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Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody
Mismatch Repair Protein (MLH1)

Product Code: NCL-L-MLH1

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

NCL-L-MLH1 is intended for the qualitative identification by light microscopy of Mismatch Repair Protein (MLH1) 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
ES05

Immunogen
Prokaryotic recombinant protein corresponding to 210 amino acids of human MLH1.

Specificity
Human Mismatch Repair Protein (MLH1) molecule.

Reagent Composition
NCL-L-MLH1 is a liquid tissue culture supernatant containing 15 mM sodium azide as a preservative.

Ig Class
19G1

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 165 mg/L as determined by ELISA. Refer to vial label for batch specific Ig concentration.

Recommendations On Use

Immunohistochemistry (see D. Methodology) on paraffin sections. Suggested dilution: 1:50 for 30 minutes at 25 °C. Heat induced
epitope retrieval using Epitope Retrieval Solution pH 6.0 RE7113 or RE7114. 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 colon.

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 skeletal muscle.

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-MLH1 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 ES05 detected the MLH1 protein expressed in the nuclei of cells in a variety of tissues (n=37/45). Staining was observed in colon,
small bowel, kidney, adrenal, lung, liver, stomach, esophagus, skin, spleen, ovary, cervix, uterus, testis, thymus, salivary gland, thyroid,
parathyroid, breast, pituitary and tonsil.

Abnormal Tissues

Clone ES05 was used to stain 238 colorectal tumors; of these, 215 were MLH1 positive. Within the negative cases, tumor cells did not
stain, however the internal control stromal and lymphoid cells were positive as expected. Clone ES05 also detected the MLH1 protein

in breast tumors (10/10), ovarian tumors (7/7), sarcomas (7/7), lymphomas (6/7), lung tumors (7/7), neuroendocrine tumors (4/4),
melanomas (4/4), endometrial tumors (3/4), kidney tumors (3/4), squamous cell carcinomas (3/3), bladder tumors (3/3), germ cell tumors
(3/3), abnormal prostate (3/3), adrenal tumors (3/3), liver tumors (2/3), stomach tumors (2/2), pancreatic tumors (2/2), thyroid

tumors (2/2), skin tumor (1/1), small bowel tumor (1/1), thymus tumor (1/1) and neural tumor (0/1).

NCL-L-MLH1 is recommended for use in detecting MLH1 protein expression in normal and neoplastic tissues
particularly to aid in the identification of loss of MLH1 expression in hereditary non-polyposis colon cancer and
sporadic cancers.

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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Amendments to Previous Issue
The Reagent Composition has changed.
The Total Protein Concentration has changed.

Date of Issue
13 March 2013

NCL-L-MLH1
Page 4



Immunohistochemical Methodology For Novocastra™ Antibodies On
Paraffin-Embedded Tissue Utilizing The Heat Induced Epitope

Retrieval Technique.

. Reagents Required but not Supplied

. Standard solvents used in immunohistochemistry.

. 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).

. Mounting medium - use as recommended by manufacturer.

a s 0N~ D

. Equipment Required but not Supplied

. Incubator set to 25 °C.

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

w N = o
o o

. 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

Tris/EDTA-based buffer containing surfactant

D. 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).

E. Amendments to Previous Issue
Not applicable

F. Date of Issue
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticorps Monoclonal liquide de Souris
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Référence du Produit: NCL-L-MLH1

Utilisation Prévue

Diagnostic in vitro.

Le NCL-L-MLH1 est destiné a I'identification qualitative par microscopie optique de la molécules Mismatch Repair Protein (MLH1) 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 lumiere 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 antigéne (anticorps primaire), d’un anticorps secondaire sur I'anticorps primaire et d’'un complexe
enzymatique comportant un substrat chromogene, avec des étapes de lavage intercalées. L'activation enzymatique du chromogéene
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
ES05

Immunogéne

Protéine procaryote recombinante correspondant a 210 acides aminés de la MLH1 humaine.
Spécificité

Molécule Mismatch Repair Protein (MLH1) humaine.

Composition du Réactif
Le NCL-L-MLH1 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 165 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 D. Méthodologie) sur des coupes en paraffine. Dilution préconisée : 1:50 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 ou RE7114. 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 aprés 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 l'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 '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 matieres 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 contrdles 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 contrdle positif recommandé est la colon.

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

Tissu de Controle Négatif
Il doit &tre examiné apres le tissu de contrdle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de 'antigene cible par I'anticorps primaire.
Les muscles squelettiques constitue le tissu de contrdle négatif recommandé.

Sinon, la diversité des types cellulaires présents dans la plupart des tissus permet de disposer fréquemment de sites de contréle 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 endogéenes ou la liaison non spécifique d’enzymes de I'immunoréactivité spécifique,

des tissus supplémentaires du patient peuvent étre marqués exclusivement avec le substrat chromogéene ou par des complexes
enzymatiques (avidine-biotine, streptavidine, polymére marqué) et le substrat chromogéne 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-MLH1 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'antigéne 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 ES05 a détecté la protéine MLH1 exprimée dans les noyaux des cellules de divers tissus (n=37/45). Un marquage a été
observé dans le colon, l'intestin gréle, le rein, les surrénales, le poumon, le foie, 'estomac, I'cesophage, la peau, la rate, les ovaires,
le col de I'utérus, l'utérus, les testicules, le thymus, les glandes salivaires, la thyroide, la parathyroide, le sein, 'hypophyse et les
amygdales.

Tissus tumoraux

Le clone ES05 a été utilisé pour marquer 238 tumeurs colorectales parmi lesquelles 215 ont été positives vis-a-vis de la MLH1. Parmi
les cas négatifs, les cellules tumorales n'ont pas été marquées cependant, les cellules stromales et lymphoides de contréle interne

ont été positives comme prévu. Le clone ES05 a également détecté la protéine MLH1 dans des tumeurs mammaires (10/10), des
tumeurs ovariennes (7/7), des sarcomes (7/7), des lymphomes (6/7), des tumeurs du poumon (7/7), des tumeurs neuroendocrines(4/4),
des mélanomes (4/4), des tumeurs endométriales (3/4), des tumeurs du rein (3/4), des carcinomes des cellules squameuses (3/3),

des tumeurs de la vessie (3/3), des tumeurs des cellules germinales (3/3), des prostates anormales (3/3), des tumeurs des glandes
surrénales (3/3), des tumeurs du foie (2/3), des tumeurs de I'estomac (2/2), des tumeurs pancréatiques (2/2), des tumeurs de la thyroide
(2/2), des tumeur de la peau (1/1), des tumeur de l'intestin gréle (1/1), des tumeur du thymus (1/1) et des tumeur neurales (0/1).

L’utlllsatlon du NCL-L-| MLH1 est recommandée Qour Ia detectlon de I’ expressmn de Ia Qrotelne MLH1 dans les tissus normaux

NPCC Heredlta non-polyposis colon cancer) et de cancers s oradl ues.

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.
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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.

L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit étre complétée par des études morphologiques utilisant

des contréles appropriés et doit étre 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 particuliéres 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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Amendements Apportés a la Version Précédente
La Composition du Réactif a été modifiée.
La Concentration totale en protéines a été modifiée.

Date de Publication
13 mars 2013
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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

. 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).

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

(ﬂ#wl\)—\>

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

. 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..

N =@ O

C. 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 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) .
500 mL 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

D. 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).

E. Amendements apportés a la version précédente
Non applicable.

F. Date de publication
23 avril 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticorpo Monoclonale Murino Liquido
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Codice Del Prodotto: NCL-L-MLH1

Uso Previsto

Per uso diagnostico in vitro.

NCL-L-MLH1 é destinato all'identificazione qualitativa in microscopia ottica della molecole Mismatch Repair Protein (MLH1), 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

ES05

Immunogeno

Proteina ricombinante procariotica, corrispondente a 210 aminoacidi della MLH1 umana.
Specificita

Molecola della Mismatch Repair Protein (MLH1) umana.

Composizione Del Reagente
NCL-L-MLH1 & 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/I. Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione proteica totale specifica del lotto.

Concentrazione Anticorpale

Superiore o uguale a 165 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 D. Metodologia) sulle sezioni in paraffina. Diluizione raccomandata: 1:50 per 30 minuti a 25 °C.
Smascheramento ad alta temperatura dell'epitopo mediante Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113 o RE7114. 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 I'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 smaltiti
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.

NCL-L-MLH1
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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 € piti 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 colon.

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 muscolo scheletrico.

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-MLH1. 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 €& 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 ES05 ha messo in evidenza la proteina MLH1 espressa nel nucleo delle cellule di una varieta di tessuti (n=37/45). Una
colorazione é stata osservata nei seguenti tessuti: colon, intestino tenue, rene, surrene, polmone, fegato, stomaco, esofago, cute, milza,
ovaio, cervice uterina, utero, testicolo, timo, ghiandola salivare, tiroide, paratiroide, ghiandola mammaria, ipofisi e tonsilla.

Tessuti tumorali

Il clone ESO05 é stato impiegato per colorare 238 tumori colorettali; di questi, 215 erano MLH1-positivi. Nei casi negativi le cellule tumorali
non si sono colorate, ma le cellule stromali e linfoidi del controllo interno sono risultate positive, come atteso. Il clone ES05 ha messo

in evidenza la proteina MLH1 anche in tumori mammari (10/10), tumori ovarici (7/7), sarcomi (7/7), linfomi (6/7), tumori polmonari (7/7),
tumori neuroendocrini (4/4), melanomi (4/4), tumori endometriali (3/4), tumori renali (3/4), carcinomi a cellule squamose (3/3), tumori
vescicali (3/3), tumori a cellule germinali (3/3), anomalie prostatiche (3/3), tumori surrenalici (3/3), tumori epatici (2/3), tumori gastrici
(2/2), tumori pancreatici (2/2), tumori tiroidei (2/2), tumori cutanei (1/1), tumori dell'intestino tenue (1/1), tumori timici (1/1) e tumori
neurali (0/1).

Si raccomanda l'uso di NCL-L-MLH1 nella messa in evidenza dell’espressione della proteina MLH1 in tessuti normali e
neoplastici, in particolare per favorire I'identificazione di perdita di espressivita di MLH1 nel cancro del colon da non poliposi
reditaria e nel cancr radi

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.*

NCL-L-MLH1
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Una controcolorazione eccessiva o incompleta pud compromettere la corretta interpretazione dei risultati.

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 I'analisi morfologica e la valutazione dei controlli appropriati.
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Modifiche Alla Pubblicazione Precedente
La Composizione Del Reagente é cambiata.

La Concentrazione proteica totale & cambiata.

Data Di Pubblicazione
13 marzo 2013
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Metodologia immunoistochimica per ’uso di anticorpi Novocastra™ su
tessuto incluso in paraffina, utilizzando la tecnica di smascheramento
ad alta temperatura dell’epitopo.

A. Reagenti necessari ma non forniti

1. Solventi standard utilizzati in immunoistochimica.

. 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).

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

a b w N

. Attrezzature necessarie ma non fornit
. Set incubatore a 25 °C.

. 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.

N2 m O

C. 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

D. Metodologia

Prima di intraprendere questa metodologia, I'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).

E. Modifiche alla pubblicazione precedente
Non applicabile.

F. Data di pubblicazione
23 aprile 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Fliissiger Monoklonaler Maus-Antikorper
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Produkt-Nr.: NCL-L-MLH1

Verwendungszweck

Fiir in-vitro-Diagnostik.

NCL-L-MLH1 ist fur den qualitativen Nachweis der Mismatch Repair Protein (MLH1)-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

ES05

Immunogen
Prokaryotisches rekombinantes Protein, das 210 Aminosauren des humanen MLH1 entspricht.

Spezifitat
Humanes Mismatch-Reparaturprotein-(MLH1)-Molekdil.

Reagenzzusammensetzung
NCL-L-MLH1 ist ein liquider Gewebekulturiiberstand, der 15 mmol/l Natriumazid als Konservierungsmittel enthalt.

lg-Klasse
1gG1

Gesamtproteinkonzentration

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

Antikorperkonzentration

GroRer als oder gleich 165 mg/L laut ELISA-Bestimmung. Hinsichtlich der chargenspezifischen Ig-Konzentration siehe Angaben auf dem
Produktetikett.

Gebrauchsempfehlungen

Immunhistochemie (siehe D. Vorgehensweise) auf Paraffinschnitten. Empfohlene Verdiinnung: 1:50 iber einen Zeitraum von 30
minuten bei 25 °C. Hitzeinduzierte Antigendemaskierung mit Epitope Retrieval Solutions pH 6,0 RE7113 oder RE7114. 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 SicherheitsmaBnahmen

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 infektits

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 erhéhte unspezifische Farbung auftreten kann.
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.
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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 regelmaRige 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 firr 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 Kolongewebe empfohlen.

Falls das positive Kontrollgewebe keine positive Farbung nachweisen kann, sollten die mit den Testproben erzielten Ergebnisse als
unglltig 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 Skelettmuskelgewebe 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 iiberméaRig formalinfixierten Geweben beobachtet werden. Zur Bewertung der Farbeergebnisse intakte
Zellen verwenden. Nekrotische oder degenerierte Zellen werden oft unspezifisch gefarbt.®* Falsch-positive Ergebnisse kdnnen aufgrund
einer nichtimmunologischen Bindung von Proteinen oder Substratreaktionsprodukten beobachtet werden. In Abhangigkeit von der

Art der verwendeten Immunfarbung kénnen 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-MLH1 geféarbten 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 Antikorpern verwendet werden.

Erwartete Ergebnisse
Normale Gewebe

Klon ES05 wies das im Nukleus einer Reihe unterschiedlicher Gewebe exprimierte MLH1-Protein nach (n=37/45). Bei den folgenden
Geweben wurde eine Farbung beobachtet: Kolon, Dinndarm, Niere, Nebenniere, Lunge, Leber, Magen, Speiseréhre, Haut, Milz, Ovar,
Zervix, Uterus, Hoden, Thymus, Speicheldriise, Thyroidea, Parathyroidea, Brust, Hypophyse und Tonsille.

Tumorgewebe

Klon ES05 wurde zur Farbung von 238 kolorektalen Tumoren verwendet. Davon erwiesen sich 215 als MLH1-positiv. Bei den negativen
Fallen wurde keine Farbung der Tumorzellen beobachtet. Die internen Stroma- und Lymphkontrollzellen waren jedoch erwartungsgeman
positiv. Klon ES05 wies aufRerdem das MLH1-Protein in Brusttumoren (10/10), Ovartumoren (7/7), Sarkomen (7/7), Lymphomen

(6/7), Lungentumoren (7/7), neuroendokrinen Tumoren (4/4), Melanomen (4/4), Endometriumtumoren (3/4), Nierentumoren (3/4),
Plattenepithelzellkarzinomen (3/3), Harnblasentumoren (3/3), Keimzelltumoren (3/3), abnormaler Prostata (3/3), Nebennierentumoren
(3/3), Lebertumoren (2/3), Magentumoren (2/2), Pankreastumoren (2/2), Thyroideatumoren (2/2), Hauttumor (1/1), Dlinndarmtumor
(1/1), Thymustumor (1/1) und neuralem Tumor (0/1) nach.

NCL-L-MLH1 wird fiir den Nachweis einer MLH1-Proteinexpression in normalen und neoplastischen Geweben insbesondere
zur Unterstiitzun r Identifikation Verl r MLH1-Expression bei erblichem nich lypésem Dickdarmkr n
sporadischem Krebs empfohlen.

Allgemeine Beschriankungen

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.
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Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des Gewebes vor dem Farben ab. UnsachgemaRes Fixieren,
Einfrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erwarmen, Schneiden oder eine Kontamination mit anderen Geweben oder Fliissigkeiten
kann zu Artefakten, Antikdrper-Trapping oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Abweichende Ergebnisse kdnnen 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.

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.

Antikérper 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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Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe
Die Reagenzzusammensetzung wurde geandert.
Die Gesamtproteinkonzentration wurde geéndert.

Ausgabedatum
13 Méarz 2013
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Immunhistochemische Vorgehensweise fiir die Anwendung von
Novocastra™-Antikorpern auf in Paraffin eingebettetes Gewebe mit
Hilfe des wirmeinduzierten Epitopdemaskierungsverfahrens.

A. 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).

. Fixativ — geméaR Herstellerempfehlungen verwenden.

a b w

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

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

3. Allgemeine immunhistochemische Laborausriistun.

N =@ O

C. Epitopdemaskierungslosungen (siehe Gebrauchsempfehlungen fiir eines der folgenden Produkte)

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

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate)

500 mL 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

D. Vorgehensweise

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

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

Epitopdemaskierungsverfahren
Bitte befolgen Sie die Gebrauchsanweisungen fir 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).

E. Anderungen zur vorherigen Ausgabe
Keine.

F. Ausgabedatum
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticuerpos Monoclonal liquidos de Raton
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Codigo De Producto: NCL-L-MLH1

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-MLH1 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia 6ptica, de moléculas de
Mismatch Repair Protein (MLH1). La interpretacion clinica de cualquier tincion 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 visualizacién 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

ES05

Inmunégeno
Proteina recombinante procariética correspondiente a 210 aminoacidos de la proteina MLH1 humana.

Especificidad
Molécula de la proteina de reparacion de apareamientos incorrectos (MLH1) humana.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-MLH1 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 165 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 D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:50 durante 30 minutos a 25 °C.
Recuperacion de epitopos inducida por calor con Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113 0 RE7114. 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 cémo desechar cualquier componente
potencialmente toxico.

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 erréneos. 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 quirtirgicas 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 colon.

Si el tejido de control positivo no muestra tincion 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 musculo esquelético.

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 tinciéon 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, riidn), 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 cromégeno 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-MLH1 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 ES05 detecto la proteina MLH1 en los nlcleos de células de diversos tejidos (n=37/45). Se observé tincion en el colon, intestino
delgado, rifién, glandula suprarrenal, pulmén, higado, estomago, eséfago, piel, bazo, ovarios, cuello uterino, Utero, testiculos, timo,
glandulas salivales, tiroides, paratiroides, mama, glandula pituitaria y amigdalas.

Tejidos tumorales

El clon ESO5 se utilizé para tefiir 238 tumores colorrectales. De éstos, 215 fueron MLH1 positivos. En los casos negativos, las células
tumorales no se tifieron; sin embargo, las células linfoides y estromales de control interno fueron positivas como se esperaba. El clon
ES05 también detectd la proteina MLH1 en tumores de mama (10 de 10), tumores ovaricos (7 de 7), sarcomas (7 de 7), linfomas

(6 de 7), tumores de pulmén (7 de 7), tumores neuroendocrinos (4 de 4), melanomas (4 de 4), tumores endometriales (3 de 4), tumores
renales (3 de 4), carcinomas de células escamosas (3 de 3), tumores de vejiga (3 de 3), tumores de células germinales (3 de 3),
prostata anormal (3 de 3), tumores suprarrenales (3 de 3), tumores hepaticos (2 de 3), tumores gastricos (2 de 2), tumores pancreaticos
(2 de 2), tumores tiroideos (2 de 2), tumore de piel (1 de 1), tumore del intestino delgado (1 de 1), tumore del timo (1 de 1) y tumore
neurales (0 de 1).

Se recomienda usar NCL-L-MLH1 para detectar la expresion de la proteina MLH1 en tejidos normales y neopldsicos,
especialmente como ayuda en la identificacién de pérdida de la expresién de MLH1 en el cancer de colon no polipésico
hereditario y canceres esporadicos.

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.
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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 contaminacién 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.

La interpretacién clinica de cualquier tincion 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, segun se indique, con secciones congeladas o incluidas
en parafina, con requisitos de fijaciéon especificos. Puede producirse una expresion inesperada del antigeno, especialmente en las
neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los
controles apropiados.
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Correcciones A La Publicacién Anterior

La Composicion Del Reactivo ha cambiado.

La concentracion total de proteina ha cambiado.

Fecha De Publicacion
13 de marzo de 2013
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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

. Disolventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

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

. Solucién 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).

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

S N

. Equipo necesario que no se suministra

. Incubador ajustado a 25 °C.

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

. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

N 2@ O

w

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

D. 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).

Recuperacién de epitopos

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

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).

E. Correcciones con respecto a la publicacion anterior
No aplicable.

F. Fecha de publicacién
23 de abril de 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Anticorpo Monoclonal liquido de Ratinho
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Coédigo Do Produto: NCL-L-MLH1

Utilizagao prevista

Para utilizagdo em diagnésticos in vitro.

NCL-L-MLH1 foi concebido para efectuar a identificagdo qualitativa da moléculas de Mismatch Repair Protein (MLH1) por microscopia
optica, em secgdes parafinizadas. A interpretagéo clinica de qualquer coloragéo ou da sua auséncia deve ser complementada por
estudos morfolégicos 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.

Principio Do Procedimento

As técnicas de coloragdo 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
ES05

Imunogénio
Proteina recombinante procariética correspondendo a 210 aminoacidos da MLH1 humana.

Especificidade
Molécula da Proteina de Emparelhamento Incorrecto (Mismatch Repair Protein ou MLH1) humana.

Composicao Do Reagente
NCL-L-MLH1 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 165 mg/L, conforme determinado por ELISA. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragéo de Ig
do lote especifico.

Recomendagoes Sobre A Utilizagao

Imunohistoquimica (ver D. Metodologia) em sec¢des de parafina. Diluigdo sugerida: 1:50 durante 30 minutos a 25 °C. Recuperagéo de
epitopos induzida por calor utilizando Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113 ou RE7114. Esta recomendacéo é apenas uma directriz
e o utilizador deve determinar qual a diluicdo 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 infecgdes 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 coloragdo nao especifica.

Os periodos de incubagao 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 diferengas 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 coloragéo 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 ¢ a célon.

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 musculo esquelético.

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 ndo 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 coloragdo. As células necréticas ou degeneradas causam muitas vezes uma coloragéo nédo especifica.* Podem

verificar-se resultados positivos falsos devido a ligagdo ndo imunolégica de proteinas ou de produtos da reac¢do do substrato. Esses
resultados podem também ser causados por enzimas enddgenas tais como a pseudoperoxidase (eritrocitos), 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 coloragé@o nédo especifica e permitir uma melhor interpretagédo da coloragdo especifica no local do antigeno.

Tecido Do Doente

Examinar as amostras do doente coloridas com NCL-L-MLH1 em ultimo lugar. A intensidade da colorag&o 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 ES05 detectou a proteina MLH1 expressa nos nucleos das células de uma série de tecidos (n=37/45). Observou-se a coloragdo
no célon, intestino delgado, rim, glandula supra-renal, pulméao, figado, estémago, eséfago, pele, bago, ovario, colo uterino, utero,
testiculo, timo, glandula salivar, tirdide, paratiréide, mama, pituitaria e amigdala.

Tecidos tumorais

O clone ESO05 foi usado para corar 238 tumores colorectais; destes, 215 deram resultados positivos a MLH1. De entre os resultados
negativos, as células de tumores ndo coraram, porém as células estromais e as células linféides do controlo interno eram positivas,
como era de esperar. O clone ES05 também detectou a proteina MLH1 em tumores da mama (10/10), tumores ovarianos (7/7),
sarcomas (7/7), linfomas (6/7), tumores do pulmé&o (7/7), tumores neuroenddcrinos (4/4), melanomas (4/4), tumores endometriais (3/4),
tumores renais (3/4), carcinomas das células escamosas (3/3), tumores da bexiga (3/3), tumores das células germinais (3/3), prostatas
anormais (3/3), tumores adrenais (3/3), tumores hepaticos (2/3), tumores estomacais (2/2), tumores pancreaticos (2/2), tumores da
tiréide (2/2), tumor da pele (1/1), tumor do intestino delgado (1/1), tumor do timo (1/1) e tumor neural (0/1).

NCL-L-MLH1 é recomendado para utilizagdo na detecgédo da expressao da proteina MLH1 em tecidos normais e neoplasticos
em especial para ajudar a identificar a perda da expressao da MLH1 em cancros de néo polipose do célon. hereditarios. e

ncr radi
Limitagoes Gerais
A imunohistoquimica € um processo diagnéstico em muiltiplas etapas que consta de: uma formagéo especializada na selecgéo dos
reagentes apropriados, selecgdo, fixagédo e processamento de tecidos, preparagédo das laminas de IHQ e interpretagéo dos resultados
das coloragdes.
A coloragéo de tecidos depende do seu manuseamento e processamento antes da sua coloragéo. A fixagdo, congelagéo,
descongelagéo, 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 fixagéo e envolvimento ou a irregularidades inerentes ao tecido.*

Uma contrastagdo excessiva ou incompleta pode comprometer a correcta interpretagédo dos resultados.
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Ainterpretagéo clinica de qualquer coloragéo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolégicos 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.

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 secgéo de tecido colorido devera incluir a analise morfoldgica e a
avaliagé@o de controlos apropriados.
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Emendas Da Edigao Anterior

A Composicdo Do Reagente foi alterada.

A concentragéo total de proteina foi alterada.

Data De Emissao
13 de Margo de 2013
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Metodologia de imunohistoquimica para utilizacio de anticorpos
Novocastra™ em tecidos envolvidos em parafina através da técnica de

recuperacio de epitopos por inducio térmica.

. Reagentes necessarios mas nao fornecidos

. Solventes comuns utilizados em imunohistoquimica.

. Solugéo salina a 50 mM com tampé&o Tris (TBS) pH 7,6.

. Solugéo de recuperagéo de epitopos (ver a seccédo C Solugdes de recuperagéo de epitopos).
. Diluente de anticorpos, Novocastra™ IHC Diluent RE7133.

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

. Meio de montagem — usar conforme recomendado pelo fabricante.

(J\#(.JJN—‘>

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

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

N 2@ O

3. Equipamento geral de laboratério de imunohistoquimica.

C. Solucées de recuperacao de epitopos (ver as Recomendacdes sobre a utilizacdo de um dos seguintes produtos)

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

RE7114 Epit Retrieval Soluti H6 (x10 C trat
500 mL pliope Refreval Soldfon p & oncentrate) Tampéo 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

Tampéo a base de EDTA contendo um surfactante

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L Tampéo a base de Tris/EDTA contendo um tensio-

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

D. 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 diluigdo 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 instru¢des de utilizagdo aplicaveis as Epitope Retrieval Solutions RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119 e
RE7122.

Visualizacéo

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).

E. Emendas da edigao anterior

Nao é aplicavel.

F. Data de emisséao

23 de abril de 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).

NCL-L-MLH1
Page 25



Novocastra~ Flytande Monoklonal Musantikropp
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Produktkod: NCL-L-MLH1

Avsedd Anvindning
For in vitro diagnostisk anvéndning.

NCL-L-MLH1 &r avsedd for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av Mismatch Repair Protein (MLH1)-molekyler i paraffinsnitt.
Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska undersokningar som anvénder 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 sekvenstilldmpning av en specifik antikropp till
antigenet (priméar antikropp), en sekundar antikropp till den priméra 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 forses med téckglas. Resultaten tolkas med ljusmikroskop och bidrar till differentialdiagnosen av patofysiologiska
processer som eventuellt kan associeras till ett sarskilt antigen.

Klon

ES05

Immunogen

Prokaryotiskt rekombinant protein motsvarande 210 aminosyror i human MLH1.
Specificitet

Human Mismatch Repair Protein (MLH1)-molekyl.

Reagensinnehall
NCL-L-MLH1 &r en flytande supernatant fran vavnadsodling som innehéller 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 165 mg/L faststallt genom ELISA. Se flaskans etikett for specifik Ig-koncentration for satsen.

Rekommendationer Vid Anvdndning

Immunhistokemi (se D. Metodologi) pa paraffinsnitt. Féreslagen spadning: 1:50 i 30 minuter vid 25 °C. Varmeinducerad
epitopatervinning med Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113 eller RE7114. Detta ar endast en riktlinje och anvéndare bor sjélva
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.
Férvaringsforhallanden 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 &ar 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 dverfora
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 forandringar maste
kontrolleras av anvéndaren.

Kvalitetskontroll

Skillnader i véavnadsbehandling och tekniska metoder i anvéndarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan géra det
nddvandigt att genomfora regelbundna interna kontroller utéver féljande metoder.

Kontroller bor vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiprover som snarast méjligt formalinfixeras, bearbetas och paraffininbaddas pa
samma satt som patientprover.
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Positiv Vavnadskontroll

Anvéands for att ange korrekt férberedda vavnader och réatt 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 upptacka laga nivaer av reagensdegradering
an en vavnad med stark positiv fargning.?

Kolon rekommenderas som positiv kontrollvavnad.

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

Negativ Vavnadskontroll

Bor understkas efter den positiva vavnadskontrollen for att faststalla specificiteten for markningen av malantigenet med den primara
antikroppen.

Skelettmuskel rekommenderades som negativ kontrollvavnad.

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

Ospecifik fargning, om det férekommer, har ofta ett diffust utseende. Sporadisk fargning av bindvév kan ocksa observeras i snitt fran
overflédigt 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, markt 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 istllet for den primara antikroppen med ett snitt fran varje patientprov for att utvardera
ospecifik fargning och tillata battre tolkning av specifik fargning pa antigenomradet.

Patientvéavnad

Undersok patientprover fargade med NCL-L-MLH1 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 férekom i de analyserade cellerna/vévnaderna. Anvand vid behov en antikroppspanel for att
identifiera falskt negativa reaktioner.

Forvantade Resultat

Normal vévnad

Klon ES05 detekterade MLH1-proteinet uttryckt i cellkérnan i ett antal olika véavnader (n=37/45). Fargning observerades i kolon,
tunntarm, njure, binjure, lunga, lever, magsack, matstrupe, hud, mjalte, aggstock, livmoderhals, livmoder, testikel, tymus, salivkortel,
skoldkortel, biskéldkortel, brost, hypofys och tonsill.

Tumérvévnader

Klon ES05 anvandes for att farga 238 kolorektala tumorer; av dessa var 215 MLH1-positiva. Bland de negativa fallen fargades inte
tumorceller men den interna kontrollens stroma- och lymfceller var positiva som vantat. Klon ES05 detekterade aven MLH1-proteinet i
brosttumérer (10/10), dggstockstumérer (7/7), sarkom (7/7), lymfom (6/7), lungtumérer (7/7), neuroendokrina tumdrer (4/4), melanom
(4/4), endometrietumorer (3/4), njurtumorer (3/4), skvamoésa cellskarcinom (3/3), urinblasetumérer (3/3), kénscelltumorer (3/3), abnormal
prostata (3/3), binjuretumérer (3/3), levertumorer (2/3), magsackstumorer (2/2), bukspottkdrteltumorer (2/2), skoldkorteltumorer (2/2),
hudtumér (1/1), tunntarmstumér (1/1), tymustumérer (1/1) och nervtumér (0/1).

NCL-L-MLH1 rekommenderas fér anvdndning vid detektion av MLH1-proteinuttryck i normala och neoplastiska vavnader.

sarskilt for att underlétta identifikationen av brist pa MLH1-uttryck i &rftlig icke-polypos koloncancer och sporadiska cancrar.
Allmdnna Begransningar

Immunhistokemi ar en diagnostisk process i flera steg som kraver specialiserad utbildning i urvalet av Iampliga reagens, val av vavnad,
fixering och bearbetning, férberedelse av IHC-objektglaset samt tolkning av fargningsresultaten.

Vavnadsfargning paverkas av hantering och bearbetning av vévnaden fore 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.*

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

Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro boér kompletteras med morfologiska undersokningar som anvénder korrekta
kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen foér patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.
Antikroppar fran Leica Biosystems Newcastle Ltd &r 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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Réttelser Av Tidigare Utgivning
Den Reagensinnehall har &ndrats.
Den Totala proteinkoncentrationen har andrats.

Utgivningsdatum
13 mars 2013
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Immunhistokemisk metodologi for anvindning av Novocastra™
antikroppar pa paraffininbidddad vivnad med hog temperatur
epitopatervinningstekniken.

. Reagens som kravs men inte tillhandahalls

. Standardlésningar som anvands inom immunhistokemi.

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

. Epitopatervinningsldsning (se avsnitt C Epitopatervinningslésningar).

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.

oA WON =D

. Utrustning som kravs men inte tillhandahall
. Inkubator installd pa 25 °C.

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

3. Allmén immunhistokemisk laboratorieutrustning.

N 2@ O

C. Epitopatervinningslosningar (se Rekommendationer for anvandning for en av féljande)

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

Citratbaserad buffert innehallande ytaktivt medel

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

EDTA baserad buffert innehallande ytaktivt medel

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

Tris/EDTA baserad buffert innehallande ytaktivt medel

D. Metodologi

Innan metoden tillimpas maste anvandarna vara utbildade i immunhistokemiska tekniker.

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

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

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

E. Rittelser av tidigare utgivning
Inte tillampligt.

F. Utgivningsdatum
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink)
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Novocastra™ Yypo povokKA®VIKO 0VTICONE TOVTIKOD
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Kmdwkog gidovg: NCL-L-MLH1

Xpnon MNa Tnv Omoia MpoopideTal
Ta in vitro diayvworTikn xpron.

To NCL-L-MLH1 mrpoopigeTai yia TNV TIOIOTIKA TAUTOTTOINGN ME PIKPOOKOTTO pwToG TNG avBpwivng Mépia Mismatch Repair Protein
(MLH1) o€ Topég TTapagivng. H KAIVIKA epunveia oTroloadATIOTE XpWong A TNG atrouaiag TNg Ba TTPETTEl va CUMTTANPWVETAI JE
HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU XPNOINOTIOIOUV OWOTOUG PAPTUPEG Kal Ba TTPETTEl va agloAoyeital oTa TTAaioIa Tou KAIVIKOU 10TOpIKOU Tou
a0BevoUg kal GAAwV JIayVWOTIKWY EETA0EWY aTTd €18IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTdpo.

Apxn Tng Aladikaciag

O TexvIKEG avoaoiaToXnUIKAG (IHC) xpwong eMITPETTOUV TNV OTITIKOTIOINGN TWV AVTIYOVWY HEOW TNG SIadOXIKNAG EQAPHOYAG EVOG EIGIKOU
QAVTIOWHATOG OTO AVTIYOVO (TTPWTOTAYEG AVTIoWHA), EVOG DEUTEPOTAYOUG AVTIOWHATOG OTO TTPWTOTAYEG AVTICWHA KAl EVOG EVUMIKOU
OUPTTAGKOU pE XpWwHOYOVo uTTOoTpwHa pe TTapedBarrdueva Brpata TTAUONG. H evQUHIKN £vEPYOTTOINGN TOU XPWHOYOVOU £XEI WG
ATTOTEAECUA TO OXNMATIOUO €VOG opaTol TTPOiGVTOG avTidpaang oTn B£an Tou avtiyévou. To deiyua pTropei KaTéTTv va uTToAnBEi og
avTixpwon kal va KaAu@Bei pe KaAuTrTpida. Ta atroteAéopaTta epunvelovTal Pe XPRON HIKPOOKOTTIOU GwTdg Kai BonBolv aTn diagopikr
Sidlyvwon TTaBo@uoIoAOYIKWY EEEPYATIWIV, OI OTTOIEG EVBEXETAI I} OXI VO OXETI(OVTAI PE £VO TUYKEKPIUEVO QVTIYOVO.

KAwvog

ES05

Avoooyoévo
MpokapuwTiKA avacuvduacuévn TTpwTeivn Trou avtioTolxei o€ 210 apivogéa TG avBpwtrivng MLH1.

EidikéTnTal
AvBpwivo poépio Tpwreivng 1 emdidpBwong ataipiaoTwy Jeuywy Bdoswv (MLHT).
20vleon AvTiSpaoTnpiou

To NCL-L-MLH1 eivai éva uypd utrepkeipevo IoTokaANIEpyelag TTou TTEPIEXEl 15 mM adidlo Tou vaTpiou wg ouvTneNTIKS.

Tagn Ig
1gG1

OAIkA Zuykévipwon MpwrTeivng

1,0-8,0 g/L. lMa TNV OAIKA CUYKEVTPWON TTPWTEIVNG TTOU €ival EIBIKN YIa TNV EKAOTOTE TTAPTIOA, AVATPESTE OTNV ETIKETA TOU PIAAISIOU.

ZUYKEVTPWON AVTICWHOTOG
MeyaAUtepn 1y ion pe 165 mg/L, éTwg TrpoadiopiCetal pe ELISA. MNa Tn ouykévipwaon Ig TTou gival £19IKr yia TNV eKEoTOTE TrapTidA,
avaTpESTE OTNV ETIKETA TOU PIaAIBIOU.

TuoTtdoeig MNa Tn XpAon

AvoooioToxnueia (deite TNV evotnTa “A. MeBodoAoyia) o Topég TTapagivng. Mpoteivéuevn apaiwon: 1:50 etri 30 AeTrtd aToug 25 °C.
OepIKG eTTAYOUEVN AVAKTNON ETITOTIOU PE XPron Twv Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113 4 RE7114. Auté Tapéxetal wg odnyog
Kal o XprioTeg Ba TTPETTEl va TTPoadIopifouv TiG DIKEG TOUG BEATIOTEG OPAIWTEIG EPYATIOG.

®UuAagn Kal ZT1abepoéTnTa

DuldooeTte oToug 2-8 °C. Mnv katayuxeTe. ETTavagépete oToug 2—8 °C apéowg PeTd TN xprion. Mn XpnoIUOTIOIEITE UETA TNV NUEPOMNVIT
AAgNG TTou avaypd@eTal oTnV eTIKETA TOU QIoAISIoU. Tuxdv GUVONKEG GUAAENG DIPOPETIKEG OTTO EKEIVES TTOU KaBOPI{oVTal TTAPATIAVW
TIPETTEl va eTTaAnBevovTal aTré 10 XprAoTn.

Mapaokeun Agiypartog
To OUVICTWHEVO POVIPOTTOINTIKG €ival OUdETEPO PUBUICTIKG BiIGAupa poppoAng 10% yia TOUEG I0TOU EYKAEIOPEVEG OE TTApa@ivn.

Mpoeidotmroinoeig Kai MpoguAdgeig

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

H popiakéTnTa Tou adidiou Tou vatpiou aTo avTidpacTripio autd gival 15 mM. Katémv airjpartog, diatiBetal éva SeATio dedopévwv
aoaAeiag UAikou (MSDS) yia To agidio Tou vaTtpiou.

ZupBouAeuTEiTE TOUG OPOOTIOVSIaKOUG, TTOMITEIQKOUG 1 TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YIa aTtréppIyn TUXOV duVNTIKWG TOEIKWY GUOTATIKWY.

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 PETAd00NG AoiNWENG Kal N atTdpPIYr TOUG va TTPAYNATOTIOIEITA AapBAVOVTAG TIG CWOTEG TTPOPUAGEEIS.! Mnv
QAVAPPOPATE TTOTE E TTITIETA AVTIOPACTAPIA LE TO OTOHA KAl ATTOQUYETE TNV ETTAPY TOU SEPHATOG KOl TwV BAEVVOYOVWYV PE avTIdPAoTAPIa
Ko deiyparta. Eav Ta avridpaoTripia fi Ta deiypata éABouv o€ eTTa@r| pe euaiabnTeg TTEPIOXEG, TTAUVETE Pe GPBOovVEG TTOOATNTEG VEPOU.
ZnTAOTE TN CUPBOUAR 1aTPOU.

EAaxioTotroioTe Tn pIKpofiokr HOAuvan Twv avTidpaoTnpiwy, dIOTI evOEXETAI VO GUMBET algnon un €I9IKAG XPWONG.

Xpodvol 1) Beppokpaacies ETWAONG SIAPOPETIKEG aTTO eKEiVEG TTOU KaBopidovTal evOEXETAl va SWaouV e0@aApéva atroTeAéoparTa. Tuxov
TETOIEG METABOAEG TTPETTEI VO ETTIKUPWIVOVTAI OTTO TO XPHOTN.

MoioTik6g ‘EAgyxog

Tuxov dI0pOopEG OTNV €TTEEEPYATIO TWV IOTWV Kal TIG TEXVIKEG OIOIKATIEG OTO EPYATTAPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TTPOKAAETOUV
onuavTikh HETaBANTOTNTA OTa aTTOTEAEOPATA, KABICTWVTAG AVAYKAIO TNV TAKTIKF EKTEAEON ECWTEPIKWV EAEYXWV ETTITTAEOV TWV OKOAOUBWY
SIadIKACIWV.
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O1 pdptupeg Ba TTPETTEl va ival ppéoka deiypaTa vekpowiag/Bloyiag/xeipoupyikd deiypaTa, Ta OTToia €ival HOVIPOTIOINUEVT O QOPHOAN,
ETTEGEPYAOUEVA KAl EYKAEITPUEVD O€ KNPO TTAPAPivNG, TO CUVTOUATEPO duvaTtd pe Tov idlo TPOTIO e To(a) Seiypa(ta) Tou acBevoug.

OeTik6g MdpTUpag loTou
XpnoiyoTrolgital yia va UTTOSEIKVUEI CWOTA TTAPACKEUATHEVOUG I0TOUG KOl TWOTEG TEXVIKEG XPUWONG.
Oa Tpétrel va TrepIAapBaveTal évag BeTIKOG HAPTUPAG I0TOU Yia KOs 0UVOAO oUVBNKWY £§ETAONG OE KABE EKTENEON XPWONG.

‘Evag 10TOG pe aoBevi) BeTIK Xxpwon gival o KatdAAnAog atrd évav 10T pe 1oxupr) BETIKA Xpwon yia BEATIOTO €Aeyx0 TTOIOTNTAG Kal Yia
TNV avixveuon oAU HIKPWV ETITTESWY TUXOV aTTOdOUNONG TWV avTIdpacTnpiwy.?

ZUVIOTWHEVOG 1IGTOG BETIKOU papTupa gival o Koov.

Edv o BeTik6g pdptupag 10ToU dev TTapouciadel BETIKA xpwan, Ta attoTeAéopata e Ta deiypata TG eg€Taong Ba TpéTTel va BewpouvTal
dkupa.

ApvnTikog Mdaptupag loTou

Oa TPETTEl va eGETAZETAN HETA TOV BETIKG PAPTUPA 1IGTOU YIa TV €TTAARBEUON TNG €IDIKATNTAG TNG ETTICAPAVONG TOU AVTIYOVOU-OTOXOU aTtd
TO TIPWTOTAYEG AVTICWHA.

ZUVIOTWHEVOG 10TAG apvNTIKOU UEPTUPQ €ival N ZKEAETIKOG HUG.

EvaAAakTikd, n TroikiAia SIapopwy KUTTAPIKWY TUTTIWY TTOU UTTAPXOUV OTIG TTEPICOOTEPEG TOUEG IOTWYV TTAPEXEI GUXVE BETEIG apvnTIkoU
HapTUPQ, AAAG QUTS TTPETTEN Va TTAANBEUETAI AT TO XPAOTN.

Mn €181k Xpwan, eav uTrapxel, £xel ouvriiBwg SiduTn egpavion. Evdéxetal emiong va TrapatnpnBei oTropadikr Xpwaor Tou GUVIETIKOU
10TOU O€ TOPEG aTTd 1I0TOUG TTOU £XOUV JOVILOTTOINGET e UTTEPBOAIKA TTOOOTNTA POPHOANG. XPNOIPOTTOIETE GBIKTA KUTTAPA Yia TNV
£PUNVEIQ TWV ATTOTEAETUATWY TNG XPWONG. NEKPWTIKA 1) EKPUAITEVA KUTTAPA TIAPOUCIAouv cuxvd un 18Ik xpwon.® Evdéxetal va
TTapaTNPENBoUV Yeudwg BeTIKG atroTeAéopaTa AOyw UN avoooAOYIKAG SECHEUCNG TWV TTPWTEIVWV A TWV TTPOIGVTWY avTidpaong Tou
utrooTpwpaTog. EvdéxeTal etriong va TpokAnBouv atd evdoyevh €viupa, 6TTwG N WeudoUTrepogeiddon (epuBpoKUTTaPA), N EVOOYEVAG
utrepogeiddon (kutdxpwpa C) A n evdoyevig BloTivn (T1.X. ATTAP, HOOTAG, EYKEPAAOG, VEPPOG) avaAoya e TOV TUTTO AVOCOXPWAONG TTOU
xpnaoipotrolgital. MNa 1n dlagopotroinon Tng evdoyevoUg eVEUUIKAG OpaoTIKOTNTAG 1 TNG UN €10IKAG déTpEUaNG TWV EVUPWY aTTd EIBIKA
avoooavTIdPACTIKOTNTA, Eival SUVATO Va XPWHATIOTOUV ATTOKAEIOTIKA ETTITTAEOV 10TOI AOBEVWV PE XPWHOYOVO UTTOOTPWHATOG 1 EVEUMIKA
oupTtAoka (apidivn-Biotivn, oTpemTaIdivn, ONUACHEVO TTIOAUHEPEG) KOl UTTOOTPWHA-XPWHOYOVO, avTioToixa. Edv apouciaoTei 1dIkA
XPWon aTov apvnTIKé pdpTupa I0ToU, Ta aTroTeAéopaTa pe Ta deiypata aobevolg Ba TTpéTTel va BewpouvTal dkupa.

ApvnTikdg MdpTupag AvTiSpaaTnpiou
Xpnoiyotrolgite évav pn 181k6 apvnTikd papTUpa avTidPACTNPIoU avTi TOU TTPWTOTAYOUG AVTICWHATOG HE HIa Topr KaBe deiypatog
aoBevolg yia TV agloAdynon pn €IBIKAG XPWONG Kal yIa va ETTITPETTETAI KAAUTEPN EPUNVEIT TNG EIBIKAG XPWONG 0Tn BEON TOUu avTIYOVOU.

lot6g AgBevoug

EgetdoTe TeAeuTaia Ta Seiypata aoBevoug Trou £xouv xpwpaTtioTei pe To NCL-L-MLH1. H évraon Tng BeTikrAg Xpwong Ba TTpétrel va
eKTIATOI OTa TTAGOIO TUXOV [N EIDIKAG XPWONG UTToRABpou Tou apvnTikoU pdpTupa avtidpacTnpiou. OTwg cupBaivel Ye oTToIadATIOTE
QAVOOOIOTOXNMIKA €EETAON, éva apvnTIKO aTTOTEAETPA anuaivel 6TI To avTiyovo Sev avixveUTnke, 61 OTI TO avTyovo dev UTTHPXE OTa
KUTTOpa/oToV 1076 TToU €8eTAOTNKE. EAV gival atrapaitnTo, XPNOIUOTIOINCTE PIG GEIPd AVTICWHATWY VIO TV avayvwpion YEudwg
APVNTIKWY avTIBPACEWV.

Avapevopeva AtroteAéopara

Puaioloyikoi 1oToi

O kAwvog ES05 avixveuoe Tnv pwrteivn MLH1 TTou eK@padeTal GTOUG TTUPHVES TwV KUTTAPWY o€ TToIkIAia I0TWV (n=37/45). Xpwan
TTOPATNPABNKE OTO KOAOV, OTO AETITO EVTEPO, OTO VEPPO, OTO ETTIVEPPIDIO, OTOV TIVEUHOVA, OTO ATIAP, OTO GTOPAXO, GTOV 0IG0PAYO0, OTO
Séppua, 1o oTTAAva, oTNV WoBNKN, oTov TPAXNAO, OTN UATPA, GTOUG OPXEIG, OTO BUNO adéva, aTo GleAoydvo adéva, aTov BupeoEldr, OToV
TTapaBupeoEIdr, GTO HACTO, OTNV UTTOQPUAT KAl OTNV APUYSaAR.

Kapkivikoi 10701

Xpnoipgotroienke kAwvog ESO5 yia Tn xpwaon 238 opBokoAIKWY dykwv, atré Toug otroioug ol 215 Atav MLH1 BeTikoi. ZTig apvnTikEG
TIEPITITWOEIG, TO KAPKIVIKG KUTTAPA SEV XPWHATIOTNKAY, OV KOl T0 OTPWHATIKG Kal AEUQOEIDr) KUTTAPA TOU ECWTEPIKOU PAPTUPA ATV
BeTIKG 6TTWG avapevoTav. O kAwvog ESO5 avixveuoe Tnv Tpwteivn MLH1 kai o€ 6ykoug Tou paotol (10/10), dykoug TnG wobrikng

(7/7), oapkwpata (7/7), Aepewpata (6/7), dykoug Tou Trvelpova (7/7), veupoevBokpIVIKOUG GyKoug (4/4), peAavwpaTta (4/4), dykoug Tou
evdounTpiou (3/4), dykoug Tou veppoU (3/4), akavBoKUTTapIKG Kapkivwparta (3/3), 6ykoug Tng oupodoxou KUoTng (3/3), dykoug BAACTIKWY
KUTTapwV (3/3), Un @uaiohoyikd TpoaTdrn (3/3), emive@pidikoug dykoug (3/3), dykoug Tou ATTaTog (2/3), GyKOug Tou OTOUGXoU (2/2),
GYKOUG TOU TTaYKPEATOG (2/2), dykoug Tou Bupeoeidoug (2/2), dykoug Tou déppatog (1/1), dykoug Tou AeTrTou eviépou (1/1), dykoug Tou
BUpou adéva (1/1) kar 6ykoug Twv veupwv (0/1).

To NCL-L-MLH1 guvioTdral yia Xpon oTnv avixveuon 1ng ékgpaong tng mpwreivng MLH1 o€ @uoioAoyikoUg kai
veorAaopaTikoUg 10ToUG, 151aiTEpa yia BorBsia aTnv avayvwpion Tng amwAsiag Tng ékgpacng tng MLH1 os repimtwosl
kAnpovouikoU un moAuTtrodikoU KApKivou Tou KOAOU Kai OTTOPadIKWV KAPKIVWY.

Ievikoi Meplopiopoi

H avoooioTtoxnueia gival pia SiayvwoTikr digpyaaia TTOAATTAWY BnudTtwy, n otroia atroTeAeital atrd e15IKEUPEVN EKTTAIdOEUTN TNV
emAoyn Twv KaTGAANAwY avTidpacTnpiwy, £TIAOYH I0TOU, HOVIMOTIOINGT Kal £TTESEPYaaia, TTpoeTolpaaia TNg TAdkag IHC kai epunveia
TWV ATTOTEAECHATWY TNG XPWONG.

H xpwon Tou 10700 egapTdTal amd To XEIPIoPS Kal TV TTEGEPYaAaTia Tou I0ToU TIPpIV aTrd T Xpwon. Tuxév eo@aApévn povipoTroinon,
Katayugn, améyugn, TAUoN, oTéyvwua, Bépuavan, Toun fj poAuvon pe GAAoUG 1I0ToUG 1 Uypd EVOEXETAI Va TIAPAYEI HOPPWHATA,
TrayidEuon avTICWHOTOG A WEUBWGS aPVNTIKG aTToTEAéoUaTa. TUXOV AOUVETTA aTTOTEAéTUATA EVOEXETOI VO OQEIAOVTAI OE TTAPAAAAYEG TwV
HEBOGDWY HovIPoTTOiNaNG KOl EYKAEIOHOU ) OE £yYEVEIG aVWHOAIEG EVTOG TOU 10TOU.*

Tuxov utrePPBOAIKA 1 ATEARG avTiXpwon eVOEXETAI VO DIOKUBEUCEI TN CWOTHA EPUNVEIQ TWV ATTOTEAETUATWV.

H KAIVIKA eppnveia oTToI00dATIOTE XPWONG 1 TNG aTrouadiag TnG Ba TTPETTEI VO GUPTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU
XpnaoipotroloUv cwaToug PAPTUPEG Kal Ba TTPETTEl va aglohoyeiTal oTa TTAQioIa Tou KAIVIKOU 10TOPIKOU Tou aoBevoUg Kal GAAwY
SIayVWOTIKWYV EETACEWV aTTd €IDIKEUEVO TTaBoAoyoavaTopo.

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

O€ KATEWUYPEVEG ETE O EYKAEIOPEVEG OE TTAPAPiVN TOPEG, HE EIBIKEG ATTAITAOEIG HovipoTroinong. EvOEXETal va TTApOUCIaoTEi Un
QAVOAUEVOPEVN EKPPaCT avTIyOvou, IDIKG O€ VEOTTAdopaTA. H KAIVIKF) EpUNVEIa OTTOINODNTIOTE XPWHATIOPEVNG TONG I0TOU TTPETTEI VO
TepIAapBAvel popPoloyIKA avaAuan Kai TNV agloAdynan Twv KatdAANAwy HopTUpwy.
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Tpotmotmoinoeig Xtnv MponyoUpevn ‘Ekdoon
H evétnTa “Z0vBeon AvTidpaoTtnpiou” éxel aANGEE!.
H evotnTa “OAIKr) ouykévTpwon TTPWTEIVNG” €xel aAAGEEL.

Hpepopnvia ‘Exkdoong
13 Mapriou 2013
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Meg0Ooooroyio avoooicToynueiag yia ypion avricopdtov Novocastra™
0€ 1670 EYKAEIGUEVO GE TAPOPIVY) PE YPN O TG TEYVIKIG Ogppikd
EMAYOPEVIIC AVAKTNONG EMTOTOV.

A. AvTiSpaoThpia Trou atraitoUvTal aAAd Sev TTapéxovTal

1. MpoTuTrol JIaAUTEG TTOU XPNCIPOTIOIOUVTal GTNV AVOOOIoTOXNHEID

2. 50 mM ahatoUyou puBuioTikoU diaAuparog Tris (TBS) pe pH 7,6.

. AiGAupa avaktnong emtémou (Seite TNV evotnTa M)

. ApaiwTiké avtiowpatog, Novocastra™ IHC Diluent, RE7133.

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

. Méoo oTepéwang — XPNOIUOTIOIEITE CUPPWVA PE TIG CUOTACEIG TOU KATAOKEUAOTT.

a b ow

. E§omrAIo66 Tou atraiteital aAAd dev TTapEXETal

. ©dAapog emmwaong pubuiouévog aToug 25 °C.

. ZUOKeUr Béppavong yia avaktnon €TMTOTToU: UBATOAOUTPO 1) CUCKEUH aTpou, aTpuokAiBavog fj GAAOG epyaoTnpIakdg eEOTTAICHOG
eAeyxodpevng Beppokpaaiag.

3. Tevikdg epyaoTnpiakdg e0TTAICUAG avoooioToxnuEiag.

N 2@ O

I. AlaAUpaTa avaKTNONG EMITOTTOU (S€iTE TRV EVOTNTA “ZUCTACEIS Yia TN XPRon” yia éva atrd Ta akéAouba)

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

RE7114 Epitope Retrieval Solution pH 6 (x10 Concentrate) PuBuIoTIKG SiGAupa e BAGN KITPIKA TTOU TTEPIEXE!
500 mL ETMIPAVEIODPOOTIKS TTapdyovTa

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

RE7116 Epitope Retrieval Solution pH 8 (x10 Concentrate) 1 L PUBLIOTIK IGAUPA pe Baan To EDTA Trou Trepiéxel
RE7118 Epitope Retrieval Solution pH 8 (Ready to Use) 1 L ETMPAVEIODPATTIKG TTapdyovTa

RE7119 Epitope Retrieval Solution pH 9 (x10 Concentrate) 1 L PUBMIGTIKS BIGAUNG e Béon To TriS/EDTA Tiou TIEpIEXE!

ETMIPAVEIODPACTIKO TTapdyovTa

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

A. MeBodoAoyia

Mpiv a1ré TNV epapuoyn Tng peBodoAoyiag AUTHG, o1 XPAOTES TIPETTEI VA EKTTAISEUTOUV OE AVOOOITTOXNHIKESG TEXVIKEG.

O1 reAdTEG Ba TIPETTEN VA TIPOGBIOPicouV TIG BEATIOTEG APAIWOEISG yia avTiowaTa. EkTog edv utrodeikvieTal SiagopeTikd, OAa Ta BApaTa
ekTeAoUVTaI o€ Bgppokpaoia dwpariou (25 °C).

AvakTnon emrémou

MapakahoUpe akoAouBRoTe TIG 0dnyieg xpriong oTa Epitope Retrieval Solutions, RE7113, RE7114, RE7115, RE7116, RE7118, RE7119,
RE7122.

Amreikévion

Mapakaholpe akoAouBRoTE TIG 0dnyieg xpriong ota Novolink™ Polymer Detection Systems, RE7280-K (1250 tests), RE7150-K (500
tests), RE7140-K (250 tests) i RE7290-K (50 tests).

E. Tpomomoifoeig oTnv mponyouuevn ékdoon
Aev €xel epappoyn.

21. Hugpounvia é&kdoong

23 Amrpihiog 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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Novocastra~ Vaskeformigt Monoklonalt Museantistof
Mismatch Repair Protein (MLH1)
Produktkode: NCL-L-MLH1

Tilsigtet Anvendelse
Til in vitro diagnostisk anvendelse.

NCL-L-MLH1 er beregnet til kvalitativ identifikation af Mismatch Repair Protein (MLH1)-molekyler i paraffinsnit ved lysmikroskopi. 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.

Procedureprincip

Immunhistokemiske (IHC) farvningsteknikker muligger visualisering af antigener via sekventiel tilseetning af et specifikt antistof mod
antigenet (primaert 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. Prgven 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
ES05

Immunogen
Prokaryot rekombinant protein svarende til 210 aminosyrer af humant MLH1.

Specificitet
Humant Mismatch repairprotein (MLH1) molekyle.

Reagenssammensatning
NCL-L-MLH1 er en flydende vaevskultur supernatant indeholdende 15 mm natriumazid som konserveringsmiddel.

Ig-klasse
1gG1

Totalproteinkoncentration

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

Antistofkoncentration
Sterre end eller lig med 165 mg/L som bestemt ved ELISA. Se etiketten pa haetteflasken for lotspecifik Ig-koncentration.

Anbefalinger Vedregrende Anvendelse

Immunhistokemi (se D. Metodologi) pa paraffinsnit. Foreslaet fortynding: 1:50 ved 30 minutter ved 25 °C. Varmeinduceret
epitopgenfinding ved brug af Epitope Retrieval Solution pH 6,0 RE7113 eller RE7114. Disse retningslinier er vejledende, og brugeren ber
selv bestemme egne optimale brugsoplgsninger.

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 paraffinindstgbte 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 prever kommer i
kontakt med huden eller slimhinder. Hvis reagenser eller prever 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 farvekersel.

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

Anbefalet positivt kontrolvaev er colon.

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 skeletmuskel .

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
vaev, 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 vaevssnit af hver patientpreve for at vurdere uspecifik
farvning og muliggere bedre fortolkning af specifik farvning pa antigenstedet.

Patientvaev

Eksaminer patientprgver farvet med NCL-L-MLH1 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 veev

Klon ES05 paviste MLH1-protein udtrykt i cellekerner i forskellige vaev (n=37/45). Farvning blev observeret i colon, tyndtarm, nyre,
binyre, lunge, lever, mave, spisergr, hud, milt, ovarier, cervix, uterus, testis, thymuskirtel, spytkirtler, skjoldbruskkirtel, biskjoldbruskkirtel,
bryster, hypofyse samt tonsil.

Tumorvaev

Klon ESO05 blev benyttes til farvning af 238 colorektale tumorer, af hvilke 215 var MLH1-positive. Indenfor de negative tilfeelde blev
tumorceller ikke farvede, de interne stroma- og lymfoide kontrolceller, blev testet positive som forventet. Klon ES05 paviste ogsa MLH1-
proteiner i brysttumorer (10/10), tumorer pa seggestokkene (7/7), sarcomer (7/7), lymfomer (6/7), lungetumorer (7/7), neuroendokrine
tumorer (4/4), melanomer (4/4), endometrietumorer (3/4), nyretumorer (3/4), pladecelle carcinomer (3/3), bleeretumorer (3/3),
germcelletumorer (3/3), abnormal prostata (3/3), binyretumorer (3/3), lever tumorer (2/3), mavetumorer (2/2), pankreastumorer (2/2),
thyroidea tumorer (2/2), hudtumorer (1/1), sma mave tumorer (1/1), thymustumorer (1/1) samt nervetumorer (0/1).

NCL-L-MLH1 anbefales til pavisning af MLH1-protein udtrykt i normale og neoplastiske vaev, sarligt som hjaelp ved
identificering af tab af MLH1-udtryk ved arvelig ikke-polyposis coloncancer og sporadisk cancer.

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 veevet inden farvning. Forkert fiksering, frysning, optening, vask, terring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andet vaev eller andre veesker kan frembringe artefakter, indfangning af antistof

eller falske negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings- og indstebningsmetoder 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 bar 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 paraffinindstebte vaevssnit
med specifikke krav til fiksering. Der kan forekomme uventet antigenekspression, navnlig i neoplasmer. Den kliniske fortolkning af alle
farvede vaevssnit skal indbefatte morfologisk analyse og evaluering af passende kontroller.
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Rettelser Til Tidligere Udgave
Reagenssammenszetning er zendret.
Totalproteinkoncentrationen er eendret.

Udgivelsesdato
13 marts 2013
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Immunbhistokemisk fremgangsmade til anvendelse af Novocastra™
antistoffer pa paraffinindstebte vaev ved anvendelse af varmeinduceret
epitopgenfindingsteknik.

. Nedvendige reagenser, der ikke medfelger

. Standardoplgsningsmidler anvendt i immunhistokemi

50 mM tris-bufferjusteret saltvandsoplgsning (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).

. Monteringsmedium — fremstilles ifalge producentens anbefalinger.

asON=D

. Nedvendigt udstyr, der ikke medfalger

. Inkubator sat til 25 °C.

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

N =@ O

C. 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 | 1yi5/EDTA-baseret buffer indeholdende overfladeaktivt
RE7122 Epitope Retrieval Solution pH 9 (Ready to Use) 1 L middel

D. Fremgangsmade

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

Kunden skal fastleegge optimale fortyndinger for antistoffer. Med mindre andet er anfart, skal alle trin udfgres 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).

E. Rettelser til tidligere udgave
Ingen rettelser.

F. Udgivelsesdato
23 April 2008 (CEprotocol/HTAUT+Novolink).
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