéwong — XPNOIHOTIOIEITE GUPPWVA HE TIG OUCTATEIG TOU KATAOKEUAOTH.

(S

EgomrAIonog Tou atraiteital aAAd Sev TrapéxeTal

1. ©daAapog emwaaong pubuiopévog atoug 25 °C.

2. Zuokeun B€ppavong yia avakTnaon emTéTTou: udaTOAOUTPO ) CUOKEUR aTpOU, aTHOKAIBavog 1 GAAOG £pyaoTnPIaKOS EEOTTAIONGG
eheyxdpevng Beppokpaciog.

3. Tevikdg epyaoTnpIakdg eEOTTAIONOG aVOoOIaTOXNMEIAG.

AlaAUpaTa avaKTnONG EMITOTTOU (S€iTE TNV EVOTNTA “ZUCTACEIS YIa TN XPRon” yid éva a1rd Ta akoAouba)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) PuBpioTiké SidAupa e BAEN KITPIKA TTOU TIEPIEXE!
500 mL ETMIPAVEIODPACTIKS TTApAyovTa

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L PUBLIOTIKG BiGAupa pe Baon To EDTA Tou Trepiéxel
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L ETTIPAVEIODPATTIKG TIAPGYOVTA

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L PUBMIOTIKG SIGAUA W Baon To TrS/EDTA Tiou TIEpIXe!

ETMIQAVEIODPAOTIKS TTapdyovTa

RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

MeBodoAoyia

Mpiv a1ré TNV e@appoyn Tng peBodoloyiag AuTAG, oI XPHOTEG TIPETTEI VA EKTTAISEUTOUV O€ AVOCOICTOXNHUIKEG TEXVIKEG.

O1 TeAdTEG B TTPETTEN VO TIPOCDIOPIoOUV TIG BEATIOTEG APAIWOEIG YIa AvTIoWHATA. EKTEG £dv uTTOSEIKVUETAI DIPOPETIKG, OAa Ta BrpaTa
ekTeAoUVTaI O€ Beppokpaoia dwpariou (25 °C).

Avdktnon emirétrou

MapakaloUpe akohoubrioTe TIg 0dnyieg xpriong oTa Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119,
RE7122.

ATtreikévion

MapakaloUpe akohoubrioTe Tig 0dnyieg xpriong ota Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500
tests), RE7140-K (250 tests) § RE7290-K (50 tests).

TpoTtrotroInoeig oTNV TTponyoUpEvn €kdoon
Aev €xel epappoyn.

Huepopnvia ékdoong
23 Atrpihiog 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).

EZH2-L-CE
Page 33



Novocastra~ Vaskeformigt Monoklonalt Museantistof
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
Produktkode: NCL-L-EZH2

Tilsigtet Anvendelse
Til in vitro diagnostisk anvendelse.

NCL-L-EZH2 er beregnet til kvalitativ identifikation af EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))-molekyler i paraffinsnit ved
lysmikroskopi. Klinisk fortolkning af farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersegelser under anvendelse af
passende kontroller og ber evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret
patolog.

Procedureprincip

Immunhistokemiske (IHC) farvningsteknikker muligger visualisering af antigener via sekventiel tilsaetning af et specifikt antistof mod
antigenet (primeert antistof), et sekundaert antistof mod det primaere antistof og et enzym kompleksbundet til et kromogent substrat med
indskudte vasketrin. Den enzymatiske aktivering af kromogenet resulterer i et synligt reaktionsprodukt pa antigenstedet. Praven kan
derefter kontrastfarves og daekkes med et daekglas. Resultaterne fortolkes ved anvendelse af et lysmikroskop og medvirker til differentiel
diagnose af patofysiologiske processer, som muligvis kan vaere associeret med et bestemt antigen.

Klon

6A10

Immunogen
Prokaryot rekombinant protein svarende til en del af N-terminalen af det humane EZH2-molekyle.

Specificitet
Human EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Region almindelig for isoformerne A og B af proteinet.

Reagenssammensaetning
NCL-L-EZH2 er en flydende vaevskultursupernatant indeholdende 15 mM natriumazid som konserveringsmiddel.

lg-klasse
1gG1

Totalproteinkoncentration

1,0-8,0 g/L. Se etiketten pa haetteflasken for lotspecifik totalproteinkoncentration.

Antistofkoncentration
Starre end eller lig med 20 mg/L som bestemt ved ELISA. Se etiketten pa haetteflasken for lotspecifik Ig-koncentration.

Anbefalinger Vedregrende Anvendelse

Immunhistokemi (se Metodologi) pa paraffinsnit. Foreslaet fortynding: 1:200 ved 30 minutter ved 25 °C. Varmeinduceret
epitopgenfinding ved brug af Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 eller RE7115. Disse retningslinier er vejledende, og
brugeren bgr selv bestemme egne optimale brugsopl@sninger.

Opbevaring Og Holdbarhed

Opbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Saettes tilbage til 2-8 °C umiddelbart efter brug. Ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen angivet pa
heetteflaskens etikette. Andre opbevaringsbetingelser end de ovenfor angivne skal verificeres af brugeren.

Proveklargering
Det anbefalede fiksativ er 10% neutralbufferjusteret formalin til paraffinindstebte vaevssnit.

Advarsler Og Forholdsregler

Dette reagens er fremstillet ud fra supernatanten af en cellekultur. Da det er et biologisk produkt, skal der tages fornuftige
sikkerhedsforanstaltninger ved dets handtering.

Molariteten af natriumazid i dette reagens er 15 mM. Der kan efter anmodning leveres et datablad for materialesikkerhed (MSDS) for
natriumazid.

Konsulter landsdaekkende og lokale love og regler vedrgrende bortskaffelse af alle potentielt toksiske komponenter.

Prover skal for og efter fiksering, lige som alle materialer eksponeret mod preverne, handteres som potentielt smittefarlige og bortskaffes
under iagttagelse af passende forholdsregler'. Pipetter aldrig reagenser med munden og undga, at reagenser og prgver kommer i
kontakt med huden eller slimhinder. Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med felsomme omrader, skal der skylles efter med
rigelige maengder vand. Sgg leege.

Minimer mikrobiel kontaminering af reagenserne, da der ellers kan forekomme gget uspecifik farvning.

Inkubationstider eller -temperaturer andre end de specificerede kan give fejlagtige resultater. Alle sadanne aendringer skal valideres af
brugeren.

Kvalitetskontrol

Forskelle i behandlingen af veev og forskelle i tekniske procedurer i brugerens laboratorium kan frembringe betydeligt varierende
resultater og nedvendiggere regelmaessig udferelse af kontroller pa stedet ud over nedenstaende procedurer.
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Kontrollerne skal veere friske autopsier/biopsier/kirurgiske praver fikseret i formalin og behandlet og indstebt i paraffin sa hurtigt som
muligt pA samme made som patientprover.

Positiv Vaevskontrol

Anvendes til pavisning af, at vaevet er fremstillet korrekt, og at der er anvendt korrekte farvningsteknikker.

Der ber inkluderes en positiv vaevskontrol for hvert szet testbetingelser i hver farvekarsel.

Svagt positivt farvet vaev er mere egnet end kraftigt positivt farvet veev til optimal kvalitetskontrol og pavisning af sma niveauer af
reagensnedbrydning.?

Anbefalet positivt kontrolveev er tonsil.

Hvis den positive vaevskontrol ikke udviser positiv farvning, skal resultater af testpraverne kasseres.

Negativ Vaevskontrol

Skal undersgges efter den positive vaevskontrol for at sikre, at det primaere antistof maerker malantigenet specifikt.

Det anbefalede negative kontrolvaev er lillehjerne.

Alternativt frembyder de mange forskellige celletyper, der er til stede i de fleste vaevssnit, ofte negative kontrolsteder, men dette skal
verificeres af brugeren.

Uspecifik farvning har, hvis til stede, ofte et diffust udseende. Sporadisk farvning af bindevaev kan ligeledes observeres i vaevssnit af
veey, der er fikseret for kraftigt i formalin. Anvend intakte celler til fortolkning af farvningsresultaterne. Nekrotiske eller degenererede
celler farves ofte mere uspecifikt.? Der kan eventuelt ses falske positive resultater, der skyldes non-immunologisk binding af proteiner
eller substratreaktionsprodukter. Dette kan ligeledes skyldes endogene enzymer, sdsom pseudoperoxidase (erytrocytter), endogen
peroxidase (cytochrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever, bryst, hjerne, nyre) afhaengigt af den anvendte type immunfarve. For

at differentiere mellem endogen enzymaktivitet eller uspecifik enzymbinding og specifik immunreaktivitet kan yderligere patientvaev
eventuelt farves udelukkende med henholdsvis substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, meerket polymer)
og substratkromogen. Hvis der optraeder specifik farvning i den negative vaevskontrol, skal resultaterne af patientpraverne kasseres.

Negativ Reagenskontrol
Anvend en uspecifik negativ reagenskontrol i stedet for det primaere antistof pa et veevssnit af hver patientpreve for at vurdere uspecifik
farvning og muliggere bedre fortolkning af specifik farvning pa antigenstedet.

Patientvaev

Eksaminer patientprgver farvet med NCL-L-EZH2 sidst. Intensiteten af positiv farvning ber vurderes i sammenhaeng med eventuel
uspecifik baggrundsfarvning af den negative reagenskontrol. Som med alle immunhistokemiske tests betyder et negativt resultat, at
antigenet ikke blev pavist. Ikke at antigenet var fravaerende i de analyserede celler eller det analyserede vaev. Om ngdvendigt anvendes
et panel af antistoffer til identifikation af falske negative reaktioner.

Forventede Resultater

Normalt vaev

Klon 6A10 detekterede EZH2-antigenet udtrykt i kernerne af et antal veevspraver (n=44). Udtrykket blev detekteret i germinalcenter-
lymfocytter i mandel, mavesaek og blindtarm; basal epitel i tyndtarm, tyktarm, mavesaek og hud. Kraftig ekspression blev ogsa bemaerket
i seminifergse tubuler fra testikler.

Tumorvaev

Clone 6A10 detekterede EZH2-antigenet udtrykt i kernen af en raekke unormale veevsprgver (n=120) herunder prostata-carcinomer
(5/11), bryst-carcinomer (11/23), Non-Hodgkin’s B-celle lymfomer (11/11), Reed-Sternberg-celler i Hodgkin’s lymfom (4/4), T-celle lymfom
(1/2), gastrisk carcinomer (2/2), cholangiocarcinomer (1/1), blaere-carcinom (4/5), thymomer (1/1), malignt melanom (2/3), celleplade-
carcinomer fra forskellige lokaliteter (3/3), lungetumorer (3/5), ovarietumorer (3/6), endometrielle tumorer (3/3), kolon-carcinomer (1/1),
rhabdomyosarkom (2/2), blandet mikrobe-celletumor (1/1), testikuleer embryonal tumor (1/1), desmoplastisk tumor (1/1) sant adrenal-
oncocytom (1/1).

NCL-L-EZH2 anbefales anvendt til pavisning af EZH2-protein i normale og neoplastiske vav.

Generelle Begransninger

Immunhistokemi er en diagnostisk proces bestaende af mange trin, der omfatter specialiseret uddannelse i valg af passende reagenser,
vaevsselektion, -fiksering og -behandling samt fremstilling af IHC-objektglas og fortolkning af farvningsresultaterne.

Veevsfarvning er afhaengig af handteringen og behandlingen af vaevet inden farvning. Forkert fiksering, frysning, optening, vask, terring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andet vaev eller andre vaesker kan frembringe artefakter, indfangning af antistof

eller falske negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings- og indstabningsmetoder eller irregulariteter
indeholdt i veevet.*

For kraftig eller ukomplet kontrastfarvning kan gere korrekt fortolkning af resultaterne vanskelig.

Klinisk fortolkning af farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersggelser under anvendelse af passende
kontroller og ber evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret patolog.
Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd er som angivet beregnet til anvendelse pa enten frosne eller paraffinindstgbte vaevssnit
med specifikke krav il fiksering. Der kan forekomme uventet antigenekspression, navnlig i neoplasmer. Den kliniske fortolkning af alle
farvede veevssnit skal indbefatte morfologisk analyse og evaluering af passende kontroller.
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Immunhistokemisk fremgangsmade til anvendelse af Novocastra
antistoffer pd paraffinindstebte vaev ved anvendelse af varmeinduceret
epitopgenfindingsteknik.

Nadvendige reagenser, der ikke medfelger

1. Standardoplgsningsmidler anvendt i immunhistokemi

2. 50 mM tris-bufferjusteret saltvandsopl@sning (TBS) pH 7,6

. Epitopgenfindingsoplesning (se afsnit C Antigengenfindingsopl@sninger).
. Antistofdiluent, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.

. Visualiseringssystem, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests)
eller RE7290-K (50 tests).

6. Monteringsmedium — fremstilles ifalge producentens anbefalinger.

a b w

Nedvendigt udstyr, der ikke medfelger

1. Inkubator sat til 25 °C.

2. Opvarmningsapparat til epitopgenfinding: vandbad eller dampbad, trykkoger eller andet temperaturkontrolleret laboratorieudstyr.
3. Almindeligt laboratorieudstyr til immunhistokemi.

Antigengenfindingsoplesninger (se Anbefalinger vedrerende anvendelse for en af falgende)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

Citratbaseret buffer indeholdende overfladeaktivt

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) middel

500 mL
RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L EDTA-baseret buffer indeholdende overfladeaktivt

RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L middel
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1L Tris/EDTA-baseret buffer indeholdende overfladeaktivt
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L middel

Fremgangsmade

Inden ibrugtagning af denne metodologi, skal brugere vare oplart i immunhistokemiske teknikker.

Kunden skal fastlaegge optimale fortyndinger for antistoffer. Med mindre andet er anfart, skal alle trin udferes ved stuetemperatur
(25°C).

Epitopgenfinding

Folg venligst vejledningen i Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119, RE7122.
Visualisering

Folg venligst vejledningen i Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250
tests) eller RE7290-K (50 tests).

Rettelser til tidligere udgave
Ingen rettelser.

Udgivelsesdato
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra™ vloeibaar monoklonaal muisantilichaam
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2(Drosophila))

Productcode: NCL-L-EZH?2

Beoogd gebruik

Voor gebruik bij in-vitrodiagnostiek

NCL-L-EZH2 is bedoeld voor de kwalitatieve identificatie van EZH2-moleculen (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)) in
paraffinecoupes door middel van lichtmicroscopie. De klinische interpretatie van elke kleuring of het ontbreken hiervan moet worden
aangevuld door morfologische studies met de juiste controles en moet binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de
patiént en andere diagnostische tests worden geévalueerd door een bevoegd patholoog.

Principe van de procedure

Immunohistochemische (IHC) kleuringstechnieken maken het mogelijk om antigenen te visualiseren via de sequentiéle toepassing
van een specifiek antilichaam op het antigeen (primair antilichaam), een secundair antilichaam op het primaire antilichaam en een
enzymcomplex met een chromogeen substraat met ingevoegde wasstappen. De enzymatische activering van het chromogeen
resulteert in een zichtbaar reactieproduct op de antigeenplaats. Het monster kan dan worden tegengekleurd en met een dekglaasje
worden bedekt. De resultaten worden geinterpreteerd met behulp van een lichtmicroscoop en helpen bij de differentiéle diagnose van
pathofysiologische processen, die al dan niet met een bepaald antigeen kunnen worden geassocieerd.

Kloon
6A10

Immunogeen

Prokaryotisch recombinant eiwit dat overeenkomt met een deel van de N-terminus van het humane EZH2-molecuul.

Specificiteit

Humaan EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Gebied dat gemeenschappelijk is voor isovorm A en B van het
eiwit.

Reagenssamenstelling

NCL-L-EZH2 is a liquid tissue culture supernatant containing sodium azide as a preservative.

lg-klasse
1gG1

Totale eiwitconcentratie -

1,0-8,0 g/l. Zie het etiket van de flacon voor de totale eiwitconcentratie van de partij.

Antilichaamconcentratie
Groter dan of gelijk aan 20 mg/l zoals bepaald door ELISA. Zie het flaconlabel voor specifieke Ig-concentratie van de partij.

Aanbevelingen voor het gebruik

Immunohistochemie (zie Methodologie) op paraffinecoupes. Voorgestelde verdunning: 1:200 gedurende 30 minuten bij 25°C. Warmte-
geinduceerd epitoopherstel met Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 of RE7115. Dit is een richtsnoer en gebruikers
moeten zelf de voor hen optimale werkverdunning bepalen.

Opslag en stabiliteit
Bewaar bij 2-8°C. Niet invriezen. Direct na gebruik weer bij 2-8°C opslaan. Niet gebruiken na de vervaldatum die op het etiket van de
flacon staat. Andere dan de hierboven genoemde opslagcondities moeten door de gebruiker worden geverifieerd.

Monsterpreparatie
Het aanbevolen fixatief is 10% neutraal gebufferde formaline voor in paraffine ingebedde weefselcoupes.

Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen

Dit reagens is bereid uit het supernatant van celkweek. Aangezien dit een biologisch product is, moet redelijke voorzichtigheid worden
betracht bij het hanteren ervan.

De molariteit van natriumazide in dit reagens is 15 mM. Er is op verzoek een veiligheidsinformatieblad (VIB) beschikbaar voor
natriumazide.

Raadpleeg de nationale, regionale en plaatselijke voorschriften voor het afvoeren van potentieel giftige componenten.

Specimens, zowel voor als na de fixatie, en alle materialen die eraan worden blootgesteld, moeten worden behandeld als potentiéle
overdragers van infecties en met inachtneming van de juiste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd.' Pipetteer reagentia nooit met de
mond en vermijd dat de huid en slijmvliezen in aanraking komen met reagentia en specimens. Indien reagentia of monsters in aanraking
komen met gevoelige gebieden, moet u deze wassen met een overvloedige hoeveelheid water. Raadpleeg een arts.

Minimaliseer de kans op microbiéle contaminatie van reagentia omdat hierdoor de niet-specifieke kleuring kan toenemen.

Andere incubatietijden of temperaturen dan hierin vermeld, kunnen onjuiste resultaten opleveren. Dergelijke wijzigingen moeten door de
gebruiker worden gevalideerd.
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Kwaliteitscontrole

Verschillen in weefselbewerking en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen tot aanzienlijke variabiliteit in de
resultaten leiden, waardoor het nodig is om regelmatig interne controles uit te voeren in aanvulling op de volgende procedures.
Controles zijn verse autopsie-/biopsie-/chirurgische monsters die zo snel mogelijk en op dezelfde manier als het monster of de monsters
van de patiént zijn gefixeerd in formaline, bewerkt en ingebed in paraffinewas.

Positieve weefselcontrole

Wordt gebruikt om aan te geven dat weefsels correct geprepareerd zijn en dat passende kleuringstechnieken zijn gebruikt.

Voor elke set testvoorwaarden in elke kleuringsrun moet één positieve weefselcontrole worden opgenomen.

Voor optimale kwaliteitscontrole en detectie van lichte degeneratie van het reagens is een weefsel met zwakke positieve kleuring meer
geschikt dan een weefsel met sterke positieve kleuring.?

Aanbevolen positief controleweefsel is tonsil.

Als de positieve weefselcontrole geen positieve kleuring vertoont, moeten de resultaten die met testmonsters zijn verkregen als ongeldig
worden beschouwd.

Negatieve weefselcontrole

De negatieve weefselcontrole moet na de positieve weefselcontrole worden onderzocht om de specificiteit van de labeling van het
doelantigeen door het primaire antilichaam te verifiéren.

Aanbevolen negatief controleweefsel is cerebellum.

Aan de andere kant levert de verscheidenheid aan diverse celtypen die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn, vaak negatieve
controlelocaties op, maar dit moet wel worden geverifieerd door de gebruiker.

Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, ziet er doorgaans diffuus uit. Een sporadische kleuring van bindweefsel kan ook worden
waargenomen in coupes van bovenmatig in formaline gefixeerde weefsels. Gebruik intacte cellen voor het interpreteren van
kleuringsresultaten. Necrotische of gedegenereerde cellen kleuren vaak niet-specifiek.® Fout-positieve resultaten kunnen optreden als
gevolg van niet-immunologische binding van eiwitten of substraatreactieproducten. Ze kunnen ook worden veroorzaakt door endogene
enzymen zoals pseudoperoxidase (erytrocyten), endogene peroxidase (cytochroom c) of endogeen biotine (bv. lever, borst, hersenen,
nier), afhankelijk van het gebruikte type immunokleuring. Om activiteit van endogene enzymen of niet-specifieke binding van enzymen
te onderscheiden van specifieke immunoreactiviteit, kunnen aanvullende patiéntweefsels worden gekleurd met respectievelijk uitsluitend
substraatchromogeen of enzymcomplexen (avidine-biotine, streptavidine, gelabeld polymeer) en substraatchromogeen. Als er specifieke
kleuring optreedt in de negatieve weefselcontrole, moeten resultaten met de patiéntmonsters als ongeldig worden beschouwd.

Negatieve reagenscontrole
Gebruik een niet-specifieke negatieve reagenscontrole van het primaire antilichaam met een coupe van elk patiéntspecimen om niet-
specifieke kleuring te evalueren en specifieke kleuring op de antigeenlocatie beter te kunnen interpreteren.

Patiéntweefsel

Onderzoek de patiéntmonsters die met NCL-L-EZH2 zijn gekleurd als laatste. De intensiteit van de positieve kleuring moet

worden geévalueerd binnen de context van niet-specifieke achtergrondkleuring van de negatieve reagenscontrole. Zoals bij elke
immunohistochemische test betekent een negatief resultaat dat het antigeen niet is gedetecteerd. Het betekent niet dat het antigeen
afwezig was in de onderzochte cellen of het onderzochte weefsel. Gebruik zo nodig een panel antilichamen om fout-negatieve reacties
te identificeren.

Verwachte resultaten

Normale weefsels

Kloon 6A10 detecteerde het EZH2-antigeen, tot expressie gebracht in de kern van cellen in verscheidene weefsels (n=44). Er is
expressie gedetecteerd in lymphocyten van kiemcentra in tonsil, maag en appendix; basaal epitheel in dunne darm, dikke darm, maag
en huid. Er werd ook sterke expressie waargenomen in de tubuli seminiferi van de testis en in hepatocyten.

Afwijkende weefsels

Kloon 6A10 detecteerde het EZH2-antigeen, tot expressie gebracht in de kern van verschillende afwijkende weefsels (n=120) inclusief
prostaatcarcinomen (5/11), borstcarcinomen (11/23), B-cellymfomen die geen Hodgkin’s waren (11/11), Reed-Sternberg-cellen in
Hodgkin-lymfoom (4/4), T-cellymfoom (1/2), maagcarcinomen (2/2), cholangiocarcinoom (1/1), blaascarcinoom (4/5), thymonen (1/1),
maligne melanomen (2/3), van verschillende locaties (3/3), longtumoren (3/5), eierstoktumoren (3/6), endometrische tumoren (3/3), dikke
darmcarcinoom (1/1), rhabdomyosarcoom (2/2), gemengde kiemceltumor (1/1), embryonale testikeltumor (1/1), desmoplastische tumor
(1/1) en bijnieroncocytoom (1/1).

NCL-L-EZH2 wordt aanbevolen voor gebruik bij het detecteren van de expressie van EZH2-eiwit in normale en neoplastische
weefsels.

Algemene beperkingen

Immunohistochemie (IHC) is een diagnostisch meerstapsproces waarvoor een gespecialiseerde opleiding nodig is in het kiezen van de
juiste reagentia, het selecteren, fixeren en bewerken van weefsel, het prepareren van IHC-objectglaasjes en het interpreteren van de
kleuringsresultaten.

Weefselkleuring is afhankelijk van de manier waarop het weefsel voor de kleuring wordt behandeld en bewerkt. Verkeerd fixeren,
invriezen, ontdooien, wassen, drogen, verwarmen, snijden, of contaminatie met andere weefsels of vioeistoffen kan tot artefacten,
insluiting van antilichamen of fout-negatieve resultaten leiden. Inconsistente resultaten kunnen te wijten zijn aan variaties in de fixatie- en
inbeddingsmethodes, of aan intrinsieke onregelmatigheden in het weefsel.*

Een te sterke of onvolledige tegenkleuring kan een juiste interpretatie van de resultaten bemoeilijken of onmogelijk maken.

De klinische interpretatie van elke kleuring of het ontbreken hiervan moet worden aangevuld door morfologische studies met de

juiste controles en moet binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere diagnostische tests worden
geévalueerd door een bevoegd patholoog.

EZH2-L-CE
Page 39



Antilichamen van Leica Biosystems Newcastle Ltd zijn bedoeld voor gebruik, zoals aangegeven, op bevroren of in paraffine ingebedde
coupes die een specifieke fixatie vereisen. Er kan onverwachte antigeenexpressie optreden, met name bij neoplasmata. De klinische
interpretatie van gekleurde weefselcoupes moet een morfologische analyse en de evaluatie van overeenkomstige controles bevatten.

Literatuurlijst — algemeen

1.

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious diseases transmitted
by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991; 7(9). Order code M29-P.

. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of seven monoclonal and

three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc.,
Philadelphia.

. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.
. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a

possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology. 1980; 73:626.

. Van Kemenade FJ, Raaphorst FM, Blokzijl T et al. Coexpression of BMI-1 and EZH2 polycomb-group proteins is associated with

cycling cells and degree of malignancy in B-cell non-Hodgkin lymphoma. Blood, 97(12): 3896-3901 (2001).

. Raaphorst Fm, Van Kemenade FJ, Blokzijl T et al. Coexpression of BMI-1 and EZH2 polycomb-group genes in Reed-Sternberg cells

of Hodgkins Disease. American Journal of Pathology, 157(3): 709-715 (2000).

. Kattan M. Judging New Markers by Their Ability to Improve Predictive Accuracy. Journal of the National Cancer Institute. 95(9):

634-635 (2003).
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Immunohistochemische methodologie voor Novocastra™-antilichamen
op in paraffine ingebed weefsel met de warmte-geinduceerd
epitoophersteltechniek.

Benodigde, maar niet inbegrepen reagentia

1. Standaard oplossingen gebruikt in de immunohistochemie.

2. 50 mM tris-gebufferde zoutoplossing (TBS), pH 7,6.

. Epitope Retrieval Solution (zie C. Epitope Retrieval Solutions).

. Antilichaam-verdunningsmiddel, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Visualisatiesysteem, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests) of
RE7290-K (50 tests).

6. Inbedmiddel - gebruiken volgens de aanbevelingen van de fabrikant.

a b w

Benodigde, maar niet inbegrepen apparatuur
1. Incubator ingesteld op 25°C.

2. Verwarmingsapparaat voor epitoopherstel: waterbad, stomer, snelkoker of andere temperatuurgecontroleerde
laboratoriumapparatuur.

3. Algemene uitrusting van immunohistochemisch laboratorium.

Epitope Retrival Solutions (zie gebruiksaanwijzingen voor één van de volgende)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 |

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 ml

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 11

Oppervlakte-actieve stof met buffer op basis van citraat

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 |
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1|

Opperviakte-actieve stof met buffer op basis van EDTA

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 | Oppervlakte-actieve stof met buffer op basis van Tris/
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 | EDTA

Methodologie
Gebruikers moeten voor het ondernemen van deze methodologie worden opg

id in immunohistochemische technieken.
Gebruikers moeten de optimale verdunning voor antilichamen bepalen. Tenzij anders vermeld worden alle stappen uitgevoerd bij
kamertemperatuur (25°C).

Epitoopherstel

Volg de instructies voor gebruik in Epitope Retrival Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 of RE7122.
Visualisatie

Volg de instructies voor gebruik in de Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K
(250 tests) of RE7290-K (50 tests).

Aanpassingen ten opzichte van de vorige uitgave
Niet van toepassing.

Datum uitgave
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra™ flytende murint monoklonalt antistoff
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Produktkode: NCL-L-EZH?2

Tiltenkt bruk

Til in vitro-diagnostisk bruk.

NCL-L-EZH2 er beregnet for kvalitativ identifisering ved lysmikroskopering av EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))-
molekyler i parafinsnitt. Den kliniske tolkningen av en farging eller uteblitt farging skal suppleres av morfologiske studier ved bruk
av riktige kontroller og skal evalueres av en kvalifisert patolog innenfor sammenhengen av pasientens kliniske historie og andre
diagnostiske tester.

Prinsipp for prosedyren

Teknikker for immunhistokjemisk (IHC) farging muliggjer visualisering av antigener via sekvensiell applikasjon av et spesifikt antistoff
pa antigenet (primeert antistoff), et sekundaert antistoff pa det primaere antistoffet og et enzymkompleks med et kromogensubstrat
med mellomliggende vasketrinn. Den enzymatiske aktiveringen av kromogenet resulterer i et synlig reaksjonsprodukt pa
antigenstedet. Praven kan deretter kontrastfarges og paferes dekkglass. Resultatene tolkes ved hjelp av lysmikroskop og bidrar til
differensialdiagnosen for patofysiologiske prosesser, som kan veere tilknyttet et spesielt antigen eller ikke.

Klon
6A10

Immunogen
Prokaryotisk rekombinant protein tilsvarende en del av N-terminalt domene av humant EZH2-molekyl.

Spesifisitet
Humant EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Region felles for isoformer A og B av proteinet.

Reagenssammensetning
NCL-L-EZH2 er en flytende vevskultursupernatant som inneholder natriumazid som konserveringsmiddel.

Ig-klasse
1gG1

Totalproteinkonsentrasjon

1,0-8,0 g/l. Se etiketten pa hetteglasset for partispesifikk totalproteinkonsentrasjon.

Antistoffkonsentrasjon
Starre enn eller lik 20 mg/l som fastslatt av ELISA. Se etiketten pa hetteglasset for batchspesifikk Ig-konsentrasjon.

Anbefalinger for bruk

Immunhistokjemi (se Metode) pa parafinsnitt. Foreslatt fortynning: 1:200 i 30 minutter ved 25 °C. Varmeindusert epitop demaskering
med Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113, RE7114 eller RE7115. Dette er kun veiledende, og brukerne ber fastsla egne optimale
fortynninger for sitt arbeid.

Oppbevaring og stabilitet
Oppbevar ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Returner til 2-8 °C umiddelbart etter bruk. Ma ikke brukes etter utlopsdatoen som er angitt pa
etiketten pa hetteglasset. Andre oppbevaringsforhold enn de som er angitt ovenfor, ma verifiseres av brukeren.

Proveklargjering
Anbefalt fiksativ er 10 % neytralt bufret formalin for parafininnstepte vevsnitt.

Advarsler og forholdsregler

Dette reagenset ble fremstilt fra supernatanten fra cellekultur. Ettersom det er et biologisk produkt, ma det utvises rimelig forsiktighet nar
det handteres.

Molariteten av natriumazid er 15 mM. Et sikkerhetsdatablad (SDS) er tilgjengelig pa forespersel for natriumazid.

Se lokale, regionale eller statlige forskrifter for avhending av potensielt toksiske komponenter.

Prover, for og etter fiksering, og alle materialer som utsettes for dem, skal handteres som smittefarlige og avhendes etter egnede
forholdsregler." Pipetter aldri reagenser via munnen og unnga kontakt med hud og slimhinner med reagenser og prever. Hvis reagenser
eller praver kommer i kontakt med falsomme omrader, skyll med rikelige mengder vann. Oppsgk lege.

Minimer mikrobiell kontaminering av reagenser, ellers kan det forekomme en gkning i ikke-spesifikk farging.

Andre inkubasjonstider eller temperaturer enn de som er spesifisert, kan gi feilaktige resultater. Enhver slik endring ma valideres av
brukeren.

Kvalitetskontroll

Forskjeller i vevprosessering og tekniske prosedyrer i brukerens laboratorium kan frembringe signifikant variasjon i resultatene og gjer
det pakrevd med regelmessige interne ytelseskontroller i tillegg til falgende prosedyrer.

Kontroller skal vaere ferske prover fra obduksjon/biopsi/kirurgi, som er formalinfiksert, behandlet og parafinvoksinnstept sa snart som
mulig pa samme mate som pasientprgven(e).
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Positiv vevkontroll

Brukes for a indikere riktig klargjorte vev og riktige fargingsteknikker.

En positiv vevkontroll ber inkluderes for hvert sett med testbetingelser i hver fargerunde.

Svakt positivt farget vev er mer egnet enn kraftig positivt farget vev til optimal kvalitetskontroll og pavisning av smé nivaer
reagensnedbrytning.?

Anbefalt positivt kontrollvev er mandel.

Hvis den positive vevkontrollen ikke gir positiv farging, skal resultater med testprgvene betraktes som ugyldige.

Negativ vevkontroll

Skal undersgkes etter den positive vevkontrollen for a verifisere spesifisiteten i merkingen av malantigenet med det primeere antistoffet.
Anbefalt negativt kontrollvev er cerebellumvev.

Alternativt gir variasjonen av forskjellige celletyper som kan finnes i de fleste vevsnitt ofte rom for negativ kontroll, men dette ma
verifiseres av brukeren.

Ikke-spesifikk farging, hvis dette forekommer, har vanligvis et diffust utseende. Sporadisk farging av bindevev vil ogsa kunne observeres
i vevsnitt som er fiksert i for mye formalin. Bruk intakte celler til tolkning av fargingsresultater. Nekrotiske eller degenererte celler farger
ofte uspesifikt.> Falske positive resultater kan sees pa grunn av ikke-immunologisk binding av proteiner eller substratreaksjonsprodukter.
De kan ogsa forarsakes av endogene enzymer slik som pseudoperoksidase (erytrocytter), endogen peroksidase (cytokrom C) eller
endogent biotin (f.eks. lever, bryst, hjerne, nyre) avhengig av type immunfarging som brukes. For a differensiere endogen enzymaktivitet
eller ikke-spesifikk binding av enzymer fra spesifikk immunreaktivitet kan ekstra pasientvev farges eksklusivt med henholdsvis
substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, merket polymer) og substratkromogen. Hvis det forekommer
spesifikk farging i de negative vevkontrollene, skal resultater med pasientprevene betraktes som ugyldige.

Negativ reagenskontroll
Bruk en uspesifikk negativ reagenskontroll i stedet for det primzere antistoffet med et snitt av hver pasientprgve for & evaluere uspesifikk
farging og gi bedre mulighet for tolkning av den spesifikke fargingen pa antigenstedet.

Pasientvev

Undersgk pasientprover farget med NCL-L-EZH2 sist. Positiv fargingsintensitet skal vurderes i lys av eventuell ikke-spesifikk
bakgrunnsfarging i den negative reagenskontrollen. P4 samme mate som for alle andre immunhistokjemiske tester betyr et negativt
resultat at antigenet ikke ble pavist, ikke at antigenet ikke var til stede i cellene / det analyserte vevet. Om ngdvendig, skal det brukes et
panel med antistoffer til & identifisere falske negative reaksjoner.

Forventede resultater

Normale vev

Klon 6A10 paviste EZH2-antigenet uttrykt i kjernen av en rekke vev (n=44). Uttrykk ble pavist i germinalsenterlymfocytter i mandel, mage
og blindtarm, basalepitel i tynntarm, tykktarm, mage og hud. Kraftig uttrykk ble ogsa observert i seminifere tubuli av testikler.

Unormale vev

Klon 6A10 paviste EZH2-antigenet uttrykt i kjernen av en rekke unormale vev (n=120), inkludert prostatakarsinomer (5/11),
brystkarsinomer (11/23), ikke-Hodgkins B-cellelymfomer (11/11), Reed-Sternberg-celler i Hodgkins lymfom (4/4), T-cellelymfom (1/2),
gastrisk karsinom (2/2), kolangiokarsinom (1/1), blaerekarsinom (4/5), tymom(1/1), ondartet melanom (2/3), skvamgse cellekarsinomer
pa forskjellige steder (3/3), lungetumorer (3/5), eggstokktumorer (3/6), endometrietumorer (3/3), kolonkarsinom (1/1), rabdomyosarkom
(2/2), blandet kimcelletumor (1/1), testikulzer embryonal tumor (1/1), desmoplastisk tumor (1/1) og adrenalt onkocytom (1/1).
NCL-L-EZH2 anbefales for bruk til pavisning av EZH2 protein kk i normal n lastisk vev.

Generelle begrensninger

Immunhistokjemi er en flertrinns diagnostisk prosess som krever spesialisert oppleering i valg av egnede reagenser, valg, fiksering og
behandling av vey, klargjering av IHC-objektglass og tolkning av fargingsresultater.

Vevfargingen er avhengig av handteringen og behandlingen av vevet for det farges. Uriktig fiksering, dypfrysing, opptining, vasking,
terking, oppvarming, snitting eller kontaminering med annet vev eller vaesker kan frembringe artefakter, fanging av antistoff eller falske
negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variasjoner i fikserings- og innstgpingsmetoder eller uregelmessigheter i vevet.*
Overdreven eller ufullstendig kontrastfarging kan hindre riktig tolkning av resultater.

Den kliniske tolkningen av en farging eller uteblitt farging skal suppleres av morfologiske studier ved bruk av riktige kontroller og skal
evalueres av en kvalifisert patolog innenfor sammenhengen av pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester.

Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd er til bruk, som indisert, pa enten frosne eller parafininnstepte snitt med spesifikke
fikseringskrav. Det kan forekomme uventet antigenuttrykk, spesielt i neoplasmer. Den kliniske tolkningen av ethvert farget vevsnitt ma
inkludere morfologisk analyse og evaluering av egnede kontroller.
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Immunbhistokjemisk metode for Novocastram-antistoffer
pa parafininnstept vev gjennom varmeindusert epitop
demaskeringsteknikk.

Nadvendige reagenser som ikke felger med

1. Standard lgsemidler som brukes innen immunhistokjemi.

2. 50 mM tris-bufret saltvann (TBS) pH 7,6.

. Epitope Retrieval Solution (se C. Lgsninger for epitop demaskering).
. Antistoffortynner, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Visualiseringssystem, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tester), RE7150-K (500 tester), RE7140-K (250 tester)
eller RE7290-K (50 tester).

6. Monteringsmedium — bruk som anbefalt av produsenten.

a b w

Nedvendig utstyr som ikke felger med

1. Inkubator stilt til 25 °C.

2. Oppvarmingsutstyr for epitop demaskering: vannbad, dampkoker, trykkoker eller annet laboratorieutstyr med temperaturkontroll.
3. Generelt immunhistokjemisk laboratorieutstyr.

Lasninger for epitop demaskering (se anbefalinger for bruk for en av felgende)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 |

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) Sitratbasert buffer som inneholder et overflateaktivt
500 ml stoff

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (klar til bruk) 1 L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 11 EDTA-basert buffer som inneholder et overflateaktivt

RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (klar til bruk) 1 L stoff
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 | Tris/EDTA-basert buffer som inneholder et overflate-
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (klar til bruk) 1 L aktivt stoff

Metodikk

For bruk av denne metoden ma brukerne vare opplart i immunhistokjemiske teknikker.

Brukerne skal fastsla optimale fortynninger for antistoffer. Med mindre annet er angitt, utferes alle trinn ved romtemperatur (25 °C).
Epitop demaskering

Folg bruksanvisningen for Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 eller RE7122.
Visualisering

Folg bruksanvisningen for NovolinkTM polymerdeteksjonssystemer, RE7280-K (1250 tester), RE7150-K (500 tester), RE7140-K (250
tester) eller RE7290-K (50 tester).

Endringer pa tidligere utgave
Ikke relevant.

Utstedelsesdato
23. april 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Likit Monoklonal Fare Antikoru
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Uriin Kodu: NCL-L-EZH2

Kullanim Amaci

In vitro diagnostik kullanim igindir.

NCL-L-EZH2, parafin béllimlerindeki EZH2 (Zeste Homolog 2 Artirici (Drosophila)) molekdillerinin 11k mikroskopisiyle kalitatif
tanimlanmasi amaglidir. Herhangi bir boyanmanin veya yoklugunun klinik yorumlamasi hastanin klinik dykist ve diger tanisal
testler baglaminda nitelikli bir patoloji uzmani tarafindan degerlendirilmeli ve uygun kontroller kullanilarak morfolojik ¢aligsmalarla
desteklenmelidir.

iglem Prensibi

immiinohistokimyasal (IHK) boyama teknikleri, antijene ardisik olarak belirli bir antikorun uygulanmasi (birincil antikor), birincil antikora
ikincil bir antikorun uygulanmasi ve aralardaki yikama adimlari ile, antijenlerin kromojenik substratli bir enzim kompleksi yoluyla
gorsellestiriimesine olanak tanir. Kromojenin enzimle etkinlestiriimesi, antijen alaninda gézle gorulir bir tepkiye yol agar. Numune daha
sonra karsit boyanabilir ve lamelle &rtilebilir. Sonuglar bir 11k mikroskobu kullanilarak yorumlanir ve belirli bir antijen ile iligkili olabilecek
veya olmayabilecek patofizyolojik streglerin ayirici tanisina yardimci olur.

Clone

6A10

immiinojen

Insan EZH2 molekiiliniin N ucu bélgesinin bir kismina karsilik gelen prokaryotik rekombinant protein.

Ozgiilliik

Insan EZH2 (Zeste Homolog 2 Artirici (Drosophila)), (85 kD). Proteinin A ve B izoformlarinin ortak bélgesi.

Reaktif Bilesimi

NCL-L-EZH2, prezervatif olarak sodyum azit igeren supernatant bir likit doku kaltaridar.

Ig Sinifi
1gG1

Toplam Protein Konsantrasyonu

1,0-8,0 g/l Lota 6zgli toplam protein konsantrasyonu igin flakon etiketine bagvurun.

Antikor Konsantrasyonu
ELISA tarafindan belirlendigi gibi 20 mg/L’ye esit veya bu dederden yiiksek. Seriye 6zgii Ig konsantrasyonu icin flakon etiketine bakin.

Kullanim Onerileri

Parafin kesitlerinde immiinohistokimya (bkz Metodoloji).parafin bdliimii Onerilen diliisyon: 25°C’de 30 dakika boyunca 1:200. Epitope
Retrieval Solution pH 6,0 RE7113, RE7114 veya RE7115 kullanarak is1 indiiklu epitop geri kazanimi. Bu, kilavuz olarak verilmistir ve
kullanicilar kendi optimal galisma seyreltilerini belirlemelidir.

Saklama ve Stabilite

2-8°C’de saklayin. Dondurmayin. Kullanimdan hemen sonra 2-8°C’ye geri alin. Flakon etiketinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin. Yukarida belirtilenler disinda saklama kosullari kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Numune Hazirlama
Parafine gémdilii doku kesitleri i¢in 6nerilen fiksatif %10 nétr tamponlanmis formalindir.

Uyarilar ve Onlemler

Bu reaktif hiicre kiltliri stipernatanindan hazirlanmistir. Biyolojik bir Grlin oldugundan, ellegleme sirasinda makul diizeyde dikkatli
olunmalidir.

Sodyum azitin molaritesi bu reaktifte 15 mM’dir. Sodyum azit icin Malzeme Guivenlik Bilgileri Formu (MSDS), talep lizerine
saglanmaktadir.

Olasi toksik bilesenlerin atilmasi ile ilgili yerel, bolgesel veya ulusal diizenlemelere bagvurun.

Fiksasyondan &nce ve sonra 6rnekler ve onlara maruz kalmis bitin materyaller, enfeksiyon yayabilecekmis gibi islem gérmelidir ve
gerekli 6nlemler alinarak atilmalidir." Reaktifleri higbir zaman agizla pipetlemeyin. Cildin ve mukoz membranlarin reaktifler ve érneklerle
temas etmesini 6nleyin. Reaktifler veya numuneler hassas bolgelere temas ederse bol miktarda suyla yikayin. Tibbi yardim isteyin.
Reaktiflerin mikrobiyel kontaminasyonunu minimuma indirin yoksa nonspesifik boyanmada bir artis olabilir.

Belirtilenler digindaki inkiibasyon sureleri veya sicakliklar hatali sonuglara yol agabilir. Bu tir degisiklikler kullanici tarafindan
dogrulanmahdir.

Kalite Kontrol

Kullanicinin laboratuvarinda doku isleme ve teknik islemlerdeki farklar sonuglarda 6nemli degiskenlige neden olabilir ve asagidaki
islemlere ek olarak diizenli sekilde tesis ici kontrollerin kullaniimasini gerektirir.

Kontroller, hasta numunesi/numuneleriyle ayni sekilde mimkiin oldugunca kisa sire icinde formalin fiksasyonlu, islenmis ve parafine
g6miill taze otopsi/biyopsi/cerrahi materyal olmalidir.
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Pozitif Doku Kontrolii

Dogru hazirlanmig dokulari ve uygun boyama tekniklerini belirtmek igin kullanihr.

Her boyama déngstinde her test kosulu setine bir pozitif doku kontroll dahil edilmelidir.

Zayif pozitif boyama yapilmis doku, optimal kalite kontrolli ve minér reaktif bozunma diizeylerini saptamak igin guiclii pozitif boyama
yapilmis dokudan daha uygundur.?

Onerilen pozitif kontrol dokusu bademciktir.

Eger pozitif doku kontroll pozitif boyanma géstermezse, test numunelerinin sonuglar gecersiz kabul edilmelidir.

Negatif Doku Kontrolii

Primer antikor tarafindan hedef antijenin etiketienmesinin spesifikligini dogrulamak igin, pozitif doku kontroliinden sonra incelenmelidir.
Onerilen negatif kontrol dokusu serebellumdur.

Alternatif olarak gogu doku kesitinde bulunan farkl hiicre tiplerinin gesitliligi siklikla negatif kontrol bélgeleri sunar ama bu durum
kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Eger varsa nonspesifik boyanmanin gérinimu genellikle diftizdur. Asin formalin fiksasyonlu dokulardan kesitlerde bag dokusunun
sporadik boyanmasi da gorilebilir. Boyanma sonuglarinin yorumlanmasi igin saglam hicreler kullanin. Nekrotik ve dejenere hiicreler
genellikle spesifik olmayan sekilde boyanir.® Proteinlerin veya substrat reaksiyon Griinlerinin immiinolojik olmayan baglanmasi nedeniyle
yanlis pozitif sonuglar gérilebilir. Bu sonuglar ayrica, kullanilan immiin-boyaya bagl olarak psédoperoksidaz (eritrositler), endojen
peroksidaz (sitokrom C) veya endojen biotin (6rn. karaciger, meme, beyin, bobrek) gibi endojen enzimlerden de kaynaklanabilir. Endojen
enzim aktivitesini veya nonspesifik enzim baglanmasini spesifik immunoreaktiviteden ayirmak igin ek hasta dokulari sirasiyla sadece
substrat kromojen veya enzim kompleksleri (avidin-biotin, streptavidin, etiketli polimer) ve substrat kromojen ile boyanabilir. Negatif doku
kontroliinde spesifik boyanma olusursa hasta numunelerinin sonuglari gecersiz kabul edilmelidir.

Negatif Reaktif Kontrolii
Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek ve antijen bolgesinde spesifik boyanmayi daha iyi yorumlayabilmek igin her hasta érnegi
kesitinde primer antikor yerine spesifik olmayan bir negatif reaktif kontroli kullanin.

Hasta Dokusu

NCL-L-EZH2 ile boyanmis hasta numunelerini en son inceleyin. Pozitif boyama yogunlugu, negatif reaktif kontroliintin spesifik olmayan
herhangi bir arka plan boyamasi baglaminda degerlendirilmelidir. Her imminohistokimyasal testle oldugu gibi negatif bir sonug
antijenin saptanmadigi anlamina gelir ve antijenin calisilan hiicrelerde/dokuda bulunmadigi anlamina gelmez. Gerekirse yalanci negatif
reaksiyonlari tanimlamak igin bir antikor paneli kullanin.

Ongbriilen Sonuglar

Normal Dokular

Klon 6A10 gesitli dokularin gekirdeklerinde (n=44) EZH2 antijeninin ifade edildigini saptamistir. Tonil, mide ve apandisitteki germinal
merkez lenfositlerde, ince bagirsak, kalin bagirsak, mide ve derideki bazal epitelde ekspresyon saptanmistir. Testisin seminifer
tubdllerinde de gliglii ekspresyon gorilmustir.

Anormal Dokular

Klon 6A10 prostat karsinomlari (5/11), meme karsinomlari (11/23), Hodgkin B hiicreli olmayan lenfomalar (11/11), Hodgkin
lenfomasindaki Reed-Sternberg hiicreleri (4/4), T hiicreli lenfomalar (1/2), gastrik karsinom (2/2), kolanjiyokarsinom (1/1), mesane
karsinomu (4/5), timoma (1/1), malign melanom (2/3), gesitli yerlerden skuamoz hiicreli karsinomlar (3/3), akciger timorleri (3/5),
yumurtalik timérleri (3/6), endometriyal timorler (3/3), kolonik karsinom (1/1), rabdomiyosarkom (2/2), karis germ huicresi timéra (1/1),
testis embriyonal timérti (1/1), desmoplastik tiimoér (1/1) ve adrenal onkositom (1/1) dahil olmak lizere gesitli anormal dokularinda
(n=120) gekirdeklerinde EZH2 antijeninin ifade edildigini saptadi.

NCL-L-EZH2 normal ve neoplastik dokularda EZH2 protein ekspresyonunun saptanmasi icin tavsiye edilir.

Genel Sinirlamalar

Immiinohistokimya; uygun reaktiflerin segimi, doku segimi, fiksasyonu ve islenmesi, IHC slaytinin hazirlanmasi ve boyama sonuglarinin
yorumlanmasi alanlarinda 6zel egitimden olusan, gok adimli bir diagnostik sirectir.

Doku boyama, boyama éncesinde dokunun kullanimina ve islenmesine baglidir. Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger dokular veya sivilarla kontaminasyon artefaktlara, antikor tutulmasina veya yalanci negatif
sonuglara yol agabilir. Tutarsiz sonuglar, fiksasyon ve gémme yontemlerindeki degisikliklerden ya da dokunun yapisindan kaynaklanan
duizensizliklerden kaynaklanabilir.*

Asir ya da tam olmayan karsit boyama, sonuglarin diizgiin yorumlanmasini olumsuz etkileyebilir.

Herhangi bir boyanmanin veya yoklugunun klinik yorumlamasi hastanin klinik dykisi ve diger tanisal testler baglaminda nitelikli bir
patoloji uzmani tarafindan degerlendirilmeli ve uygun kontroller kullanilarak morfolojik ¢alismalarla desteklenmelidir.

Leica Biosystems Newcastle Ltd'in antikorlari, belirtilen sekilde, 6zel fiksasyon gereklilikleriyle parafine gémdilii veya dondurulmus
kesitler tizerinde kullanilir. Ozellikle neoplazmlarda beklenmeyen antijen ekspresyonu olusabilir. Herhangi bir boyanmis doku kesitinin
klinik yorumu morfolojik analizi ve uygun kontrollerin degerlendirilmesini icermelidir.
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Is1 indiiklii Epitop Alim1 Tekniginden faydalamlarak Parafine
Gomiilmiis Dokuda Novocastra™ Antikorlar1 I¢in Immiinohistokimya
Yontemi.

Gereken ancak saglanmayan reaktifler

1. Immiinohistokimyada kullanilan standart géz(iciiler.

2. 50 mM Tris Tamponlu Salin (TBS) pH 7,6.

. Epitop Geri Kazanim Cozeltisi (bkz. Epitop Geri Kazanim Cozeltileri).
. Antikor seyreltici, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Gorintiileme sistemi, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 test), RE7150-K (500 test), RE7140-K (250 test) veya
RE7290-K (50 test).

6. Monte etme sollisyonu - Ureticinin 6nerdigi sekilde kullanin.

a b w

Gereken ancak saglanmayan ekipman

1. 25°C'ye ayarli inklibator.

2. Epitop geri kazanimi igin isitici cihaz: Su banyosu, buhar makinesi, basingh pisirici veya diger sicaklik kontrollii laboratuvar ekipmani.
3. Genel imminohistokimya laboratuvar ekipmani.

Epitop Geri Kazanim Gozeltileri (bkz. agagidakilerden birinin Kullanim Onerileri)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 ml

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

Surfaktan igeren sitrat bazli tampon

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Sdurfaktan icerek EDTA bazli tampon

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1L

Sdrfaktan igerek Tirs/EDTA bazli tampon

Metodoloji

Kullanicilar, bu yontemi uygulamadan 6nce, immiinohistokimya teknikleri konusunda gerekli egitimi almig olmalidir.
Antikorlar igin optimal dillisyonlari kullanicilarin kendileri belirlemelidir. Aksi belirtiimedikge tiim adimlar oda sicakliginda (25°C)
gerceklestirilir.

Epitop Geri Kazanimi

Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 veya RE7122'de kullanim igin litfen talimatlar
izleyin.

Goriintiileme

Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 test), RE7150-K (500 test), RE7140-K (250 test) veya RE7290-K'de (50 test)
kullanim igin litfen talimatlari izleyin.

Onceki Sayiya Gore Degisiklikler
Gegerli degildir.

Yayin Tarihi
23 Nisan 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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TeyHOo MUIIIe MOHOKJIOHAJIHO AHTUTI0 Novocastra™
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Kox na nponykra: NCL-L-EZH2

MNpenHa3HayeHne

3a ynompeba nipu in vitro duaeHocmuka.

MpoaykTbT NCL-L-EZH2 e npegHasHaveH 3a ka4eCcTBEHO MAeHTUdMLMpaHe NOCPEACTBOM ONTUYHA MUKPOCKONUS Ha monekynn EZH2
(Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)) B napacmHoBu cpeaun. KnuHuyHaTta uHTeprnpertaums Ha BCsIKO OLIBETSIBaHE WUNW HeroBaTa
nunca crnepsa Aa 6bae AoMbIIHEHA OT MOPGONONMYHN NPOYYBaHUSA C MOMOLLTA Ha MOAXOASILLM KOHTPONK 1 TpsiGBa [a ce oLeHsiBa B
KOHTEKCTa Ha KNMMHUYHATa UCTOPUS Ha MauMeHTa 1 Apyr AUarHoCTUYHW N3CreaBaHus OT KBanuuLmpaH naTorior.

anHLWIH Ha npoueayparta

TexHUKUTE Ha MMyHOXMCTOXUMKUYHO (IHC) ouBeTsiBaHe NO3BONSBAT BU3yanu3aums Ha aHTUreHU Ype3 NoCneaoBaTenHoO NpUNoxXeHue
Ha CneunUYHO aHTUTSNO Ha aHTUreHa (MbPBUYHO aHTUTSINO), BTOPUMHO @HTUTSANO Ha MbPBUYHOTO AHTUTSINIO U EH3UMEH KOMMIIEKC

C XPOMOTeHeH cy6CTpaT, C MeXAUHHM CTHIKKU Ha NpoMUBaHe. EH3UMHOTO akTUBMpaHe Ha XpOMOreHa BOAW 10 BUAUM peaKLMOHEH
NPOAYKT Ha MSICTOTO Ha aHTUreHa. Criefi ToBa MOXeE [ia Ce Harpasu KOHTPAOLBETSIBAHE Ha CMECUMEHA W [ia Ce NOCTaBW MOKPUBHO
CTbKNO. Pe3ynTatute ce MHTEPNPETUPAT C U3MOM3BaHe Ha ONTUYEH MUKPOCKOM U Ca B NOMOLL, Npu AudepeHupantara AuarHocTuka Ha
naToK3VNONOr1YH1 NPOLIECH, KOUTO MOXE A Ca WK Aa He Ca CBbP3aHW C ONpEeAerieH aHTUreH.

KnoHuHr
6A10

WmyHoreH
TpoKapUOTEH PEKOMBUHAHTEH NPOTENH, CLOTBETCTBALL Ha Asin OT N-TepMUHaneH [oMeH Ha yoselukata EZH2 monekyna.

CneuudmyHocT
Yoselwkun EZH2 (nogobputen Ha Zeste xomoror 2 (Drosophila), (85 kD). PervoH, 061y Ha naogopmu A 1 B Ha npotenHa.

CbcTaB Ha peareHTa
NCL-L-EZH2 e cynepHaTaHTHa TEYHOCT OT TbKaHHa KynTypa, cbabpxalla 15 mM HaTpueB asuj KaTo KOHCEpPBaHT.

MmyHorno6ynuHoB knac
1gG1

O6Lwa KOHLeHTPaLUUA Ha NPOTenH
1,0 — 8,0 g/L. BuxTe eTuketa Ha chnakoHa OTHOCHO crneluduyHaTa 3a napTuaarta KoHUeHTpauus Ha obLL NpoTemnH.

KOHueHTpaLWIH Ha aHTUTena
Mo-Bucoka nnu pasHa Ha 20 mg/L, kakTo e onpeaenexo ot ELISA. BuxTe eTukeTa Ha bnakoHa OTHOCHO crieLmduyHaTa 3a naptuaara
KOHLIEHTPaLMsA Ha UMYHOrMOBYnnH.

MNpenopbku 3a ynotpeba

MmyHoxuctoxumust (B MeToaonorus) sbpxy napacuHosu cpeau. Mpeanoxenue 3a paspexaade: 1:200 3a 30 MUHYTU npun
Temnepartypa 25 °C. TepMUYHO UHAYLMPaHO U3BMNMYaHe Ha enuTon, usnonaeaiku Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113, RE7114
nnn RE7115. ToBa e AafeHo KaTo ykasdaHue, kato notpebutenute Tpsabea camu Aa onpeaensaTt TexHn cobCTBeHN onTumaniun pabotHu
paspexaaHus.

CbxpaHeHue U cTabunHoct

CbxpaHsiBaiiTe npu Temnepatypa 2 — 8 °C. He 3ampassiBaiiTe. [la ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8 °C BegHara cneq ynotpeba. [la He ce
13M0n3Ba Crief CPoKa Ha roAHOCT, OTGEeNs3aH BbPXY eTvKeTa Ha chnakoHa. [pyri yCroBus Ha CbXpaHeHUe, OCBEH NOCOYEHUTE No-rope,
TpsibBa Aa GbaaT NpoBEpeHU OT NoTpebuTens.

MoaroTroBka Ha cnecUMeHn
MpenopbunTenHUAT drKcupall pasTBop e HeyTpaneH bydeprpar dopmanut 10% 3a TbkaHHK Cpean, BrpafeHn B napaduH.

MpepynpexaeHus n npeanasHn Mepku

Toszmn peareHT € NpUroTBeH OT CyNnepHaTaHT OT KNeTb4YHa Kyntypa. Tobi kaTo e BronornyeH NPOAYKT, HEOSXO[J,I/IMO € NoBULIEHO BHUMaHne
npu pabota c Hero.

MonapHocTTa Ha HaTpueBwsi a3ua B To3n peareHT e 15 mM. Mpu nouckeaHe e Hanuue MHOPMaLMOHeH NUCT 3a Be3onacHocT Ha
matepuanute (MSDS) 3a HaTpueBwus a3ug,.

KOHCyJ'ITVIpEVITe cec [beﬂepEJ'IHVITe, AbPXKABHUTE NN MECTHUTE pEernameHT OTHOCHO U3XBBPIIAHETO Ha NOTEHUNaNHO TOKCUYHN
KOMMOHEHTH.

Bcuukm cnecumenmn npeaun v cneg (bIAKCaLLIAFI, KaKTo 1 BCUYKM MaTepuanu, N3noxeHn Ha T4ax, TpHGBa Aa ce TpeTmpar KaTto Bb3MOXHN
NpeHoCUTENM Ha MHPEKLMS 1 Aa Ce U3XBBPIIST, KaTo ce B3eMaT NpaBuHW NpeanasHy Mepku.! Hyukora He nuneTupaiTe peareHTu ¢ ycra
1 n3bareanTe KOHTaKT Ha Koxata u nvraBuuuTe C peareHTn U CnecuMeHun. I'Ipw KOHTaKT Ha peareHTu unun cnecuMmeHu ¢ 4yBCTBUTENHU
30HM U3MUIATE 30HUTE C OBUTHO KONUYECTBO BOAa. ﬂOT'preTe MeaunUnHCKa NOMOLL.

CBe)K/ZLaIZTe A0 MUHUMYM MMKpOﬁHaTa KOHTaMunHauua Ha peareHtute, B NpoTuBeH CJ'IyHaIZ MOXe [a Ce NnosiBu yBernv4yaBaHe Ha
HecneunnYHOTO oLBeTABaHe.
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MHKyﬁaLlVIOHHM BpemMeHa unun tTemneparypu, pasnuyHn ot nocoyYeHnTe, Morat ja Aosenart Ao rpeLluHn pesyntatn. Bcuukmn I'IO,C[OﬁHVI
npomeHu Tpsibea Aa 6baaT Banuaupaxu ot notpebutens.

KauectBeH KOHTpOnN

Pasnuuusita B 06paboTkata Ha TbkaHUTe 1 TexHUYeckuTe npoliedypu B nabopatopusita Ha notpebuTens mMorat ga aoseaat Ao
3HAYMTErNHO BapupaHe Ha pe3ynTaTuTe, Hanarallo PefoBHO N3BbPLUBAHE HA BbTPELLEH KOHTPOI B AOMbIHEHNE KbM CreAHNUTe
npoLleaypu.

KoHTponuTe TpsibBa Aa ca CBeXW CnecuMeHu, B3eTu Mo Bpeme Ha ayToncus/Guoncus/onepauus, hukcupasu BbB hopmaruH,
o6paboTeHun 1 BrpageHn B napadrHOB BOCHK, Bb3MOXHO Halt-6bp30, Mo CbLUMA HA4YMH KaTo npoba(Ta) Ha nauueHTa(uTe).

Mo3uTuBHa TbKaHHa KOHTpona

WM3nonsga ce, 3a fa ce nokaxar NpaBUITHO NPUTOTBEHM TbKaHW M NPaBUITHN TEXHUKN Ha OLBETSBaHe.

E[J,Ha NO3UTUBHA TbKaHHa KOHTpona TpﬂsBE Aa 6'b,Cle BKIKOYEeHa 3a BCEKU CEeT C TECTOBW YCIIOBUA MPU BCAKa cepus I'IpO6VI 3a
ouBeTsaBaHe.

TbkaH cbec cnabo No3MTUBHO ouBeTsiBaHe e no-nogxoasiua ot TbKaH CbC CUITHO NO3UTUBHO OLIBETSABaHE 3a onTuMarneH Ka4yecTBeH
KOHTPOI 1 3a OTKpMBaHe Ha Mo-Markv HMBa Ha Aerpagaumsa Ha peareHTa?

ﬂpenoprMTenHaTa Nno3nTMBHA TbKaHHa KOHTpoOna e cnueuua.

Ako nosuTMBHaTa TbkaHHa KOHTpOna He rnokassa No3nTUBHO OLBETABaHe, pe3yntatute OT CnecMMeHuTe, BKINYeH B TecTa, TpﬂﬁBa Aa
Ce cuuTaT 3a HeBanuaHu.

HeratneHa TbKaHHa KOHTpona

TpsbBa na ce uacneasa cref NO3UTUBHaTa ThkaHHa KOHTPONa, 3a [la ce npoBepy crneuundnyHocTTa Ha 6enssBaHeTo Ha TapreTHUs!
aHTUreH OT MbPBUYHOTO AHTUTSMO.

MpenopbunTenHarta TbkaH 3a HeraTMBHa KOHTPOMNa € MarnkusiT MO3bK.

AnTepHaTBHO, pa3HoObpa3neTo OT pasnn4HU BUAOBE KIETKW, NPUCHCTBALLM B MOBEYETO ThKaHHM CPe3u, YecTo npeanara mecra 3a
HeraTuBHa KOHTpora, Ho ToBa TpsibBa Aa ce NpoBepu OT noTpebutens.

HecneumnduyHoTo oLBeTsBaHe, ako NPUCHLCTBA, 0BUKHOBEHO e Andy3HO Ha Buz. CropagnyHo OLBETSBAHE Ha CbeaAnHUTENHa

TbkaH MOXe [a ce Habrogasa 1 B 4acTu OT NPEKOMEPHO (PUKCUpaH BbB hopManuH TbkaHu. /3nonasaiTe MHTAKTHW KNETKW 3a
VHTeprpeTaums Ha pesyntatute OT oLBeTsIBaHeTO. HekpoTuuHUTE Unu AereHepupanvTe KneTky YeCTo ce OLBEeTSABaT HecneumduyHo.?
Moxe fa ce BUAAT HEBEPHM NO3UTUBHU pesynTaTi nopaan HeMMYHONOMVYHO CBbP3BaHe Ha MPOTENHU U peakLMOHHU NPOayKTN

Ha cybeTpata. Te Moxe Aja ca NPUHUHEHN U OT EHAOTEHHM EH3VMU, KaTo HanpyUMep rnceBaonepokcuaasa (epUTpoLmTH), eHAoreHHa
nepokcuaasa (umtoxpom C) unu eHpgoreHeH 6UOTUH (Hanp. YepeH Apob, repaa, Mo3bk, Gb6pek) B 3aBUCUMOCT OT TUNa Ha U3MNON3BaHOTO
MMYHHO oLBeTsiBaHe. 3a AudepeHLUmpaHe Ha eHOoreHHa eH3MMHa aKTUBHOCT UM HeCneLMMUYHO eH3UMHO CBbp3BaHe OT cneuuduiHa
MMYHHa PeaKkTUBHOCT €KCKIy3MBHO MOXE [ja Ce OLBETAT AOMbLIHUTENHN ThKaHM OT NaLyeHTa, CbOTBETHO CbC CybCTpaT-XpoMoreH

UMW C EH3UMHM KOMMIEKCH (aBUAVH-BUOTUH, CTPENnTaBUAMH, MapKvupaH nonmMep) n cy6cTpaT-xpoMoreH. AKo ce NosiBU cneLmguyHo
oLBeTsIBaHe B HEraTMBHaTa TbkaHHa KOHTPONa, Pe3ynTaTuTe OT CeCUMEHWTE Ha NauueHTUTe TpsibBa a ce cunTaT 3a HeBanuaH.

HeraTuBHa KOHTpoOna Ha peareHTa

W3nonaeaite Hecneu,wqqua HeratMBHa KOHTpPONa Ha peareHTa, BMeCTO MbPBUYHOTO aHTUTANO, CbC CPe3 OT BCEKN CNecUMeH Ha
nauuveHTa, 3a Oa ce Hanpasu OLeHKa Ha HeCI'IeLLMdJMqHOTO ouBeTsaABaHe U fa ce Aage no—noﬁpa nHTEepnpeTauma Ha CI'IeL[I/I(*)IA“IHOTO
ouBeTsiBaHe Ha MACTOTO Ha aHTUreHa.

TBbKaH OoT naumneHTa

Wacnepnpaiite cnecrmeHnTe Ha nauveHTy, ousetenn nocneaHo ¢ NCL-L-EZH2. HacuteHocTTa Ha NO3WTUBHOTO OLiBETSBaHe TpsibBa
Aaa 6‘bﬂe OLeHeHa B KOHTeKCTa Ha BCAKO HeCI‘IELlMd)VI‘-lHO dDOHOBO OuBeTABaHe Ha HeraTMBHaTa KOHTPOsa Ha peareHTa. KakTto npn
BCEKN MMYHOXUCTOXUMUYEH TECT, e4UH OTpULaTeneH pe3ynTtat o3Ha4yaBa, Y€ aHTUreHbT He € OTKPUT, a He Ye aHTUreHbT OTCbCTBa

B aHanusunpaHite KneTku/TbkaH. Ako ce Hanara, n3nonseanTe naHen ot aHTUTena 3a quHmcbmuMpaHe Ha d)anumao oTpuuaTenHun
peakuunu.

OyakBaHu pe3yntatu

Hopmanhuu Tbkanm

KnonuHr 6A10 oTkpuBa aHTUreHa EZH2, ekcnpecvpaH B sgpaTa Ha peavua Tbkanu (n=44). Ekcnpecus ce oTkpusa B TMMAOLMTU Ha
3apOAMLLIHM LEHTPOBE B CIIMBULIMTE, CTOMaxa 1 anexaukca; 6asanHus enuten Ha TbHKUTE YepBa, Aebenoto Yepso, CTOMaxa u koxara.
CunHa ekcnpecus ce 3abensspa CbLUO U NPpY CEMEHHUTE KaHamnn Ha TecTucuTe.

ABHOPMHM TbKaHu

KnonuHr 6A10 oTkpuBa aHTureHa EZH2 B sgpoTto Ha peanua abHOpMHM TbkaHu (n=120), BKNIOYUTENHO KapLMHOMM Ha npocTaTtarta
(5/11), kapumHomm Ha repaata (11/23), HexopxkkHOBM B-kneTbyHn numdomu (11/11), knetkn Ha Puiia-LLiepHBepr B numdom Ha
XomxKkuH (4/4), T-kneTbyeH numdom (1/2), cTomMallHn KapumHOMU (2/2), xonaxruokapumHom (1/1), KapUuUMHOM Ha MUKOYHUS MeXyp
(4/5), Tumom (1/1), 3nokavecTBeH MenaHom (2/3), NNOCKOKNETbLYHM KapLMHOMKM OT pasnuyHu MecTa (3/3), Tymopu Ha 6envsi fpo6 (3/5),
oBapwuanHu Tymopwm (3/6), Tymopu Ha eHgomeTpuyma (3/3), kapumHoMu Ha o6oaHoTo Yepso (1/1), pabgomuocapkomu (2/2), cmeceH
TyMOPp Ha 3apoauiHuTe kneTku (1/1), TecTukynapeH embpuoHaneH Tymop (1/1), aeamonnactuyeH Tymop (1/1) u agpeHaneH oHKOLMTOM
(1/1).

NponykrbT NCL-L-EZH2 ce npenopb4Ba 3a n3nonsBaHe NPy OTKPUBAHETO Ha ekcnpecuATa Ha nporeuH EZH2 B Hopmanhu u
HEeonnacTUYHU ThKaHWU.
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O6Wwu orpaHnyeHus

VIMYHOXMCTOXMMUSITA € MHOTOCTBMKOB AWArHOCTUYEH NPOLIEC, KOUTO C& CCTOM OT CreLmanuanpaHo obyyeHne 3a n3Gop Ha NoaXoasLLn
peareHTy, n36op Ha TbkaHu, dukcaums 1 obpaboTtka, noarotoska Ha IHC NPeAMETHO CTHKIO U UHTEPNPETaLUs Ha pe3ynTaTuTe ot
OLIBETSIBAHETO.

TbkaHHOTO oLBeTsIBaHe 3aByucy OT GopaBeHeTo C ThkaHTa U HeliHaTa o6paboTka npeaw ouBeTsBaHeTo. HenpaBunHata dukcaums,
3ampassBaHe, paampassiBaHe, NPOMMBaHe, U3CyLlaBaHe, 3aTonnsHe, CPsI3BaHe UMM KOHTaMUHALMSTA C APYrW TbKaHU UK TEYHOCTN
MOXe Aa NPpUYMHK NosiBa Ha apTedakTy, GriokupaHe Ha aHTUTenaTta unu aniumeo oTpULATENHU pesynTaTu. HecboTBeTCTBaLLMTE
pesynTati MOXe Aa Ce AbIiKaT Ha BapuaLuy B METOANTE Ha (PUKCALWS 1 BrpaxaaHe Unu Ha npuchLua HeperynsipHoCT B TbkaHTa.*
MpeKkoMepHOTO UNN HEMbBITHO KOHTPAOLIBETSIBAHE MOXE [a MOMpeyun Ha NpaBunHaTa MHTeprpeTauus Ha pesynTtartuTe.

KnuHuyHaTa nHTepnpetaums Ha BCSIKO OLBETSIBaHE UMW Heroeata nunca cneaga Aa Gbe AonmbiHEHa OT MOPMONOrNyHI NPOyYBaHUS C
NOMOLLTa Ha MOAXOASLLM KOHTPOMNK 1 TpsibBa fja Ce OLEHsIBa B KOHTEKCTA Ha KIMHWYHATa UCTOPUS Ha NauveHTa u Apyrv ANarHoCTUYHN
M3CNeaBaHNs OT KBanuduLmMpaH naTornor.

AHTtuTenata ot Leica Biosystems Newcastle Ltd ca npeaHasHayern 3a ynotpeba, kakTo e ykasaHo, BbpXy 3aMpaseHu Unv BrpageHn B
napacuH Cpesun CbC CneLmdrUyiHU N3NCKBaHUS 3a ukcaumus. Bb3MOXHO € fa HacTbNN Heo4YakBaHa aHTUreHHa ekcrpecusi, 0Co6eHo npu
Heonnasmu. KnuHniHata MHTeprnpeTaums Ha BCEKM OLIBETEH TbKaHEH Cpes TpsibBa Aa BKIIOUBa MOPONONMYEH aHann3 1 oLeHkata Ha
NOAXOASLM KOHTPOIN.
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W3meHeHUA Ha npeAuLLIHO U3aaHue
He e npunoxumo.

JJ,aTa Ha u3gaBaHe
01 Hoemspu 2018
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NMyHOXHCTOXHMHYHA METOL0JI0T U 32 aHTHTea Novocastra™ BbpXy
BIPajieHH B Napa(uH ThbKaHHU, U3M0JI3BANKH TEXHUKATA 32 TEPMHUYHO
HHAYIHPAHO U3BJINYAHE HA ENUTOIL.

Heo6xoaumu, HO HenpeaocTaBeHU peareHTy

1. CTaHaapTHY pa3TBOPUTENW, U3NON3BaHN C UMYHOXCTOXMMUSATA.

2. 50 mM TpomeTamuH-6ycepupaH uanonornyeH pasrsop (TBS) pH 7,6.

. Pa3tBop 3a usBnuyaHe Ha enuton (BX. C. Pa3TBopu 3a U3BnuyaHe Ha enuTon).

W

. Paspenwuten 3a aHtutena, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Cucrema 3a Busyanuaauus, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 Tecrta), RE7150-K (500 Tecta), RE7140-K (250
Tecta) unu RE7290-K (50 Tecta).

6. MMKpOCKOI’ICKV] npenapart — n3nonssante cnopea npenopbKnTe Ha NnponussoguTens.

o

Heobxoanmo, Ho HenpepgocTaBeHO 06opyABaHe
1. WHkybaTop, HacTpoeH Ha Temnepatypa 25°C.

2. 3arpsiBaly ypes 3a U3BMMYAHE Ha enuTON: BOAHA BaHa, N3NapuTer, Cbf 3a 3arpsisaHe Nof, HansraHe unu gpyro naboparopHo
obopyaBaHe ¢ KOHTPoONMpaHa Temneparypa.

3. OBLLO UMYHNXMCTOXMMUYHO NnabopaTopHo obopyaBaHe.

Pa3TBOopM 3a n3BnuyaHe Ha enuton (BX. Mpenopbku 3a ynotpe6a 3a eanH oT cregHuTe)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 mL Ba3supaH Ha uuTpart Bydep, cbabpxall MOBbPXHOCTHO

aKTUBHO BeLleCTBO

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (rotoB 3a ynotpebta)
1L

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L

BaavpaH Ha eTuneHaMaMuHTETpaoLeTHa KucenuHa

RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (rotoe 3a ynotpeba) Bychep, ChAbPXKALL NOBLPXHOCTHO aKTUBHO BELLECTEO

1L

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L BasupaH Ha TpoMeTamuH-GycbepupaH duanonoruyeH

RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (rotos 3a ynotpe6a) pa3TBOp/eTUNeHaaMUHTETpaoLeTHa kiucenHa Gydep,

1L CbAbpXalLll MOBbPXHOCTHO aKTUBHO BELLECTBO
MeTtogonorusi

I'Ipe.qu npunaraHeTo Ha Ta3u metoagonorus no1'pe6u1'enuTe TpﬂsBa Aa 6bpar oﬁyquu 3a UMYHOXUCTOXUMUYHUTE TEXHUKW.

I'I0Tpe6MTenv|Te TpﬂﬁBa Aa onpegenat onTuManHuTe pa3TBopu 3a aHTUTena. OcBeH ako He e YyKasaHo Apyro, BCUYKU CTbIMNKN ce
M3BBLPLUBAT MpU CTallHa Temnepatypa (25 ‘C).

W3BnunyaHe Ha enuton

Mons, cnepBaiiTe MHCTpyKUMKTe 3a ynoTpeba B Pa3tBopu 3a usenunyaHe Ha enuton RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118,
RE7119 nrm RE7122.

Busyanusauna

Mons, cnefpaiite nHCTpykumnTe 3a ynotpeba B Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tecta), RE7150-K (500 TecTta),
RE7140-K (250 tecta) unn RE7290-K (50 Tecta).

W3meHeHUs Ha NpeauLIHO U3aaHue
He e npunoxumo.

ﬂaTa Ha u3gaBaHe
23 anpun 2008 r. (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ folyékony egér monoklonalis antitest
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Termékkod: NCL-L-EZH2

Alkalmazasi teriilet

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

Az NCL-L-EZH2 az EZH2 (Zeste-homolég 2 enhancer (Drosophila)) molekulak fénymikroszképpal végzett kvalitativ azonositasara
szolgal paraffinos metszetekben. Minden festédés meglétének vagy hianyanak klinikai értelmezését morfoldgiai vizsgalatokkal és
megfeleld kontrollokkal kell kiegésziteni, valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok
figyelembevételével, képzett patologusnak kell elvégeznie.

Az eljaras elve

Az immunhisztokémiai (immunohistochemical, IHC) megfestési technikak az antigén elleni specifikus antitest (elsédleges antitest),

az elsédleges antitest elleni masodlagos antitest és egy enzim kromogén szubsztrattal alkotott komplexének egymas utan kévetkezd
alkalmazasan keresztil, kdzbeiktatott mosasi Iépések mellett lehetévé teszik az antigének megjelenitését. A kromogén enzimaktivalasa
lathato reakcioterméket eredményez az antigén helyén. Ezutan a minta kontrasztfesthet6 és lefedhetd. Az eredmények fénymikroszkop
hasznalataval értelmezhetdék, majd segitségil hasznalhatdk a patofizioldgias folyamatok differencialdiagnézisa soran, amely folyamatok
az esetek egy részében konkrét antigénhez kapcsolédnak.

Klon
6A10

Immunogén

A human EZH2 molekula N-terminalis domén egy szakaszanak megfeleld prokariota eredetli rekombinans fehérje.
Specificitas

Human EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). A fehérje A és B izoformaiban kozos régio.

A reagens Osszetétele

Az NCL-L-EZH2 tartésitészerként 15 mM natrium-azidot tartalmazé folyékony szévetkultura feliiluszo.
Ig-osztaly

19G1

Osszfehérje-koncentracio -

1,0-8,0 g/l. A sarzsspecifikus 6sszfehérje-koncentraciot lasd az tiveg cimkéjén.

Antitest-koncentracio
Legalabb 20 mg/l az ELISA altal meghatarozottak szerint. A sarzsspecifikus Ig-koncentraciot lasd az tiveg cimkéjén.

Felhasznalasi javaslatok

Immunhisztokémia (lasd Médszer) paraffinos metszeteken. Javasolt higitas: 1:200, 30 percen at, 25 °C-on. Héindukalt epitopfeltaras
Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113, RE7114 vagy RE7115 alkalmazasaval. Az adatok csak utmutatasul szolgalnak, a
felhasznaléknak kell meghatarozniuk sajat optimalis munkaoldataikat.

Tarolas és stabilitas
2-8 °C-on tarolando. Tilos fagyasztani. Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2-8 °C kozotti hémérsékletre. Ne hasznalja az tveg
cimkéjén feltlintetett lejarati datum utan. A fentiekben eldirtaktol eltérd tarolasi feltételeket a felhasznalonak ellendriznie kell.

A mintak el6készitése
A javasolt fixaloszer a paraffinba agyazott szévetmetszeteknél 10%-os, semleges pufferolast formalin.

Figyelmeztetések és 6vintézkedések

Ez a reagens a sejtkultura felliliszéjabol késziilt. Mivel biologiai termék, kezelésekor észszer( koriltekintéssel kell eljarni.

A reagensben 1évé natrium-azid molaritadsa 15 mM. A natrium-azidra vonatkozé anyagbiztonsagi adatlapot (Material Safety Data Sheet,
MSDS) igény esetén rendelkezésre bocsatjuk.

Minden potencidlisan toxikus 6sszetevé artalmatlanitasaval kapcsolatban kdvesse a szovetségi, allami és helyi eléirasokat.

A mintékat fixalas el6tt és utan, valamint a vellk érintkezé 6sszes anyagot fertézések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriiltekintéssel kell artalmatlanitani.” Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba keriilje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terilettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az érintett
terlletet. Forduljon orvoshoz.

Minimalisra kell csokkenteni a reagensek mikrobialis szennyezddését, kilonben megndvekedhet a nem specifikus festédés.

A megadottaktdl eltérd inkubacios idék és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalénak minden ilyen jellegti
valtoztatast validalnia kell.

Minéség-ellenérzés
A felhasznalo laboratériumaban alkalmazott szévetfeldolgozasi és technikai eljarasok eltérései jelentds kiilonbséget okozhatnak az
eredményekben, ami az alabbi eljarasokon tul belsé kontrollok rendszeres futtatasat teszi sziikkségessé.

EZH2-L-CE
Page 54



Kontrollként friss boncolasi/biopszias/sebészeti mintakat kell hasznalni, amelyeket a leheté leghamarabb a betegmintakkal megegyezé
modon kell formalinban fixalni, feldolgozni és paraffinviaszba agyazni.

Pozitiv szovetkontroll

A megfelel6 szovet-elkészités és festési technikak ellendrzésére hasznalatos.

Minden tesztelési korlilményegylttes esetében és minden megfestési sorozatban kell alkalmazni egy pozitiv szévetkontrollt.

A gyengén pozitiv festédésii szovet alkalmasabb az erésebben pozitiv festédésl szévetnél az optimalis minéség-ellenérzéshez,
valamint a kismértékii reagensbomlas észleléséhez.?

A javasolt pozitiv kontrollszdvet a tonsilla.

Ha a pozitiv szévetkontroll nem mutat pozitiv festédést, a vizsgalt mintak eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ szévetkontroll

A pozitiv szévetkontroll utan azért kell megvizsgalni, hogy a vizsgalt antigén elsédleges antitest segitségével torténd jeldlésének
specificitasat ellendrizni lehessen.

A javasolt negativ kontrollszvet a kisagy.

Ezenkivil a legtobb szévetmetszetben jelen 1évé kiilonbdz6 sejttipusok gyakran hasznalhaték negativ kontrollként, de ezeket a
felhasznalonak kell ellendriznie.

Ha van nem specifikus festédés, az rendszerint diffiz megjelenésii. A formalinban tulfixalt szévetekbdl szarmazé metszeteknél a
kotészovet szorvanyos festédése is megfigyelhetd. A festési eredmények értelmezésére ép sejteket hasznaljon. A nekrotizalt vagy
degeneralodott sejtek gyakran nem specifikusan festédnek meg.® A fehérjék vagy a szubsztrat reakcidtermékeinek nem immunolégiai
kétédése miatt alpozitiv eredmények jelentkezhetnek. Okozhatjék ezt olyan endogén enzimek is, mint a pszeudoperoxidaz (eritrocitak),
endogén peroxidaz (citokrom C), illetve endogén biotin (pl. maj, mell, agy, vese), az alkalmazott immunmegfestés tipusatol fliggéen. Az
endogén enzim aktivitdsanak vagy az enzimek nem specifikus kétédésének a specifikus immunreakciotél valé megkilonboztetésére
tovabbi betegszdvetek festhetdk kizardlag szubsztrat—kromogén oldattal vagy enzimkomplexekkel (avidin-biotin, sztreptavidin, jel6lt
polimer) és szubsztrat-kromogénnel. Ha a negativ szévetkontroll specifikus festédést mutat, a betegmintak eredményeit érvénytelennek
kell tekinteni.

Negativ reagenskontroll
A nem specifikus festédés kiértékeléséhez és az antigén helyén létrejovo specifikus festédés jobb értelmezéséhez minden betegminta
esetén egy metszeten alkalmazzon az elsédleges antitest helyett nem specifikus negativ reagenskontrollt.

Betegszdvet

Az NCL-L-EZH2 reagenssel festett betegmintakat vizsgalja meg utolséként. A pozitiv festédés intenzitasat a negativ reagenskontroll
esetleges nem specifikus hattérfestédésének viszonylataban értékelje. Mint minden immunhisztokémiai vizsgalatnal, a negativ
eredmény azt jelenti, hogy az antigén nem volt kimutathaté, nem pedig azt, hogy az antigén nem volt jelen a vizsgalt sejtekben/
szovetben. Sziikség esetén az alnegativ reakciok azonositasara hasznaljon antitestpanelt.

Varhaté eredmények
Normal szévetek

A BA10 klén kiilonb6zd szovetek (n = 44) sejtjeinek sejtmagjaban detektalta az expresszalt EZH2 antigént. Expresszié volt
medgfigyelhetd a csirakdzponti limfocitakban a tonsillaban, a gyomorban és a féregnyulvanyban, valamint a vékonybél, a vastagbél, a
gyomor és a bér bazalis epitéliumaban. Erés expresszié volt lathaté a herecsatornacskakban.

Koros szbvetek

A BA10 kldn kilonféle kéros szdvetekben (n = 120) mutatta ki a sejtmagban expresszalt EZH2 antigént, beleértve az alabbiakat:
prosztata-karcinomak (5/11), emlékarcinémak (11/23), non-Hodgkin B-sejtes limfomak (11/11), Hodgkin-limféma Reed-Sternberg-
sejtjei (4/4), T-sejtes limféma (1/2), gyomor-karcinémak (2/2), kolangiokarcinéma (1/1), hugyhoélyag-karcinomak (4/5), timéma (1/1),
malignus melanéma (2/3), kiilénbozé helyeken eléforduld laphamsejtes karcinomak (3/3), tidédaganatok (3/5), petefészek-daganatok
(3/6), endometrium-daganatok (3/3), vastagbél-karcindma (1/1), rabdomioszarkéma (2/2), kevert csirasejtes daganat (1/1), embrionalis
heredaganat (1/1), dezmoplasztikus daganat (1/1) és mellékvese-onkocitéma (1/1).
Az NCL-L-EZH2 az EZH2 fehérjeexpresszi6 ktalasara ajanl észsé 8

Altalanos korlatozasok

Az immunhisztokémia tobb lépésbdl allé diagnosztikai folyamat, amely a kdvetkezoket foglalja magaban: specialis képzés alapjan a
megfelel6 reagensek kivalasztasa; a szovetek kivalasztasa, fixalasa és feldolgozasa; az IHC targylemez el6készitése; és a festési
eredmények értelmezése.

A szovet festédése fligg a szovet festés elotti kezelésétdl és feldolgozasatol. A nem megfeleld fixalas, a fagyasztas, olvasztas, mosas,
szaritds, melegités, metszetkészités, illetve a mas szdvetekkel vagy folyadékokkal torténé szennyezés miitermékeket, az antitestek
befogasat, illetve alnegativ eredményeket okozhat. Ellentmondd eredményekhez vezethetnek a fixalasi vagy beagyazasi modszerek
eltérései, illetve a szovet eredendé rendellenességei.

A tulzott vagy hianyos kontrasztfestés ronthatja az eredmények megfeleld értelmezését.

Minden festédés meglétének vagy hianyanak klinikai értelmezését morfologiai vizsgalatokkal és megfelel6 kontrollokkal kell kiegésziteni,
valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett patologusnak kell
elvégeznie.

A Leica Biosystems Newcastle Ltd altal biztositott antitestek specifikus fixalasi kovetelmények mellett, az utasitadsoknak megfeleléen
fagyasztott vagy paraffinba agyazott metszeteken torténd felhasznalasra szolgalnak. ldénként varatlan antigén-expresszié fordulhat eld,
kuléndsen daganatok esetében. Barmely festett szovetmetszet klinikai értelmezéséhez morfoldgiai elemzést is kell végezni, és ki kell
értékelni a megfelel6 kontrollokat.
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. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a
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Modositasok az el6z6 valtozathoz képest
Nem alkalmazhato.

Kiadas datuma
01 november 2018
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A Novocastra™ antitestek paraffinba agyazott szoveten torténé
felhasznalasanak immunhisztokémiai moédszere hoindukalt
epitopfeltarassal.

Sziikséges, de nem biztositott reagensek

1. Az immunhisztokémiaban alkalmazott standard oldészerek.

2. 50 mM tris-pufferelt sooldat (Tris-buffered saline, TBS), pH 7,6.

. Epitopfeltaré oldat (lasd C. Epitopfeltard oldatok).

. Antitesthigitd, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Megijelenité rendszer: Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests),
illetve RE7290-K (50 tests).

6. Fedbanyag — a gyarto javaslatanak megfeleléen hasznalando.

a bW

Sziikséges, de nem biztositott felszerelés

1. 25 °C-ra bedllitott inkubator.

2. Melegitd készllék az epitopfeltarashoz: vizfiirds, g6zol6, kukta vagy egyéb szabalyozott hémérsékletli laboratoriumi eszkoz.
3. Altalanos immunhisztokémiai laboratériumi felszerelés.

Epitépfeltaré oldatok (lasd Felhasznalasi javaslatok az adott oldat esetében)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 |

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 mL

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1|

Felliletaktiv anyagot tartalmazd, citratalapu puffer

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 |
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1|

Fellletaktiv anyagot tartalmazé, EDTA-alapu puffer

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 |
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 |

Felliletaktiv anyagot tartalmazd, trisslEDTA-alapu puffer

Moédszertan

A modszer végrehajtasa el6tt a felhasznaloknak képzésben kell részesiilniiik az immunhisztokémiai médszerekkel
kapcsolatban.

A felhasznaloknak kell meghatarozniuk az optimalis antitesthigitasokat. Ha nincs masként feltiintetve, minden 1épést
szobahémérsékleten (25 °C) kell végrehajtani.

Epitépfeltaras

Kévesse az RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119, illetve RE7122 szamu epitopfeltard oldatok hasznalati utmutatéjat.
Megjelenités

Kévesse a Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests), illetve RE7290-K
(50 tests) hasznalati utmutatojat.

El6z6 kiadas médositasai

Nem alkalmazhato.

Kiadas id6pontja

2008. aprilis 23. (CE-protokoll/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticorp monoclonal lichid de soarece
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Cod produs: NCL-L-EZH2

Utilizare prevazuta

Pentru diagnosticare in vitro.

NCL-L-EZH2 este destinat identificarii calitative, prin intermediul microscopiei optice, a moleculelor de EZH2 (Intensificator al Omologului
Zeste 2 (Drosophila)) in sectiunile de parafina. Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei acesteia trebuie completata cu
studii morfologice utilizand controale adecvate si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor
teste de diagnosticare efectuate de catre un patolog calificat.

Principiul de procedura

Tehnicile de colorare imunohistochimica (IHC) permit vizualizarea antigenilor prin aplicarea secventiala a unui anumit anticorp pe antigen
(anticorp primar), a unui anticorp secundar pe anticorpul primar si a unui complex enzimatic cu un substrat cromogen, cu etape de
spalare intercalate. Activarea enzimatica a cromogenului duce la un produs de reactie vizibil la locul aplicarii antigenului. Specimenul
poate fi apoi contracolorat si acoperit cu lameld. Rezultatele sunt interpretate folosind un microscop optic si ajuta la diagnosticul
diferential al proceselor patofiziologice, care pot sau nu sa fie asociate cu un anumit antigen.

Clona
6A10

Imunogen
Proteina recombinanta procariotica corespunzand unei portiuni din domeniul N-terminus al moleculei EZH2 umane.

Specificitate
EZH2 uman (Potentiator pentru omologul Zeste 2 (Drosophila)), (85 kD). Regiune comuna pentru izoformele A si B ale proteinei.

Compozitia reactivului
NCL-L-EZH2 este un supernatant de cultura tisulara lichid, care contine 15 mM azida de sodiu drept conservant.

Clasalg
1gG1

Concentratie proteina totala n

1,0-8,0 g/l. Consultati eticheta flaconului pentru concentratia proteinelor totale specifica lotului.

Concentratie anticorpi
Mai mare sau egala cu 20 mg/L, asa cum este determinata prin ELISA. Consultati eticheta flaconului pentru concentratia Ig specifica
lotului.

Recomandari privind utilizarea

Imunohistochimie (a se Metodologie) pe sectiuni in parafina. Dilutie sugerata: 1:200 timp de 30 de minute la 25 °C. Recuperarea indusa
de calduré a epitopilor utilizand Solutie de recuperare a epitopilor pH 6,0 RE7113, RE7114 sau RE7115. Aceste informatii sunt furnizate
cu rol de indrumare, iar utilizatorii trebuie sa-si stabileasca singuri propriile dilutii de lucru optime.

Depozitare si stabilitate
A se depozita la 2—-8 °C. A nu se congela. A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare. A nu se utiliza dupa data expirarii indicata pe
eticheta flaconului. Alte conditii de depozitare decat cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator.

Pregatirea specimenului
Mediul de fixare recomandat este formalina tamponata neutru 10% pentru sectiunile de tesut incorporate in parafina.

Avertismente si precautii

Acest reactiv a fost pregatit din supernatantul culturii celulare. Intrucat este un produs biologic, trebuie s& se actioneze cu prudents
rezonabila la manipularea sa.

Molaritatea azidei de sodiu din acest reactiv este 15 mM. Fisa tehnica de securitate a materialului (FTSM) referitoare la azida de sodiu
este disponibila la cerere.

Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea la deseuri a oricaror componente cu potential
toxic.

Specimenele, fnainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul de
a transmite infectii si trebuie eliminate la deseuri luand mésurile de precautie adecvate.” Nu pipetati niciodata reactivii pe gura si evitati
contactul reactivilor si specimenelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau probele vin in contact cu suprafetele sensibile,
spalati cu apa din abundenta. Solicitati asistenta medicala.

Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a colorarii nespecifice.

Timpii sau temperaturile de incubatie care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice astfel de modificari trebuie
validate de catre utilizator.
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Controlul calitatii

Diferentele in ceea ce priveste procesarea tesutului si procedurile tehnice in laboratorul utilizatorului pot cauza o variabilitate
semnificativa a rezultatelor, necesitand efectuarea cu regularitate de controale interne, in plus fatad de urmatoarele proceduri.

Probele de control trebuie sa fie probe proaspete de autopsie/biopsie/chirurgicale, fixate in formalina, procesate si incorporate in ceara
de parafina cat mai curand posibil si in aceeasi maniera ca si probele pacientului.

Tesutul de control pozitiv

Folosit pentru a indica tesuturile pregatite corect si tehnicile de colorare adecvate.

O proba de tesut de control pozitiv trebuie sa fie inclusa pentru fiecare set de conditii de testare in fiecare etapa de colorare.

Un tesut cu colorare pozitiva slaba este mai adecvat decat un tesut cu colorare pozitiva puternica in vederea unui control optim al
calitatii si pentru a detecta nivelurile minore de degradare a reactivului.?

Tesutul de control pozitiv recomandat este de amigdale.

Daca tesutul de control pozitiv nu demonstreaza coloratia pozitiva, rezultatele obtinute cu acele probe de testare trebuie considerate
nevalide.

Tesutul de control negativ

Trebuie examinat dupa tesutul de control pozitiv pentru a verifica specificitatea informatiilor de etichetare ale antigenului tinta in functie
de anticorpul primar.

Tesutul de control negativ recomandat este cerebelul.

Ca alternativa, varietatea de tipuri diferite de celule prezente in majoritatea sectiunilor tisulare ofera frecvent locuri de control negativ, dar
acest lucru trebuie verificat de catre utilizator.

Coloratia nespecifica, daca este prezenta, are, de obicei, un aspect difuz. Coloratia sporadica a tesutului conjunctiv poate fi observata,
de asemenea, n sectiuni de tesuturi fixate in mod excesiv in formalina. Folositi celule intacte pentru interpretarea rezultatelor de
colorare. Celulele necrotice sau degenerate se coloreaza deseori intr-un mod nespecific.® Se pot observa rezultate fals pozitive ca
urmare a legarii non-imunologice a proteinelor sau produsilor de reactie ai substratului. Acestea pot fi cauzate, de asemenea, de
enzimele endogene precum pseudoperoxidaza (eritrocite), peroxidaza endogena (citocromul C) sau biotina endogena (de exemplu,
ficat, san, creier, rinichi), in functie de tipul de imunocoloratie folosit. Pentru a diferentia activitatea enzimelor endogene sau legarea
nespecifica a enzimelor de imunoreactivitatea specifica, pot fi colorate tesuturi suplimentare de la pacient numai cu substrat-cromogen
sau, respectiv, complexe enzimatice (avidina-biotina, streptavidina, polimer etichetat) si substrat-cromogen. in cazul in care coloratia
specifica are loc n tesutul de control negativ, rezultatele obtinute pe probele pacientului trebuie sa fie considerate nevalide.

Reactivul de control negativ

Folositi un reactiv de control negativ non-specific in locul anticorpului primar cu o sectiune din fiecare specimen al pacientului pentru a
evalua coloratia nespecifica si a permite o mai buna interpretare a colorérii specifice la situl antigenului.

Tesutul pacientului

Examinati specimenele pacientului colorate cu NCL-L-EZH2 ultimele. Intensitatea coloratiei pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei
coloratii de fond nespecifice a reactivului de control negativ. La fel ca in cazul oricarui test imunohistochimic, un rezultat negativ
fnseamna ca antigenul nu a fost detectat, si nu ca antigenul a fost absent in celulele/tesuturile analizate. Daca este necesar, folositi un
panel pentru anticorpi pentru identificarea reactiilor fals negative.

Rezultate asteptate

Tesuturi normale

Clona 6A10 a detectat antigenul EZH2 exprimat in nucleele unei varietdti de tesuturi (n=44). Expresia a fost detectata in limfocitele
centrului germinal din amigdald, stomac si apendice; epiteliul bazal din intestinul subtire, intestinul gros, stomac si piele. O expresie
puternica a fost de asemenea observata in tubulele seminifere din testicul.

Tesuturi anormale

Clona 6A10 a detectat antigenul EZH2 exprimat in nucleul unei varietati de tesuturi anormale (n=120) incluzand carcinoame de prostata
(5/11), carcinoame mamare (11/23), Limfoame Non-Hodgkin cu celule B (11/11), celule Reed-Sternberg in limfom Hodgkin (4/4),

limfom cu celule T (1/2), carcinom gastric (2/2), colangiocarcinom (1/1), carcinom al vezicii urinare (4/5), timom (1/1), melanom malign
(2/3), carcinoame cu celule scuamoase in diferite situri (3/3), tumori pulmonare (3/5), tumori ovariene (3/6), tumori endometriale (3/3),
carcinom colonic (1/1), rabdomiosarcom (2/2), tumoare mixta cu celule germinale (1/1), tumoare testiculara embrionala (1/1), tumoare
desmoplastica (1/1) si oncocitom suprarenal (1/1).

Limitari generale

Imunohistochimia este un proces de diagnostic cu mai multe etape, care consta din instruirea specializata in ceea ce priveste alegerea
reactivilor adecvati; alegerea, fixarea si procesarea tesutului; prepararea lamei IHC; si interpretarea rezultatelor de colorare.

Colorarea tisulara depinde de manipularea si procesarea tesutului inainte de colorare. Fixarea, congelarea, dezghetarea, spalarea,
uscarea, incalzirea, sectionarea necorespunzatoare sau contaminarea cu alte tesuturi ori fluide pot cauza artefacte, captura anticorpilor
sau rezultate fals negative. Rezultatele inconsecvente pot fi atribuite diferentelor in ceea ce priveste metodele de fixare si incorporare,
ori neregularitatilor inerente ale tesutului.*

Contracoloratia excesiva sau incompleta poate compromite interpretarea adecvata a rezultatelor.

Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei acesteia trebuie completata cu studii morfologice utilizand controale adecvate

si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de catre un
patolog calificat.

Anticorpii de la Leica Biosystems Newcastle Ltd sunt destinati utilizarii, conform indicatiilor, fie pe sectiuni congelate, fie pe sectiuni
incorporate in parafina cu cerinte de fixare specifice. Poate aparea exprimarea neasteptata a antigenului, in special in neoplasme.
Interpretarea clinica a oricarei sectiuni tisulare colorate trebuie sa includa analiza morfologica si evaluarea probelor de control adecvate.
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Nu este cazul.
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Metodologie imunohistochimica pentru Anticorpi Novocastra™pe
tesut incorporat in parafina utilizind tehnica de recuperare indusa de
cialdura a epitopilor.

Reactivi necesari care nu sunt insa furnizati

1. Solventi standard folositi in imunohistochimie.

2. Solutie salina tamponata cu trometamina (SSTT) 50 mM, pH 7,6.

. Solutie de recuperare a epitopilor (a se vedea C. Solutii de recuperare a epitopilor).

. Diluant pentru anticorpi, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Sistem de vizualizare, Novolink»Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 teste), RE7150-K (500 teste), RE7140-K (250 teste)
sau RE7290-K (50 teste).

6. Mediu de montare - a se utiliza conform recomandarilor producatorului.

a bW

Echipamente necesare care nu sunt insa furnizate
1. Incubator setat la 25 °C.

2. Dispozitiv de incalzire pentru recuperarea epitopilor: baie de apa, vas de aburi, vas sub presiune sau alte echipamente de laborator
cu temperatura controlata.

3. Echipament de laborator general pentru imunohistochimie.

Solutii de recuperare a epitopilor (a se vedea Recomandari de utilizare pentru una din urmatoarele)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 mL

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

Solutie tampon bazata pe citrat continand surfactant

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Solutie tampon bazata pe EDTA continand surfactant

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L Solutie tampon bazata pe Tris/EDTA continand
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L surfactant

Metodologie

nainte de a aplica aceasta metodologie, utilizatorii trebuie sa fie instruiti in ceea ce priveste tehnicile imunohistochimice.
Utilizatorii trebuie sa stabileasca dilutiile optime n functie de anticorpi. Daca nu se indica altfel, toate etapele se efectueaza la
temperatura camerei (25 °C).

Recuperarea epitopilor

Urmati instructiunile de utilizare pentru Solutii de recuperare a epitopilor, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 sau
RE7122.

Vizualizare

Urmati instructiunilor de utilizare pentru Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 teste), RE7150-K (500 teste), RE7140-K
(250 teste) sau RE7290-K (50 teste).

Amendamente la editia anterioara
Nu este cazul.

Data publicarii
23 aprilie 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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AKuakas popmMa MOHOKJIOHAIBHBIX AaHTUTE MbIIIA Novocastra™
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Koa nponykra: NCL-L-EZH2

HasHauyeHue

[ns duaeHocmuku in vitro

Mpenapat NCL-L-EZH2 npearasHaveH ans kauyectBeHHoro onpeaenexns monekyn EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))
B napach1HOBbIX CPE3ax MeTOOM CBETOBON MUKPOCKONUM. KnnHnyeckas nHTepnpeTaumns noboro okpalumsaH1s Unn ero oTcyTcTans
[nomkHa BbITb AononHeHa MopdOonornyeckumMmn NCCRNeAoBaHNAMM C HAAMEXaLLMMN KOHTPOMAMM 1 AOIDKHA ObITh OLleHeHa
KBaNUULMPOBAHHBLIM NaTONIONOM C YHeTOM aHaMHe3a NaLueHTa 1 Apyrix AUarHoCTUYECKIX TECTOB.

MpuHUUN meToaa

MMMyHOI'I/ICTOXMMW‘IeCKVIe (V”—X) MEeTObl OKpaluMBaHUA NO3BOJSIAIOT BU3yanu3npoBaTb aHTUMeHbl NyTeM nocrnegoBaTenibHoro
CBA3bIBAHUA cneumcbmqe(:Koro aHTuTena c aHTUreHom (nepBMque aHTMTeJ‘IO), BTOPWUYHOIro aHTuUTENa C NepBUYHbIM aHTUTENOM U
HepMEHTHOro KOMMNIeKCa C XPOMOreHHbIM cybcTpaTtom. Mexay aTUMu aTanamy BbINOMHAETCS NPOMEXyToYHasi MpoMblBka. PepmeHTHas
akTmBaumsa XxpomoreHa npuBoanT K 06paaoBaHmo BNAWMOrO NpoayKTa peakumn B MeCTe pacnosioXeHNA aHTureHa. Mocne atoro 06paSL|bI
MOXHO noAaBepratb KOHTPACTHOMY OKpPaLUMBAHUIO U 3aKITHOYUTbL NOA MOKPOBHYHO MIEHKY. MHTepI‘IpeTaLLIMO Pe3ynbTaTtoB BbINOMAHAKT No4
CBETOBbIM MUKPOCKOMOM W1 UCMOSMb3YOT ANA nmd)cbepeHumaanoﬁ ANarHoCTUKn naTOQ)MSMOJ‘IOI’MHeCKMX npoueccos, KOTOpble MOryT 6bITb
CBA3aHbl NN He CBA3aHbl C KOHKPETHbIM aHTUIEeHOM.

KnoH
6A10

MmmyHoreH
PeKoMOWHaHTHbIV Genok U3 NPOKapMOTUYECKUX KIETOK, COOTBETCTBYOLWMIA y4acTKy N-koHLeBoro foMmeHa EZH2-monekynbl Yenoseka.

CneuncpmyHoOCTb
EZH2-monekyna YenoBeka (3HxaHcep romornora 2 Zeste (aposoduna)) (85 k) Yuacrtok, obwumii Ans naodopm A u B atoro Genka.

CocTaB peakTuBa
NCL-L-EZH2 siBnsietcs cynepHaTaHTOM >WAKOW KynbTypbl TKAHEN, KOTOPbIN B KA4ECTBE KOHCEPBAHTA COLEPXKUT a3ng HaTpus B
KOHUEeHTpaumn 15 MM.

Knacc ummyHorno6ynuHoB
1gG1

O6was KoHUeHTpauus 6enka
1,0-8,0 r/n. Obwas koHUeHTpauus Genka B Kaxaoi napTum ykasaHa Ha TUKeTke driakoHa.

Kouueu'rpau,vm aHTuTena

He menee 20 mr/n npu namepenun metogom NPA. KoHueHTpaums uMMyHornobynvHa, CooTBETCTBYHOLLAs AaHHON Cepun, ykasdaHa Ha
aTUKeTKe hrakoHa.

PekomeHaauum no nNPpUMEHEeHur

VMMyHorucToxmmmus napacmHoBbIX cpe3oB (cmoTpuTe MeTogonorus)). Pekomerayemoe pa3seferue: 1: 200 B TeveHne 30 MUHYT
npu Temnepartype 25 °C. Tennosasi femMackvpoBka aMUTOMNOB € UCMOMNb30BaHUEM pacTBopa Afsi AeMackupoBaHUsi ANMTOMNOB
(Epitope Retrieval Solution), pH 6,0 RE7113, RE7114 unn RE7115. laHHas nHdopmaLmsi HOCUT pekoMeHAaTeNbHbIN XapakTep, 1
nonb30BaTensiM crieayeT CaMoCTOSTENbHO ONpeaensTh onTUManbHble paboune pasBeaeHus.

XpaHeHue u cTabunbHOCTL

XpaHnuTb npu Temnepatype 2—-8 °C. He 3amopaxwBaTb. [ocne ucnonb3oBaHus He3amMeanMTeNnbHO BEPHYTb Ha XpaHeHue npu
Temneparype 2-8 ‘C. He ucnonb3oBaTth Nocrne yka3aHHOW Ha 3TUKETKe hniakoHa AaTbl UCTEYEHUSI CPOKA FOAHOCTM. YCINOBUS XpaHEHUS],
OTNMYAIOLLMECS OT yKasaHHbIX BblLLE, AOMKHbI GbITb MPOBEPEHbI MOMb3oBaTenem.

MoaroroBka o6pasuoB
[insi npuroToBneHns 3anuTbix B napaduH cpe3os TkaHel pekomeHayetcs dukcaums B 10 % HenTpanbHom 3abydepeHHoM chopmaniHe.

MpepynpexaeHnsa n mepbl NPeAOCTOPOXHOCTU

OTOT peakTuB GbiN M3rOTOBNEH U3 CynepHaTaHTa KynbTypbl KneTok. Mpu obpalleHnn ¢ 3TM NPOAYKTOM, Kak 1 C ApyrimMn
6ronornyeckummn NpoaykTamu, creayet cobnogate pasyMHy0 OCTOPOXKHOCTb.

MonsipHOCTb a3nga HaTpusi B AaHHOM peakTuee cocTaensiet 15 MM. MacnopT 6e30nacHOCTU XMMUYECKOV NPOAYKLMM, COCTaBINEHHbI Ha
asna Hatpua, NpegoCTaBnAaAeTCcd no 3anpocy.

Mo BOMpocam ytunusaumu TN06bIX BO3MOXHO TOKCUYECKMX KOMMOHEHTOB BbINOMNHANTE TpeSOBaHI/Iﬂ cbenepaanblx, PervoHarsnbHbIX Unu
MECTHbIX HOPMATUBHbIX JJOKYMEHTOB.

C obpasuamu (40 1 nocne guKkcaLmmn) u BCEMU Matepuanamm, KOTopble HaXOASTCS NOf, UX BO3AECTBUEM, crieayeT obpallaTbes kak co
CnocobHbIMM K Nepefade MHGEKLMM 1 yTUNU3MpoBaThb, cobnogasi COOTBETCTBYIOLLME MePbI NPEeAOCTOPOXHOCTU.! Hukoraa He Habupaiite
peakTnBbl B NUNETKY PTOM U HE /:lOI'IyCKaVITe KOHTaKTa peakTuBoB 1 o6pa3uoa C KOXeW U crmancTbiMm obonoykamu. B Cly4Yae KOHTakTa
peakTnBoB uUnn oGpaauoa C YyBCTBUTEMbHBbIMU 30HaMN ﬂpOMOIZTe nx GOsbLUNM KONMYECTBOM BOAbI. OGpaTMTer 3a MeﬂI/ILLIAHCKOVI
MOMOLLIbHO.
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CBoauTe K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsi3HeHre peakT1BOB BO U3BGexaHne YCUneHust HecneLmguyeckoro okpallmBaHus.
WHKyBaums npu cpokax 1 TemnepaTtypax, OT/INYHBIX OT YKa3aHHbIX B MHCTPYKLMU, MOXET [aTh OWNGoYHbIe pesynbratbl. Jlobble
Nofo6HbLIE U3MEHEHWS AOIKHbI BbITb BANMAMPOBaHbI NOMb30BATENEM.

KoHTponb kayecTBa

Pasnuuuns B MeToaax 06p660TKVI TKaHEeW N TEXHUYECKUX npouefnypax, BbiNoNHAEMbIX B naﬁopaTopmm nonb3oBartend, MoryT NpuBecTu K
CyLLleCTBEHHOW BapnabenbHOCTU pe3ynbTaToB, B CBA3W C YeM TpebyeTcsi perynsipHoe BbIMOMHEHEe BHYTpUIabopaTopHbIX KOHTponen B
AONOrHeHWe K yKa3aHHbIM HKe npouenypam.

B kayecTBe KOHTpOMei crneayeT UCMosb30oBaTh CBEXME 06pasLibl, MOMyYeHHbIE NPU ayTorncum, GUONCcUK NN XMPyprudeckux npoueaypax,
UKcMpoBaHHbIe B chopmanuHe, obpaboTaHHble U Kak MOXHO CKOpee 3anuTble B NapaduH Tak e, kak Obinvm 06paboTaHbl NonyyeHHble
y naumeHToB o6pasLbl.

MonoxutenbHbIA KOHTPONb TKaHU

anMeHSleTCﬂ ANA NPOBEpPKM NPaBUITbHOCTU NOATOTOBKU TKaHen n METOLOB OKpalunBaHUA.

B Ka)K/ZLbII;i Haﬁop yCJ'IOBIMh TecTa Npu KaXXaoM LuKne okpalimBaHua cnefyet BKYaTb OAMH Cpe3 TKaHU AN NONOXUTENbHONo KOHTPOIs.
[Insi onTUMarbHOro KOHTPOIS Ka4ecTBa U OBGHaPYXEHWsi He3HauYUTENbHbLIX YPOBHEN Aerpafaunm peaktvea 6onee noaxoauT TkaHb co
cnabbiM NONOXUTENbHLIM OKpalinBaHueMm, Yem TKaHb C CUNbHbIM MONOXUTENBbHbIM OKpaLIJI/IBaHl/IeM.2

B kayecTBe NonoXxuTensHoro KOHTpONA peKkoMeHAyeTCs NCMOoNb30BaTh TKaHb MUHOAMNUH.

IMpy OTCYTCTBUM NONOKUTENBHOTO OKPALLMBAHMS TKaHM, UCTIONB3YOLLENCS B KAYECTBE MONOKMTENBHOMO KOHTPOS, peayrsTarbl,
nony4YeHHble C nccrnegyemoiMn 06paau.aM|/|, cyuTaroTes Hel:lel;lCTBVlTeJ'leblMI/l.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPOMb TKaHU

3TOT TecT HeO6XOAVMO BbIMOMHSATL NOCIIE MONOXUTENLHOTO KOHTPOIIS TKaHU Ars MPOBepKX CrelndUYHOCTU MEYEHNS LIeNeBoro
aHTUreHa nepBUYHLIM @HTUTENIOM.

B kayecTBe OTpULIATENBbHOrO KOHTPOMSH PEKOMEHAYETCS TKaHb MO3XeUKa.

Kpome Toro, pasHoobpasHble TUMbl KNETOK AN OTPULIATENbHOMO KOHTPOSIS MOXHO 4acTo HalnTW B GONbLUMHCTBE CPE30B TKaHEeN, OfHaKo
Takvie npenaparbl JOMMKHbI 6biTb NPOBEPEHbI NOMNb30BaTENEM.

Hecneunduyeckoe okpaluvBaHue, eCriv OHO MPUCYTCTBYET, 0ObIYHO BhITMAAUT Anddy3HbIM. B cpesax TkaHew, n3bbITo4HO
UKCMPOBAHHBIX (HOPMaNMHOM, MOXHO TaKKe WHOTAA YBUAETb OKpalUMBaHUE COEAUHUTENBHON TKaHWU. [ins uHTepnpeTtauum
pe3ynsTaToB OKPaLLMBAHWSA UCMOMNb3YITE UHTAKTHBIE KNETKWU. HekpoTn3npoBaHHbIe N paspyLueHHble KNeTKW 4acTo okpaluMBaTes
Hecneundmnyeckn.’ HenMmyHHoe CBsidbiBaHUe BENKOB UMK NPOAYKTOB peakLnn ¢ cy6CTpaToM MOXET NPUBECTH K JIOXKHOMOMOXUTENbHbIM
pesynbTatam. Takue e pesynbTaTbl MOryT GbiTh CBSi3aHbl C 9HAOTEHHLIMU (hepMeHTaMu, Hanpumep NceBaonepokcnaasoi (B
3apuUTpOLMTaX), BHAOTEHHON NepoKcKaasoit (LMToxpom C) Mnu SHAOreHHbIM GUOTUHOM (Hanpumep, B NeYeHW, MONOYHON Xenese,
rOMOBHOM MO3re UM MoYKe) B 3aBUCUMOCTY OT TUNa UCMOSNb30BAHHOTO UMMYHHOTO OKpaluMBaHus. YTobbl OTNNYNTL aKTUBHOCTb
3HAOreHHbIX PEPMEHTOB NN HecneLnbuyeckoe CBsi3biBaHNe (hEPMEHTOB OT CNeLMdUIeckon UMMYHOPEaKTUBHOCTU, MOXHO
BbIMOMHWTL OKpaLLVBaHWe AOMOMHNTENbHbIX TKaHel NaLneHTa UCKIIOUNTENbHO XPOMOreHHbIM Cy6CTpaToM i hepMEHTHbIMM
KoMMneKkcamm (aBUanH-BUOTVH, CTPenTaBUANH, MEYEHbI MONIMMEP) U XPOMOTEHHbIM CyBCTPaToM COOTBETCTBEHHO. [pu Hanuunmn
cneumduYeckoro okpallMBaH1s B OTpULIATENLHOM KOHTPOMe TKaHW pe3ynbTaTbl MCCrefoBaHNs NOSyHeHHbIX Y NaunMeHToB obpasLos
CUNTAIOTCS HeLeCTBUTENbHLIMU.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb peakTuBa

ﬂJ‘Iﬂ OUEHKM Hecneumcbmqecn(oro OKpalumBaHua n nquueVl WHTEepnpeTaunn cneumcbmqecn(oro OKpalimnBaHuA B 06bnacTu cea3biBaHNUA
aHTuUreHa, uccnenys cpesbl Kaxgoro 06paaua, B3ATOrO y nauyuneHTa, BMeCTO NepBUYHbIX aHTUTEN VICI'IOJ'IbayI;ITe peakTtus, cny)Kau.mﬁ B
KayecTBe Hecneumdamuecxoro OTpUUaTeNnbHOro KOHTPONs.

TKaHb, nony4yeHHas y nauueHTa

Wccnenyiite ob6pasuibl B3ATOM y NauMeHTa TkaHu, KoTopble okpalleHbl ¢ nomolubio NCL-L-EZH2, B nocneaHoto odepesp.
MHTEHCMBHOCTb MOMOXUTENBHOTO OKpaLLMBaHWS CriedyeT OLeHMBaTh C y4eToM Nio6oro Hecrneumgurieckoro (hoHOBOro okpallMBaHWs
oTpuLaTeNnbHOrO KOHTPONsi peakTvsa. Kak 1 npu mo6om MMMYyHOrMCTOXVMUYECKOM UCCTeLOBaHNM, OTPULIATENbHbIN Pe3ynbTaT o3HaYaeT
HeoBHapyeHue aHTUreHa, HO He ero OTCYTCTBME B UCCMeA0BaHHbIX KneTkax unm TkaHu. Mpu HeobGxoauMocTu cneayeT UCronb3oBaTh
naHenb aHTUTEN ANs BbISBIIEHNS NOXHOOTPULATENbHbBIX PeaKuuit.

Oxupaembie pe3ynbraTbl

HopmanbHble TkaHu

KnoH 6A10 oBHapyxun aHTureH EZH2, BbipaxeHHbIN B siApe KNeToK pasnuyHbix TkaHew (n=44). Qkcnpeccusi obHapyxwvna B
TNMMcOoLMTaX 3apofplLLeBbIX LIEHTpax B MUHAAIVHE, Xenyake W anneHankce; 6asanbHOro anuTenmnst B TOHKOM U TONICTOM KULLIEYHUKE,
xenyake u koxu. CrunbHas akcnpeccus Take Habrioganack B CeMABLIHOCALLMX TpyBoUKax andek.

MNaTtonornyecku sMeHeHHble TkaHW

KnoH 6A10 oBHapyxun aHTuren EZH2, BbipaxkeHHbIN B siApax KNeToK pas3nuyHbIX NaTonorvyecky N3MeHeHHbIX TkaHei (n=120), Bkrovas
KapuuHomy npoctatbl (5/11), kapuMHoMy MonouHou xenesbl (11/23), HexomxkuHeKyto B-numdouutapHyto numdomy (11/11), knetkm
Pua-LLitepH6epra B numcome XoaxkuHa (4/4), T-numdouuTapHyto numdomy (1/2), kapumuHomy xenyaka (2/2), xonaHrnokapLmHoMy
(1/1), kapumHOMy MOSIO4HOW xenesbl (4/5), Tumomy (1/1), 3noka4yecTBEHHY MenaHomy (2/3), NNOCKOKNETOUHYH KapLUMHOMY PasfinyHbIX
mecT (3/3), onyxonb nerkux (3/5), onyxonu auyHukos (3/6), onyxonu aHgometpus (3/3), kKapumHOMy TONCTOro kuwweyHuka (1/1),
pabpomuocapkomy (2/2), cMeLaHHyto onyxonb 3apoAbllleBbixX knetok (1/1), ambpuoHansHyto onyxonb suyek (1/1), gecmonnactuyeckyto
onyxonb (1/1) 1 oHkoUMTOMY HaanoYeyHuKos (1/1).

NCL-L-EZH) pekomeHayeTcsa ncnonb3oBaTh ANA o6HapyxeHus sakcnpeccun EZH
ONyXonbio TKaHAX.

oTenHa B OPOBLIX U MOPAXEHHbIX

O6LwwuMe orpaHuy4eHus

MIMMYHOTMCTOXMMMUYECKOE UCCNeA0BaHME SBMSIETCH MHOTOCTAAUMHBIM ANarHOCTUYECKAM NMPOLIECCOM, TPEOYIOLMM crieLyarnbHbIX
HaBbIKOB B BblibOpe Haanexalyux peakTvBoB; Bbibope, dukcaumm n obpaboTke TkaHel; npurotoBneHnn cpesa ¢ UIMX npenapatowm;
MHTeprpeTaLnn pe3ynsTaToB OKpaLLBaHNS.
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OKpaLLIIABaHMe TKaHel 3aBUCUT OT OﬁpaLLleHMFI C TKaHAMU N X OﬁpaﬁoTKOI;l nepen okpawimsaHuem. Henpaawanble npoueaypsbl
rKcauum, 3aMopaXnBaHUs, OTTanBaHUs, NPOMbIBKM, CYLLKW, HAarpeBsa, NPUroTOBMNEHNS CPe30B, a Takke 3arpsisHeHe ApYrumMn TKaHAMKU
NN XXUOKOCTAMU MOTYT NPUBOANTDL K apTEQJaKTaM, 3axeaTy aHTUTEN Unu JIOXKHOOTpULUaTeribHbIM pesyrbratam. ﬂpOTVIBOpe‘-WIBbIe
pe3ynbratbl MOryT 6bITe 06YCNOBNEHbI pasnMunaMn METOLOB (hMKCaLMN 1 3anmnBKY Npenapata Unm NpucyLLen TKaHsaM BHYTPEHHEN
HepaBHOMEPHOCTbO CprKTypr.4

UpeamepHoe nnn HernosHoe KOHTPaCTUPOBAHWNE MOXET HEraTUBHO OTPa3UTLCS HA TOYHOCTW MHTEPNPETaLMK PesynbLTaToB.
KnuHuueckas nHTepnpetauma no6oro OKpalunBaHUA Unu ero OTCyTCTBUA AOSDKHA BbITb AononHeHa MOpQ)OJ'IOI'VI‘-IeCKI/IMVI
nccrnefoBaHnAMU C HagnexalnMmm KOHTPONAMIN 1 OoIKHa ObITb oueHeHa KBaJ'IVId)VIL[VIpOBaHHbIM naToniorom ¢ y4eTomMm aHamHesa
nauueHTa n Apyrux AnarHoCTU4YeCcKnx Tectos.

M3rotoBneHHble komnanuen Leica Biosystems Newcastle Ltd aHTuTena npeaHasHaveHbl, kak ykasaHo Bbile, ANS NPUMEHeHNst

Ha 3aMOPOXKEHHbIX WIN 3aUThIX B NapaduH cpesax v TpeBytoT BbINOMHEHUS KOHKPETHBLIX TpeGoBaHui No dukcaumu. BoamoxHa
HenpeaBuaeHHaa KCNpeccus aHTureHa, 0COGEHHO B onyxonsax. KnuHuueckas WHTEepnpeTauns no6oro OKpaLUeHHOro cpesa TKaHu
AO0MKHa BKMYaTb MOpCbOJ'IOFI/NeCKMIZ aHanu3 1 oueHKy COOTBETCTBYHLLNX KOHTpOJ'IeVI.
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ﬂononHeva K npeabiayliemMy BbiMyCKy

He npumenunmo.

[aTa Bbinycka
01 Hosibpb 2018
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MeTtonnka MMMYHOTHCTOXUMHY€CKOT0 HCCIeI0BAHUS AaHTHTEJ
Novocastra™B 3aJMThIX B Iapa@uH TKAHAX ¢ HCI0Jb30BAHHEM
TEXHOJIOTMH TeNJI0BOM 1eMaCKUPOBKH MUTONA.

HeoGxoauMble peakTuBbI, He BXxoAsiLMe B KOMMNIIEKT NOCTaBKU

1. CTaHaapTHble pacTBOPUTENN, UCTMONb3YIOLLMECS B UMMYHOMMCTOXUMUYECKUX UCCTIEA0BaHUSX.

2. 50 MM Tpuc-6ydepHsiin conesoii pacteop (TBS), pH 7,6.

. PaCTBOp ANna AeMacknpoBaHUA aNUTONoB (CMOTpI/ITe pasgen «PaCTBOpr Ana gemMackupoBaHusa 3I1I/1TOI'IOB»).

W

. Pasbasutens aHtuten, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Cucrema Busyanusaumu, npeaHasHadeHHas ans getekumn nonumepos, Novolink™Polymer Detection Systems RE7280-K (1250
nccneposanuit), RE7150-K (500 nccneposanuin), RE7140-K (250 nccneposanwuin) unu RE7290-K (50 nccneposanui).

o

6. Cpepa Ans 3anveku NpenapatoBs: UCMOMNb3yiiTe B COOTBETCTBUN C peKOMEHAALMSIMI NPOUN3BOANTENS.

Heobxoanmoe o6opynoBaHue, He BXoasiliee B KOMMIIEKT MOCTaBKN
1. WHkybaTop, ycTaHOBMNEHHbIV Ha 25 °C.

2. YCTpOWUCTBa A HAarpeBaHusl, UCMOSb3YIOLLMECs NPU AEMACKUPOBAHWUN aHTUTeHOB: BOAsiHasi GaHsi, naoreHepaTtop, cKoposapka 1nm
1Hoe nabopaTopHoe 060pyfoBaHUe, CHaGKEHHOE PErynsaTOpOM TEMNEPATYPbI.

3. CraHpapTHoe nabopaTopHoe o6opyaoBaHue Ans UMMYHOTUCTOXMMUYECKUX UCCIEA0BaHMIA.

PaCTBOpr Ans AeMacKUMpoBKU anNUTonoB (CM. pekomMmeHgauun no Ncnonb30BaHUIO OQHOIo U3 CﬂeAYPOI.LIVIX)

PactBop ans aemackuposaHnus anutonos RE7113 Epitope Retrieval
Solution, pH 6, (10-kpaTHbI KOHUEHTpaT), 1 N

PactBop ans aemackuposaHnus anutonos RE7114 Epitope Retrieval Bydbep Ha ocHOBE NMUMOHHBIV KUCMOTbI, cogepxa-
Solution, pH 6, (10-kpaTHbIi kOHUEHTpaT), 500 Mn LuiA cypdpakTaHT

PactBop anst nemackuposaHnus anutornos RE7115 Epitope Retrieval
Solution, pH 6, (roToBbIl kK UCNONb3oBaHUIO peakTus), 1 n

PactBop ans aemackuposaHnus anutonos RE7116 Epitope Retrieval
Solution, pH 8, (10-kpaTHbI KOHUEHTpaT), 1 N Bychep Ha ocHoe EDTA, coaepxaluuii cypcak-

PacTsop ans Aemackuposanus anutonos RE7118 Epitope Retrieval | TaHT
Solution, pH 8, (roToBbI K Ucronb3oBaHUo peakTus), 1 n

PactBop anst aemackmposanus anutornos RE7119 Epitope Retrieval

Solution, pH 9, (10-kpaTHbI KOHUEHTpaT), 1 n Bycpep Ha ocose EDTA/Tris, copepxaLuuii

PacTBop Ans femackuposanus snutonos RE7122 Epitope Retrieval | CypdakTaHT
Solution, pH 9, (roToBbIf kK UConb3oBaHUo peakTus), 1 n

MeTtoguka

Mpexae YemM NPUMEHATL 3Ty METOAMKY, MONbL30BaTeNy AOMKHbI HAYy4YUTLCA NPOBOAUTE UMMYHOTMCTOXMMUYECKME
nccrnenoBaHus.

Monb3oBaTenu AOMKHbLI ONpefenuTb ONTUMarbHble pa3BeeHus npenapaToB aHTuTen. Ecnm He ykasaHo UHOe, BbIMOMHSITE BCe aTanbl
npv KOMHaTHou Temnepatype (25 C).

QeMaCKMQOBaHMe anuTona
MoxanyiicTa, cneaynTe MHCTPYKLMAM NO UCMONb30BaHMIO pacTBOPOB Ans Aemackuposanusa anutonos RE7113, RE7114, RE7115,
RE7116, RE7118, RE7119 unu RE7122.

Buayanusauus
MoxanyiicTa, cnegyniTe MHCTPYKLMSIM MO MCMoNb3oBaHmio cuctem Buayanusaumm Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250
nccneposanuin), RE7150-K (500 nccneposanuit), RE7140-K (250 nccneposanuin) unu RE7290-K (50 nccneposanuit).

[ononHeHus K npeabliayLwemMy BbinycKy
He npumennmo.

[arta Bbinycka
23 anpens 2008 r. (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Plynne mysie przeciwcialo monoklonalne Novocastra
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Kod produktu: NCL-L-EZH2

Przeznaczenie

Do diagnostyki in vitro.

Preparat NCL-L-EZH2 jest przeznaczony do jakos$ciowej identyfikacji za pomoca mikroskopii $wietinej czasteczek EZH2 (wzmacniacza
homologu zeste 2 (Drozofila)) w skrawkach parafinowych. Kliniczng interpretacje barwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami
morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby
pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.

Zasady postepowania

Metody barwienia immunohistochemicznego (IHC) umozliwiajg wizualizacje antygendw dzigki zastosowaniu — po kolei — swoistego
przeciwciata przeciwko antygenowi (przeciwciata pierwszorzedowego), przeciwciata drugorzedowego przeciwko przeciwciatu
pierwszorzedowemu i kompleksu enzymu z substratem chromogennym z etapami przemywania. Aktywacja enzymatyczna chromogenu
prowadzi do wytworzenia widocznego produktu reakcji w miejscu antygenu. Nastgpnie mozna wykonac¢ barwienie kontrastowe probki i
zakry¢ jg szkietkiem nakrywkowym. Wyniki sg interpretowane przy uzyciu mikroskopu $wietinego i pomagajg w diagnostyce réznicowe;j
procesow patofizjologicznych, ktére moga mie¢ zwigzek z okre$lonym antygenem.

Klon

6A10

Immunogen
Prokariotyczne biatko rekombinowane odpowiadajgce domenie N-koniec ludzkiej czgsteczki EZH2.

Swoistos¢
Ludzki EZH2 (Roztwdr wzmacniajacy Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Region wspolny dla izoform A i B biatka.

Sktad odczynnika
NCL-L-EZH2 jest ptynnym supernatantem hodowli tkankowej zakonserwowanym 15 mM azydku sodu.

Klasa Ig
1gG1

Catkowite stezenia biatka -

1,0-8,0 g/L. Catkowite stezenie biatka w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Stezenie przeciwciat
Wigksze lub réwne 20 mg/L oznaczone za pomoca testu ELISA. Stezenie Ig w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Zalecenia dotyczace stosowania

Badanie immunochemiczne (zob Metodologia) skrawkéw parafinowych. Sugerowane rozcienczenie: 1:200 przez 30 minut w
temperaturze 25 °C. Cieplne odmaskowywanie epitopu przy uzyciu roztworu Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113, RE7114 lub
RE7115. Te informacje stanowig jedynie wskazéwke — uzytkownicy powinni sami okresli¢ swoje optymalne rozcienczenie robocze.

Przechowywanie i trwatos¢

Przechowywac¢ w temperaturze 2—-8 °C. Nie zamrazaé. Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2—-8°C. Nie uzywac¢
po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie fiolki. Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji
uzytkownika.

Przygotowanie prébek
Zalecanym utrwalaczem jest 10-procentowa obojetna buforowana formalina do zatopionych w parafinie skrawkéw tkankowych.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Odczynnik zostat przygotowany z supernatantu hodowli tkankowej. Poniewaz jest to produkt biologiczny, podczas jego uzywania nalezy
zachowa¢ odpowiednie $rodki ostroznosci.

Stezenie molarne azydku sodu w tym odczynniku wynosi 15 mM. Karta charakterystyki azydku sodu jest udostgpniana na zgdanie.
Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowa¢ zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.

Proébki przed i po utrwaleniu oraz wszelkie materialy narazone na kontakt z nimi nalezy traktowac jak materiaty potencjalnie zakazne i
nalezy je utylizowa¢ z zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznosci.' Podczas pobierania pipetg nie wolno zasysa¢ odczynnikéw
ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skérg oraz btonami $luzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub prébek
ze szczegodlnie narazonymi miejscami przemyc¢ miejsce kontaktu duzg iloscig wody. Nalezy zasiegng¢ porady lekarza.

Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwigkszonego barwienia niespecyficznego.
Zastosowanie okresow inkubacji i temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowacé btedne wyniki. Wszelkie zmiany tego
typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Kontrola jakosci
Réznice w przetwarzaniu tkanek i procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga doprowadzi¢ do znacznej zmiennosci
wynikéw, co oznacza konieczno$¢ dodatkowego przeprowadzania regularnych kontroli wewnetrznych.
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Kontrole nalezy przeprowadzac¢ jak najszybciej na $wiezych prébkach z autopsji/biopsji/operaciji chirurgicznej utrwalonych,
przetworzonych i zatopionych w parafinie, takg samag metoda, jakg badane sg pobrane tkanki.

Tkankowa kontrola pozytywna

Stosowana w celu wskazania prawidtowo przygotowanych tkanek i prawidtowych technik barwienia.

W kazdej serii barwienia kazdy zestaw warunkéw testowych powinien uwzglednia¢ jedng tkankowg kontrole pozytywna.

Do optymalnej kontroli jakosci i do wykrywania niewielkich pozioméw degradacji odczynnikéw bardziej nadaje sig tkanka o stabym
barwieniu pozytywnym niz tkanka o silnym barwieniu pozytywnym.?

Tkankowa kontrola pozytywna powinna obejmowac¢ migdatek.

Jesli tkankowa kontrola pozytywna nie wykaze odpowiedniego barwienia pozytywnego, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach
pobranych od pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.

Tkankowa kontrola negatywna

Nalezy jg wykona¢ po tkankowej kontroli pozytywnej, aby sprawdzi¢ swoisto$¢ znakowania docelowego antygenu przez przeciwciato
pierwszorzedowe.

Tkankowa kontrola negatywna powinna obejmowa¢ mézdzek.

Ewentualnie tkankowa kontrola negatywna moze obejmowac rézne typy komérek obecne w wigkszosci skrawkéw tkankowych, jednak
powinno to zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Barwienie niespecyficzne, jezeli jest obecne, zwykle ma charakter rozproszony. Na skrawkach wykonanych z materiatu tkankowego
nadmiernie utrwalonego w formalinie mozna réwniez zaobserwowac¢ sporadyczne barwienie tkanki tgcznej. Do interpretaciji

wynikéw barwienia nalezy uzywac¢ nieuszkodzonych komoérek. Komérki martwicze lub zdegenerowane czesto powodujg barwienie
niespecyficzne.® Wyniki fatszywie pozytywne moga pojawi¢ si¢ w nastgpstwie nieimmunologicznego wigzania biatek lub wystgpowania
produktéw reakcji substratow. Moga by¢ réwniez spowodowane przez endogenne enzymy, takie jak pseudoperoksydaza (erytrocyty),
endogenna peroksydaza (cytochrom C) lub endogenna biotyna (np. watroba, piersi, mézg, nerki), w zaleznosci od zastosowanego
barwnika immunohistochemicznego. Aby odrézni¢ endogenng aktywnosé enzymatyczng lub niespecyficzne wigzanie enzymoéw od
swoistej immunoreaktywnosci, dodatkowe tkanki pacjenta moga by¢ barwione wytacznie substratem chromogenem lub kompleksem
enzymatycznych (awidyna-biotyna, streptawidyna, znakowany polimer) i substratem-chromogenem. Jesli w trakcie tkankowej kontroli
negatywnej nastgpi barwienie specyficzne, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach pobranych od pacjenta nalezy uzna¢ za
niewazne.

Negatywna kontrola odczynnika

Aby przeprowadzi¢ ocene barwienia niespecyficznego oraz umozliwi¢ lepszg interpretacje barwienia specyficznego na kazdym skrawku
z probki pobranej od pacjenta nalezy przeprowadzi¢ nieswoistg kontrole negatywng odczynnika w miejscu wigzania przeciwciata
pierwszorzedowego.

Tkanka pacjenta

Prébki pobrane od pacjenta barwione NCL-L-EZH2 nalezy badac¢ jako ostatnie. Intensywno$é¢ barwienia pozytywnego nalezy ocenia¢
w kontekscie ewentualnego barwienia niespecyficznego tta w negatywnej kontroli odczynnika. Tak jak we wszystkich innych badaniach
immunohistochemicznych wynik ujemny oznacza, ze antygen nie zostat wykryty, co jednak nie oznacza, Ze jest on nieobecny

w badanych komoérkach/tkankach. W razie koniecznosci do identyfikacji reakcji fatlszywie negatywnych nalezy wykorzystac panel
przeciwciat.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Klon 6A10 wykryt antygen EZH2 w jgdrach komoérek w réznych tkankach (n=44). Ekspresje wykryto w limfocytach o$rodkéw
rozmnazania w migdatkach, zotadku i wyrostku robaczkowym; nabtonku podstawnym w jelicie cienkim, jelicie grubym, zotadku i skérze.
Barwienie stwierdzono réwniez w kanalikach nasiennych jader.

Tkanki nieprawidtowe

Klon 6A10 wykryt antygen EZH2 ulegajgcy ekspresji w jadrze szeregu nieprawidtowych tkanek (n=120), w tym raki gruczotu krokowego
(5/11), raki sutka (11/23), chtoniaki nieziarnicze z limfocytéw B (11/11) , komoérki Reeda-Sternberga w chtoniaku Hodgkina (4/4),
chtoniaka z limfocytow T (1/2), raki zotagdka (2/2), raka drog zétciowych (1/1), raka pecherza moczowego (4/5), grasiczaka (1/1),
czerniaki ztosliwe (2/3), rak ptaskonabtonkowy w réznych lokalizacjach (3/3), guzy ptuc (3/5), guzy jajnika (3/6), guzy endometrium (3/3),
raka okreznicy (1/1), migsaki prgzkowanokomdrkowe (2/2), mieszanego guza zarodkowego (1/1), guza zarodkowego jadra (1/1), guza
desmoplastycznego (1/1) i oncocytome nadnerczy (1/1).

Zaleca sie stosowanie NCL-L-EZH2 do oceny ekspresji biatka EZH2 w tkankach prawidtowych i nowotworowych.

Ograniczenia ogéine

Badanie immunohistochemiczne to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktéry wymaga specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru
odpowiednich odczynnikéw i tkanek, utrwalania i przetwarzania tkanek, przygotowywania preparatéw immunohistochemicznych oraz
interpretacji wynikow barwienia.

Barwienie tkanek zalezy od postgpowania z tkanka i jej przetwarzania przed barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie,
rozmrazanie, przemywanie, suszenie, podgrzewanie, $cinanie skrawkoéw lub skazenie innymi tkankami lub ptynami moze powodowaé
artefakty, zatrzymywanie przeciwciat lub wyniki fatszywie negatywne. Niespdjne wyniki mogg wynika¢ z réznic w metodach utrwalania i
zatapiania lub nieprawidtowosci zwigzanej z tkankg.*

Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze negatywnie wptywaé¢ na wtasciwg interpretacje wynikow.

Kliniczng interpretacje barwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.
Przeciwciata firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd sg przeznaczone do badania skrawkéw zamrozonych lub zatopionych w parafinie,
ktére utrwalono zgodnie z okreslonymi wymogami. Moze wystapi¢ nieoczekiwana ekspresja antygenu, szczegélnie w przypadku
nowotworéw. Interpretacja kliniczna wybarwionych skrawkéw musi obejmowac analize morfologiczng oraz ocene przeprowadzong w
ramach odpowiednich kontroli.
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Zmiany wprowadzone do poprzedniego wydania
Nie dotyczy.

Data publikacji
01 listopada 2018
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Metodologia badan immunohistochemicznych wykorzystujacych
przeciwciala Novocastra™ do badania tkanek zatopionych w parafinie
technika cieplnego odmaskowywania epitopow.

Odczynniki wymagane, lecz niedostarczane

1. Standardowe rozpuszczalniki stosowane w immunohistochemii.

2. 50 mM roztworu soli fizjologicznej buforowanego odczynnikiem Tris (TBS) pH 7.6.
. Epitope Retrieval Solution (zob.: C. Roztwory do odmaskowywania epitopu).

W

. Rozcienczalnik do przeciwciat, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. System wizualizacji, Novolink™Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 testéw), RE7150-K (500 testéw), RE7140-K (250 testow)
lub RE7290-K (50 testow).

6. Srodek do zamykania preparatéw mikroskopowych - uzy¢ zgodnie z zaleceniami producenta.

o

Sprzet wymagany, lecz niedostarczany
1. Inkubator ustawiony na 25°C.

2. Urzadzenie grzewcze do odmaskowywania epitopu: taznia wodna, parowar, szybkowar lub inne urzadzenie laboratoryjne z
kontrolowang temperaturg.

3. Ogodlne wyposazenie laboratorium immunohistochemicznego.

Roztwory do odmaskowywania epitopu (zob. Zalecenia dotyczace stosowania dla jednego z ponizszych)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 |

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) Bufor na bazie cytrynianu zawierajacy srodek po-
500 ml wierzchniowo czynny

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1|

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 | Bufor na bazie EDTA zawierajacy $rodek powierzch-

RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1| niowo czynny
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 | Bufor na bazie Tris/EDTA zawierajacy $rodek po-
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 | wierzchniowo czynny

Metodologia

Przed przystapieniem do dziatan w ramach niniejszej metodologii uzytkownik powinien zosta¢ przeszkolony w zakresie technik
immunohistochemicznych.

Uzytkownicy powinni okresli¢ optymalne rozciericzenia dla przeciwciat. O ile nie wskazano inaczej, wszystkie etapy nalezy
przeprowadzac w temperaturze pokojowej (25 °C).

Odmaskowywanie epitopu

Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg stosowania dotgczong do roztworéw Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115,
RE7116, RE7118, RE7119 lub RE7122.

Wizualizacja

Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg stosowania dotgczong do Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 testéw),
RE7150-K (500 testow), RE7140-K (250 testow) lub RE7290-K (50 testow).

Zmiany wprowadzone do poprzedniego wydania
Nie dotyczy.

Data publikaciji
23 kwietnia 2008 r. (CEprotocol/HTAUT + Novolink).
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Tekoce miSje monoklonsko protitelo Novocastra™
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Koda izdelka: NCL-L-EZH2

Predvidena uporaba

Za diagnosti¢no uporabo in vitro.

Izdelek NCL-L-EZH2 je namenjen za kvalitativno identifikacijo molekul EZH2 (ojacevalca homologa Zeste 2 (Drosophila)) v parafinskih
rezinah s pomocjo svetlobne mikroskopije. Kliniéno razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske Studije
ustreznih kontrolnih vzorcey, ki jih v okviru klinicne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Nacelo postopka

Imunohistokemijske (IHC) tehnike barvanja omogo¢ajo vizualizacijo antigenov z izvajanjem zaporednega nanosa - z vmesnimi koraki
izpiranja - specificnega protitelesa na antigen (primarno protitelo), sekundarnega protitelesa na primarno protitelo in encimskega
kompleksa s kromogenim substratom. Encimska aktivacija kromogena povzro¢i vidno reakcijo izdelka na mestu antigena. Tak vzorec
lahko nato nasprotno barvamo in pokrijemo s krovnim stekelcem. Rezultate nato obdelamo s pomocjo svetlobnega mikroskopa in jih
uporabimo pri diferencialni diagnozi patolo$ko-fizioloSkih procesov, ki so morda povezani z dolo¢enim antigenom ali pa tudi ne.

Klon
6A10

Imunogen
Prokariontski rekombinantni protein, ki ustreza delu N-terminalne domene molekule ¢loveskega EZH2.

Specificnost
Cloveski EZH2 (ojatevalec homologa Zeste 2 (Drosophila)), (85 kD). Regija, ki je skupna izoformama A in B proteina.

Sestava reagenta
NCL-L-EZH2 je teko€inski supernatant kulture tkiva in vsebuje 15 mM natrijev azid kot konzervans.

Razred Ig
1gG1

Skupna koncentracija beljakovin

1,0-8,0 g/I. Skupna koncentracija beljakovin v dolo¢eni seriji je navedena na oznaki na viali.

Koncentracija protiteles
Visja ali enaka 20 mg/l, kot doloca test ELISA. Za specificno koncentracijo Ig v seriji glejte oznako na viali.

Priporocila za uporabo

Imunohistokemija (glejte Metodologija) parafinskih rezin. Predlagano red&enje: 1:200, 30 minut pri 25 °C. Toplotno pridobivanje epitopa
z raztopino Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113, RE7114 ali RE7115. To so samo smernice; uporabniki naj pois¢ejo svoje lastne
najbolj u¢inkovite delovne razred¢ine.

Shranjevanje in stabilnost
Hraniti pri temperaturi 2-8 °C. Ne zamrzuijte. Takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2—8 °C. Ne uporabljajte po datumu izteka roka
uporabnosti, ki je naveden na oznaki na viali. Uporabnik naj preveri pogoje shranjevanja, ki se razlikujejo od zgoraj navedenih.

Priprava vzorcev
Priporo¢ena fiksirna raztopina je 10-% formalin v nevtralnem pufru za tkivne rezine, vstavljene v parafin.

Opozorila in previdnostni ukrepi

Vir priprave tega reagenta je supernatant celi¢ne kulture. Ker je to bioloski izdelek, je treba z njim ravnati z ustrezno skrbnostjo.
Molarnost natrijevega azida v tem reagentu je 15 mM. Varnostni list za natrijev azid je na voljo na zahtevo.

Sledite zveznim, drzavnim ali lokalnim predpisom za odstranjevanje katerih koli morebitno strupenih sestavin.

Z vzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so prisli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe, in pri
njihovem odstranjevanju slediti ustreznim previdnostnim ukrepom. Nikoli ne pipetirajte reagentov skozi usta; pazite, da reagenti in vzorci
ne pridejo v stik s koZo in sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z ob&utljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poiggite zdravnigko
pomoc.

Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzro¢i nespecifiéno barvanje.

Ce uporabite ¢as ali temperature inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napaéne rezultate. Uporabnik mora validirati
morebitne spremembe.

Kontrola kakovosti

Razlike pri obdelavi tkiva in tehni¢nih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precej$nje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole ucinkovitosti poleg spodaj navedenih postopkov.

Kontrolni vzorci morajo biti svezi vzorci, pridobljeni z obdukcijo/biopsijo/kirurskim posegom, fiksirani s formalinom, obdelani in shranjeni v
parafinskem vosku kakor hitro je mogoce ter na isti nacin, kot vzorci bolnikov.
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Pozitivni kontrolni vzorci tkiva

Uporabite jih za opredelitev pravilno pripravljenih tkiv in ustreznih tehnik barvanja.

Pri vsakem postopku barvanja morate vsakemu sklopu preizkusnih pogojev dodati en pozitiven kontrolni vzorec tkiva.

Za kar najboljSo kontrolo kakovosti in bolj$e zaznavanje manjsih stopenj razkroja reagenta je bolj primerno uporabiti tkivo s Sibkim
pozitivnim obarvanjem kot tkivo z mo¢nim pozitivnim obarvanjem.?

Za pozitivni kontrolni vzorec tkiva priporo¢amo tkivo tonzil.

Ce pozitivni kontrolni vzorci tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, morate rezultate preizkusnih vzorcev zavredi kot neveljavne.

Negativni kontrolni vzorci tkiva

Pregledati jih morate po pregledu pozitivnih kontrolnih vzorcev tkiva, da preverite specificnost oznake cilinega antigena glede na
primarno protitelo.

Za negativni kontrolni vzorec tkiva priporo¢amo tkivo malih mozganov.

Drugace pa se kot negativni kontrolni vzorci pogosto uporablja vrsta razliénih celic, ki so prisotne v vecini rezin tkiv, vendar pa mora tako
uporabo preveriti uporabnik.

Nespecificno barvanje, ¢e je prisotno, je obi¢ajno razprseno. Opazite lahko tudi posamicno obarvanje vezivnega tkiva v rezinah tkiv, kot
posledica premoc¢nega fiksiranja s formalinom. Za razlago rezultatov obarvanja uporabite nespremenjene celice. Obarvanje nekroti¢nih
ali degeneriranih celic je pogosto nespecificno.® Lazno pozitivni rezultati se lahko pojavijo zaradi ne-imunolo$ke vezave proteinov ali
produktov reakcije substrata. Povzrocijo jih lahko tudi endogeni encimi, kot so psevdoperoksidaza (eritrociti), endogena peroksidaza
(citokromni C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, moZgani, ledvice), odvisno od vrste uporabljenega imunskega barvila. Za razlikovanje
med endogensko aktivnostjo encimov ali nespecifiéno vezavo encimov zaradi specificne imunske reaktivnosti, lahko barvate dodatna
tkiva bolnika izklju¢no ali s kromogenskim substratom ali encimskimi kompleksi (avidin-biotin, streptavidin, oznaceni polimer) in
kromogenskim substratom. Ce pride do specifiénega obarvanja negativnih kontrolnih vzorcev tkiva, morate rezultate vzorcev bolnika
zavredi kot neveljavne.

Negativni kontrolni reagent
Za oceno nespecificnega barvanja in bolj$o razlago specificnega obarvanja na antigenskem mestu uporabite nespecifi¢ni negativni
kontrolni reagent namesto primarnega protitelesa z eno rezino vsakega vzorca bolnika.

Bolnikovo tkivo

Nazadnje preglejte bolnikove vzorce, obarvane z izdelkom NCL-L-EZH2. Intenzivnost pozitivnega obarvanja ocenite v okviru
morebitnega nespecificnega obarvanja ozadja z negativnim kontrolnim reagentom. Tako kot pri vseh imunohistokemijskih preizkusih
negativen rezultat pomeni, da antigen ni bil zaznan, ne pa odsotnosti antigena v testiranih celicah/tkivih. Po potrebi uporabite nabor
protiteles za opredelitev napacnih negativnih reakgcij.

Pri€akovani rezultati

Normalna tkiva

Klon 6A10 je zaznal izrazen antigen EZH2 v celi¢nih jedrih razli¢nih tkiv (n = 44). IzraZanje so opazili v germinalnih srediscih tonzil,
Zelodca in slepi¢a, v bazalnem epiteliju tankega ¢revesa, debelega Crevesa, Zelodca in koZe. Mo¢no izrazanje so opazili tudi v
semenskih cevkah testisov.

Nenormalna tkiva

Klon 6A10 je zaznal izrazen antigen EZH2 v celi¢nih jedrih razli¢nih nenormalnih tkiv (n = 120), vklju¢no s karcinomi prostate (5/11),
karcinomi dojk (11/23), ne-Hodgkinovimi limfomi celic B (11/11), Reed-Sternbergovimi celicami v Hodgkinovem limfomu (4/4), limfomi
celic T (1/2), zelodénimi karcinomi (2/2), holangiokarcinomom (1/1), karcinomi seénega mehurja (4/5), timomom (1/1), malignimi
melanomi (2/3), plos¢atoceli€nimi karcinomi na razli¢nih mestih (3/3), plju€nimi tumorji (3/5), tumoriji jajénikov (3/6), endometrijskimi
tumoriji (3/3), karcinomom kolona (1/1), rabdomiosarkomi (2/2), me$anim tumorjem zarodnih celic (1/1), embrionalnim tumorjem testisov
(1/1), dezmoplasti¢nim tumorjem (1/1) in onkocitomom nadledvi¢ne Zleze (1/1).

NCL-L-EZH2 riporoca z: krivanje izrazanja proteina EZH2 v normalnih in n iénih tki

Splosne omejitve

Imunohistokemija je diagnosti¢ni postopek z ve¢ koraki, ki zahteva specializirano usposabljanje za izbiro ustreznih reagentov, izbiro,
fiksiranje in obdelavo tkiv, pripravo IHC preparata in razlago rezultatov obarvanja.

Obarvanje tkiva je odvisno od rokovanja s tkivom in njegovo obdelavo pred barvanjem. Nepravilno fiksiranje, zamrzovanje, odtajanje,
izpiranje, susenje, segrevanje, rezanje ali okuzba z drugimi tkivi ali teko¢inami lahko povzro¢i nastanek artefaktov, lovljenje protitelesa ali
lazne negativne rezultate. Nedosledni rezultati so lahko posledica razlik pri metodah fiksiranja in priprave ali pa so del nepravilnosti tkiva
samega.*Prekomerno ali nepopolno nasprotno barvanje lahko neugodno vpliva na pravilno tolmacenje rezultatov.

Kliniéno razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske $tudije ustreznih kontrolnih vzorcey, ki jih v okviru
kliniéne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Protitelesa druzbe Leica Biosystems Newcastle Ltd so namenjena uporabi, kot je navedeno, na zamrznjenih ali v parafin vstavljenih
rezinah z doloCenimi zahtevami za fiksiranje. Lahko pride do nepri¢akovanega izrazanja antigena, zlasti pri neoplazmah. Pri klini¢ni
razlagi obarvane rezine tkiva morate upostevati morfolosko analizo in oceno ustreznih kontrol.
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Dodatki in spremembe k prejsnji izdaji

Navedba smiselno ni potrebna.

Datum izdaje

01 november 2018
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Imunohistokemijska metodologija za uporabo protiteles Novocastra™
pri tkivu, vstavljenem v parafin, s tehniko toplotnega pridobivanja
epitopa.

Potrebni reagenti, ki niso prilozeni

1. Standardna topila, ki se uporabljajo v imunohistokemiji.

2. Fizioloska raztopina s 50 mM pufra tris (TBS), pH 7,6.

. Epitope Retrieval Solution (glejte C. Raztopine za pridobivanje epitopa).

. Redcilo za protitelesa, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Sistem za vizualizacijo, Novolink* Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 testov), RE7150-K (500 testov), RE7140-K
(250 testov) ali RE7290-K (50 testov).

6. Medij za pritrjevanje — uporabljajte skladno s priporocili izdelovalca.

a bW

Potrebna oprema, ki ni prilozena

1. Inkubator, nastavljen na 25 °C.

2. Grelnik za pridobivanje epitopa: vodna kopel, parni kuhalnik, tlacni lonec ali druga laboratorijska oprema z nadzorom temperature.
3. Splosna oprema za imunohistokemijski laboratorij.

Epitope Retrieval Solutions (glejte priporocila za uporabo enega izmed naslednjih izdelkov)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 mL

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

Citratni pufer, ki vsebuje surfaktant

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Pufer z EDTA, ki vsebuje surfaktant

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

Pufer s tris/EDTA, ki vsebuje surfaktant

Metodologija

Preden uporabniki zaénejo uporabljati to metodologijo, morajo biti usposobljeni za delo z imunohistokemijskimi tehnikami.
Uporabniki morajo sami dolociti optimalne razredcitve protiteles. Vse korake izvajajte pri sobni temperaturi (25 °C), razen ¢e je navedeno
drugace.

Pridobivanje epitopov

Upostevaijte navodila za uporabo raztopin za pridobivanje epitopov Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116,
RE7118, RE7119 ali RE7122.

Vizualizacija

Upostevajte navodila za uporabo sistemov za zaznavanje polimerov Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 testov),
RE7150-K (500 testov), RE7140-K (250 testov) ali RE7290-K (50 testov).

Dodatki in spremembe k prej$nji izdaji
Navedba smiselno ni potrebna.

Datum izdaje
23. april 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Tekuta mySi monoklonalni protilitka
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Kéd vyrobku: NCL-L-EZH2

Zamyslené pouziti

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

NCL-L-EZH2 je uréen ke kvalitativnimu stanoveni molekul EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)) svételnou mikroskopii na
parafinovych fezech. Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vySetfenim s
pouzitim spravnych kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi
testy.

Princip metody

Imunohistochemické (IHC) barvici techniky umoziuji vizualizaci antigent pomoci sekvenéni aplikace specifické protilatky proti

antigenu (primarni protilatka), sekundarni protilatky proti primarni protilatce a enzymového komplexu s chromogennim substratem s
interponovanymi omyvacimi kroky. Enzymaticka aktivace chromogenu ma za nasledek viditelnou reakci produktu v misté antigenu.
Vzorek pak muze byt kontrastné nabarven a prekryt krycim sklickem. Vysledky se interpretuji ve svételném mikroskopu; jsou pomuickou
v diferencialni diagnostice patofyziologickych procesu, které mohou, ale nemusi, souviset s pfislusSnym antigenem.

Klon

6A10

Imunogen

Prokaryoticky rekombinantni protein odpovidajici ¢asti N-terminalni domény lidské molekuly EZH2.

Specificita

Lidsky gen EZH2 (Zvyraziiova¢ Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila)), (85 kD). Oblast bézna pro izoformy A a B proteinu.
Slozeni reagencie

NCL-L-EZH2 je tekuty supernatant z tkariové kultury obsahujici jako konzervaéni prostfedek 15mM roztok azidu sodného.
Trida Ig

IgG1

Koncentrace celkového proteinu

1,0-8,0 g/l. Koncentrace celkového proteinu specificka pro $arzi je uvedena na stitku na lahvicce.

Koncentrace protilatek
20 mg/l nebo vyssi, stanovena metodou ELISA. Koncentrace imunoglobulinu (Ig) specificka pro Sarzi je uvedena na $titku na lahvicce.

Doporuéeni k pouziti

Imunohistochemické vyseteni (viz Metodika) na parafinovych fezech. Doporuéené fedéni: 1:200 po dobu 30 minut pfi 25 ‘C. Teplem
indukované odmaskovani epitopu s pouzitim odmaskovaciho roztoku epitopu pH 6,0 RE7113, RE7114 nebo RE7115. Toto doporuceni je
uvedeno jako voditko; uzivatelé musi stanovit vlastni optimalni pracovni fedéni.

Skladovani a stabilita
Uchovaveijte pfi teploté 2—8 ‘C. Nezmrazujte. Okamzité po pouziti vratte do teploty 2—8 ‘C. Nepouzivejte po uplynuti data exspirace
uvedeného na $titku na lahvi¢ce. Podminky skladovani jiné nez vySe uvedené musi uzivatel validovat.

Priprava vzorku
Fixacni roztok doporuceny pro fezy tkané zalité v parafinu je 10% formalin pufrovany na neutralni pH.

Varovani a bezpecnostni opatieni

Tato reagencie byla pfipravena ze supernatantu z buné¢né kultury. ProtoZe jde o biologicky produkt, je nutno manipulaci s ni vénovat
nalezitou pozornost.

Molarita azidu sodného v této reagencii je 15 mM. Bezpecnostni list materialu (MSDS) pro azid sodny je k dispozici na vyzadani.
Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduite ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.

Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se véemi materidly jim vystavenymi, je nutno zachazet, jako by mohly zpUsobit prenos infekce, a
likvidovat je s nalezitymi bezpe&nostnimi opatfenimi.’ Reagencie nikdy nepipetujte Usty a zabrarite styku reagencii a vzork( s kuzi a
sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnozstvim vody. Vyhledejte
lékafskou pomoc.

Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.

Inkubacni doby nebo teploty jiné nez predepsané mohou vést k chybnym vysledkim. VSechny takové zmény musi byt uzivatelem
validovany.

Kontrola jakosti

Rozdily ve zpracovani tkani a v technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou zplisobit vyznamnou variabilitu vysledku, coz
vyzaduje kromé nize uvedenych postupt i pravidelné provadéni kontrol v laboratofi.

Kontroly musi byt Cerstvé pitevni/bioptické/operaéni vzorky co nejdfive fixované formalinem, zpracované a zalité do parafinového vosku,
stejnym zptisobem jako vzorek/vzorky pacienta.
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Pozitivni tkafova kontrola

Pouziva se k prikazu spravné pripravenych tkani a spravnych barvicich technik.

V kazdém barvicim cyklu musi byt pouzita jedna pozitivni tkafiova kontrola pro kazdy soubor testovacich podminek.

Pro optimalni kontrolu jakosti a k detekci mens$iho stupné degradace reagencie je vhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim barvenim nez
tkan se silnym pozitivnim barvenim.?

Doporucend pozitivni tkanova kontrola je tonzila.

Pokud pozitivni tkariova kontrola nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkli povazovany za neplatné.

Negativni tkafiova kontrola

Musi byt vySetfena po pozitivni tkarnové kontrole k ovéreni specificity oznaceni cilového antigenu primarni protilatkou.

Doporucena negativni tkarova kontrola je mozecek.

Alternativné ¢asto predstavuje mista negativni kontroly fada rliznych typ bunék pfitomnych ve vétsiné tkarnovych fezu, to ale musi
uzivatel validovat.

Nespecifické barveni, je-li pfitomno, ma obvykle difizni vzhled. V fezech ze tkédni nadmérné fixovanych formalinem mutze byt také
zjisténo sporadické barveni pojivové tkané. K interpretaci vysledkd barveni pouzijte neporusené buriky. Nekrotické nebo degenerované
buriky se ¢asto barvi nespecificky.® Fale$né pozitivni vysledky mohou byt diisledkem neimunologické vazby proteint nebo produktt
reakéniho substratu. Mohou byt také zptisobeny endogennimi enzymy, jako je napf. pseudoperoxidaza (erytrocyty), endogenni
peroxidaza (cytochrom C) nebo endogenni biotin (napf. jatra, prs, mozek, ledviny), podle typu pouzitého imunobarviva. K odliSeni aktivity
endogennich enzymu ¢i nespecifické vazby enzymu od specifické imunoreaktivity mohou byt barveny dalsi tkané pacienta vylucné
chromogennim substratem, pfipadné enzymovymi komplexy (avidin-biotin, streptavidin, znageny polymer) a chromogennim substratem.
Pokud dojde v negativni tkarfiové kontrole ke specifickému barveni, musi byt vysledky vzorkl pacienta povazovany za neplatné.

Negativni reagenc¢ni kontrola
K vyhodnoceni nespecifického barveni a umoznéni lepsi interpretace specifického barveni v misté antigenu pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta nespecifickou negativni reagenc¢ni kontrolu misto primarni protilatky.

Tkan pacienta

Nakonec vysetrete vzorky pacienta barvené pomoci NCL-L-EZH2. Intenzita pozitivniho barveni musi byt zhodnocena v kontextu se v§im
nespecifickym barvenim pozadi u negativni reagenéni kontroly. Jako u kazdého imunohistochemického vySetfeni, negativni vysledek
znamena, Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen neni ve vySetfovanych burikach/tkanich pfitomen. V pfipadé potfeby pouzijte k
identifikaci faleSné negativnich reakci panel protilatek.

Ocekavané vysledky

Normaini tkané

Klon 6A10 detekoval antigen EZH2 exprimovany v jadru rznych tkani (n = 44). Exprese byla detekovana v lymfocytech germinalniho
centra v tonsile, Zaludku a apendixu, bazalnim epitelu tenkého stfeva, tlustého stfeva, zaludku a kize. Silna exprese byla také
pozorovana v semennych tubulech varlat.

Abnormalni tkané

Klon 6A10 detekoval antigen EZH2 exprimovany v jadru rliznych abnormalnich tkani (n = 120), véetné karcinom( prostaty (5/11),
karcinom0 prsu (11/23), jinych nez Hodgkinovych B-bunéénych lymfomu (11/11), Reed-Sternbergovych bunék v Hodgkinové
lymfomu (4/4), T-bunéénych lymfomu (1/2), karcinomt zaludku (2/2), cholangiokarcinomu (1/1), karcinom mocového méchyie (4/5),
thymomu (1/1), malignich melanomu (2/3), skvamocelularnich karcinomt rznych mist (3/3), tumort plic (3/5), tumort vajeéniku
(3/6), endometrialnich tumort (3/3), karcinomu tlustého stfeva (1/1), rabdomyosarkomu (2/2), smiSeného germinalniho tumoru (1/1),
testikularniho embryonalniho tumoru (1/1), desmoplastického tumoru (1/1) a adrenalniho onkocytomu (1/1).

NCL-L-EZH2 se doporucéuje pii hodnoceni exprese proteinu EZH2 u normalnich a neoplastickych tkani.

Obecna omezeni

Imunohistochemické vysetfeni je vicekrokovy diagnosticky proces, ktery spociva ve specializovaném $koleni ve vybéru vhodnych
reagencii; vybéru, fixaci a zpracovani tkani; pfipravé imunohistochemickiho skli¢ka; a v interpretaci vysledk( barveni.

Barveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a jejim zpracovani pred barvenim. Nespravnym postupem pfi fixaci, zmrazeni, rozmrazeni,
omyvani, suseni, zahfivani, krajeni fezt nebo kontaminaci jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou vzniknout artefakty, mize dojit k
vychytavani protilatek nebo k fale$né negativnim vysledkum. Nekonzistentni vysledky mohou byt dusledkem odchylek ve fixacnich
metodach a metodéach zaliti, nebo pfirozenych odchylek ve tkani.* Nadmérné nebo nedostateéné kontrastni barveni mize narusit
spravnou interpretaci vysledku.

Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vySetfenim s pouzitim spravnych
kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Protilatky spole¢nosti Leica Biosystems Newcastle Ltd se pouZzivaji, jak bylo uvedeno, u zmrazenych nebo u parafinovych fezl se
specifickymi pozadavky na fixaci. MiZe dojit k expresi neo¢ekavanych antigen(, zejména u nadord. Klinicka interpretace jakéhokoli
barveného tkarnového fezu musi zahrnovat morfologickou analyzu a zhodnoceni pfislusnych kontrol.
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Opravy predchoziho vydani

Nevztahuje se.

Datum vydani
01 listopad 2018
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Imunohistochemicka metodika p¥i pouziti protilatek Novocastra™u
tkané zalité v parafinu s pouZitim techniky teplem indukovaného
odmaskovani epitopu.

Potrebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky

1. Standardni rozpoustédla pouzivana v imunohistochemii.

2. Fyziologicky roztok pufrovany 50mM roztokem tris-pufru (TBS), pH 7,6.

. Odmaskovaci roztok epitopu (viz C. Roztoky Epitope Retrieval Solutions).
. Redici roztok na protilatky, Novocastra IHC Diluent, RE7133.

. Vizualizaéni systém, Novolink-Polymer Detection Systems, RE7280-K (1 250 tests), RE7150-K (500 tests), RE7140-K (250 tests) nebo
RE7290-K (50 tests).

6. Fixacni médium — pouzijte podle doporuceni vyrobce.

a bW

Potiebné vybaveni, které neni dodano
1. Inkubator nastaveny na 25 °C.

2. Zahfivaci zafizeni k odmaskovani epitopu: vodni lazen, sterilizani pfistroj, tlakovy hrnec nebo jiné laboratorni vybaveni s
kontrolovanou teplotou.

3. Obecné vybaveni imunohistochemické laboratore.

Roztoky k odmaskovani epitopu (viz Doporuéeni k pouziti pro jeden z nasledujicich roztokii)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 koncentrat) 1 |

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 ml Citratovy pufr s obsahem surfaktantu

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (roztok pfipraveny k
pouziti) 11
RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 koncentrat) 1|
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (roztok pfipraveny k EDTA pufr s obsahem surfaktantu
pouziti) 1|
RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 koncentrat) 1|

RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (roztok pfipraveny k Tris/EDTA pufr s obsahem surfaktantu
pouziti) 11

Metodika

Nez uzivatelé pristoupi k této metodice, musi byt proskoleni v imunohistochemickych technikach.

Uzivatelé musi stanovit optimalni fedéni pro protilatky. Pokud neni uvedeno jinak, provadéji se vSechny kroky pfi pokojové teploté
(25°C).

Odmaskovani epitopu

Postupuijte podle pokynu k roztokiim Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 nebo RE7122.
Vizualizace

Postupuijte podle navodu k pouziti k systému Novolink Polymer Detection System, RE7280-K (1 250 tests), RE7150-K (500 tests),
RE7140-K (250 tests) nebo RE7290-K (50 tests).

Opravy predchoziho vydani
Nevztahuje se.

Datum vydani
23. dubna 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Tekuta mySia monoklonalna protilatka Novocastra™
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2 (Drosophila))

Kéd produktu: NCL-L-EZH2

Zamyslané pouzitie

Na diagnostické poutZitie in vitro.

NCL-L-EZH2 sluzi na kvalitativnu identifikaciu molekul EZH2 (zosilfiova¢ Zeste homologu 2 (drozofila)) v parafinovych rezoch pomocou
svetelnej mikroskopie. Klinicka interpretacia akéhokolvek farbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi
vySetreniami za pouzitia zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit v kontexte klinickej anamnézy pacienta a inych
diagnostickych testov vedenych kvalifikovanym patolégom.

Princip postupu

Techniky imunohistochemického (IHC) zafarbenia umozriuju vizualizaciu antigénov sekvencnou aplikéaciou Specifickej protilatky proti
antigénu (primarna protilatka), sekundarnej protilatky proti primarnej protilatke a enzymatického komplexu s chromogénnym substratom.
Medzi jednotlivymi krokmi prebieha premyvanie. Enzymaticka aktivacia chromogénu vytvara v mieste antigénu viditelné produkty
reakcie. MéZete doplnit kontrastné zafarbenie vzorky a zakryt ju krycim skli¢kom. Vysledky sa interpretuja pomocou svetelného
mikroskopu a napomahaju pri diferenciélnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré mézu, ale nemusia byt spojené s urcitym
antigénom.

Klon

6A10

Imunogén

Prokaryoticky rekombinantny protein zodpovedajci ¢asti domény N-koncovky ludskej molekuly EZH2.

Specificita

Ludsky EZH2 (zosiliiova¢ Zeste homoldgu 2 (Drosophila)), (85 kD). Region spoloény pre izoformy A a B tohto proteinu.
Zlozenie ¢inidla

NCL-L-EZH2 je tekuty supernatant na tkanivovu kultivaciu obsahujici 15 mM azidu sodného ako konzervaénej latky.

Trieda Ig
1gG1

Celkova koncentracia proteinov
1,0 — 8,0 g/l. Celkovu koncentraciu proteinov Specifickli pre $arzu najdete na Stitku flasticky.

Koncentracia protilatok
Vyssia alebo rovna 20 mg/l podla ELISA. Koncentraciu Ig Specificki pre Sarzu najdete na stitku flasticky.

Odporucania na pouzitie

Imunohistochémia (pozri Metéda) parafinovych rezov. Odporti¢ané riedenie: 1 : 200 po dobu 30 minut pri teplote 25 °C. Zachyt epitopov
s tepelnou indukciou s pouzitim zachytného roztoku pre epitopy s pH 6,0 RE7113, RE7114 alebo RE7115. Tato hodnota je orientacna,
pouzivatelia si musia stanovit' svoje vlastné optimalne pracovné riedenia.

Uskladnenie a stabilita
Skladujte pri teplote 2 — 8 °°C. Nezmrazujte. Okamzite po pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C. Nepouzivajte po uplynuti datumu exspiracie
uvedeného na $titku flasticky. Iné nez vyssie uvedené podmienky skladovania si vyZzaduju validaciu pouzivatelom.

Priprava vzorky
Odporucany fixacny pripravok je 10 % neutralny pufrovany formalin pre blo¢ky tkaniva zaliate do parafinu.

Varovania a bezpec¢nostné opatrenia

Toto ¢inidlo bolo pripravené zo supernatantu bunkovej kultdry. KedZe ide o biologicky produkt, pri manipulécii je nutné vynalozZit
zodpovedajucu starostlivost.

Molarita azidu sodného v tomto Cinidle je 15 mM. Materialovy bezpecnostny list (MSDS) k azidu sodnému je k dispozicii na poziadanie.
Likvidaciu pripadnych potencialne toxickych sucasti definuju federalne, $tatne alebo miestne predpisy.

So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prili do kontaktu, je nutné manipulovat' ako s potencialne
infek&nymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajtcich bezpe&nostnych opatrni.! Cinidla nikdy nepipetujte tstami a zabrarite
kontaktu ¢inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa Cinidla alebo vzorky dostani do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich velkym
mnozstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

Minimalizujte mikrobidlnu kontaminaciu cinidiel. V opa¢nom pripade moze dojst k zvySeniu nespecifického zafarbenia.

Nedodrzanie predpisanych inkubacnych déb alebo teplét méze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si vyzaduju
validaciu pouzivatelom.

Kontrola kvality

Rozdiely v spracovani tkaniva a technickych postupoch v laboratériu pouzivatela mézu viest k vyznamnému kolisaniu vysledkov, ¢o si
vyzaduje, okrem nasledujlcich postupov, aj pravidelné interné kontroly.
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Kontroly by mali byt ¢erstvé pitevné/bioptické/chirurgické vzorky fixované ¢o najskér formalinom a spracované zaliatim do parafinu
rovnakym spdsobom ako vzorky pacienta.

Pozitivna kontrola tkanivom

Identifikuje spravne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia.

Kazda suprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia musi obsahovat jednu pozitivhu kontrolu tkanivom.

Tkanivo so slabym pozitivnym farbenim je pre optimalnu kontrolu kvality a na detekciu slab$ej degradacie ¢inidla vhodnejSie nez tkanivo
so silnym pozitivnym farbenim.?

Odporucané tkanivo na pozitivnu kontrolu je tonzila.

Ak pozitivna kontrola tkanivom nebude vykazovat' pozitivne zafarbenie, vysledky testovanych vzoriek je nutné povazovat za neplatné.

Negativna kontrola tkanivom

Nutné vySetrit po pozitivnej kontrole tkanivom s cielom overit Specificitu znacenia cielového antigénu primarnou protilatkou.
Odporucané tkanivo na negativnu kontrolu je mozocek.

Ako negativnu kontrolu je mozné pouZzit' aj rézne typy buniek pritomné vo vacésine tkanivovych rezov, takyto postup si véak vyzaduje
validaciu pouzivatelom.

Pripadné nespecifické farbenie ma obvykle difizny vzhlad. V rezoch tkaniv silne fixovanych formalinom méze byt pozorované
sporadické farbenie spojiva. Na interpretaciu vysledkov farbenia pouzivajte intaktné bunky. Nekrotické alebo degenerované bunky
sa Casto farbia ne$pecificky.® Falo$ne pozitivne vysledky mézu byt pozorované v désledku neimunologickej vazby proteinov alebo
produktov reakcie substratu. M6zu byt sposobené aj endogénnymi enzymami, ako napr. pseudoperoxidazou (erytrocyty), endogénnou
peroxidazou (cytochrom C) alebo endogénnym biotinom (napr. pecen, prsnik, mozog, obli¢ka) v zavislosti od typu imunologického
farbenia. S cielom diferencovat endogénnu enzymatickl aktivitu alebo neSpecifickil vazbu enzymov od Specifickej imunoreaktivity
mozete nafarbit dalSie vzorky tkaniv pacienta vyhradne substratovym chromogénom alebo enzymatickymi komplexmi (avidin-biotin,
streptavidin, znaceny polymér), resp. substratovym chromogénom. V pripade $pecifického farbenia v negativnej kontrole tkanivom je
nutné vysledky vzoriek pacienta povazovat za neplatné.

Negativna kontrola ¢inidlom
Na vyhodnotenie ne$pecifického zafarbenia pouzite neSpecifickli negativnu kontrolu €inidlom miesto primarnej protilatky s rezom
jednotlivych vzoriek pacienta, ¢o umozni lepSiu interpretaciu $pecifického farbenia na mieste antigénu.

Tkanivo pacienta

Pacientske vzorky zafarbené pripravkom NCL-L-EZH2 preskimaijte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je nutné

vyhodnotit v kontexte pripadného ne$pecifického zafarbenia negativnej kontroly ¢inidlom na pozadi. Podobne ako pri vietkych
imunohistochemickych testov znamena negativny vysledok, Ze antigén nebol detegovany. Nepotvrdzuje jeho absenciu v testovanych
bunkach/tkanivach. V pripade potreby identifikujte faloSne negativne reakcie pomocou panelu protilatok.

Ocakavané vysledky

Normaélne tkaniva

Klon 6A10 detegoval antigén EZH2 exprimovany v jadre réznych tkaniv (n = 44). Expresia bola detegovana v lymfocytoch zarodo¢ného
centra tonzil, zaltidka a slepého creva; bazalnom epiteli tenkého Ereva, hrubého Ereva, Zalidka a koze. Silna expresia bola
zaznamenana aj v semenotvornych kanalikoch semennikov.

Abnormalne tkaniva

Klon 6A10 detegoval antigén EZH2 exprimovany v jadre réznych abnormalnych tkaniv (n = 120) vratane karcinémov prostaty (5/11),
karcinomov prsnika (11/23), non-Hodgkinovych B-bunkovych lymfémov (11/11), Reed-Sternbergovych buniek v Hodgkinovom lymfome
(4/4), T-bunkovych lymfémov (1/2), karcinémov Zaltdka (2/2), cholangiokarcinomu (1/1), karcinémov mo¢ového mechura (4/5), tymému
(1/1), malignych melanémov (2/3), skvamocelularnych karcinémov na ré6znych miestach (3/3), nadorov pltc (3/5), nadorov vajecnikov
(3/6), nadorov endometria (3/3), karcinomu hrubého ¢reva (1/1), rabdomyosarkémov (2/2), zmieSaného nadoru zarodo¢nych buniek
(1/1), embryonalneho nadoru semennikov (1/1), dezmoplastického nadoru (1/1) a onkocytdmu nadobliciek (1/1).

NCL-L-EZH2 sa odportc¢a na detekciu expresie proteinu EZH2 v normalnych a neoplastickych tkanivach.

VSeobecné limitacie

Imunohistochémia je diagnosticky postup pozostavajuci z viacerych krokov, ktory si vyZzaduje $pecializované zaskolenie vo vybere
zodpovedajucich cinidiel, vybere tkaniv, fixacie a spracovania, priprave IHC sklicka a interpretacii vysledkov farbenia.

Farbenie tkaniva zavisi od manipulacie s tkanivom a od jeho spracovania pred farbenim. Nespravna fixacia,
zmrazovanie,rozmrazovanie, premyvanie, susenie, ohrievanie, rezanie alebo kontaminacia inymi tkanivami ¢i tekutinami mézu viest’

k vzniku artefaktov, zachytu protilatok alebo faloSne negativnym vysledkom. Inkonzistentné vysledky mézu byt spésobené zmenami
metdd fixacie a montaze preparatov alebo inherentnymi nepravidelnostami v tkanive.*

Nadmerné alebo neupliné kontrastné farbenie méze narusit spravnost interpretacie vysledkov.

Klinicka interpretacia akéhokolvek farbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami za pouzitia
zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit v kontexte klinickej anamnézy pacienta a inych diagnostickych testov vedenych
kvalifikovanym patolégom.

Protilatky spolocnosti Leica Biosystems Newcastle Ltd st uréené na pouzitie na zmrazenych rezoch alebo rezoch zaliatych parafinom
so $pecifickymi pozZiadavkami na fixaciu, ako uvadza tento dokument. Najma pri neoplaziach méze dojst’ k necakanej expresii antigénov.
Klinicka interpretacia akychkolvek farbenych tkanivovych rezov musi zahfiiat morfologickt analyzu a vyhodnotenie zodpovedajucich
kontrol.

Bibliografia — vSeobecne
1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious diseases transmitted
by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991; 7(9). Order code M29-P.
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Philadelphia.

. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.

. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a
possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology. 1980; 73:626.

. Van Kemenade FJ, Raaphorst FM, Blokzijl T et al. Coexpression of BMI-1 and EZH2 polycomb-group proteins is associated with
cycling cells and degree of malignancy in B-cell non-Hodgkin lymphoma. Blood, 97(12): 3896-3901 (2001).
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Upravy predchadzajiiceho vydania

Neuplatfiuje sa.

Datum vydania
01 november 2018
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Imunohistochemicka metéda spracovania protilatok Novocastra™ na
tkanive zaliatom v parafine pomocou techniky zachytu epitopov s
tepelnou indukciou.

Pozadované, ale nedodavané ¢inidla

1. Standardné rozpustadla pouzivané v imunohistochémii

2. 50mM tris-pufrovany fyziologicky roztok (TBS), pH 7,6

. Roztok na zachyt epitopov (pozri ¢ast C. Roztoky na zachyt epitopov)
. Zriedovadlo protilatok, Novocastra IHC Diluent, RE7133

. Vizualizagny systém, Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 testov), RE7150-K (500 testov), RE7140-K (250 testov)
alebo RE7290-K (50 testov).

6. Upeviiovacie médium — pouzivajte podla odportcania vyrobcu.

a bW

Pozadované, ale nedodavané vybavenie

1. Inkubator nastaveny na teplotu 25 °C.

2. Ohrieva¢ na zachyt epitopov: vodny kupel, naparovac, tlakovy hrniec alebo iné laboratérne vybavenie s regulaciou teploty
3. VSeobecné vybavenie imunohistochemického laboratéria

Roztoky na zachyt epitopov (pozri ¢ast’ Odporucania na pouzitie pre niektory z nasledujucich produktov)

RE7113 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) 1 L

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)
500 mL

RE7115 Epitope Retrieval Solution pH 6 (Ready to Use) 1 L

Pufor na baze citranu obsahujici surfaktant

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L

Pufor na baze EDTA obsahujuci surfaktant

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L

Pufor na baze trissEDTA obsahujuci surfaktant

Metoda

Pouzivatelia musia byt’ vySkoleni v oblasti imunohistochemickych technik skér, nez pristupia k tejto metéde.

Pouzivatel musi stanovit optimaine riedenie protilatok. Ak nie je uvedené inak, vSetky kroky sa vykonavaju pri izbovej teplote (25 °C).
Zachyt epitopov

Postupuijte podla navodu na pouzitie v ¢asti Roztoky na zachyt epitopov, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 alebo
RE7122.

Vizualizécia

Postupujte podla navodu na pouzitie v systémoch Novolink Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 testov), RE7150-K (500
testov), RE7140-K (250 testov) alebo RE7290-K (50 testov).

Upravy predchadzajlceho vydania
Neuplatiiuje sa.

Datum vydania
23. aprila 2008 (CE protokol/HTAUT+Novolink).
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