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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per L'uso

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

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de Uso

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

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

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

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

Lees venligst for produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen voor gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fer du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

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

Monsi, npoyeteTte npeawu ynotpeba Ha TO31 NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznalatba vétele el6tt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

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

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

Navodila za uporabo
Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pied pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, preditajte si ho pred pouzitim produktov.

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

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

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

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

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

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan énce ambalajin bozulmamis olmasini
kontrol edin.

MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau
ynotpeba.

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

Mepen npumeHeHnem ybeautech B LIENOCTHOCTH
YNaKoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie
jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

Pred pouzitim zkontrolujte neporusenost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, &i balenie nie je porusené.

Rx Only
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Novocastra™ Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody
Delta-Sarcoglycan

Product Code: NCL-d-SARC

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

NCL-d-SARC is intended for the qualitative identification by light microscopy of Delta-Sarcoglycan by immunohistochemistry. 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

5Sarc3/12C1

Immunogen

Synthetic peptide containing amino acids 1-19 at the N-terminus of the human delta-sarcoglycan sequence (Jung D. et al.,1966).
Specificity

Human delta-sarcoglycan (35 kD). Does not react with delta-sarcoglycan in sections of mouse, rat, rabbit, dog, chicken, hamster or pig
muscle. Other animal species not tested.

Reagent Composition

NCL-d-SARC is a lyophilized tissue culture supernatant containing sodium azide as a preservative. The user is required to reconstitute
the contents of the vial with the correct volume of sterile distilled water as indicated on the vial label.

Ig class
IgG2a

Total Protein Concentration
Refer to vial label for lot specific total prof

n concentration.

Antibody Concentration
Greater than or equal to 24 mg/L. Refer to vial label for batch specific Ig concentration.

Recommendations On Use

Immunohistochemistry (see Methodology) on frozen sections. Suggested dilution: 1:25-1:50 for 60 minutes at 25 °C. This is provided
as a guide and users should determine their own optimal working dilutions.

Storage and Stability

Store unopened antibody at 2-8 °C. Under these conditions, there is no significant loss in product performance up to the expiry date
indicated on the vial label. Do not use after expiration date indicated on the vial label. The reconstituted antibody is stable for at least two
months when stored at 2-8 °C. For long term storage, it is recommended that aliquots of the reconstituted antibody are stored frozen at
-20 °C (frost-free freezers are not recommended). Repeated freezing and thawing must be avoided. Prepare working dilutions on the day
of use. Return to 2-8 °C immediately after use. Storage conditions other than those specified above must be verified by the user.

Specimen Preparation

Freeze specimen tissue blocks in isopentane chilled in liquid nitrogen (see Warnings and Precautions). The specimens do not require
further fixation but should be embedded in OCT™ compound (Sakura, Product No. Tissue-Tek 4583).

D-SARC-CE
Page 2



Warnings and Precautions

H302: Harmful if swallowed.
H317: May cause an
allergic skin reaction.

H334: May cause allergy

or asthma symptoms or
breathing difficulties if
inhaled.

H411: Toxic to aquatic life
with long lasting effects.

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Contains a mixture of: Sodium
Azide (<10%), Benzylpenicillin
Sodium (<10%), Streptomycin
Sulphate (<10%).

Signal words: Danger.

P261: Avoid breathing dust/fumes/gas/mist/vapours/spray.
P264: Wash hands thoroughly after handling.

P270: Do not eat, drink or smoke when using this product.
P272: Contaminated work clothing should not be allowed out of
the workplace.

P273: Avoid release to the environment.

P280: Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/
face protection.

P284: In case of inadequate ventilation wear respiratory

EUHO032: Contact with acids
liberates very toxic gas.

protection.

P301+312: IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/doctor/ if
you feel unwell.

P302+352: IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.
P304+340: IF INHALED: Remove person to fresh air and keep
comfortable for breathing.

P330: Rinse mouth.

P333+313: If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/
attention.

P342+311: If experiencing respiratory symptoms: Call a POISON
CENTER/doctor.

P362+364: Take off contaminated clothing and wash it before
reuse.

P391: Collect spillage.

P501: Dispose of contents/container to hazardous or special
waste collection point.

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.

This reagent contains sodium azide. A Material Safety Data Sheet is available upon request or available from www.LeicaBiosystems.com
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.

Liquid nitrogen due to its excessively cold temperature causes burns and protective clothing, including gloves and visor, should be used
when handling. Use in a well ventilated area.

Isopentane is highly flammable and harmful by ingestion and inhalation. It is also irritating to skin and eyes, and is a narcotic in high
concentration.

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 frozen as soon as possible in the same manner as the patient sample(s).

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.

A tissue 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 skeletal muscle.

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 has not been determined.

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 inmunoreactivity, 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.
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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-d-SARC 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 dSarc3/12C1 detects the delta-sarcoglycan protein in the sarcolemma of skeletal, cardiac and smooth muscle fibers.
Abnormal Tissues

Clone dSarc3/12C1 has been used in immunohistochemical studies of more than 850 patients to identify a deficiency of the 35 kD
dystrophin-associated glycoprotein, delta-sarcoglycan.

NCL-d-SARC is recommended for the identification of human Delta-Sarcoglycan by immunohistochemistry.

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 artefacts, 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.

Bibliography - General

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

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of seven monoclonal and
three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc.,
Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part |: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a
possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology. 1980; 73:626.

5. Anderson LVB. Multiplex Western blot analysis of the muscular dystrophy proteins. Chapter 22, p369-386, in Muscular Dystrophy:
Methods and Protocols (number 43 in the Methods in Molecular Medicine series), edited by Bushby KMD & Anderson LVB. 2001.
Humana Press: Totowa, New Jersey.

6. Pogue R, Anderson LVB, Pyle A, et al. Strategy for mutation analysis in the autosomal recessive limb-girdle muscular dystrophies.
Neuromuscular Disorders. 2001; 11(1):80-87.

7. Sheriffs IN, Rampling D and Smith VV. Paraffin wax embedded muscle is suitable for the diagnosis of muscular dystrophy. Journal of
Clinical Pathology. 2001; 54(7):517-520.

8. Ueda H, Ueda K, Baba T, et al. Delta and gamma-sarcoglycan localization in the sarcoplasmic reticulum of skeletal muscle. Journal of
Histochemistry and Cytochemistry. 2001; 49:529-538.

9. Auranen M, Rapola J, Pihko H, et al. Muscle membrane-skeleton protein changes and histopathological characterization of muscle-
eye-brain disease. Neuromuscular Disorders. 2000; 10(1):16-23.

10.Bornemann A and Anderson LVB. Diagnostic protein expression in human muscle biopsies. Brain Pathology. 2000; 10:193-214.

11.Vainzof M, Moreira ES, Canovas M, et al. Partial alpha-sarcoglycan deficiency with retention of the dystrophin-glycoprotein complex
in a LGMD2D family. Muscle Nerve. 2000; 23(6):984-988.

12.Anderson LVB and Davison K. Multiplex Western blotting system for the analysis of muscular dystrophy proteins. American Journal of
Pathology. 1999; 154(4):1017-1022.

13.Jung D, Duclos F, Aposol B, et al. Characterization of d-sarcoglycan, a novel component of the oligomeric sarcoglycan complex
involved in limb-girdle muscular dystrophy. The Journal of Biological Chemistry. 1996; 271(50):32321-32329.

Amendments to Previous Issue

Not Applicable.

Date of Issue
19 October 2018
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Immunohistochemistry methodology for using Novocastra™ antibodies on
frozen muscle tissue.

Reagents required but not supplied

Standard solvents used in immunohistochemistry.

50 mM Tris-buffered saline (TBS) pH 7.6.

Antibody diluent - normal serum optimally diluted in TBS.

Normal serum from the species in which the secondary antibody is raised.

Secondary peroxidase-conjugated antibody - use as recommended by manufacturer.

3,3’ Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) - prepare and use as recommended by manufacturer.
Mounting medium - use as recommended by manufacturer.

NoorON 2

Equipment required but not supplied

1. Incubator set to 25 °C.

2. General immunohistochemistry laboratory equipment.
3. Electric fan for air drying slides.

Antigen retrieval solutions (see Recommendations on Use)
Not applicable to frozen sections.

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 25 °C.

Cut and mount 4-10 pm sections on slides coated with a suitable tissue adhesive and air dry for at least one hour.
Incubate sections with optimally diluted primary antibody (see Recommendations on Use).

Wash in TBS buffer for 2 x 5 minutes with gentle rocking.

Incubate sections in appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody.

Wash in TBS buffer for 2 x 5 minutes with gentle rocking.

Incubate the slides in DAB.

Rinse the slides in clean water.

© NOoO oA N2

Dehydrate, clear and mount sections.

Amendments to Previous Issue
Not applicable.

Date of Issue
4 February 2008 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra~ Anticorps Monoclonal Lyophilisé de Souris
Delta-Sarcoglycan
Référence du Produit: NCL-d-SARC

Utilisation Prévue

Diagnostic in vitro.

Le NCL-d-SARC est destiné a Iidentification qualitative par microscopie optique du delta-sarcoglycane par immunohistochimie.
L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit étre complétée par des études morphologiques utilisant
des contrdles 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 chromogene
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
6Sarc3/12C1

Immunogéne

Peptide synthétique contenant les acides aminés 1 a 19 de I'extrémité N-terminale de la séquence delta-sarcoglycane humaine (Jung D.
et al.,1966).

Spécificité

Delta-sarcoglycane humaine (35 kD). Il ne réagit pas avec la delta-sarcoglycane dans des coupes de muscles de souris, de rat, de lapin,
de chien, de poulet, de hamster ou de porc. Les autres especes animales n'ont pas été testées.

Composition du Réactif

Le NCL-d-SARC est un surnageant de culture tissulaire lyophilisé contenant une solution d’azide de sodium comme conservateur.
L'utilisateur doit reconstituer le contenu du flacon avec un volume correct d’eau distillée stérile comme indiqué sur I'étiquette du flacon.

Classe d’lg
1gG2a

Concentration Totale en Protéines
La concentration totale en protéines, spécifique du lot, figure sur I'étiquette du flacon.

Concentration en Anticorps
Supérieure ou égale a 24 mg/L. La concentration totale en Ig, spécifique du lot, figure sur I'étiquette du flacon.

Recommandations d’utilisation

Immunohistochimie (voir Méthodologie) sur des coupes congelées. Dilution préconisée : 1:25-1:50 pendant 60 minutes a 25 °C. Ceci
n’est donné qu’a titre indicatif et les utilisateurs doivent déterminer leurs propres dilutions de travail optimales.

Conservation et Stabilité

Conserver I'anticorps non ouvert a 2—-8 °C. Dans ces conditions il n’y a pas de perte de performance significative du produit jusqu’a la
date de péremption qui figure sur I'étiquette du flacon. Ne pas utiliser aprées la date de péremption indiquée sur I'étiquette du récipient.
L’'anticorps reconstitué est stable pendant au moins deux mois s'il a été conservé a 2—8 °C. Pour une conservation a long terme,

il est recommandé de congeler les aliquotes d’anticorps a -20 °C (I'utilisation de congélateurs a dégivrage automatique n’est pas
conseillée). Ne pas congeler et décongeler de fagon répétée. Préparer les dilutions de travail le jour méme de leur utilisation. Remettre
immédiatement a 2-8 °C aprés utilisation. Les conditions de conservation autres que celles qui sont spécifiées ci-dessus doivent faire
I'objet d’une vérification par I'utilisateur.

Préparation des Spécimens

Congeler les blocs tissulaires dans de Iisopentane refroidi dans de I'azote liquide (voir Mises en garde et précautions). Les spécimensne
nécessitent pas d’autre fixation mais doivent étre inclus dans le composé OCT" (Sakura, réf. produit Tissue-Tek 4583).
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Mises en Garde et Précautions

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Il contient un mélange de:
Azoture De Sodium (<10%),
Benzylpenicillin Sodium (<10%),
Streptomycin Sulphate (<10%).
Mentions d’avertissement:
Danger.

H302: Nocif en cas
d’ingestion.

H317: Peut provoquer une
allergie cutanée.

H334: Peut provoquer des
symptémes allergiques ou
d’asthme ou des difficultés
respiratoires par inhalation.
H411: Toxique pour les
organismes aquatiques,
entraine des effets néfastes
along terme.

EUHO032: Au contact d’'un
acide, dégage un gaz tres
toxique.

P261: Eviter de respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/
vapeurs/aérosols.

P264: Se laver les mains soigneusement aprés manipulation.
P270: Ne pas manger, boire ou fumer en manipulant ce produit.
P272: Les vétements de travail contaminés ne devraient pas sortir
du lieu de travail.

P273: Eviter le rejet dans 'environnement.

P280: Porter des gants de protection/des vétements de protection/
un équipement de protection des yeux/du visage.

P284: [Lorsque la ventilation du local est insuffisante] porter un
équipement de protection respiratoire.

P301+312: EN CAS D’'INGESTION: Appeler un CENTRE
ANTIPOISON/un médecin en cas de malaise.

P302+352: EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU: laver
abondamment a I'eau et au savon.

P304+340: EN CAS D’INHALATION: transporter la personne

a l'extérieur et la maintenir dans une position ou elle peut
confortablement respirer.

P330: Rincer la bouche.

P333+313: En cas d'irritation ou d’éruption cutanée: consulter un
médecin.

P342+311: En cas de symptomes respiratoires: Appeler un
CENTRE ANTIPOISON/un médecin.

P362+364: Enlever les vétements contaminés et les laver avant
réutilisation.

P391: Recueillir le produit répandu.

P501: Eliminer le contenu/récipient dans un centre de collecte des
déchets dangereux ou spéciaux.

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

faire I'objet du plus grand soin.

Ce réactif contient de 'azide de sodium. Une Fiche de données de sécurité est disponible sur demande ou sur le site www.

LeicaBiosystems.com

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

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

Minimiser la contamination microbienne des réactifs sinon un accroissement du marquage non spécifique est susceptible de se produire.

Des durées et des températures d’incubation différentes de celles qui ont été spécifiées sont susceptibles de conduire a des résultats
erronés. Toutes les modifications doivent étre validées par I'utilisateur.

Du fait de sa température extrémement basse, I'azote liquide est susceptible de provoquer des brilures et un vétement de protection,
comportant des gants et une visiére, doit étre utilisé lors de sa manipulation. Utiliser dans une zone bien ventilée.

L'isopentane est hautement inflammable et nocif en cas d’ingestion ou d’inhalation. Il est également irritant pour la peau et les yeux, et
narcotique a haute concentration.

Controle de Qualité

Des différences de traitement des tissus et de procédures techniques du laboratoire de I'utilisateur sont susceptibles de conduire a une
variabilité significative des résultats, ce qui rend nécessaire la mise en ceuvre de contréles en interne en plus des procédures suivantes.

Les contréles doivent étre des spécimens frais provenant d’autopsies, de biopsies ou d’interventions chirurgicales, congelés 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 étre 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 contréle positif recommandé est les muscles squelettiques.

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

Tissu de Controle Négatif

Il doit &étre examiné apres le tissu de contrdle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de 'antigéne cible par I'anticorps primaire.
Le tissu de contréle négatif recommandé n’a pas été évalué.

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

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

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

Réactif de Controle Négatif

Utiliser un réactif de contréle 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-d-SARC 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 dSarc3/12C1 détecte la protéine delta-sarcoglycane dans le sarcolemme des fibres des muscles squelettiques, lisses et
cardiaques.

Tissus tumoraux

Le clone dSarc3/12C1 a été utilisé lors d’études immunohistochimiques chez plus de 850 patients en vue d’identifier une déficience de
la glycoprotéine de 35 kD associée a la dystrophine, la delta-sarcoglycane.

Le NCL-d-SARC est recommandé pour 'identification du delta-sarcoglycane humain par immunohistochimie.

Limites Générales

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

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

Une coloration de contraste excessive ou incompléte peut géner l'interprétation correcte des résultats.

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

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

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 & des exigences particulieres en matiére de fixation. Une expression antigénique inattendue
est susceptible de se produire, en particulier au niveau des néoplasmes. L'interprétation clinique de toute coupe tissulaire marquée doit
comporter une analyse morphologique et I'évaluation des contréles appropriés.
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Méthodologie immunohistochimique pour ’utilisation des anticorps
Novocastra™ sur des tissus musculaires congelés.

Réactifs nécessaires mais non fournis

Solvants standard utilisés en immunohistochimie.

Tampon Tris (TBS) 50 mM, pH 7,6.

Diluant anticorps — sérum normal dilué de fagon optimale dans du TBS.

Sérums normaux provenant de diverses espéces chez lesquelles I'anticorps secondaire est cultivé.
Anticorps secondaire conjugué a la peroxydase - utiliser selon les recommandations du fabricant.
Tétrachlorhydrate de 3,3'-diaminobenzidine (DAB) - utiliser selon les recommandations du fabricant.
Milieu de montage - utiliser selon les recommandations du fabricant.

NoorON 2

Equipements nécessaires mais non fournis

1. Incubateur réglé a 25 °C.

2. Equipements généraux de laboratoire d’immunohistochimie.
3. Ventilateur électrique pour sécher les lames a I'air.

Solutions de restauration des antigénes (voir Recommandations d’utilisation)
Non applicables sur des coupes congelées.

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 25 °C.

1. Découper et monter des coupes de 4 a 10 um sur des lames revétues d’un adhésif adapté au tissu et laisser sécher a I'air pendant
une heure.

Incuber les coupes avec I'anticorps primaire dilué de fagon optimale (voir Recommandations d’utilisation).
Laver dans du tampon TBS pendant 2 fois pendant 5 minutes sous agitation légére.

Incuber les coupes dans I'anticorps secondaire conjugué a la peroxydase approprié.

Laver dans du tampon TBS pendant 2 fois pendant 5 minutes sous agitation Iégére.

Incuber les lames dans le DAB.

Rincer les lames a I'eau propre.

Déshydrater, assécher et monter les coupes.

© NO oA WD

Amendements apportés a la version précédente
Non applicable.

Date de publication
5 février 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra™ Anticorpo Monoclonale Murino Liofilizzato
Delta-Sarcoglycan
Codice Del Prodotto: NCL-d-SARC

Uso Previsto

Per uso diagnostico in vitro.

NCL-d-SARC é destinato all’identificazione qualitativa in microscopia ottica del delta-sarcoglicano mediante immunoistochimica.
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
6Sarc3/12C1

Immunogeno

Peptide sintetico contenente gli aminoacidi 1-19 N-terminali della sequenza del delta-sarcoglicano umano (Jung D. et al.,1966).
Specificita

Delta-sarcoglicano umano (35 kD). Non reagisce con il delta-sarcoglicano nelle sezioni muscolari di topo, ratto, coniglio, cane, pollo,
criceto e maiale. Non sono state valutate altre specie animali.

Composizione Del Reagente

NCL-d-SARC é un supernatante liofilizzato di coltura tissutale, contenente di sodio azide come conservante. L'utente deve ricostituire il
contenuto del flacone con il volume appropriato di acqua distillata sterile, come indicato sull’etichetta del flacone stesso.

Classe Ig
1gG2a

Concentrazione Proteica Totale

Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione proteica totale specifica del lotto.

Concentrazione Anticorpale
Superiore o uguale a 24 mg/L. Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione di Ig specifica del lotto.

Raccomandazioni Per L’'uso

Immunoistochimica (vedere Metodologia) sulle sezioni in paraffina. Diluizione raccomandata: 1:25-1:50 per 60 minuti a 25 °C. Queste
raccomandazioni costituiscono delle semplici linee guida; spetta al singolo utente stabilire la diluizione di lavoro ottimale.

Conservazione E Stabilita

Conservare I'anticorpo, nella confezione ancora integra, a 2-8 °C. In queste condizioni, il prodotto non subisce perdite significative di
prestazione fino alla data di scadenza, indicata sull’etichetta del flacone. Non usare dopo la data di scadenza, indicata sull’etichetta del
flacone. L'anticorpo ricostituito rimane stabile per almeno due mesi, se conservato a 2—8 °C. Per la conservazione a lungo termine, si
raccomanda di congelare aliquote dell'anticorpo a -20 °C (non si raccomanda I'uso di congelatori frost-free, cioé senza brina). Evitare
di congelare e scongelare ripetutamente. Preparare le diluizioni di lavoro il giorno stesso dell’utilizzazione. Immediatamente dopo I'uso,
raffreddare di nuovo a 2-8 °C. Condizioni di conservazione diverse da quelle sopra specificate vanno verificate dall'utente.

Preparazione Del Campione Biologico
Congelare i blocchetti di tessuto campione in isopentano raffreddato dall’azoto liquido (vedere “Avvertenze e precauzioni”). | campioni
biologici non richiedono l'ulteriore fissazione, ma vanno inclusi in OCT™ compound (Sakura, codice del prodotto Tissue-Tek 4583).

D-SARC-CE
Page 11



Avvertenze E Precauzioni

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Contiene una miscela di:
Azoturo Di Sodio (<10%),
Benzylpenicillin Sodium (<10%),
Streptomycin Sulphate (<10%).
Avvertenze: Pericolo.

H302: Nocivo se ingerito.
H317: Puo provocare una

H334: Puo provocare
sintomi allergici o asmatici
o difficolta respiratorie se
inalato.

H411: Tossico per gli
organismi acquatici con
effetti di lunga durata.
EUH032: A contatto con
acidi libera gas molto
tossici.

reazione allergica cutanea.

P261: Evitare di respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/
gli aerosol.

P264: Lavare accuratamente mani dopo I'uso.

P270: Non mangiare, né bere, né fumare durante 'uso.

P272: Gli indumenti da lavoro contaminati non devono essere
portati fuori dal luogo di lavoro.

P273: Non disperdere nell'ambiente.

P280: Indossare guanti/indumenti protettivi/proteggere gli occhi/

il viso.

P284: [Quando la ventilazione del locale & insufficiente] indossare
un apparecchio diprotezione respiratoria.

P301+312: IN CASO DI INGESTIONE: contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico in caso di malessere.

P302+352: IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare
abbondantemente con acqua e sapone.

P304+340: IN CASO DI INALAZIONE: trasportare I'infortunato
all'aria aperta e mantenerlo a riposo in posizione che favorisca la
respirazione.

P330: Sciacquare la bocca.

P333+313: In caso di irritazione o eruzione della pelle: consultare
un medico.

P342+311: In caso di sintomi respiratori: contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico.

P362+364: Togliere tutti gli indumenti contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.

P391: Raccogliere il materiale fuoriuscito.

P501: Smaltire il prodotto/recipiente in un punto di raccolta rifiuti
pericolosi o speciali.

Questo reagente & stato preparato dal supernatante di coltura cellulare. Trattandosi di un prodotto biologico, va maneggiato con cautela.
Questo reagente contiene sodio azide. Una scheda di sicurezza del prodotto (MSDS) ¢ disponibile su richiesta o dal sito

www.LeicaBiosystems.com

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.

A causa della sua temperatura estremamente bassa, I'azoto liquido pu6 provocare ustioni da freddo; si raccomanda I'uso di indumenti

protettivi (es. guanti, visiera). Operare in ambiente ben ventilato.

L'isopentano & facilmente infiammabile e nocivo per ingestione e per inalazione. Inoltre, & irritante per la pelle e per gli occhi e, ad alte

concentrazioni, &€ un narcotico.

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 sui campioni biologici autoptici/bioptici/chirurgici devono essere congelati il pit rapidamente possibile, 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 € pit 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 & il muscolo scheletrico.
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 non € stato valutato.
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.
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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-d-SARC. 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 dSarc3/12C1 mette in evidenza la proteina delta-sarcoglicano nel sarcolemma delle fibre muscolari scheletriche, cardiache e
lisce.

Tessuti tumorali

Il clone dSarc3/12C1 é stato impiegato in studi di immunoistochimica condotti su oltre 850 pazienti, per mettere in evidenza il deficit della
glicoproteina da 35 kD associata alla distrofina, il delta-sarcoglicano.

L’'uso di NCL-d-SARC é consigliato per I'identificazione del delta-sarcoglicano umano mediante immunoistochimica.

Limitazioni Generali

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

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

Una controcolorazione eccessiva o incompleta pud compromettere la corretta interpretazione dei risultati.

L'interpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi morfologici che utilizzino i controlli appropriati

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

Gli anticorpi di Leica Biosystems Newcastle Ltd. sono destinati all’'uso, quando indicato, su sezioni congelate o incluse in paraffina,
con specifici requisiti di fissazione. Un’espressione antigenica inattesa pué manifestarsi in particolare nelle neoplasie. L'interpretazione
clinica di ogni sezione tissutale colorata deve includere 'analisi morfologica e la valutazione dei controlli appropriati.

Riferimenti Bibliografici Di Base

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

2. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of seven monoclonal and
three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc.,
Philadelphia.

3. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part |: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.

4. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a
possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology. 1980; 73:626.

5. Anderson LVB. Multiplex Western blot analysis of the muscular dystrophy proteins. Chapter 22, p369-386, in Muscular Dystrophy:
Methods and Protocols (number 43 in the Methods in Molecular Medicine series), edited by Bushby KMD & Anderson LVB. 2001.
Humana Press: Totowa, New Jersey.

6. Pogue R, Anderson LVB, Pyle A, et al. Strategy for mutation analysis in the autosomal recessive limb-girdle muscular dystrophies.
Neuromuscular Disorders. 2001; 11(1):80-87.

7. Sheriffs IN, Rampling D and Smith VV. Paraffin wax embedded muscle is suitable for the diagnosis of muscular dystrophy. Journal of
Clinical Pathology. 2001; 54(7):517-520.

8. Ueda H, Ueda K, Baba T, et al. Delta and gamma-sarcoglycan localization in the sarcoplasmic reticulum of skeletal muscle. Journal of
Histochemistry and Cytochemistry. 2001; 49:529-538.

9. Auranen M, Rapola J, Pihko H, et al. Muscle membrane-skeleton protein changes and histopathological characterization of muscle-
eye-brain disease. Neuromuscular Disorders. 2000; 10(1):16—23.

10.Bornemann A and Anderson LVB. Diagnostic protein expression in human muscle biopsies. Brain Pathology. 2000; 10:193-214.

D-SARC-CE
Page 13



11.Vainzof M, Moreira ES, Canovas M, et al. Partial alpha-sarcoglycan deficiency with retention of the dystrophin-glycoprotein complex
in a LGMD2D family. Muscle Nerve. 2000; 23(6):984-988.

12.Anderson LVB and Davison K. Multiplex Western blotting system for the analysis of muscular dystrophy proteins. American Journal of
Pathology. 1999; 154(4):1017-1022.

13.Jung D, Duclos F, Aposol B, et al. Characterization of d-sarcoglycan, a novel component of the oligomeric sarcoglycan complex
involved in limb-girdle muscular dystrophy. The Journal of Biological Chemistry. 1996; 271(50):32321-32329.

Modifiche Alla Pubblicazione Precedente
Non applicabile.

Data Di Pubblicazione
19 ottobre 2018

D-SARC-CE
Page 14



Metodologia immunoistochimica per ’uso di anticorpi Novocastra™ su
tessuto muscolare congelato.

Reagenti necessari ma non forniti

Solventi standard utilizzati in immunoistochimica.

Tampone Tris salino (TBS) 50 mM a pH 7,6.

Diluente anticorpale - siero normale diluito in maniera ottimale in TBS.

Sieri normali delle specie da cui si & ottenuto I'anticorpo secondario.

Anticorpo secondario coniugato con perossidasi - usare secondo le raccomandazioni del produttore.

3,3’ diaminobenzidina tetraidrocloruro (DAB) - preparare ed usare secondo le raccomandazioni del produttore.

NoorON 2

Mezzo di montaggio - usare secondo le raccomandazioni del produttore.

Attrezzature necessarie ma non fornite

1. Setincubatore a 25 °C.

2. Attrezzature di base del laboratorio di immunoistochimica.
3. Ventilatore elettrico per asciugare i vetrini.

Soluzioni per smascheramento antigenico (vedere Raccomandazioni per I'uso)
Non si applica alle sezioni congelate.

Metodologia

Prima di intraprendere questa metodologia, I'utente deve acquisire esperienza con le tecniche immunoistochimiche. Gli utenti devono
determinare le diluizioni ottimali degli anticorpi. Se non indicato diversamente, tutte le fasi vanno condotte alla temperatura di 25 °C.

1. Tagliare e montare sezioni dallo spessore di 4—10 um su vetrini ricoperti con un adatto adesivo tissutale e lasciar asciugare all’aria
per circa un’ora.

Incubare le sezioni con anticorpo primario diluito in maniera ottimale (vedere Raccomandazioni per I'uso).
Lavare 2 volte in tampone TBS per 5 minuti, scotendo delicatamente.

Incubare le sezioni con un appropriato anticorpo secondario coniugato con perossidasi.

Lavare 2 volte in tampone TBS per 5 minuti, scotendo delicatamente.

Incubare i vetrini in DAB.

Sciacquare i vetrini in acqua pulita.

© N oA WD

Disidratare, pulire e montare le sezioni.

Modifiche alla pubblicazione precedente
Non applicabile.

Data di pubblicazione
5 Febbraio 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra™ Lyophilisierter Monoklonaler Maus-Antikorper
Delta-Sarcoglycan
Produkt-Nr.: NCL-d-SARC

Verwendungszweck

Fiir in-vitro-Diagnostik.

NCL-d-SARC ist firr den qualitativen Nachweis von Delta-Sarkoglykan mittels Lichtmikroskopie und Immunhistochemie vorgesehen. 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.

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
6Sarc3/12C1

Immunogen
Synthetisches Peptid, das die Aminosauren 1-19 am N-Terminus der humanen delta-Sarkoglykan-Sequenz enthalt (Jung D. et al.,1966).

Spezifitat
Humanes delta-Sarkoglykan (35 kDa). Es zeigt keine Reaktion mit delta-Sarkoglykan in Schnitten aus Muskelgewebe von Maus, Ratte,
Kaninchen, Hund, Huhn, Hamster und Schwein. Andere Tierarten wurden nicht untersucht.

Reagenzzusammensetzung

NCL-d-SARC ist ein lyophilisierter Gewebekulturiiberstand, der Natriumazid als Konservierungsmittel enthalt. Der Benutzer muss den
Inhalt des Flaschchens mit dem korrekten Volumen sterilen, destillierten Wassers entsprechend den Angaben auf dem Produktetikett
rekonstituieren.

lg-Klasse
1gG2a

Gesamtproteinkonzentration -
Siehe Angaben auf dem Produktetikett beziiglich der chargenspezifischen Gesamtproteinkonzentration.

Antikorperkonzentration
GroRer als oder gleich 24 mg/L. Hinsichtlich der chargenspezifischen Ig-Konzentration siehe Angaben auf dem Produktetikett.

Gebrauchsempfehlungen

Immunhistochemie (siehe Vorgehensweise) auf gefrorenen Schnitten. Empfohlene Verdiinnung: 1:25-1:50 tber einen Zeitraum von 60
Minuten bei 25 °C. Dies ist nur eine Empfehlung, und die Benutzer sollten ihre eigenen optimalen Arbeitsverdiinnungen bestimmen.

Lagerung und Stabilitat

Ungeoffneten Antikérper bei 2—8 °C lagern. Unter diesen Bedingungen kommt es bis zum Ablauf des auf dem Produktetikett
angegebenen Verfallsdatums zu keiner bedeutenden Verschlechterung der Produktleistung. Nach Ablauf des Verfallsdatums (auf dem
Behalteretikett) darf das Produkt nicht mehr verwendet werden. Der rekonstituierte Antikorper bleibt bei einer Lagertemperatur von

2-8 °C mindestens zwei Monate lang stabil. Fiir eine langfristige Lagerung wird empfohlen, Aliquoten des rekonstituierten Antikorpers
bei -20 °C einzufrieren (frostfreie Gefrierschranke werden nicht empfohlen). Wiederholtes Einfrieren und Auftauen muss vermieden
werden. Die Arbeitsverdiinnungen miissen am Tag ihrer Verwendung angesetzt werden. Nach Gebrauch sofort wieder bei 2—8 °C lagern.
Lagerbedingungen, die von den oben genannten Bedingungen abweichen, miissen vom Benutzer verifiziert werden.

Probenvorbereitung

Die Blocke mit den Gewebeproben miissen in Isopentan, das in flissigem Stickstoff gekiihlt wurde, eingefroren werden (siehe
Warnhinweise und Sicherheitsmainahmen). Die Proben erfordern keine weitere Fixierung, sollten jedoch in OCT"-Compound (Sakura,
Produkt-Nr. Tissue-Tek 4583) eingebettet werden.
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Warnhinweise und SicherheitsmaRnahmen

H302:
Gesundheitsschadlich bei
Verschlucken.

H317: Kann allergische
Hautreaktionen
verursachen.

H334: Kann bei Einatmen
Allergie, asthmaartige
Symptome oder
Atembeschwerden
verursachen.

H411: Giftig fur

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Eine Mischung aus: Natriumazid
(<10%), Benzylpenicillin Sodium
(<10%), Streptomycin Sulphate
(<10%).

Signalworter: Gefahr.

P261: Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol
vermeiden.

P264: Nach Gebrauch Hande griindlich waschen.

P270: Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.
P272: Kontaminierte Arbeitskleidung nicht auRBerhalb des
Arbeitsplatzes tragen.

P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/
Gesichtsschutz tragen.

P284: [Bei unzureichender Beliiftung] Atemschutz tragen.
P301+312: BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/anrufen.

P302+352: BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und
Seife waschen.

P304+340: BEI EINATMEN: Die Person an die frische Luft bringen
und fiir ungehinderte Atmung sorgen.

P330: Mund ausspilen.

P333+313: Bei Hautreizung oder-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

P342+311: Bei Symptomen der Atemwege:
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen.

P362+364: Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem
Tragen waschen.

P391: Verschittete Mengen aufnehmen.

P501: Inhalt/Behalter zu einer Problemabfallentsorgung zufiihren.
Dieses Reagenz wurde aus Zellkulturiiberstand zubereitet. Das Reagenz ist ein biologisches Produkt und sollte mit entsprechender
Vorsicht gehandhabt werden.

Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.
EUHO032: Entwickelt bei
Beriihrung mit Saure sehr
giftige Gase.

Dieses Reagenz enthalt Natriumazid. Ein Materialsicherheits-Datenblatt ist auf Anfrage von www.LeicaBiosystems.com erhaltlich.

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

Vor und nach der Fixierung sind die Proben sowie alle Materialien, die mit ihnen in Kontakt gekommen sind, als potentiell infektios

zu behandeln und daher mit entsprechender Vorsicht zu entsorgen.' Reagenzien diirfen niemals mit dem Mund pipettiert werden,

und jeglicher Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und Schleimhauten ist zu vermeiden. Falls Reagenzien oder Proben mit
empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, miissen diese mit reichlich Wasser gesplilt werden. Arztlichen Rat einholen.

Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhdhte 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.

Flissiger Stickstoff verursacht aufgrund seiner extrem niedrigen Temperatur Verbrennungen. Daher missen bei seiner Anwendung
Schutzkleidung sowie Handschuhe und Schutzbrille getragen werden. Nur in einem gut beliifteten Bereich anwenden.

Isopentan ist sehr leicht entzlindlich und bei Verschlucken und Einatmen gesundheitsschadlich. Es reizt auRerdem Haut und Augen und
wirkt bei hoher Konzentration wie ein Narkotikum.

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, zuséatzlich zu den folgenden Verfahren regelméafige 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) eingefroren werden sollten.

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an.

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

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

Fir die positive Gewebekontrolle wird Skelettmuskelgewebe 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 priméren Antikorper zu verifizieren.

Fir die negative Gewebekontrolle wurde kein Gewebetyp untersucht.

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.
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Liegt eine unspezifische Farbung vor, hat diese gewdhnlich ein diffuses Erscheinungsbild. Eine sporadische Farbung des Bindegewebes
kann ebenfalls in Schnitten von iberméaRig 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 Abhéangigkeit 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 ungliltig betrachtet werden.

Negative Reagenzkontrolle
Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Antigenstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpraparates anstelle des priméaren Antikérpers eine unspezifische negative Reagenzkontrolle zu verwenden.

Patientengewebe

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

Erwartete Ergebnisse

Normale Gewebe

Klon dSarc3/12C1 weist das delta-Sarkoglykan-Protein im Sarkolemm von Skelett-, Herz- und glatten Muskelfasern nach.
Tumorgewebe

Klon dSarc3/12C1 wurde bei immunhistochemischen Studien mit mehr als 850 Patienten zum Nachweis eines Mangels des dystrophin-
assoziierten Glykoproteins delta-Sarkoglykan (35 kDa) verwendet.

NCL-d-SARC wird fiir den Nachweis von humanem Delta-Sarkoglykan mittels Inmunhistochemie 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.

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 Flissigkeiten
kann zu Artefakten, Antikérper-Trapping oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Abweichende Ergebnisse kénnen aufgrund von
Unterschieden bei der Fixierung und Einbettung oder intrinsischen UnregelmaRigkeiten 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.

Antikorper von Leica Biosystems Newcastle Ltd sind wo angezeigt fiir die Verwendung entweder auf gefrorenen oder in Paraffin
eingebetteten Schnitten mit spezifischen Fixierungsanforderungen bestimmt. Es kann insbesondere bei Neoplasmen zu einer
unerwarteten Antigenexpression kommen. Die klinische Bewertung eines gefarbten Gewebeschnitts muss eine morphologische Analyse
und die Auswertung der entsprechenden Kontrollen einschlieRen.
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Immunhistochemisches Vorgehen beim Einsatz von Novocastram-
Antikorpern fiir gefrorenes Muskelgewebe.

Zusitzlich benétigte, aber nicht mitgelieferte Reagenzien

In der Immunhistochemie Ubliche Standardiésungsmittel.

50 mmol/l Tris-gepufferte physiologische Kochsalzlésung (Tris-Buffered Saline, TBS) pH-Wert 7,6.
Antikdrper-Verdlinnungsmittel — optimal in TBS verdiinntes Normalserum.

Normalseren der Spezies, in denen der sekundare Antikorper geziichtet wird.

Sekundarer, peroxidase-konjugierter Antikérper — gemaf den Empfehlungen des Herstellers zu verwenden.
3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) - gemaR den Empfehlungen des Herstellers anzusetzen und zu verwenden.
Eindeckmedium - gemaR den Empfehlungen des Herstellers zu verwenden.

NoorON 2

Zusitzlich benétigte, aber nicht mitgelieferte Ausriistung
1. Inkubator, auf 25 °C eingestellt.

2. Ubliche immunhistochemische Laborausstattung.

3 Elektroventilator zum Lufttrocknen von Objekttragern.

Antigen-Retrieval-Lésungen (siehe Gebrauchsempfehlungen)
Nicht fur gefrorene Schnitte zutreffend.

Vorgehensweise
Vor Anwendung dieser Methodik miissen die Benutzer in immunhistochemischen Techniken unterrichtet werden.

Die Benutzer miissen die optimale Verdiinnung fiir die Antikdrper bestimmen. Sofern nicht anderweitig vorgegeben, werden alle Schritte bei

Raumtemperatur (25 °C) durchgefiihrt.

1. Schnitte von 4-10 pm schneiden und auf Objekttragern aufbringen, die mit einem geeigneten Gewebehaftmaterial beschichtet sind,

und mindestens eine Stunde lang an der Luft trocknen lassen.

Die Schnitte mit optimal verdiinntem priméren Antikorper inkubieren (siehe Gebrauchsempfehlungen)
Die Schnitte in TBS-Puffer 2 x 5 Minuten lang mit sanfter Kippbewegung spdlen.

Die Schnitte mit einem entsprechenden peroxidase-konjugierten, sekundéren Antikérper inkubieren.
Die Schnitte in TBS-Puffer 2 x 5 Minuten lang mit sanfter Kippbewegung spiilen.

Die Objekttrager in DAB inkubieren.

Die Objekttrager mit sauberem Wasser abspdlen.

Die Schnitte dehydrieren, sédubern und aufbringen.

© NGO RN

Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe
Keine.

Ausgabedatum
5. Februar 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra™ Anticuerpos Monoclonal Liofilizado de Raton
Delta-Sarcoglycan
Codigo De Producto: NCL-d-SARC

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-d-SARC esta indicado para la identificacion cualitativa por microscopia éptica de delta-sarcoglicano mediante inmunohistoquimica.
La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios morfolégicos, con el uso de los
controles adecuados, y un anatomopatdélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico del paciente y de otras
pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

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

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

Clon
6Sarc3/12C1

Inmunégeno

Péptido sintético que contiene los aminoacidos 1-19 del extremo aminoterminal de la secuencia del delta-sarcoglicano humano (Jung D.
etal., 1996).

Especificidad

Delta-sarcoglicano humano (35 kD). No reacciona con el delta-sarcoglicano presente en secciones de musculo de ratén, rata, conejo,
perro, pollo, hamster o cerdo. No se han evaluado otras especies animales.

Composicion Del Reactivo

NCL-d-SARC es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que contiene azida sédica como conservante. El usuario debe reconstituir
el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se indica en la etiqueta del vial.

Clase de Ig
1gG2a

Concentracion Total De Proteina
Consulte la etiqueta del vial para ver la concentracion total de proteina especifica del lote.

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 24 mg/L. Consulte en la etiqueta del vial la concentracién de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistocitoquimica (ver Metodologia) con secciones congeladas. Dilucion sugerida: 1:25-1:50 durante 60 minutos a 25 °C. Esta
es tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

Almacene el anticuerpo sin abrir a una temperatura de 2—8 °C. Bajo estas condiciones, no hay pérdida significativa de la eficacia del
producto hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta del vial. El anticuerpo reconstituido es estable durante al menos dos meses si se almacena a una temperatura de 2-8 °C. Para
el almacenamiento de larga duracion, se recomienda almacenar alicuotas del anticuerpo reconstituido congeladas a -20 °C (no se
recomiendan los congeladores libres de escarcha (“frost free”)). Debe evitar congelar y descongelar repetidamente el producto. Prepare
las diluciones de trabajo el dia en que las vaya a utilizar. Devuélvalo a 2-8 °C inmediatamente después de su uso. Cualesquiera
condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario.

Preparacion De Las Muestras

Congele los blogques de tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liquido (consulte Advertencias y precauciones). Las muestras no
requieren mayor fijacion, pero deben incluirse en el compuesto OCT™ (Sakura, N° de producto Tissue-Tek 4583).
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Advertencias Y Precauciones

H302: Nocivo en caso de
ingestion.

H317: Puede provocar una
reaccion alérgica en la piel.
H334: Puede provocar
sintomas de alergia o asma
o dificultades respiratorias
en caso de inhalacion.
H411: Toxico para los
organismos acuaticos, con
efectos nocivos duraderos.
EUHO032: En contacto con
acidos libera gases muy
toxicos.

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Contiene una mezcla de:
Aziduro De Sodio (<10%),
Benzylpenicillin Sodium (<10%),
Streptomycin Sulphate (<10%).
Palabras de advertencia: Peligro

P261: Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los
vapores/el aerosol.

P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.
P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.

P272: Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse
del lugar de trabajo.

P273: Evitar su liberacién al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.
P284: [En caso de ventilacion insuficiente,] llevar equipo de
proteccion respiratoria.

P301+312: EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médicol/si la persona se encuentra mal.
P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con
agua y jabon abundantes.

P304+340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la
persona al aire libre y mantenerla en una posicién que le facilite
la respiracion.

P330: Enjuagarse la boca.

P333+313: En caso de irritacion o erupcion cutanea: Consultar
a un médico.

P342+311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un
CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

P362+364: Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de
volver a usarlas.

P391: Recoger el vertido.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de recogida
publica de residuos especiales o peligrosos.

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

manipularse con precaucion.

Este reactivo contiene azida sédica. Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del material, previa peticién, o en

www.LeicaBiosystems.com

Consulte las normativas nacionales, estatales, provinciales o municipales acerca de como 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 tincion no
especifica.

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.

El nitrégeno liquido, a causa de su temperatura extremadamente baja, causa quemaduras, por lo que debe ponerse ropa protectora,
incluidos guantes y visor, para manipularlo. Usese en un area bien ventilada.

El isopentano es altamente inflamable, y dafino por ingestion e inhalacion. Ademas, irrita los ojos y la piel, y es narcético a altas
concentraciones.

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, congeladas 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 musculo esquelético

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.

No se ha evaluado el tejido de control negativo recomendado.

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.
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Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados excesivamente con formol
puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice células intactas para la interpretacion de los resultados de
la tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.® También pueden observarse falsos
positivos causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos positivos pueden
estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa (eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C),

o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama, cerebro, rifidn), en funcioén del tipo de inmunotincién utilizada. Para diferenciar

la actividad de las enzimas enddgenas o los enlaces no especificos de las enzimas de la inmunorreactividad especifica, pueden

tefiirse otros tejidos del paciente exclusivamente con cromdégeno sustrato o con complejos enzimaticos (avidina-biotina, estreptavidina,
polimeros marcados) y cromégeno 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 tefiidas con NCL-d-SARC al final. La intensidad de la tincién positiva debe
valorarse en el contexto de cualquier tincion 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 dSarc3/12C1 detecta la proteina delta-sarcoglicano en el sarcolema de las fibras musculares esqueléticas, cardiacas y lisas.
Tejidos tumorales

El clon dSarc3/12C1 se ha utilizado en estudios inmunohistoquimicos de mas de 850 pacientes a fin de identificar una deficiencia de la
glicoproteina asociada a la distrofina, de 35 kD, que es el delta-sarcoglicano.

NCL-d-SAR recomen ra la iden ion Ita-sarcogli

Limitaciones Generales

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

La tincion 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 aparicién 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 anatomopatdélogo 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 fijacion especificos. Puede producirse una expresion inesperada del antigeno, especialmente en las
neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de tejido tefiida debe incluir un andlisis morfolégico y la evaluacién de los
controles apropiados.
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Metodologia inmunohistoquimica para el uso de anticuerpos

Novocastra™ con tejido muscular congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

Solventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

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

Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido 6ptimamente en TBS.

Sueros normales de la especie en la que se ha producido el anticuerpo secundario.

Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa - utilizado de la forma recomendada por el fabricante.
Tetraclorhidrato de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) - preparado y utilizado de la forma recomendada por el fabricante.
Medio de montaje - utilizado de la forma recomendada por el fabricante.

NoorON 2

Equipo necesario que no se suministra

1. Incubador ajustado a 25 °C.

2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.
3. Ventilador eléctrico para secar los portaobjetos al aire.

Soluciones de recuperacion de antigenos (consulte las Recomendaciones de uso)
No aplicables a secciones congeladas.

Metodologia
Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas inmunohistoquimicas.

Los usuarios deben determinar las diluciones optimas de los anticuerpos. A menos que se indique otra cosa, todos los pasos se llevan
acaboa25°C.

1. Corte y monte secciones de 4-10 um en portaobjetos revestidos de un adhesivo de tejidos adecuado y seque al aire durante al
menos una hora.

Incube las secciones con el anticuerpo primario éptimamente diluido (consulte las Recomendaciones de uso).
Lave en tampon TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

Incube las secciones en el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa apropiado.

Lave en tampon TBS durante 2 x 5 minutos con sacudimiento suave.

Incube los portaobjetos en DAB.

Lave los portaobjetos en agua limpia.

Deshidrate, aclare y monte las secciones.

© NGO RN

Correcciones a la publicacion anterior
No aplicable.

Fecha de publicacion
5 de febrero de 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle)
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Novocastra™ Anticorpo Monoclonal Lofilizado de Ratinho
Delta-Sarcoglycan
Codigo Do Produto: NCL-d-SARC

Utilizagao prevista

Para utilizagdo em diagnésticos in vitro.

NCL-d-SARC destina-se a identificagao qualitativa, por microscopia éptica, do delta-sarcoglicano através de imuno-histoquimica. A
interpretacao clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolédgicos empregando os
devidos controlos e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro do contexto do historial clinico do doente e de outros testes
de diagnéstico.

Principio Do Procedimento

As técnicas de coloragéo imunohistoquimica (IHQ) permitem que se faga a visualizagéo de antigenos por meio da aplicagao 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 activagéo enzimatica do cromogénio resulta num
produto de reacgéo 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 diagnéstico diferencial dos processos fisiopatolégicos, os quais
podem ou ndo estar associados a antigenos especificos.

Clone
8Sarc3/12C1

Imunogénio
Péptido sintético contendo os aminoacidos 1-19 no terminal N da sequéncia de delta-sarcoglicano humano (Jung D. e outros.,1966).

Especificidade

Delta-sarcoglicano humano (35 kD). Nao reage com o delta-sarcoglicano em sec¢es de musculo de ratinho, rato, coelho, céo, galinha,
hamster e suino. N&o se testaram outras espécies de animais.

Composicao Do Reagente

NCL-d-SARC é um sobrenadante liofilizado de uma cultura de tecido contendo de azida de s6dio como produto conservante.
O utilizador deve reconstituir o conteido da ampola com o volume correcto de adgua destilada esterilizada, conforme indicado no rétulo
da ampola.

Classe De Ig
1gG2a

Concentragao Total De Proteina

Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragéo total de proteina do lote especifico.

Concentracdo De Anticorpo
Maior que ou igual a 24 mg/L. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragédo de Ig do lote especifico.

Recomendagdes Sobre A Utilizagao

Imunohistoquimica (ver Metodologia) em sec¢des congeladas. Diluigdo sugerida: 1:25-1:50 durante 60 minutos a 25 °C. Esta
recomendagao é apenas uma directriz e o utilizador deve determinar qual a diluicdo ideal para o trabalho especifico.

Armazenamento E Estabilidade

Armazenar o anticorpo em embalagem nédo aberta a 2-8 °C. Nessas condigdes, ndo se regista uma redugéo significativa no
desempenho do produto até ao prazo de validade indicado no rétulo da ampola. Nao utilizar apds o prazo de validade indicado no
rétulo do recipiente. O anticorpo reconstituido permanece estavel durante pelo menos dois meses, desde que seja armazenado a uma
temperatura entre 2—8 °C. Em caso de armazenamento a longo prazo, recomenda-se que as aliquotas do anticorpo reconstituido sejam
armazenadas congeladas a -20 °C (ndo se recomenda a utilizagao de congeladores do tipo auto-descongelador). Deve

evitar-se congelar e descongelar repetidamente o produto. Preparar as diluigdes de trabalho no préprio dia do seu emprego. Retornar
a temperatura de 2-8 °C imediatamente apds a utilizagéo. As condi¢ées de armazenamento que diferirem das que se encontram
especificadas acima devem ser verificadas pelo utilizador.
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Preparacdo Das Amostras

Congelar blocos de tecido da amostra em isopentano arrefecido em nitrogénio liquido (ver os Avisos e precaugdes). As amostras ndo
requerem mais nenhuma fixagdo, mas devem ser envolvidas no composto OCT™ (Sakura, Produto n.° Tissue-Tek 4583).

Avisos E Precaugdes

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Contém uma mistura de:
Azoteto De Sodio (<10%),
Benzylpenicillin Sodium (<10%),
Streptomycin Sulphate (<10%).
Palavras-sinal: Perigo.

H302: Nocivo por ingestao.
H317: Pode provocar uma
reacc¢do alérgica cutanea.
H334: Quando inalado,
pode provocar sintomas
de alergia ou de asma ou
dificuldades respiratorias.
H411: Toxico para os
organismos aquaticos com
efeitos duradouros.
EUHO032: Em contacto com
acidos liberta gases muito
toxicos.

P261: Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/
aerossois.

P264: Lavar maos cuidadosamente ap6s manuseamento.
P270: Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste
produto.

P272: A roupa de trabalho contaminada nao pode sair do local
de trabalho.

P273: Evitar a libertagdo para o ambiente.

P280: Usar luvas de protecgdo/vestuario de protecgéo/proteccdo
ocular/protecgao facial.

P284: [Em caso de ventilagdo inadequada] usar protegao
respiratoria.

P301+312: EM CASO DE INGESTAO: caso sinta indisposigéo,
contacte um CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/
médico.

P302+352: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar
com sabonete e agua abundantes.

P304+340: EM CASO DE INALAGAO: retirar a pessoa para uma
zona ao ar livre e manté-la numa posi¢do que no dificulte a
respiragao.

P330: Enxaguar a boca.

P333+313: Em caso de irritagdo ou erupgdo cutanea: consulte
um médico.

P342+311: Em caso de sintomas respiratorios: contacte um
CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
P362+364: Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a
voltar a usar.

P391: Recolher o produto derramado.

P501: Eliminar o contetido/recipiente em um local autorizado
para a recolha de residuos perigosos ou especiais.

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

devido cuidado.

Este reagente contém azida sédica. Encontra-se disponivel uma Ficha de Dados de Seguranga do Material, mediante pedido ou através

do site www.LeicaBiosystems.com

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

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

Minimizar a contaminagéo microbiana dos reagentes para evitar a possibilidade do aumento da coloragéo nao especifica.
Os periodos de incubagao ou temperaturas diferentes dos que foram especificados poderédo dar azo a resultados errados. Todas as

alteracdes desse tipo devem ser validadas pelo utilizador.

O nitrogénio liquido causa queimaduras devido a sua temperatura excessivamente fria, e as pessoas que o manusearem devem utilizar
vestuario de protecgéo, incluindo luvas e um visor. Utilizar o material numa area bem ventilada.

O isopentano é altamente inflamavel e nocivo por ingestdo e inalagéo. E ainda um irritante dérmico e ocular e, quando muito

concentrado, é narcético.

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 autdpsia/biopsia/cirurgia frescas, congeladas 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 condi¢des de testes, em cada processo de coloragédo, deve incluir um controlo de tecido positivo.

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

O tecido de controlo positivo recomendado é o musculo esquelético.

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

considerados invalidos.
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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 nao foi ainda avaliado.

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 coloragao 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 coloragdo nao especifica.® Podem verificar-
se resultados positivos falsos devido a ligagado ndo imunolégica de proteinas ou de produtos da reaccéo 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 coloragdo especifica no controlo de
tecido negativo, os resultados dos testes feitos com as amostras do doente devem ser considerados invalidos.

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

Tecido Do Doente

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

Resultados Previstos

Tecidos normais

O clone dSarc3/12C1 detecta a proteina delta-sarcoglicano no sarcolema das fibras do musculo esquelético, cardiaco e liso.
Tecidos tumorais

O clone dSarc3/12C1 foi utilizado em estudos de imunohistoquimica de mais de 850 doentes para identificar uma deficiéncia da
glicoproteina de 35 kD delta-sarcoglicano, associada a distrofina.

NCL-d-SARC esta recomendado para a identificacdo do delta-sarcoglicano humano através de imuno-histoquimica.

Limitagoes Gerais

A imunohistoquimica € um processo diagnostico em multiplas etapas que consta de: uma formagéo especializada na selecgéo dos
reagentes apropriados, selecgdo, fixagado e processamento de tecidos, preparagdo das laminas de IHQ e interpretagdo dos resultados
das coloragdes.

A coloracéo de tecidos depende do seu manuseamento e processamento antes da sua coloracgéo. A fixagdo, congelacéo,
descongelagéo, lavagem, secagem, aquecimento ou corte incorrectos das amostras, ou a sua contaminagdo com outros tecidos ou
fluidos, podem produzir artefactos, retengéo 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 interpretacé@o dos resultados.

Ainterpretacao clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfoldgicos empregando os
devidos controlos e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro do contexto do historial clinico do doente e de outros testes
de 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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Metodologia de imunocitoquimica para utilizacio de anticorpos
Novocastra™ em tecido de musculo congelado.

Reagentes necessarios mas nao fornecidos

Solventes comuns utilizados em imunohistoquimica.

50 mM solugéo salina tampao Tris (TBS) pH 7,6.

Diluente do anticorpo — soro normal diluido em TBS.

Soros normais da espécie em que o anticorpo secundario tenha sido desenvolvido.

Anticorpo secundario conjugado com peroxidase — preparar conforme recomendado pelo fabricante.

3,3’ Tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB) — preparar e utilizar conforme recomendado pelo fabricante.

NoorON 2

Meio de montagem — usar conforme recomendado pelo fabricante.

Equipamento necessario mas nao fornecido

1. Incubador regulado para 25 °C.

2. Equipamento geral de laboratério de imunohistoquimica.
3. Ventilador eléctrico para secagem das laminas ao ar.

Solugdes de recuperagao de antigeno (ver as Recomendagoes sobre a utilizagao)
Nao se aplica as secgbes congeladas.

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

O utilizador deve determinar quais as formulas de diluicdo ideais para os anticorpos. A ndo ser indicagdo em contrario, todas as etapas

devem ser efectuadas a 25 °C.

1. Cortar e montar sec¢des de 4-10 pm em laminas revestidas de um tecido adesivo apropriado e secar ao ar durante pelo menos

uma hora.

Incubar as secgdes com anticorpo primario optimamente diluido (ver Recomendagdes sobre a utilizagao).
Lavar em tampé&o TBX durante 2 x 5 minutos, agitando levemente.

Incubar as secg¢des num anticorpo secundario apropriado, conjugado com peroxidase.

Lavar em tamp&o TBX durante 2 x 5 minutos, agitando levemente.

Incubar as laminas em DAB.

Enxaguar as laminas em agua limpa.

Desidratar, soltar e montar as secgdes.

© NGO REODN

Emendas da edicao anterior
Né&o é aplicavel.

Data de emissao
5 de Fevereiro de 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).

D-SARC-CE
Page 30



Novocastra~ Frystorkad Monoklonal Musantikropp
Delta-Sarcoglycan
Produktkod: NCL-d-SARC

Avsedd Anvindning
For in vitro diagnostisk anvéndning.

NCL-d-SARC ér avsedd for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av delta-sarkoglykan genom immunhistokemi. Den kliniska
tolkningen av all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska undersokningar som anvander korrekta kontroller och
utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen for patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.

Metodens Princip

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

Klon

6Sarc3/12C1

Immunogen

Syntetisk peptid innehallande aminosyror 1-19 vid N-terminus av humant delta-sarkoglykansekvensen (Jung D. et al.,1966).
Specificitet

Humant delta-sarkoglykan (35 kD). Det korsreagerar ocksa med delta-sarkoglykan i snitt fran mus-, ratt-, kanin-, hund-, hén-, hamster-
eller grismuskel. Andra djurarter har inte testats.

Reagensinnehall

NCL-d-SARC ér en frystorkad supernatant fran vavnadsodling som innehaller natriumazid som konserveringsmedel. Anvéndaren maste
spada flaskans innehall med den korrekta volymen sterilt destillerat vatten enligt anvisningarna pa flaskans etikett.

lg-klass
IlgG2a

Total Proteinkoncentration
Se flaskans etikett for total specifik proteinkoncentration for satsen.

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 24 mg/L. Se flaskans etikett for specifik Ig-koncentration for satsen.

Rekommendationer Vid Anvandning

Immunhistokemi (se Metodologi) pa frysta snitt. Féreslagen spadning: 1:25-1:50 i 60 minuter vid 25 °C. Detta ar endast en riktlinje och
anvandare bor sjalva faststalla den optimala bruksspadningen.

Forvaring Och Stabilitet

Forvara ooppnad antikropp vid 2—8 °C. Vid dessa forhallanden sker ingen betydelsefull nedgang i produktens utférande fram till
utgangsdatumet pa flaskans etikett. Anvand ej efter det utgangsdatum som anges pa flaskans etikett. Den spadda antikroppen haller
sig stabil i minst tva manader om den forvaras vid 2—8 °C. Vid langvarig férvaring rekommenderas det att alikvoter av den spadda
antikroppen forvaras frysta vid -20 °C (frostfria frys rekommenderas ej). Upprepad nedfrysning och upptinande bor undvikas. Férbered
bruksldsningar samma dag som de skall anvandas. Aterga till 2-8 °C direkt efter anvéndning. Férvaringsférhallanden som skiljer sig fran
de ovannéamnda maste kontrolleras av anvandaren.

Preparation Av Prov

Frys vavnadsprovblocken i isopentan nedkylt i flytande kvéve (se Varningar och Forsiktighetsatgarder). Proven kréver ingen ytterligare
fixering men bor baddas in i OCT"-férening (Sakura, produktkod Tissue-Tek 4583).
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Varningar Och Forsiktighetsatgarder

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Innehaller en blandning

av: Natriumazid (<10%),
Benzylpenicillin Sodium (<10%),
Streptomycin Sulphate (<10%).
Signalord: Fara.

H317: Kan orsaka allergisk
hudreaktion.

H334: Kan orsaka allergi-
eller astmasymtom eller
andningssvarigheter vid
inandning.

H411: Giftigt for
vattenlevande organismer
med langtidseffekter.
EUHO032: Utvecklar mycket
giftig gas vid kontakt med
syra.

H302: Skadligt vid fortaring.

P261: Undvik att inandas damm/rék/gaser/dimma/angor/spre;j.
P264: Tvatta handerna grundligt efter anvandning.

P270: At inte, drick inte och rék inte nar du anvénder produkten.
P272: Nedstankta arbetsklader far inte avlagsnas fran
arbetsplatsen.

P273: Undvik utslapp till miljon.

P280: Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/
ansiktsskydd.

P284: [Vid otillracklig ventilation], anvand andningsskydd.
P301+312: VID FORTARING: Vid obehag, kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/Iakare.

P302+352: VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket tval och
vatten.

P304+340: VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se
till att andningen underlattas.

P330: Skélj munnen.

P333+313: Vid hudirritation eller utslag: Sok lakarhjalp.
P342+311: Vid besvar i luftvagarna: Kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/Iakare.

P362+364: Ta av nedstankta klader och tvatta dem innan de
anvands igen.

P391: Samla upp spill.

P501: Innehallet/Behallaren lamnas till insamlingsstalle for farligt
avfall.

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

hantering.

Detta reagens innehaller natriumazid. Materialsakerhetsdatablad finns att fa pa begéaran eller fran www.LeicaBiosystems.com
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 fér 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 férandringar maste

kontrolleras av anvéandaren.

Flytande kvave ger brannskador p.g.a. sin ytterst laga temperatur och skyddsklader, inklusive handskar och 6gonskydd, skall anvéndas

vid hantering. Anvand i ett val ventilerat omrade.

Isopentan ar hogst brandfarligt och skadligt vid intagning via mun samt inhalation. Det irriterar ocksa hud och 6gon och har narkotisk

effekt vid hoga koncentrationer.

Kvalitetskontroll

Skillnader i vavnadsbehandling och tekniska metoder i anvéandarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan gora det
noédvandigt att genomféra regelbundna interna kontroller utdver foljande metoder.
Kontroller bér vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiprover som snarast méjligt har frysts pa samma satt som patientprover (s).

Positiv Vavnadskontroll

Anvands for att ange korrekt forberedda vavnader och ratt fargningstekniker.

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

En vavnad med svag positiv fargning ar mer lamplig for optimal kvalitetskontroll och for att upptacka laga nivaer av reagensdegradering

an en vavnad med stark positiv fargning.?
Skelettmuskel rekommenderas som positiv kontrollvavnad.

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

Negativ Vavnadskontroll

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

antikroppen.
Rekommenderad negativ kontrollvavnad har inte utvarderats.

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

anvandaren.

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

eller enzymkomplex (avidin-biotin, streptavidin, méarkt polymer) och substrat-kromogen. Om specifik fargning sker i den negativa
vavnadskontrollen bor resultat med patientprover anses vara ogiltiga.
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Negativ Reagenskontroll
Anvand en ospecifik negativ reagenskontroll istéllet for den primara antikroppen med ett snitt fran varje patientprov for att utvardera
ospecifik fargning och tillata battre tolkning av specifik fargning pa antigenomradet.

Patientvavnad

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

Forvantade Resultat

Normal vévnad

Klon dSarc3/12C1 upptéacker delta-sarkoglykanproteinet i skelett-, hjart- och glattmuskelfibrernas sarkolemma.

Tumérvévnader

Klon dSarc3/12C1 har anvénts i immunhistokemiska studier pa éver 850 patienter for att identifiera brist pa 35 kD dystrofinassocierat
glykoprotein, delta-sarkoglykan.

NCL-d-SARC rekommenderas for identifiering av human delta-sarkoglykan genom immunhistokemi.

Allménna Begransningar

Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som kréver specialiserad utbildning i urvalet av lampliga reagens, val av vavnad,
fixering och bearbetning, forberedelse 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 framstalla artefakter, infangande av
antikroppar eller falskt negativa resultat. Motsagelsefulla resultat kan bero pa variationer av fixerings- och inbaddningsmetoder eller pa
naturliga oregelbundenheter i vavnaden.*

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

Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska undersékningar som anvénder korrekta
kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen for patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.
Antikroppar fran Leica Biosystems Newcastle Ltd ar till for anvandning sa 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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Immunhistokemisk metodologi for anvindning av Novocastra™
antikroppar pa fryst muskelvivnad.

Reagens som krédvs men ej tillhandahalls

Standardlésningar som anvands inom immunhistokemi.

50 mM Trisbuffrad saltlésning (TBS) pH 7,6.

Antikroppsutspadningsmedel — normalt serum optimalt spatt i TBS .

Normala sera fran de arter i vilka den sekundara antikroppen odlas.

Sekundar peroxidaskonjugerad antikropp — anvand enligt tillverkarens rekommendationer.

3,3’ Diaminobenzidin tetrahydroklorid (DAB) — bered och anvand enligt tillverkarens rekommendationer.
Monteringsmedel — bered enligt tillverkarens rekommendationer.

NoorON 2

Utrustning som krévs men ej tillhandahalls
1 .Inkubator installd pa 25 °C.

2. Allman immunhistokemisk laboratorieutrustning.
3. Elektrisk flakt for lufttorkning av objektglas.

Antigenatervinningslésningar (se Rekommendationer vid anvéndning)
Galler gj frysta snitt.

Metodologi

Innan denna metodologi tilldmpas maste anvandare utbildas i immunhistokemiska tekniker. Anvéndare bor faststélla optimal spadning

for antikroppar. Alla steg utférs om inget annat anges vid rumstemperatur pa 25 °C .

Skar och montera 4—10 pm snitt pa objektglas tackta med ett Iampligt vévnadsklister och lufttorka i minst en timme.
Inkubera snitten med optimalt spadd primar antikropp (se Rekommendationer vid anvandning).

Tvatta snitten i TBS-buffert i 2 x 5 minuter och gunga forsiktigt.

Inkubera snitten i lamplig peroxidaskonjugerad sekundér antikropp.

Tvatta snitten i TBS-buffert i 2 x 5 minuter och gunga forsiktigt.

Inkubera objektglasen i DAB.

Skolj objektglasen i rent vatten.

Dehydratisera, klargér och montera snitten.

©NOoOOA NS

Rattelser av tidigare utgivning
Galler inte.

Utgivningsdatum
5 februari 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra™ Avo@rLomoinpévo HOVOKAMVIKO OVTIGOUA TOVTIKOV
Delta-Sarcoglycan
Kmdwkog gidovg: NCL-d-SARC

Xpnon MNa Tnv Omoia MpoopideTal

Ta in vitro diayvwoTikn xpron.

To NCL-d-SARC trpoopigeTal yia TNV TIOIOTIKH TAUTOTTOINON ME PIKPOOKOTTIO pWTOG TNG S-0apKoyAukdavng pe avoaoioToxnueia. H kAvikA
£pUNVEia OTTOINGBATIOTE XPWONG A TNG aTToUdiag TNG Ba TIPETTEI VO GUUTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG UEAETEG TTOU XPNOILOTIOIOUV
owaToUg PAPTUPEG Kal Ba TTPETTel va agloAoyeital oTa TTAaioIa Tou KAIVIKOU 10TOpIKoU Tou aaBevolg Kal GAAWY dIayVWOTIKWY EGETATEWY
atmd eI8IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTOHO.

Apxn Tng Aladikaciag

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

KAwvog
6Sarc3/12C1

Avoooyoévo
ZUuvBeTIKG TTETTTIDIO TTOU TTEPIEXE! T apivogéa 1-19 aTo N-TeAikd dkpo Tng aAAnAouxiag Tng avBpwivng d-capkoyAukdvng (Jung D. et

al.,1966).

E1di1koTNnTO

AvBpwivn d-capkoyAukdavn (35 kD). Aev avTidpd pe Tn d-0apKoyAUKAvn o€ TOPEG HUWV aTTd TIOVTIKG, apoupaio, KouvéAl, akUAo, 6pviBa,
XAUOTEP 1| X0ipo. Aev €xouv §eTaOTEI GAAQ €idNn {WwV.

20vleon AvridpaoTnpiou

To NCL-d-SARC ¢ival éva Auo@IAOTTOINPEVO UTTEPKEIPEVO IOTOKAAAIEPYEIAG TTOU TTEPIEXEI AgidIo TOU VaTPIoU WG ouvTNENTIKO.

O XpNoTNg XPEIAZETAl VO AVACGUCTATEI TO TTEQIEXOUEVO TOU PIAAISIOU UE TOV OWAOTS OYKO ATTOOTEIQWHEVOU ATTECTAYUEVOU VEQOU, OTIWG
UTTOQEIKVUETAI OTNV ETIKETA TOU QIaAISiou.

Tagn Ig
1gG2a

OAIkA Zuykévipwon MpwTeivng

Ma TNV oAIK GUYKEVTPWON TTPWTEIVNG TTOU gival IBIKN yIa TNV EKAOTOTE TTaPTIdA, AVATPESTE OTNV ETIKETA TOU QIGAISIOU.

ZUYKEVTPWON AVTICWHOTOG
MeyaAUtepn 1y ion pe 24 mg/L. Na TN ouykévipwaon Ig Trou eival e1BIKN yia TNV EKAOTOTE TTapTIdA, AvaTPESTE OTNV ETIKETA TOU QICAIDIOU.

TuoTtdoeig MNa Tn XpAon
AvoooioToxnueia (deite MeBoSoAoyia”) oe Topég kateywuypéveg. Mpoteivopevn apaiwaon: 1:25—-1:50 e 60 AeTTé oTOUG
25 °C. AuTo TrapéxeTal wg odnydg Kai ol XprioTeg Ba TTPETTEl va TTpoadIopidouV TIG DIKEG TOUG BEATIOTEG APAIWTEIG EPYATIOG.

®UuAagn Kal ZT1abepoéTnTa

DuAdooeTe TO PN avolypévo avTiowpa atoug 2—8 °C. YTTO TIG OUVBRKEG auTEG, DEV UTTAPXEI ONPAVTIKA ATTWAEIQ TNV aTTO300N TOU
TIPOIOVTOG €W TNV NUEPOUNVia ARENG TToU UTTOBEIKVUETAI OTNV ETIKETA TOU QIaNidiou. Mn XpnoIUOTIOIEITE PETA TNV NUEPOUNVia ARgNg TTou
avaypdag@eTal aTnv €TIKETA Tou @iaAidiou. To avacuoTaBév avTiowpa gival oTaBepd e1Ti 500 Priveg TOUAAYXIOTOV, EQOCOV QUAACTETAI OTOUG
2-8 °C. lNa pakpoxpdvia GUAAgN, ouVIOTATal To KAGOPATA TOU avacuoTaBEéVTOG aVTIOWHATOG VO QUAGCCOVTAI KATEWUYUEVO OTOUG

-20 °C (B¢ ouVIOTATAI N XPAON KATAWUKTWY XWPIG TIayo). Oa TTPETTEl va atro@eUyovTal of ETTAvEINNUPEVOI KUKAOI KaTayugng Kai
amoyugng. MapaokeUBeTe APAIOEIG £PYOTiag TNV NUEPA TNG Xpriong. ETmavagépete oTtoug 2—-8 °C apéowg PETA TN XProT. Tuxov
OUVBNKEG QUAAENG DIAPOPETIKEG aTTO €KEiVEG TTOU KaBopifovTal TTapatrdvw TTPETTEl va eTTaAnBevovTal atré To XprioTn.

Mapaokeun Agiypartog
Karayugte Tepdxia 10TV SEIlYUATWY OE IC0TTEVTAVIO TToU £XEl YUXBEi oe uypd adwTo (deite TNV evoTnTa “MPOoEISOTTOINCEIG KAl

TPOoQUAALEIS”). Ta deiypata e xpeidlovtal TIEPAITEPW WoVIPoTToINaN, aAAdG TTpéTrel va eykAgiovTal oTnv évwon OCT™ (Sakura, kwdIKOg
€idoug Tissue-Tek 4583).
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Mposidotmoinoeig Kai MpoguAdgeig

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Mepiéxel éva peiypa amo: Sodium
Azide (<10%), Benzylpenicillin
Sodium (<10%), Streptomycin
Sulphate (<10%).
MposidotroINTég AECEIG:
Kuovduvog.

H302: EmBAaBég o€
TTEPITITWON KATATTOONG.
H317: Mmopei va
TIPOKOAECEI AANEPYIKN
depuaTIKr avTidpaon.
H334: Mtopei va
TrpokaAéoel aAAepyia i
QUUTTTWHATA AoBPATOG 1
dUoTIvola o€ TTEPITITWON
€I0TTVONAG.

H411: Togiké yia Toug
udpoRIoug opyaviopoug, PE
HOKPOXPOVIEG ETTITITWOEIG.
EUHO032: Z¢ emragpn pe oéa
eAeuBepWVOVTal TTOAU TOGIKG
agpia.

P261: ATogeUyeTe va avatvéete okovn/avadupidoeig/aépial
oTayovidia/aTPoUG/EKVEPWHATA.

P264: MAUveTE XEPIO OXOAAOTIKA WETE TO XEIPIOWO.

P270: Mnv TpwrTeE, TTVETEN KATTVICETE, OTAV XPNOIUOTIOIEITE AUTO
TO TTPOIOV.

P272: Ta poAuopéva evdupata epyaciag dev TTPETTEI va Byaivouv
aré 1o XWPo epyaaiag.

P273: Na atmrogeuyetal n eAeubépwon oTo TrepIBEAAOV.

P280: Na gopdTe TTPOOTATEUTIKG YAVTIQ/TTPOOTATEUTIKG evOUpaTa/
HEoQ OTOMIKAG TTPOOTACIAG IO Ta PATIO/TTPOCWTTO.

P284: YZ¢ TepiTITwon aveTrapkoUg agpiopoUé XpnolHoTIoIEioTe
HEOQ OTOUIKAG TTPOOTACIOG TNG AVATIVOAG.

P301+312: ZE NEPINTQZH KATAMOZHZ: KaAéote To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiatpd/ edv aioBavBeite adiabeaia.
P302+352: £E NEPINTQEH ENA®HE ME TO AEPMA: MAUveTE
He apBovo vepd Kal oatrouvi.

P304+340: XE MEPINTQXH EIZNNOHX: MeTagéparte Tov
TTaBovTa aToV KaBapd aépa Kal a@AoTE TOV VO EEKOUPAOTET O
OTAoN TToU SIEUKOAUVEI TNV avaTTVOr.

P330: =emAUveTe TO OTOHA.

P333+313: Edv mapatnpnBei peBIcpdg Tou SépuaTog i
ep@avioTel e§avONpa: ZupBouleubeite/ETTIoKePOEiTE yIaTPO.
P342+311: Eav TTapoucialovTal avaTTVeEUaTIKG CUNTITWHATA:
Kahéote To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiaTpd.

P362+364: BydATe Ta poAuopéva pouya kal TTAUVTE Ta TTpIV Ta
EavaypnoIPOTIOINCETE.

P391: Magéyrte Tn xupévn TTooOTNTA.

P501: AIGBeon Tou TTEPIEXOUEVOU/TTEPIEKTN OE XWPO GUAOYTG
ETTIKIVOUVWV 1| EI8IKWY aTTOBAATWY.

To avTIdpacTAPIO AUTO EXEI TIAPACKEUAOTET ATTO TO UTTEPKEINEVO KUTTapokaANiépyelag. ETreidn eival BioAoyikd Trpoidv, Ba TTpéTrel va

SiveTal eUAoyn TTpogoyr Katd To XEIPIOUS TOu.

AuTé To avTidpacTiplo TrepIExel agidio Tou vaTpiou. AeATio dedopévwy aopaAgiag UNKoU SiatiBeTal KatoTv aitaTog rj até tn dieubuvon

www.LeicaBiosystems.com

ZupBoUAeuTEITE TOUG OPOOTIOVSIaKOUG, TTONITEIAKOUG 1 TOTTIKOUG KAVOVICHOUG YIa aTTéppIpn TUXOV dUVNTIKWG TOEIKWY CUCTATIKWY.

O XeIpIOPOG SEIYPATWY, TIPIV KAl JETA TN HOVIJOTIOINGT, KABWG Kal OAwY Twv UAIKWY TTou €Xouv ekTeBei og auTd, Ba TTpETrel va yiveTal
WG €AV ATAV duVNTIKA PETAS00NG AOIHWENG Kal N aTTdppIYr) TOUG va TTPAYHATOTIOIEITAl AAPBAVOVTAG TIG OWOTEG TIPOPUAGEEIS.! Mnv
QAVOPPOPATE TTOTE PE TTITTETA AVTIOPACTAPIO PE TO OTOHA KAl ATTOPUYETE TNV ETTAPH TOU DEPUATOG KOl TwV BAEVVOYOVWY PE avTIOpaoTHpIa
kai deiypara. Edv ta avidpaoTripia A Ta Seiypata éABouv o€ eTra@r e euaioBnTeG TTEPIOXEG, TTAUVETE PE APOOVEG TTOTATNTES VEPOU.

ZntAoTe TN ouPBOUAR 1aTpoU.

EAaxioTotroioTe Tn pikpofiakr HOAUVan Twv avTidpaoTnpiwy, SIOTI evOEXETAI v GUMBET algnaon pn €I9IKAG XPWOoNG.
Xpovol 1 Beppokpaaieg ETTWAONG DIAPOPETIKEG OTTO eKEivES TTOU KaBopifovTal evOéxeTal va dWaouv ecpaApéva atroteAéopara. Tuxov

TETOIEG PETABOAEG TTPETTEI VA ETTIKUPWIVOVTAI OTTO TO XPAOTN.

To uyp6 adwTo Adyw TG UTTEPBOAIKE YU PriG BEPHOKPATIAg TOU TIPOKAAET EyKAUPATA KOl KOTA TO XEIPIOUO TOU TIPETTEI VO POPATE
TIPOCTATEUTIKO POUXIOHO, CUPTTEPIAAUBAVOUEVWY YAVTIWY Kal TTPOCOWTTISAG. XPNOIPOTIOIEITE O€ KAAG agPICOPEVO XWPO.
To 100TTEVTAVIO gival IBIaiTEPa EUPAEKTO Kal ETMIBAABEG pe kaTdTToon Kai i0TTvon. Eival eTriong epeBIoTikd 010 dEPPa Kal T PATIA, KABWG

Kal VOPKWTIKO O€ UPNAR CUYKEVTPWON.

MoloTikég ‘EAeyxog

Tuxov dI0POPEG OTNV ETTECEPYATIO TWV IOTWV KaI TIG TEXVIKEG BIADIKATIEG OTO EPYATTHPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TTPOKAAETOUV
onuavTikh HETaBANTOTNTA OTa ATTOTEAEOPATA, KABICTWVTAG AVAYKAIO TNV TOKTIKF EKTEAEON ECWTEPIKWYV EAEYXWV ETTITTAEOV TWV OKOAOUBWY

SIadIKATIWV.

O1 ydptupeg Ba TPETTel va eival ppéoka deiypaTta vekpowiag/Bloyiag/xeipoupyikd deiypaTa, Ta OTroia KatayuxovTal TO GUVTOPOTEPO

Suvartd pe Tov idio TPOTTo 6TTWG To(a) deiypa(Ta) Tou aoBevolg.

O¢eTik6g MdpTupag loTou

XpnoiyoTroleital yia va UTTODEIKVUEI CWOTE TTAPOOKEUAOHEVOUG I0TOUG KOl CWOTEG TEXVIKEG XPWONG.
Oa TpéTel va TrepIAapBaveTal évag BeTIKOG HAPTUPAG I0TOU yia KOs 0UVOAO OUVBNKWY £EETAONG O€ KABE eKTEAEON XPWONG.

‘Evag 10T6G pe aoBevr) BeTik xpwon eival o katdAAnAog atréd évav 10T pe 1oxupr BETIKA Xpwon yia BEATIOTO €Aeyxo TTOIOTNTAG Kal yia
TNV avixveuon oAU HIKPWV ETTITTESWY TUXOV aTTOdOUNCNG TWV avTIdpaaTnpiwy.?

ZUVIOTWHEVOG 10TOG BETIKOU papTUPA Eival O OKEAETIKOG HUG.

Edv o BeTik6G pdpTupag 10ToU SeV TTAPOUCIAEl BETIKA Xpwan, Ta atroTeAéopaTa e Ta Seiypata TG eg€Taong Ba TTPETTel va BewpouvTal

dkupa.

ApvnTikég Mdptupag loTou

Oa TpETTel va eGETAZETaN HETE TOV BETIKO HAPTUPA 1IGTOU YIO TNV ETTOARBEUON TNG EIBIKATNTAG TNG ETTICAPAVONG TOU AVTIYOVOU-OTOXOU aTttd

TO TIPWTOTAYEG AVTICWHA.
ZUVIOTWHEVOG I0TOG apvnTIKoU pdpTupa Oev €xel agloAoynBei.

EvaAAakTIKd, n ToIKIAia S1Ia@OpwWY KUTTAPIKWY TUTIWV TTOU UTTPXOUV OTIG TIEPICOOTEPEG TOHES IOTWV TTAPEXEI OUXVE BETEIG apvnTIKOU

HapTUPQ, aAAG auTO TTPETTEN VO TTAANBEUETAN ATTO TO XPAOTN.

Mn €1BIkr) Xpwan, eav uTrapxel, £xel ouviBwg SiduTn eP@avion. Evdéxetal emiong va TrapatnpnBei oTropadikr Xpwon Tou GUVOETIKOU
10700 O€ TOPEG aTTd 10TOUG TTOU £XOUV HOVILOTIOINBET e UTTEPBOAIKT TTOCOTNTA POPHOANG. XpnoidoTiolgite ABIKTa KUTTAPA YIa TNV
£PUNVEIQ TWV ATTOTEAETPATWY TNG XPWONG. NEKPWTIKA 1) EKPUAITEVA KUTTAPA TIApousIddouv auxvd dn e18Iki xpwon.® EvdéxeTal va
TTapaTNENBoUV Weudwg BETIKG aTroTEAEOPATA AGYW WN avOTOAOYIKAG SECHEUCNG TWV TTPWTEIVWV A TWV TTPOIGVTWY avTidpaong Tou
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UTTOOTPWHATOG. EVOEXETaI £TTIONG Va TTPOKANBoUY aTrd evdoyevr) Evupa, OTTwG n WeudoUTrepogeiddan (epubpoKUTTaPa), N eVOOYEVHG
utrepogeiddon (kutdxpwpa C) A n evdoyevig BioTivn (T1.X. ATTAP, HOOTAG, EYKEPANOG, VEPPOG) avaAoya PE TOV TUTTO VOCOXPWONG TTOU
xpnaotpotoleital. MNa 1n diagopoTroinon Tng £vooyevoUg eVEUPIKAG OpacTIKOTATAG 1 TNG N €18IKAG OéTpEUONG TwV EVEUPWY aTTd €IIKA
avoooavTIdPACTIKOTNTA, €ival SUvVATO VA XPWHATIOTOUV ATTOKAEIOTIKG ETIITTAEOV I0TOI AOBEVWV PE XPWHOYOVO UTTOGTPWHATOG 1 EVEUHIKG
oupTtAoka (aidivn-Biotivn, oTpeTrTafIdivn, onUAcPEVO TTOAUPEPEG) Kal UTTOOTPWHA-XPWHOYOvo, avtioTolxa. Edv rapouciaoTei €1d1kn
XPWaon oTov apvnTIKG papTupa 10ToU, Ta atmoTeAéopaTa pe Ta deiypata aabevoug Ba TTpETTEl va BewpouvTal dkupa.

ApvnTikég Mdptupag AvridpaoTnpiou
XpnoiyoTroieite évav pn €191K6 apvnTIKG PAPTUPA avTIdPACTNPIOU avTi TOU TTPWTOTAYOUS aVTICWHATOG HE HIO TOWN KAGBE deiypaTog
aoBevoUg yia TNV agloAdynan pn I8IKAG XPWoNG Kal yia va ETITPETTETAI KAAUTEPN EpUNVEia TNG EIBIKAG XpWang oTn B€0n Tou avTiyovou.

lotég AgBevoig

Etetdote teAeuTaia Ta deiypata acBevolg Trou £xouv XpwuatioTei pe To NCL-d-SARC. H évraon Tng BeTIKAG Xpwong Ba TTpéTrel va
EKTINATAI OTA TTAQIOIO TUXOV PN EISIKAG XPWoNG UTTORABpOU Tou apvnTIKOU papTupa avTidpaoTtnpiou. OTwg cupBaivel Ye otroladhTToTe
QAvOOOoIioTOXNUIKA £§£€TAON, éva apvNTIKO ATTOTEAECHO onUaivel OTI TO avTiyovo Ogv avixveuTnke, OxI OTI To avTiyovo dev UTTAPXE OTa
KUTTOpa/oToV 10T6 TTou egeTdOTNKE. EdV eival amapaitnTo, XPNCIUOTIOINCTE PIa GEIPE AVTICWHATWY VIO TNV avayvwpIon Yeudwg
APVNTIKWY avTIOPACEWV.

Avapevopeva AtroteAéopaTa

Puaioloyikoi 1gToi

O kAwvog dSarc3/12C1 avixvelel TNV TTPWTEIVN 3-0aPKOYAUKAVN OTO GOPKEIANUHA TWV OKEAETIKWY, KAPSIAKWY Kal AEiwV HUTKWY IVIDV.
Kapkivikoi 1070i

O kAwvog 8Sarc3/12C1 £xel xpnoipoTroindei o avoooioTOXNMIKEG HEAETEG O€ TTEPICOdTEPOUG aTTé 850 COBEVEIG yia TNV TAUTOTTOINGCN HIAG
QVETTAPKEING TNG OXETIZOPEVNG pE TN SuaTpoivn yAukoTTpwteivng 35 kD, 5-oapkoyAukavng.

To NCL-d-SARC cuvioTdral yia TNV TaUToTroingn Tng avlpwiivng 8-capkoyAukdvng PUe avoooioToxnueia.

Ievikoi Meplopiopoi

H avoooioTtoxnpeia eival pia diayvwoTikr digpyaaia TTOAMATTAWY Bnpdtwy, n otroia atroTeAeital atrd e1I8IKEUPEVN EKTTAIdOEUTN OTNV
£TMIAOYA Twv KATAAANAWY avTIdpaoTnpiwy, £TTIAOYRA I0TOU, HOVIPOTTOINON Kal £TTEEEpyaaTia, TTpogToldacia TNG TTAdkag IHC kai epunveia
TWV OTTOTEAEOUATWY TNG XPWONG.

H xpwon Tou 10700 egapTdTal atd To XEIPIOPS Kal TNV £TTEGEPYATia Tou I0TOU TIPpIV aTrd Tn Xpwaon. Tuxév ec@aApévn poviyotroinon,
Katdyugn, améyugn, TAGon, oTéyvwpa, Béppavon, Topn 1 HOAuvon pe GAAOUG I0TOUG 1 Uypd EVOEXETAI VO TIAPAYEI HOPPWHATA,
TIayidEuan avTICWHATOG 1 YeUdWS apvNTIKA atroTeAéopaTa. TuXOV ACUVETTH aTTOTEAEOUOTA EVOEXETAI Va OQEiAoVTal O€ TTAPaAAaYEG TwV
HEBOGDWV HOVIPOTTOINGNG KOl EYKAEIOHOU ) OE £yYEVEIG AVWHAAIEG EVTOG TOU 10TOU.*

Tuyov utrepBoAIKN i} aTeEARG avTixpwon evOEXETAI VA SIAKUBEUTEI TN OWOTH EPUNVEIN TWV ATTOTEAETUETWVY.

H KAWVIKA eppnveia oTToI00BATIOTE XPWONG 1) TNG aTrouadiag Tng Ba TTPETTEI VO GUPTTANPWVETAI HE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU
Xpnaoipotrololv cwaToug HAPTUPEG Kal Ba TTPETTEl va aglohoyeiTal oTa TTACioIa TOU KAIVIKOU 10TOPIKOU TOU a0BevoUs Kal GAAwY
SIaYVWOTIKWY £EETACEWV aTTO €10IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTdo.

Ta avriowpaTta TTou Trapéxovtal amod Tnv Leica Biosystems Newcastle Ltd TrpoopidovTtal yia xprion, 6TTwg utrodeIkvUETal, €T

O€ KATEWUYPEVEG ETE O€ EYKAEIOPEVEG OE TTAPAPIVN TOPEG, HE EIBIKEG ATTAITAOEIG HovIpoTToinong. EVOEXETal va TTapouUCIaoTei pn
QAVOAPEVOHEVN EKPPaCT avTlyovou, eIdIKG o€ VEOTTAdopaTa. H KAIVIKF Eppnveia OTTOINOBNTIOTE XPWHATIOPEVNG TOPNG I0TOU TTPETTEN VOl
TepIAapBAvel popPoAoyIKA avaAuan Kai TNV agloAdynan Twy KatdAANAwY JopTUpwy.
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Meg0Ooooroyio avoooicToynueiag yia ypron avriocopdtov Novocastra™
0€ KOTEYVYUEVO PVIKO 16TO.

AvTidpaoThpia TToU atraiTouvTal aAAd Sev TrapéxovTal

MpdTuTIol SIGAUTEG TTOU XPNOIPOTTOIOUVTAl OTNV GVOTOIGTOXNHEID.

50 mM aAatoUxou puBpiaTiKou diaAUparog Tris (TBS) pH7,6.

ApaiwTIKO avTICWHATOG - PUAIOAOYIKOG 0pOG BEATIOTA apalwpévog oe TBS.

®ducioloyikoi opoi aTTé To €i50G OTO OTTOI0 AVATITUCOETAI TO DEUTEPOTAYEG AVTICWHA.

AeutepoTayég avTiowpa GUZEUYPEVO PE UTTEPOEEIBADT - XPNOIPOTIOIEITE OTTWG TUVIOTATAI OTTO TOV KATOOKEUAOTH.
TetpatdpoxAwpikr 3,3’ diapivoBevidivn (DAB) - TTapaokeuddeTe Kal XPNOIUOTIOIEITE TUPPWVA UE TIG CUGTATEIG TOU KATAOKEUQOTH.
Méoo oTepEWaNG — XPNOIPOTIOIEITE TUPPWVA UE TIG CUOTATEIG TOU KATAOKEUQDTH.

NoorON 2

EgomAiou66 Trou atrauteital aAAG Sev TrapéXETal

1.  ©dhapog emwaong pubuiopévog otoug 25 °C.

2. TevikOg epyacTnplokdg EEOTTAICUOG avOoooioTOXNHEIDG.

3. HAEKTPIKOG QVEUIOTAPAG VIO OTEYVWHA TWV AVTIKEIMEVOPOPWY TIAGKWY HE aépa.

AilaAUpaTa avaKTnong avTiyovou (Seite TNV evoTnTa “LUcTACEIS yia Tn Xprion”)
Aev 10XUEI yIa KATEWYUYHPEVEG TOUEG.

Me@odoAoyia
Mpiv atd TNV e@appoyr| TG peBodoAoyiag auTig, oI XPAOTES TIPETTEI EKTTAIBEUTOUV G AVOOOIOTOXNMIKEG TEXVIKEG.

O1 xprioTeg Ba TTPETTEl Vo TTPOODIOPIcOUV TIG BEATIOTEG OPAIWOEIG YIa avTIoWpaTa. EKTOG edv uTTodEIKVUETAI SIAPOPETIKA, OAa Ta BrpaTa
ekTeAoUvTaI OTOUG 25 °C.

1. Kowrte kal OTEPEWOTE TOUEG 4—10 UM OE AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG ETTIKAAUPUEVEG PE KATAAANAO GUYKOAANTIKO I0TWV KAl OTEYVWOTE
HE aépa €TTI pia Wpa TOUAGYIOTOV.

ETwdoTe TIg Topég Pe BEATIOTA apaiwpEVO TIPWTOTAYEG avTiowpa (SeiTe TNV evoTnTa “ZUCTACEIG yia TN Xprion”).
MAUveTe og pubpioTIKG SidAupa TBS eTmi 2 X 5 AeTTTa Pe aTraAr avakivnon.

EmrwdoTe TIG Topég o€ KatdAAnAo deuTtepoTay£ég avTiowpa oUZeuyPEVO PE UTTEPOEEIDAOT).

MAUveTe o€ puBpIoTIKG SidAupa TBS eTTi 2 X 5 AeTTTé Pe aTraAr avakivnon.

EmtwdoTe TG avTikeipevopdpoug TAdkeg oe DAB.

EKTTAUVTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TIAGKES O€ KABaPO VEPO.

A@udaTWOTE, KABAPIOTE KOl OTEPEWOTE TIG TOUEG.

© NGO RN

TpoTtrotroInoeig oTnV TponyoUpevn €kdoon
Aev €xel epappoyn.

Hpepounvia ékdoong
5 deBpouapiou 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra~ Lyophiliseret Monoklonalt Museantistof
Delta-Sarcoglycan
Produktkode: NCL-d-SARC

Tilsigtet Anvendelse
Til in vitro diagnostisk anvendelse.

NCL-d-SARC er beregnet til kvalitativ identifikation ved hjeelp af lysmikroskopi af delta-sarcoglycan med immunhistokemi. 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

6Sarc3/12C1

Immunogen
Syntetisk peptid indeholdende aminosyre 1-19 fra N-terminalen af den humane delta-sarcoglycansekvens (Jung D. et al.,1966).

Specificitet

Humant delta-sarcoglycan (35 kD). Krydsreagerer ikke med delta-sarcoglycan i veevssnit af muskel fra mus, rotte, kanin, hund, kylling,
hamster og svin. Der er ikke testet andre dyrearter.

Reagenssammensaetning

NCL-d-SARC er en lyophiliseret vaevskultursupernatant indeholdende natriumazid som konserveringsmiddel. Brugeren skal
rekonstituere indholdet i haetteflasken med det korrekte volumen sterile destillerede vand som angivet pa heetteflaskens etikette.

lg-klasse
IlgG2a

Totalproteinkoncentration
Se etiketten pa haetteflasken for lotspecifik totalproteinkoncentration.

Antistofkoncentration
Starre end eller lig med 24 mg/L. Se etiketten pa heetteflasken for lotspecifik Ig-koncentration.

Anbefalinger Vedrgrende Anvendelse

Immunhistokemi (se Metodologi) pa frosne snit. Foreslaet fortynding: 1:25-1:50 ved 60 minutter ved 25 °C. Disse retningslinier er
vejledende, og brugeren ber selv bestemme egne optimale brugsopl@sninger.

Opbevaring Og Holdbarhed

Opbevar det uabnede antistof ved 2—8 °C. Under disse betingelser er der ingen betydende tab af produktets ydeevne indtil udigbsdatoen
angivet pa haetteflaskens etikette. Ma ikke anvendes efter udigbsdatoen angivet pa haetteflaskens etikette. Det rekonstituerede antistof
er stabilt i mindst to maneder nar opbevaret ved 2-8 °C. Ved langtidsopbevaring anbefales det at udportionere det rekonstituerede
antistof og opbevare portionerne nedfrosset ved -20 °C (frostfri frysere anbefales ikke). Gentagen optening og frysning skal undgas.
Fremstil brugsopl@sninger pa dagen for anvendelsen. Szettes tilbage til 2-8 °C umiddelbart efter brug. Andre opbevaringsbetingelser end
de ovenfor angivne skal verificeres af brugeren.

Proveklargering

Frys prover af vaevsblokke i isopentan lynkglet i flydende nitrogen (se Advarsler og forholdsregler). Prgverne kraever ikke yderligere
fiksering, men ber indstebes i OCT™ (Sakura, produkt nr. Tissue-Tek 4583).
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Advarsler Og Forholdsregler

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Indeholder en blanding

af: Natriumazid (<10%),
Benzylpenicillin Sodium (<10%),
Streptomycin Sulphate (<10%).
Signalord: Fare.

H302: Farlig ved indtagelse.
H317: Kan forarsage
allergisk hudreaktion.

H334: Kan forarsage allergi-
eller astmasymptomer eller
andedraetsbesvaer ved
indanding.

H411: Giftig for
vandlevende organismer,
med langvarige virkninger.
EUHO032: Udvikler meget
giftig gas ved kontakt med
syre.

P261: Undga indanding af pulver/reg/gas/tage/damp/spray.
P264: Vask haender grundigt efter brug.

P270: Der ma ikke spises, drikkes eller ryges under brugen af
dette produkt.

P272: Tilsmudset arbejdstej ber ikke fiernes fra arbejdspladsen.
P273: Undga udledning til miljeet.

P280: Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/zjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse.

P284: [| tilfeelde af utilstraekkelig ventilation], anvend
andedraetsvaern.

P301+312: | TILFALDE AF INDTAGELSE: | tilfzelde af ubehag,
ring til en GIFTINFORMATION/lege.

P302+352: VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt
saebe og vand.

P304+340: VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk
luft og serg for, at vejrtraekningen lettes.

P330: Skyl munden.

P333+313: Ved hudirritation eller udslet: Seg leegehjeelp.
P342+311: Ved Iuftvejssymptomer: Ring til en
GIFTINFORMATION/lzege.

P362+364: Alt tilsmudset toj tages af og vaskes inden
genanvendelse.

P391: Udslip opsamles.

P501: Indholdet/Beholderen bortskaffes i et indsamlingssted for
farligt affald og problemaffald.

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

sikkerhedsforanstaltninger ved dets handtering.

Denne reagens indeholder natriumazid. Et datablad for materialesikkerhed kan fas efter anmodning eller er tilgeengeligt pa

www.LeicaBiosystems.com

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 prgver kommer i kontakt med felsomme omrader, skal der skylles efter med

rigelige maengder vand. Sgg leege.

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

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

brugeren.

Flydende nitrogen forarsager pa grund af dets meget kolde temperatur forbraendinger, og der ber baeres beskyttelsesdragt inklusive
handsker og visir under arbejde med dette. Arbejd i et velventileret omrade.

Isopentan er meget brandfarligt og skadeligt ved indtagelse eller indanding. Det irriterer ligeledes @jne og hud og er et narkotikum i hgj

koncentration.

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.

Kontrollerne skal veere friske autopsier/biopsier/kirurgiske prever nedfrosset sa hurtigt som muligt pa samme made som patientpraver.

Positiv Vaevskontrol

Anvendes til pavisning af, at vaevet er fremstillet korrekt, og at der er anvendt korrekte farvningsteknikker.
Der ber inkluderes en positiv vaevskontrol for hvert szet testbetingelser i hver farvekarsel.

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

reagensnedbrydning.?
Anbefalet positivt kontrolveev er skeletmuskel.

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

Negativ Vavskontrol

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

Det anbefalede negative kontrolvaev er ikke blevet evalueret.

Alternativt frembyder de mange forskellige celletyper, der er til stede i de fleste veevssnit, 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
veev, 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, sasom 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 patientveev
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.
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Negativ Reagenskontrol

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

Patientvaev

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

Forventede Resultater

Normalt vaev

Klon dSarc3/12C1 paviser delta-sarcoglycanproteinet i sarcolemma fra skelet- og hjertemuskelfibre og muskelfibre fra glatte muskler.
Tumorvaev

Klon dSarc3/12C1 er blevet anvendt i immunhistokemiske studier af mere end 850 patienter til identifikation af mangel pa det 35 kD
store dystrophinassocierede glykoprotein, delta-sarcoglycan.

NCL-d-SARC anbefales til identifikation af humant delta-sarcoglycan med immunhistokemi.

Generelle Begraensninger

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

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

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

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

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

Nedvendige reagenser, der ikke medfalger

Standardoplgsningsmidler anvendt i immunhistokemi.

50 mM Tris-bufferjusteret saltvandsoplasning (TBS) pH7,6.

Antistofdiluent - normalt serum optimalt fortyndet i TBS.

Normale sera fra de arter, i hvilke det sekundaere antistof opformeres.

Sekundeert peroxidasekonjugeret antistof - anvendes ifalge producentens anbefalinger.
3,3 diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) - fremstilles ifalge producentens anbefalinger.
Monteringsmedium - fremstilles ifelge producentens anbefalinger.

NoorON 2

Nedvendige reagenser, der ikke medfelger
1. Inkubator indstillet til 25 °C.

2. Almindeligt laboratorieudstyr til immunhistokemi.
3. Elektrisk ventilator til tarring af objektglas.

Antigengenfindingsoplesninger (se Anbefalinger vedrerende anvendelse)
Ikke anvendelig til frosne vaevssnit.

Metodologi

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

Brugeren bar bestemme de optimale fortyndinger for antistoffer. Med mindre andet er anfgrt, skal alle trin udfares ved 25 °C.
Snit og monter 4—10 pm tykke vaevssnit pa objektglas coatet med et passende veaevsadhaesiv og luftter i mindst en time.
Inkuber veevsnittene i optimalt fortyndet primeert antistof (se Anbefalinger vedrgrende anvendelse).

Vask i TBS i 2 x 5 minutter, mens de vugges forsigtigt.

Inkuber veevssnittene med et passende peroxidasekonjugeret sekundeert antistof.

Vask i TBS i 2 x 5 minutter, mens de vugges forsigtigt.

Inkuber veevssnittene i DAB.

Skyl veevssnittene i rent vand.

Tor, klar og monter vaevssnittene.

©NOoO oA NS

Rettelser til tidligere udgave
Ingen rettelser.

Udgivelsesdato
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Novocastra™ Gelyofiliseerd Muis Monoklonaal Antilichaam
Delta-Sarcoglycan

Productcode: NCL-d-SARC

Beoogd Gebruik

Voor gebruik bij in-vitro-diagnostiek.

NCL-d-SARC is bedoeld voor de kwalitatieve identificatie, met behulp van lichtmicroscopie, van delta-sarcoglycaan door middel van

immunohistochemie. De klinische interpretatie van iedere kleuring of de afwezigheid ervan moet worden aangevuld met morfologisch
onderzoek en goede controles. De interpretatie moet worden geévalueerd door een vakkundige patholoog binnen de context van de
klinische geschiedenis van de patiént en eventueel ander diagnostisch onderzoek.

Beginsel van de Procedure

Immunohistochemische (IHC) kleuringstechnieken maken de visualisatie van antigenen mogelijk via de sequentiéle toepassing van

een specifiek antilichaam naar het antigen (primaire antilichaam), het secundaire antilichaam naar het primaire antilichaam en een
enzymcomplex met een chromogeen substraat met ingevoegde wasstappen. De enzymatische activering van de chromogeenresultaten
in een zichtbaar reactieproduct op de antigene plaats. De monsters kunnen dan tegengekleurd en afgedekt zijn. De resultaten worden
geinterpreteerd met een lichtmicroscoop en hulpmiddelen in de differentiéle diagnose van pathofysiologische processen, die wel of niet
met een specifiek antigen geassocieerd kunnen worden.

Kloon
6Sarc3/12C1

Immunogeen

Synthetische peptide die aminozuur 1-19 aan de N-terminus van de humane delta-sarcoglycaansequentie bevat (Jung D. et al., 1966).
Specificiteit

Humaan delta-sarcoglycaan (35 kD). Vertoont geen reactie met delta-sarcoglycaan in spiercoupes van muizen, ratten, konijnen, honden,
kippen, hamsters of varkens. Andere diersoorten zijn niet getest.

Reagentiasamenstelling

NCL-d-SARC is een gelyofiliseerde bovendrijvende weefselkweek die natriumazide bevat als conserveringsmiddel. De gebruiker moet
de inhoud van de flacon reconstitueren met het correcte volume van steriel gedistilleerd water, zoals aangegeven op het etiket van de
flacon.

lg-klasse
1gG2a

Totale Proteineconcentratie -
Raadpleeg het etiket op de flacon voor de specifieke totale proteineconcenstratie.

Antilichaamconcentratie
Groter of gelijk aan 24 mg/L zoals bepaald door ELISA. Raadpleeg het etiket op de flacon voor de specifieke Ig-concenstratie.

Aanbevelingen over het Gebruik

Immunohistochemie (zie Methodologie) op ingevroren coupes. Voorgestelde verdunning: 1:25-1:50 gedurende 60 minuten bij 25 °C.
Dit is een richtsnoer en gebruikers moeten zelf de voor hen optimale werkverdunning bepalen.

Opslag en Stabiliteit

Sla een niet geopend antilichaam op bij een temperatuur van 2—-8 °C. Onder deze condities is er geen significant verlies van de
productprestatie tot de expiratiedatum die op het etiket van de flacon staat. Gebruik het product niet meer na de expiratiedatum die op
de flacon staat. Het gereconstitueerde antilichaam is minstens twee manden stabiel wanneer het wordt opgeslagen bij een temperatuur
van 2-8 °C. Als het product langer moet worden opgeslagen, is het raadzaam dat gedeeltes van het gereconstitueerde antilichaam
opgeslagen worden bij een temperatuur van -20 °C (vorstvrije vriezers worden niet aanbevolen). Herhaaldelijke bevriezingen en
ontdooiingen moeten voorkomen worden. Bereid het werken met verdunningen voor op de dag dat u ze gebruikt. Laat het systeem
direct na gebruik terugkeren naar een temperatuur van 2—-8 °C. Opslagcondities andere dan degene die hierboven gespecificeerd zijn,
dienen door de gebruiker geverifieerd te.

Voorbereiding van Monsters

Freeze specimen weefsel blokken in isopentaan gekoeld in vloeibare stikstof (zie waarschuwingen en voorzorgen). De monsters hoeven
niet verder te fixeren, maar moet worden ingebed in OCT™ verbinding (Sakura, Product No. Tissue-Tek 4583).
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Waarschuwingen en Voorzorgsmaatregelen

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Bevat een mengsel van:
Natriumazide (<10%),
Benzylpenicillin Sodium
(<10%), Streptomycin
Sulphate (<10%).
Signaalwoorden: Gevaar.

H302: Schadelijk bij
inslikken.

H317: Kan een allergische
huidreactie veroorzaken.
H334: Kan bij

inademing allergie- of
astmasymptomen of
ademhalingsmoeilijkheden
veroorzaken.

H411: Giftig voor in het
water levende organismen,
met langdurige gevolgen.
EUHO032: Vormt zeer giftig
gas in contact met zuren.

P261: Inademing van stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden.
P264: Na het werken met dit product handen grondig wassen.

P270: Niet eten, drinken of roken tijdens het gebruik van dit product.
P272: Verontreinigde werkkleding mag de werkruimte niet verlaten.
P273: Voorkom lozing in het milieu.

P280: Beschermende handschoenen/beschermende kleding/
oogbescherming/gelaatsbescherming dragen.

P284: [Bij ontoereikende ventilatie] adembescherming dragen.
P301+312: NA INSLIKKEN: bij onwel voelen een ANTIGIFCENTRUM/arts/
raadplegen.

P302+352: BIJ CONTACT MET DE HUID: met veel water en zeep
wassen.

P304+340: NA INADEMING: de persoon in de frisse lucht brengen en
ervoor zorgen dat deze gemakkelijk kan ademen.

P330: De mond spoelen.
P333+313: Bij huidirritatie of uitslag: een arts raadplegen.
P342+311: Bij ademhalingssymptomen: Een ANTIGIFCENTRUM/arts/
raadplegen.
P362+364: Verontreinigde kleding uittrekken en wassen alvorens deze
opnieuw te gebruiken.
P391: Gelekte/gemorste stof opruimen.
P501: Zich ontdoen van inhoud/Verpakking afvoeren naar inzamelpunt
voor gevaarlijk of bijzonder afval.
Deze reagens is voorbereid van het supernatant van de celkweek. Aangezien het biologisch product is, dient u bij het gebruik ervan
voorzichtig te werk te gaan.
Deze reagens bevat natriumazide. Een materiaalveiligheidsblad is op verzoek verkrijgbaar bij www.LeicaBiosystems.com
Raadpleeg de richtlijnen van de lokale of nationale overheid voor het afdanken van potentieel giftige componenten.
Monsters moeten voor en na fixatie worden behandeld als potentiéle overdragers van infecties en volgens de juiste
voorzorgsmaatregelen worden afgedankt. Dit geldt tevens voor alle materialen die aan de monsters zijn blootgesteld.’
Reagentia mogen nooit met de mond worden gepipetteerd. Daarnaast moet contact tussen de huid en het slijmvlies met reagentia en
monsters worden vermeden.
Als reagentia of monsters in contact komen met gevoelige gebieden, moet u deze gebieden wassen met een ruime hoeveelheid water.
Neem contact op met een arts.
Minimaliseer de kans van microbacteriéle contaminatie van reagentia. Als u dit niet doet, kan er een toename van niet-specifieke
kleuring optreden.
Incubatietijden of temperaturen die afwijken van degenen die gespecificeerd zijn, kunnen tot onjuiste resultaten leiden. ledere dergelijke
verandering moet door de gebruiker gevalideerd worden.

Kwaliteitscontrole

Verschillen in het verwerken van weefsel en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen zorgen voor een
aanzienlijke variabiliteit van de resultaten. Dit vereist een regulier gebruik van bedrijfseigen controles naast de volgende procedures.
De controles moeten verse autopsie-, biopsie-, of chirurgische monsters omvatten, en zo snel mogelijk formaline gefixeerd en in
paraffinewax ingebed worden, op dezelfde manier als de patiéntmonster(s).

Positieve Weefselcontrole

Wordt gebruikt om correct voorbereide weefsels en goede kleuringstechnieken aan te duiden.

Er dient een positieve weefselcontrole opgenomen te worden voor iedere set testcondities in iedere kleuringsrun.

Voor een optimale kwaliteitscontrole en voor het detecteren van geringe niveaus van reagensdegredatie, is weefsel met zwakke
positieve kleuring beter geschikt dan weefsel met sterke positieve kleuring.?

Aanbevolen positief control

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

| is skeletspier fsel.

Negatieve Weefselcontrole

Dient onderzocht te worden na de positieve weefselcontrole om de specificiteit te verifiéren van de labeling van het doelantigen door het
primaire antilichaam.

Aanbevolen negatief controleweefsel is niet bepaald.

Daarnaast leveren de verscheidenheid aan celtypen, die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn, regelmatig negatieve
controlelocaties op, maar dit dient door de gebruiker geverifieerd te worden. Niet-specifieke kleuring, indien aanwezig, heeft meestal een
diffuus uiterlijk.

Daarnaast kan in coupes sporadische kleuring van bindweefsel worden geobserveerd. Dit treedt op als gevolg van overdadig fixeren van
weefsel met formaline. Maak voor de interpretatie van kleuringsresultaten gebruik van intacte cellen. Necrotische of gedegenereerde
cellen kunnen vaak een niet-specifieke kleuring vertonen.®

Er kan sprake zijn van fout-positieven als gevolg van niet-immunologische binding van eiwitten of substraatreactieproducten. Zij kunnen
ook veroorzaakt worden door endogene enzymen zoals pseudoperoxidase (erythrocyten), endogene peroxidase (cytochroom C), of
endogene biotine (bijv. lever, borst, hersenen, nieren), afhankelijk van het type immunokleuring dat gebruikt wordt.
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Negatieve Reagenscontrole

Gebruik een niet-specifieke negatieve reagenscontrole in plaats van het primaire antilichaam met een coupe van ieder patiéntmonster,
om een niet-specifieke kleuring te evalueren en een betere interpretatie te krijgen van de specifieke kleuring op de antigene plaats.

Patiéntweefsel

Onderzoek de gekleurde patiéntmonsters met NCL-d-SARC. De positieve kleuringsintensiteit moet worden geévalueerd binnen de
context van iedere niet-specifieke achtergrondkleuring van de negatieve reagenscontrole. Net zoals bij elke immunohistochemische
test betekent een negatief resultaat dat het antigeen niet is gedetecteerd. Het betekent dus niet dat het antigeen afwezig was in

de geanalyseerde cellen/het geanalyseerde weefsel. Gebruik een panel van antilichamen om de verkeerd-negatieve reacties te
identificeren.

Verwachte Resultaten
Normale Weefsels
Kloon dSarc3/12C1 detecteert het delta-sarcoglycaaneiwit in het sarcolemma van skelet-, hart- en gladdespiervezels.

Abnormale Weefsels
Kloon dSarc3/12C1 is gebruikt bij immunohistochemische studies bij meer dan 850 patiénten ter vaststelling van een tekort aan het met
35 kD dystrofine geassocieerde glycoproteine delta-sarcoglycaan.

NCL-d-SARC wor nbevolen voor de identificatie van humaan i | van immunohi

Algemene Beperkingen

Immunohistochemie is een diagnoseproces van meerdere stappen dat uit een gespecialiseerde training bestaat in het selecteren van
de desbetreffende reagentia; weefselselectie, fixatie en verwerking; voorbereiding van de IHC-objectglaasjes; en de interpretatie van
de kleuringsresultaten. Weefselkleuring is afhankelijk van het gebruik en de verwerking van het weefsel voér het aanbrengen van de
kleuring. Een onjuiste manier van fixeren, invriezen, ontdooien, wassen, drogen, verwarmen en opdelen of contaminatie met andere
weefsels of vloeistoffen kunnen leiden tot artefacten, het vastzitten van antilichamen of fout-negatieven. Inconsistente resultaten kunnen
het gevolg zijn variaties in de methoden die voor het fixeren en inbedden worden gebruikt of van inherente onregelmatigheden binnen
het weefsel .

Overmatige of onvolledige tegenkleuring kan een correcte interpretatie van de resultaten in te weg zitten.

De klinische interpretatie van iedere kleuring of de afwezigheid ervan moet worden aangevuld met morfologisch onderzoek en goede
controles. De interpretatie moet worden geévalueerd door een vakkundige patholoog binnen de context van de klinische geschiedenis
van de patiént en eventueel ander diagnostisch onderzoek.

Antilichamen van Leica Biosystems Newcastle Ltd zijn bedoeld voor gebruik, zoals aangegeven, op bevroren of paraffine ingebedde
coupes met specifieke fixatie-eisen. Er kan een onverwachte antigenexpressie optreden, met name in neoplasma'’s. De klinische
interpretatie van ieder gekleurde weefselcoupe moet morfologische analyses bevatten en de evaluatie van de juiste controles.
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Immunohistochemische methodologie voor het gebruik van Novocastra™
antilichamen bij ingevroren spierweefsel.

Benodigde, maar niet inbegrepen reagentia

1. Standaard oplossingen gebruikt in de immunohistochemie.

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

3. Antilichaamverdunningsmiddel - normaal serum optimaal verdund in TBS.

4. Normaal serum van de soort waarbij het secundaire antilichaam wordt nopgewekt.

5. Secundair peroxidase-geconjugeerd antilichaam - gebruiken volgens de aanbevelingen van de fabrikant.

6. 3,3’ diaminobenzidinetetrahydrochloride (DAB) - bereiden en gebruiken volgens de aanbevelingen van de fabrikant.
7 Inbedmiddel - gebruiken volgens de aanbevelingen van de fabrikant

Benodigde, maar niet inbegrepen apparatuur

1. Incubator ingesteld op 25 °C.

2. Algemene uitrusting van immunohistochemisch laboratorium.
3. Elektrische ventilator voor het met aan lucht drogen van objectglaasjes.

Antigeenhersteloplossingen (zie Aanbevelingen voor het gebruik)
Niet van toepassing op ingevroren coupes.

Methodologie
Gebruikers moeten védr het ondernemen van deze methodologie worden opgeleid in immunohistochemische technieken.

Gebruikers moeten de optimale verdunning voor antilichamen bepalen. Tenzij anders vermeld worden alle stappen uitgevoerd bij 25 °C.

. Snij coupes van 4-10 um, breng ze aan op objectglaasjes waarop een geschikt weefselhechtmiddel is aangebracht en droog
ze ten minste een uur lang aan de lucht.

Incubeer de coupes met optimaal verdund primair antilichaam (zie Aanbevelingen voor het gebruik).
Was gedurende 2 x 5 minuten in TBS-buffer onder zachtjes wiebelen.

Incubeer de coupes in het juiste peroxidase-geconjugeerde secundaire antilichaam.

Was gedurende 2 x 5 minuten in TBS-buffer onder zachtjes wiebelen.

Incubeer de objectglaasjes in DAB.

Spoel de objectglaasjes af met schoon water.

© N ORODN

Dehydrateer en klaar de coupes en breng ze aan op de objectglaasjes.

Aanpassingen ten opzichte van de vorige uitgave
Niet van toepassing.

Datum uitgave
4 februari 2008 (CE-protocol/ingevroren spierweefsel).
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Novocastra™ Lyofilisert Monoklonalt Antistoff Fra Mus
Delta-Sarcoglycan

Produktkode: NCL-d-SARC

Tiltenkt Bruk

Til in vitro-diagnostisk bruk.

NCL-d-SARC er tiltenkt for kvalitativ identifisering med lysmikroskopi av delta-sarkoglykan gjennom immunhistokjemi.Den kliniske
tolkningen av farge eller manglende farge skal suppleres med morfologiske undersgkelser og bruk av egnede kontroller, og ber
evalueres av en kvalifisert patolog i lys av pasientens kliniske historie og eventuelle andre diagnostiske tester.

Prosedyreprinsipp

Immunhistokjemiske (IHC) fargingsteknikker gjer det mulig & se antigener via en sekvensiell tilsetning av et bestemt antistoff mot
antigenet (primaert antistoff), et sekundaert antistoff mot det primaere antistoffet og et enzymkompleks med et kromogent substrat med
innskutte vasketrinn. Den enzymatiske aktiveringen av kromogenet gir et synlig reaksjonsprodukt pa antigenstedet. Prgven kan deretter
kontrastfarges og dekkes med et dekkglass. Resultatene fortolkes ved hjelp av et lysmikroskop og medvirker til differensialdiagnose av
patofysiologiske prosesser som muligens kan veere assosiert med et bestemt antigen.

Klon

5Sarc3/12C1

Immunogen

Syntetisk peptid som inneholder aminosyrer 1-19 ved N-terminalen i sekvensen for humant delta-sarkoglykan (Jung D. et al., 1966).
Spesifisitet

Humant delta-sarkoglykan (35 kD). Reagerer ikke med delta-sarkoglykan i snitt av muskel fra mus, rotte, kanin, hund, hene, hamster
eller gris. Andre dyrearter er ikke testet.

Reagenssammensetning

NCL-d-SARC er en lyofilisert vevskultursupernatant som inneholder natriumazid som konserveringsmiddel. Brukeren skal rekonstituere

innholdet i hetteglasset med riktig mengde sterilt. destillert vann slik det er angitt pa produktmerkingen.

Ig-klasse
IlgG2a

Totalproteinkonsentrasjon |™
Se etiketten pa hetteglasset for lotspesifikk totalproteinkonsentrasjon.

Antistoffkonsentrasjon
Starre enn eller tilsvarende 24 mg/l i henhold til ELISA. Se etiketten pa hetteglasset for lotspesifikk Ig-konsentrasjon.

Anbefalinger for Bruk

Immunhistokjemi (se Metode) pa frosne snitt. Foreslatt fortynning: 1:25-1:50 i 60 minutter ved 25 °C. Dette er kun veiledende, og
brukerne ber fastsla egne optimale fortynninger for sitt arbeid.

Oppbevaring og Stabilitet

Uapnet antistoff skal oppbevares ved 2-8 °C. Da vil produktytelsen holde seg frem til utiepsdatoen angitt pa produktmerkingen. Ma ikke
brukes etter utlepsdatoen angitt pa produktetiketten. Det rekonstituerte antistoffet er stabilt i minst to maneder dersom det oppbevares
ved 2-8 °C. For langtidsoppbevaring er det anbefalt at deler av det rekonstituerte antistoffet oppbevares i fryst tilstand ved —20 °C
(frostfrie frysere anbefales ikke). Gjentatte fryse- og tinesykluser ma unngas. Preparer aktive fortynninger til den dagen de skal brukes.
Returneres til 2-8 °C umiddelbart etter bruk. Andre oppbevaringsbetingelser ma valideres av brukeren.

Klargjering av Prover

Fryse prgve vevsblokker i isopentan kjglt i flytende nitrogen (se Advarsler og forsiktighetsregler ). Pravene krever ikke ytterligere
fiksering , men ber vaere forankret i OCT™ forbindelse (Sakura, Product No. Tissue-Tek 4583).
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Advarsler og Forholdsregler

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Inneholder en blanding
av: Sodium Azide (<10%),
Benzylpenicillin Sodium
(<10%), Streptomycin
Sulphate (<10%).
Signalord: Fare.

H302: Farlig ved svelging.
H317: Kan utlese en
allergisk hudreaksjon.
H334: Kan gi allergi

eller astmasymptomer
eller pustevansker ved
innanding.

H411: Giftig, med
langtidsvirkning, for liv i
vann.

EUHO032: Ved kontakt med
syrer utvikles meget giftig
gass.

P261: Unnga innanding av stev/reyk/gass/take/damp/aerosoler.
P264: Vask hender grundig etter bruk.

P270: Ikke spis, drikk eller rayk ved bruk av produktet.

P272: Tilselte arbeidskleer ma ikke fiernes fra arbeidsplassen.

P273: Unnga utslipp til miljeet.

P280: Benytt vernehansker/verneklzaer/vernebriller/ansiktsskjerm.
P284: Bruk andedrettsvern.

P301+312: VED SVELGING: Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER
eller lege ved ubehag.

P302+352: VED HUDKONTAKT: Vask med mye sape og vann.
P304+340: VED INNANDING: Flytt personen til frisk Iuft og serg for at
vedkommende hviler i en stilling som letter andedrettet.

P330: Skyll munnen.

P333+313: Ved hudirritasjon eller utslett: Sgk legehjelp.

P342+311: Ved symptomer i luftveiene: Kontakt et
GIFTINFORMASJONSSENTER eller lege.

P362 + p364: Ta av tilsglte kleer og vask dem far ny bruk.

P391: Samle opp spill.

P501: Innhold/Beholder leveres til godkjent avfallsbehandlingsanlegg.

Denne reagensen er laget av supernatanten fra en cellekultur. Dette er et biologisk produkt som ma behandles deretter.
Denne reagensen inneholder natriumazid. Dataark om materialsikkerhet (MSDS) er tilgjengelig pa forespersel eller kan lastes ned fra

www.LeicaBiosystems.com

Folg nasjonale og lokale forskrifter for avhending av komponenter som kan veere giftige.

Prover (for og etter fiksering) og alt materiale som eksponeres for dem, skal behandles som potensielt smittefarlig og kasseres i
samsvar med gjeldende forholdsregler."

Hold aldri pipetter med reagens i munnen, og unnga at hud og slimhinner kommer i kontakt med reagenser og prever.

Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med felsomme omrader, skal de skylles med rikelig vann. Kontakt lege.

Reduser mikrobiell kontaminering av reagensene til et minimum, ellers kan det forekomme gkt uspesifisert farging.

Inkubasjonstider eller temperaturer som er annerledes enn det som er angitt, kan gi ungyaktige resultater. Slike endringer ma valideres

av brukeren.

Kvalitetskontroll

Forskjeller i behandlingen av vev og forskjeller i tekniske prosedyrer i brukerens laboratorium kan gi signifikant varierte resultater, og det
kan veere ngdvendig & foreta kontroller pa stedet i tillegg til prosedyrene angitt nedenfor.

Kontrollene skal vaere nye autopsi-/biopsi-/kirurgiske praver, formalinfikserte, behandlede og parafinlagrede sa snart som mulig, pa
samme mate som pasientprover.

Positiv Vevskontroll

Brukes for & pavise korrekt vevspreparering og fargeteknikker.
En positiv vevskontroll ber inkluderes for hvert sett med testbetingelser i hver fargerunde.
Svakt positivt farget vev er mer egnet enn kraftig positivt farget vev til optimal kvalitetskontroll og pavisning av sma nivaer

reagensnedbrytning.?

Anbefalt positivt kontrollvev er skjelettmuskulatur.
Hvis den positive vevskontrollen ikke viser positiv farging, skal resultatene til testpravene anses som ugyldige.

Negativ Vevskontroll

Skal undersgkes etter den positive vevskontrollen for & sikre at det primzere antistoffet merker malantigenet spesifikt.
Anbefalt negativt kontrollvev har ikke blitt fastslatt.

Alternativt har de mange ulike celletypene som finnes i de fleste vevssnittene ofte negative kontrollsteder, men dette ma verifiseres av
brukeren. Uspesifikk farging, hvis dette er aktuelt, har ofte et diffust utseende.

Sporadisk farging av bindevev kan pa samme mate observeres i snitt fra vev som er fiksert for kraftig i formalin. Bruk intakte celler

for a tolke fargeresultatene. Nekrotiske eller degenererte celler kan ofte farges uspesifikt.> Falske positive resultater kan skyldes ikke-
immunologisk binding av proteiner eller substratreaksjonsprodukter. Dette kan ogsa skyldes endogene enzymer som pseudoperoksidase
(erytrocytter), endogen peroksidase (cytokrom C) eller endogent biotin (f.eks. lever, bryst, hjerne, nyre), avhengig av anvendt type
immunfarge. For a differensiere endogen enzymaktivitet eller uspesifikk enzymbinding og spesifikk immunreaktivitet kan ytterligere
pasientvev eventuelt farges kun med henholdsvis substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, merket polymer)
og substratkromogen. Hvis det skjer spesifikk farging i den negative vevskontrollen, ma resultatene for pasientprevene anses som

ugyldige.

Negativ Reagenskontroll

Bruk en uspesifikk negativ reagenskontroll i stedet for det primzere antistoffet pa et snitt av hver pasientpreve for a vurdere uspesifikk
farging og for & muliggjere bedre fortolkning av spesifikk farging pa antigenstedet.
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Pasientvev

Undersgk pasientprover farget med NCL-d-SARC sist. Intensiteten av positiv farging ber vurderes i sammenheng med eventuell
uspesifikk bakgrunnsfarging av den negative reagenskontrollen. Som med alle immunhistokjemiske tester, betyr et negativt resultat
at antigenet ikke ble pavist, ikke at antigenet var fraveerende i de analyserte cellene/vevet. Om ngdvendig kan man bruke et panel av
antistoffer for a identifisere falske negative reaksjoner.

Forventede Resultater

Normalt Vev

Klon dSarc3/12C1 paviser proteinet delta-sarkoglykan i sarkolemma i skjelett-, hjerte- og glattmuskelfibre.

Abnormalt Vev

Klon dSarc3/12C1 har blitt brukt i immunhistokjemiske studier av mer enn 850 pasienter for a identifisere en mangel pa det 35 kD
dystrofinassosierte glykoproteinet delta-sarkoglykan.

NCL-d-SARC er anbefalt for identifisering av humant delta-sarkoglykan gjennom immunhistokjemi.

Generelle Begrensninger

Immunhistokjemi er en diagnostisk prosess i flere trinn som omfatter spesialutdanning i valg av egnede reagenser, vevsseleksjon,
-fiksering og -behandling samt preparering av IHC-objektglass og tolking av fargeresultater.Vevsfarging avhenger av handteringen

og behandlingen av vevet for fargingen. Feil fiksering, frysing, tining, vasking, tarking, oppvarming, snitting eller kontaminering med
annet vev eller vaesker kan gi artefakter, innfanging av antistoffer eller falske negative resultater. Inkonsekvente resultater kan skyldes
variasjoner ved fiksering eller innstgpningsmetoder eller iboende uregelmessigheter i vevet.*

Overdreven eller ufullstendig motfarging kan ogsa gjere det vanskelig & tolke resultatene riktig.

Den kliniske tolkningen av farge eller manglende farge skal suppleres med morfologiske undersgkelser og bruk av egnede kontroller, og
ber evalueres av en kvalifisert patolog i lys av pasientens kliniske historie og eventuelle andre diagnostiske tester.

Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd skal brukes, som angitt, pa enten frosne eller parafinlagrede snitt med spesifikke krav
til fiksering. Uventet antigenekspresjon kan forekomme, spesielt i neoplasma. Den kliniske tolkningen av fargede vevssnitt ma omfatte
morfologiske analyser og evaluering av egnede kontroller.
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Endringer i forhold til Forrige Utgave

Ikke relevant.

Utgivelsesdato
19 oktober 2018
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Immunhistokjemisk metode for bruk av Novocastra™-antistoffer pa frosset
muskelveyv.

Nedvendige reagenser som ikke falger med

1. Standard lgsemidler som brukes innen immunhistokjemi.

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

3. Antistoffortynner — normalt serum optimalt fortynnet i TBS.

4. Normalt serum fra artene hvor det sekundzere antistoffet er hevet.

5. Sekundzert peroksidase-konjugert antistoff — bruk som anbefalt av produsenten.

6. 3,3'-diaminbenzidin-tetrahydroklorid (DAB) — klargjer og bruk som anbefalt av produsenten.
7. Monteringsmedium — bruk som anbefalt av produsenten.

Nedvendig utstyr som ikke felger med
1. Inkubator stilt til 25 °C.

2. Generelt immunhistokjemisk laboratorieutstyr.

3. Elektrisk vifte for luftterking av objektglass.

Antigen-demaskeringslgsninger (se Anbefalinger for bruk)

Gijelder ikke for frosne snitt.

Metode

For bruk av denne metoden ma brukerne veere oppleert i immunhistokjemiske teknikker

Brukerne skal fastsla optimale fortynninger for antistoffer. Med mindre annet er angitt, utfgres alle trinn ved 25 °C.
Kutt og monter 4-10 um snitt pa objektglass belagt med et egnet vevlim, og luftterk i minst én time.

Inkuber snittene med optimalt fortynnet primaert antistoff (se Anbefalinger for bruk).

Vask i TBS-buffer i 2 x 5 minutter med forsiktig vugging.

Inkuber snittene i egnet peroksidase-konjugert sekundeert antistoff.

Vask i TBS-buffer i 2 x 5 minutter med forsiktig vugging.

Inkuber objektglassene i DAB.

Skyll objektglassene i rent vann.

® N OO WN =

Dehydrer, klarer og monter snitt.

Endringer pa tidligere utgave

Ikke relevant.

Utstedelsesdato

4. februar 2008 (CE-protokoll / frosset muskelvev).
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Novocastra™ Liyofilize Monoklonal Fare Antikor
Delta-Sarcoglycan
Uriin Kodu: NCL-d-SARC

Kullanim Amaci

In vitro diagnostik kullanimi igin.

NCL-d-SARC, Delta-Sarkoglikan’in immunohistokimya yoluyla 1sik mikroskopisi ile nitel belirlenmesi igin amaglanmistir.

Herhangi bir boyamanin mevcut olmasi veya olmamasi ile ilgili klinik yorumlama, uygun kontroller kullanilarak morfolojik ¢alismalarla
tamamlanmalidir ve hastanin klinik gegmisi ve diger diagnostik testler kapsaminda kalifiye bir patolojist tarafindan degerlendirilmelidir.

Prosediir Prensibi

immiinohistokimyasal (IHC) boyama teknikleri, spesifik bir antikorun antijene (primer antikor), ikincil bir antikorun primer antikora ve

bir enzim kompleksinin kromojenik bir substrat ile arada yikama adimlari olacak sekilde sekansiyel olarak uygulanmasiyla antijenlerin
gorsellestirimesini saglar. Kromojenin enzimatik aktivasyonu, antijen bélgede gériinir bir reaksiyon prodiikti ile sonuglanir. Numune
bu durumda karsit boyanabilir ve lamellenebilir. Sonuglar, bir 1s1k mikroskopu kullanilarak yorumlanir ve ézel bir antijenle birlestirilebilen
veya birlestirilemeyen patofizyolojik islemlerin ayirici tanisina yardimci olur.

Clone

5Sarc3/12C1

immiinojen

insan delta-sarkoglikan sekansinin N ucundaki 1-19 amino asidi igeren sentetik peptid (Jung D. et al.,1966).

Spesifite

insan delta-sarkoglikan (35 kD). Fare, sigan, tavsan, kdpek, tavuk, hamster veya domuz kas kesitlerindeki delta-sarkoglikan ile
reaksiyona girmez. Diger hayvan tirleri test edilmemistir.

Reagent Kompozisyonu

NCL-d-SARC, prezervatif olarak sodyum azit iceren supernatant bir liyofilize doku kltiridur. Kullanici, viyal etiketinde belirtildigi gibi
viyal iceridini dogru steril distile su hacmi ile yeniden olusturmalidir.

Ig Sinifi
1gG2a

Toplam Protein Konsantrasyonu

Lota 6zel toplam protein konsantrasyonu igin viyal etiketine bagvurun.

Antikor Konsantrasyonu
ELISA tarafindan belirlendigi gibi 24 mg/L’ye esit veya bu dederden yiiksek. Lota ézel Ig konsantrasyonu igin viyal etiketine basvurun.

Kullanim Tavsiyeleri

Donmus kesitlerde immiinohistokimya (bkz Yéntem). Onerilen diliisyon: 25 °C'de 60 dakika igin 1:25-1:50. Bu, bir kilavuz olarak
saglanmistir ve kullanicilar kendi optimal galisma dillisyonlarini kendileri belirlemelidirler.

Saklama ve Dayaniklilik

Acilmamis antikoru 2—-8 °C’de saklayin. Bu kosullar altinda viyal etiketinin izerinde belirtilen son kullanim tarihine kadar Grtin
performansinda énemli bir kayip olmaz. Viyal etiketinin tzerinde belirtilen son kullanim tarihinden sonra kullanmayin. Yeniden olusturulan
antikor, 2-8 °C’de saklandiginda en az iki ay boyunca sabit kalir. Uzun sireli saklama igin yeniden olusturulan antikorun alikuotlarinin
dondurulmus olarak -20 °C’de saklanmasi 6nerilir (buzsuz dondurucular énerilmez). Dondurma ve eritme islemlerinin tekrarlanmasindan
kaginiimalidir. Caligsma diliisyonlarini, kullanim gliniinde hazirlayin. Kullanimdan hemen sonra 2—-8 °C’ye dénin. Yukarida belirtilenlerin
disindaki saklama kosullarinin, kullanici tarafindan kontrol edilmesi gerekir.

Numune Hazirhgi

Sivi azot iginde sogutulmus izopentan igcinde rnek doku bloklari (bkz Uyarilar ve Onlemler) dondurun. numuneler ayrica tespiti
gerektiren yok ama OCT™ bilesik (Sakura, Uriin No. Doku-Tek 4583) gémdilii olmalidir.
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Uyarilar ve Onlemler

Novocastra Lyophilised
Antibodies

Olusan bir karigimi igerir:
Sodium Azide (<10%),
Benzylpenicillin Sodium
(<10%), Streptomycin
Sulphate (<10%).

Isaret kelimesi: Tehlike.

H302: Yutulmasi halinde
sagliga zararlidir.

H317: Alerjik cilt
reaksiyonlarina neden
olabilir.

H334: Solunum

halinde alerji, astim
belirtileri veya solunum
sikayetlerine neden
olabilir.

H411: Uzun vadeli
olarak, sudaki
organizmalar igin toksik.
EUHO032: Asit ile temas
halinde gok toksik gaz
gelistirir.

P261: Toz/duman/gaz/sis/buhar/aerosol solunumundan kagininiz.

P264: Kullandiktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.

P270: Kullanim sirasinda yemek yemeyiniz, icecek igmeyiniz veya sigara
icmeyiniz.

P272: Kirli is kiyafetlerini isyeri disinda kullanmayiniz.

P273: Cevreye kontrolsiiz veriimesinden kagininiz.

P280: koruyucu eldiven/koruyucu elbise/gdz koruyucu/yliz siperi kullaniniz.
P284: Solunum koruma aleti kullaniniz.

P301+312: YUTMA DURUMUNDA: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR
MERKEZI / doktora bagvurunuz.

P302+352: CILT ILE TEMAS HALINDE: Bol miktarda su ve sabunla
yikayiniz.

P304+340: SOLUNUM HALINDE: Temiz havaya cikariniz ve nefes alip
vermeyi kolaylastiran bir pozisyon saglayiniz.

P330: Agzi calkalayiniz.

P333+313: Cilt tahrisinde veya dokiintiisiinde: Tibbi tavsiye / bakim alin.
P342+311: Solunum yolu belirtilerinde: ZEHIR DANISMA MERKEZINI
arayiniz veya bir doktora basvurunuz.

P362 + p364: Kirlenmis giysileri gikarin ve tekrar kullanmadan énce yikayin.
P391: Yiginti kitleyi kaldiriniz.

P501: Igerik/Kap tehlikeli veya 6zel atik toplama yerlerinde saglayiniz.

Bu reagent, hiicre kiltiriiniin supernatantindan hazirlanmistir confirm. Bu bir biyolojik riin oldugundan islem yaparken 6zel dikkat

gerektirir.

Bu reagent, sodyum azit igerir. Talep lizerine veya www.LeicaBiosystems.com’dan bir Material Safety Data Sheet (Malzeme Giivenlik

Veri Sayfasi) elde edilebilir.

Potansiyel tiim toksik komponentlerin imhasi icin federal, ulusal veya lokal diizenlemelere bagvurun.

Fikse etme isleminden dnce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim materyaller, enfeksiyon yayabilecek gibi ele alinmali ve
dogru 6nlemler alinarak atiga ¢ikartiimahdir.

Reagent'lar asla agizla pipetlenmemeli ve cildin ve muk6z membranlarin reagent ve numunelerle temasindan kaginiimalidir.

Reagent veya numunelerin hassas alanlarla temas etmesi durumunda bu alanlari bol su ile yikayin. Doktora bagvurun.
Reagent'larin mikrobiyal kontaminasyonunu minimize edin, aksi durumda nonspesifik boyamada bir artis ortaya gikabilir.
Belirtilenlerin diginda inkiibasyon siireleri veya sicakliklari, hatali sonuglara neden olabilir. Tiim degisiklikler, kullanici tarafindan

dogrulanmalidir.

Kalite Kontrol

Kullanicinin laboratuvarindaki doku isleme ve teknik prosediirlerdeki degisiklikler, sonuglarda 6nemli farkliliklara neden olabilir ve
asagidaki prosediirlere ek olarak dahili kontrollerin diizenli sekilde yapilmasini gerektirir.

Kontroller, miimkiin olan en kisa sirede ve hasta érnegi (6rnekleri) ile ayni sekilde formalinle fikse edilmis, islenmis ve parafin mumuna
gomilmus taze otopsi/biyopsi/cerrahi numune olmalidir.

Pozitif Doku Kontrolii
Dogru hazirlanmis dokulari ve diizgin boyama tekniklerini belirtmek icin kullanilr.
Bir pozitif doku kontrolii, her boyama calistirmasinda test kosullarinin her seti icin dahil edilmelidir.

Optimal kalite kontrol igin ve reagent degradasyonunun minér diizeylerini tespit etmek igin zayif pozitif boyamaya sahip bir doku, gtiglii
pozitif boyamaya sahip bir dokudan daha uygundur.?

Onerilen pozitif kontrol dokusu iskelet kasidir.
Pozitif doku kontrolii, pozitif boyamayi géstermezse test numuneleri ile elde edilen sonuglar gegersiz olarak ele alinmalidir.

Negatif Doku Kontrolii

Pozitif doku kontroliinden sonra hedef antijenin etiketieme spesifitesini primer antikorla kontrol etmek icin gerceklestirilmelidir.
Onerilen negatif kontrol dokusu belirlenmemistir.

Pek cok doku seksiyonunda bulunan farkli hiicre tiplerinin gesitliligi, genelde negatif kontrol bélgeleri saglar ancak bu, kullanici
tarafindan kontrol edilmelidir. Nonspesifik boyama, mevcutsa genelde difiiz bir gériinime sahiptir.

Bag dokusu sporadik boyama, asiri formalinle fikse edilmis dokulardan seksiyonlarda da gézlemlenebilir. Boyama sonuglarinin
yorumlanmasi igin intakt hticreler kullanin. Nekrotik veya dejenere hiicreler, genelde belirsiz sekilde boyanabilir.?

Yanlis pozitif sonuglar, substrat reaksiyon triinleri veya proteinlerin immiinolojik olmayan protein baglanmasi nedeniyle gériilebilir.
Bunlar, kullanilan immiino boyamanin tipine bagli olarak psédoperoksidaz (eritrositler), endojen peroksidaz (sitokrom C) veya endojen
biotin (6rn. karaciger, meme, beyin, bobrek) gibi endojen enzimler nedeniyle de ortaya cikabilir.

Endojen enzim aktivitesini veya enzimlerin nonspesifik baglanmasini, spesifik imminreaktiviteden ayirt etmek icin ilave hasta dokulari,
sadece sirasiyla substrat kromojen veya enzim kompleksleriyle (avidin biotin, streptavidin, etiketli polimer) ve substrat kromojen ile
boyanabilir. Spesifik boyamanin, negatif doku kontroliinde ortaya ¢cikmasi durumunda hasta numuneleri ile elde edilen sonuglar gegersiz
olarak ele alinmaldir.
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Negatif Reagent Kontrolii

Antijen bolgede nonspesifik boyamanin degerlendirilmesi ve spesifik boyamanin daha iyi yorumlanmasini saglamak amaciyla her hasta
numunesinin bir seksiyonu ile primer antikorun yerine bir nonspesifik negatif reagent kontroli kullanin.

Hasta Dokusu

NCL-d-SARC ile boyanan son hasta numunelerini inceleyin. Pozitif boyama intensitesi, negatif reagent kontroltiniin herhangi bir
nonspesifik arka plan boyamasinin kapsaminda degerlendiriimelidir. Herhangi bir immunohistokimyasal test ile negatif bir sonug,
antijenin tespit edilmedigi anlamina gelir; antijenin test edilen hiicrelerde/dokuda mevcut olmadigi anlamina gelmez. Gerekiyorsa yanlis
negatif reaksiyonlari belirlemek icin bir antikor paneli kullanin.

Ongériilen Sonuglar

Normal Dokular

Klon dSarc3/12C1, iskelet, kardiyak ve diiz kas liflerinin sarkolemmasindaki delta-sarkoglikan proteinini tespit eder.

Anormal Dokular

Klon dSarc3/12C1, 35 kD distrofin-iligkili glikoprotein, delta-sarkoglikan eksikligini belirlemek amaciyla 850’den fazla hastanin
immunohistokimyasal ¢alismalarinda kullaniimigtir.

NCL-d-SARC. insan Delta-Sarkoglikaninin immiinohistokimya yoluyla belirlenmesi icin 6nerilir.

Genel Sinirlamalar

immiinohistokimya uygun reagent'larin segilmesinde; dokunun segilmesi, fikse edilmesi ve islenmesinde; IHC laminin hazirlanmasinda
ve boyama sonuglarinin yorumlanmasinda uzmanlik egitimi gerektiren gok adiml bir diagnostik islemidir. Doku boyama, boyamadan
once dokunun ele alinmasi ve islenmesine baglidir. Diger dokularla veya akiskanlarla hatali fikse etme, dondurma, eritme, yikama,
kurutma, I1sitma, seksiyonlama veya kontaminasyon artefakt, antikor trapping veya yanlis negatif sonuglar olusturabilir. Doku igerisinde
fikse etme ve gémme yontemleri veya inherent aksakliklar nedeniyle tutarsiz sonuglar ortaya gikabilir.*

Asiri veya inkomplet karsit boya, sonuglarin dogru yorumlanmasina engel olabilir.

Herhangi bir boyamanin mevcut olmasi veya olmamasi ile ilgili klinik yorumlama, uygun kontroller kullanilarak morfolojik calismalarla
tamamlanmalidir ve hastanin klinik gegmisi ve diger diagnostik testler kapsaminda kalifiye bir patolojist tarafindan degerlendirilmelidir.
Leica Biosystems Newcastle Ltd antikorlari, belirtildigi gibi spesifik fikse etme islemleri gerektiren dondurulmus veya parafine
gémiilmus seksiyonlarda kullaniimak igindir. Ozellikle neoplazmalarda beklenmedik antijen ekspresyonu ortaya gikabilir. Boyanan doku
seksiyonunun klinik yorumu, morfolojik analiz ve uygun kontrollerin degerlendirmesini icermelidir.
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Onceki Baskiya gore Degisiklikler

Uygulanamaz.

Yayim Tarihi
19 Ekim 2018
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Donmus kas dokusunda Novocastra™ antikorlar: kullanmak i¢in
immiinohistokimya yontemi.

Gereken ama saglanmayan reaktifler

1. immiinohistokimyada kullanilan standart géziictiler.

2. 50 mM Tris tamponlu salin (TBS) pH 7,6.

3. Antikor seyreltici - TBS’de optimal olarak seyreltilmis normal serum.

4. Sekonder antikorun yetistirilmis oldugu ttrlerden normal serum.

5. Sekonder peroksidaz konjuge antikor - Ureticinin 6nerdigi sekilde kullanin.

6. 3,3’ Diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) - ireticinin 6nerdigi sekilde hazirlayin ve kullanin.

7. Monte etme sollsyonu - ireticinin énerdigi sekilde kullanin.

Gereken ama saglanmayan ekipman

1. 25 °C'ye ayarli inkubator.

2. Genel immiinohistokimya laboratuvar ekipmani.

3. Slaytlari havayla kurutmak igin elektrikli fan.

Antijen geri kazanma soliisyonlari (bkz. Kullanim Onerileri)

Donmus kesitler i¢in gecerli degildir.

Yontem

Bu yonteme baglamadan énce kullanicilar imminohistokimya teknikleri konusunda egitimli olmaldir.

Antikorlar igin optimal diltisyonlari kullanicilarin kendileri belirlemelidir. Aksi belirtimedikge tim adimlar 25 °C’de yapilr.

. 4—10 um kesitler halinde kesin ve uygun doku yapiskaniyla kapli lamlara monte edin ve en az bir saat boyunca havayla kurutun.

1
2. Kesitleri, optimum sekilde seyreltilmis primer antikorla inkiibe edin (bkz. Kullanim Onerileri).
3. TBS tamponda hafif sallamayla 2 x 5 dakika yikayin.

4. Kesitleri, uygun peroksidaz konjuge sekonder antikorda inkiibe edin.

5. TBS tamponda hafif sallamayla 2 x 5 dakika yikayin.

6. Slaytlari DAB’da inkiibe edin.

7. Slaytlari temiz suda durulayin.

8. Kesitleri dehidrate edin, saydamlastirin ve monte edin.

Onceki Sayidan Degisiklikler

Gegerli degildir.

Yayin Tarihi

4 Subat 2008 (CE protokoli/Donmus Kas).
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JInopuimznpano Muiie MOHOK/JIOHAJIHO AHTHTHAJIO Novocastra™
Delta-Sarcoglycan

Kon na mpogykra: NCL-d-SARC

MNpenHa3HayeHne

3a ynompeba nipu in vitro duaeHocmuka.

MpoaykTbT NCL-d-SARC e npefgHasHaveH 3a ka4eCTBEHO MAeHTUdULIMpaHe NOCPEACTBOM ONTUYHA MUKPOCKOMUSA Ha AenTa-
CapKOrMMKaH Ypes UMyHOXNCTOXUMUS. KNHWYHaTa MHTepnpeTaLms Ha BCSIKO OLBETsIBaHe WK HerosaTa nvnca crieasa fa 6uae
[OMbIIHEHA OT MOPONOrMYHM NPOYYBaHMS C MOMOLLTA Ha MOAXOASLLM KOHTPONM 1 TpsibBa a ce OLeHsIBa B KOHTEKCTa Ha KIMHWYHaTa
MCTOPUS Ha NaLMeHTa 1 Apyr ANarHoCTUYHM M3CreABaHus OT KBanuuLmpaH naTorior.

anHLWIH Ha npoueayparta

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

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

KnoHuHr
5Sarc3/12C1

WmyHoreH
CUHTETUYEH NenTua, CbAabpxall, aMmuHokucenuHn 1 — 19 B N-TepMuHa Ha CekBeHLIMS YOBELLKM AenTa-capkornukaH (Jung D. et al.,1966).

CneuudmyHocT
Yogeluku aenta-capkornukaH (35 kD). He pearvpa c aenta-capkornvkaH B cpeau Ha MycKyn OT MULLKa, NTbX, 3aek, Kyye, nune, xamcrep
nnpace. He ca tectBaHun APYyrn XXNBOTUHCKMU BUAOBE.

CbCTaB Ha peareHTa

NCL-d-SARC e nuocunuaupaH cynepHaTtaHT OT TbKaHHa KynTypa, Cbbp)all, HaTPUEB a3ug, kato KOHCEpBaHT. [MoTpebutensT Tpsidea
Aa pasTBOpu CbAbPXAHNETO Ha QﬂaKOHa C TOYHOTO KONNYeCTBO CTepuiHa AecTuinpada BoAa, KaKTo € YKa3aHO Ha eTUKeTa Ha
QJ‘IEKOHE.

MMyHorno6ynuHoB knac
IgG2a

O6La KOHLEeHTPaUusA Ha NPOTenH
BwxTe eTukeTa Ha rakoHa OTHOCHO crneuuduyHaTa 3a napTuaarta KoHUeHTpauus Ha obLL NPOTEnH.

Kouueu'rpau,uﬂ Ha aHTUTena
Mo-ronsima unu paeHa Ha 24 mg/L. BuxTe eTukeTa Ha chnakoHa OTHOCHO crieundUyHaTa 3a napTuaara KoHLeHTpaums Ha
VMYHOTTOBYNUH.

MNpenopbku 3a ynotpeba

VmyHoxuctoxumus (B MeTopaonorus) Bbpxy 3ampaseHnu cpesu. [Mpeanoxenue 3a paspexaaHe: 1:25 — 1:50 3a 60 MuHyTU npu
Temnepartypa 25°C. ToBa e faAeHo KaTo ykasaHue, kato notpebutennte Tpsabsa camu Aa ONpeaenaT TexHU COBCTBEHN onTUMarnHm
paboTHYN pa3spexaaHus.

CbxpaHeHue U ctabunHocTt

CbxpaHsiBaiiTe HEOTBOPEHOTO aHTUTANO Npu Temnepatypa 2 — 8°C. Mpu Tean ycrnosus HAMa CblecTBeHa 3aryba B XxapakTepucTukute
Ha npogykTa A0 U3TUYaHe Ha cpoka Ha rogHOCT, MOCOYEH Ha eTUKeTa Ha ¢riakoHa. [la He ce W3MonaBa Crief Cpoka Ha roHOCT,
oTbensizaH BbpxXy eTUKeTa Ha hriakoHa. Pa3TBOpeHOTO aHTUTSANO e cTabuIHO 3a Hal-Manko ABa MeceLa, Korato ce CbxpaHsisa npu 2 —
8°C. 3a AbNrocpOYHO ChXpaHeHWe e NPenopbYUTENHO anuKBOTUTE Ha PAa3TBOPEHOTO aHTUTSANO Ja ce CbXpaHsaBaT 3aMmpaseHu npu -20°C
(He ce npenopbYBaT hpr3epmn Cbe crucTema cpelly obneassaxe). TpsioBa Aa ce n3bsrea NoBTapsLLO ce 3aMpassiBaHe 1 pa3MmpassiBaHe.
MoproTesiiTe paboTHWUTE pa3TBopU B AeHs Ha ynoTpe6ata um. [1a ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8°C BeaHara cnep ynotpeba. Apyrv
YCIOBUS Ha CbXpaHeHUe, OCBEH NOCOYeHUTe no-rope, TpsibBa Aa 6baaT NpoBepeHu oT noTpebuTensi.

MoaroToBka Ha cnecuMeHn

3aMpa3eTe 6rokoBe OT TbKaH Ha criecuMeHa B NU30NeHTaH, OXNnaaeH B Te4eH a3oT (B)K. ﬂpe,qynpex(,qeﬂwﬂ W npegnasHn MepKI/I).
CnecumeHuUTe He M3NCKBAT AOMbIHUTENHa durkcaums, Ho TpsbBa Aa ce BrpaasaT B cbeanHeHneto OCT™ (Sakura, Product No. Tissue-
Tek 4583).
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I'Ipe.qynpe)x.qeuua n npegnasHn MepKu

Nuodunuampanmn antutena
Novocastra

H302: BpeneH npun
nornbluaHe.H317: Moxe oa
NPUYUHY anepriiHa KoxHa
peakumns.H334: Moxe aa
NPUYUHU anepruyHn unm
acTMaTVYHN CUMMTOMM UMK
3aTpyAHEHWs B ANLIAHETO
npu BOVLIBAHE.

H411: TokcuyeH 3a BogHUTE
opraHu3mu, ¢ AbNroTpaeH
edexT.

EUHO032: Mpwu koHTaKT ¢
KUCENNHU Ce OTAEensi CUITHO
TOKCUYEH raa.

Cbabpxa cmec oT: Hatpues
asung (<10%), HaTpres
6eHsunneHnumnmH (<10%),
cTpenToMuumH cyndart (<10%).
CwurHanHm gymmn: OnacHocT.

P261: 36sreaiTe BavLLBaHe Ha npax/nyLuek/ras/aum/vanapeHus/
aepo3onu.

P264: \3muitTe pbLeTe cu cTapaTenHo crnea ynotpeba.

P270: la He ce sipe, Ne unu nywu npu ynotpeba Ha npoaykTa.
P272: la He ce usHacsi 3aMbpceHo paboTHO 0BNEKO U3BBH
paboTHOTO NOMeLLEeHME.

P273: la ce usbsirea nsnyckaHe B okonHata cpeaa.

P280: /3non3BaiiTe npeanasHu pbkasuum/npeanasHo obnekno/
npeanasHy ounna/npeanasHa Macka 3a nue.

P284: B cnyyait Ha noLua BEHTUNauus HoceTe pecnupaTopHu
npeanasHu cpeacTea.

P301+312: MPW NOMBbLUAHE: Ako ce 4yscTBaTe 3ne, obaaerte
ce Ha LUEHTBP MO TOKCUKONOI A /nekap!.

P302+352: MPW KOHTAKT C KOXATA: UamuiiTe 06unHo cbe
canyH v Boaa.

P304+340: MPW BOWLWIBAHE: /3Beaete NULETO Ha YACT Bb3AyX
1 1o nocTaBeTe B MO3NLIMS, YrecHsIBaLla AULLIAHETO.

P330: M3nnakHeTe yctata.

P333+313: lNpyn nosiBa Ha KOXHO Apa3HeHe Un obpyB Ha KoxaTta:
MoTbpceTe MeaNLMHCKN CbBET/MOMOLL.

P342+311: Mpu cumnTomMu Ha 3aTpyaHeHo avwane: O6ageTe ce
Ha LIEHTBP MO TOKCUKONOI UA/nekap.

P362+364: Canete 3aMbpceHOTO 06MeKo 1 ro usnepeTe npeau
nosTopHa ynoTpeba.

P391: Cbbepete pa3nsToTo.

P501: CbabpxaHWETO/KOHTENHEPBT Aa Ce U3XBBPMN B MYHKT 3a
cbbupaHe Ha onacHu UK cneumanty oTnagbLm.

To31 peareHT e NPUroTBEH OT CyMepHATaHT OT KNeTbyHa KynTypa. Tbit kaTo e GUOoNorMyeH NPoAYKT, HEOGXOAUMO € MOBULLEHO BHUMaHWe

npu pa6oTa ¢ Hero.

Tosm peareHT CbAbpXa HaTpues a3na. MHd)OpMaLlVIOHHVIﬂT nucT 3a 6esonacHocT Ha MaTepuanuTe e Hanu4yeH npu sannTeaHe unu ot

www.LeicaBiosystems.com.

KoHcynTupaiite ce ¢ heaepantuTe, AbpXaBHUTE UMY MECTHUTE PErNAaMEHTI OTHOCHO U3XBBPISIHETO Ha NOTEHLMANHO TOKCUYHM

KOMMOHEHTU.

Bcuuku cnecumenmn npegu v cneq d)MKCaLll/Iﬂ, KaKkTo 1 BCUYKM MaTepuanun, N3noxeHn Ha tax, TpﬂGBa Aa ce TpeTupaT KaTto Bb3MOXHU
npeHocuTenun Ha I/IH(beKLLIAFl 1 Oa ce U3XBBLPJIIAT, KaTo ce B3eMaT npaBunHu npeanasHu MepKM.' Hukora He nMneTMpaﬁTe peareHTn C ycta
1 13GsIrBanNTe KOHTAKT Ha KoXara n nuraBuumTe C peareHTu 1 CnecuMeHu. |-|pl/| KOHTaKT Ha peareHTu unn cnecMmeHu ¢ 4yBCTBUTESTHN
30HU U3MUITE 30HUTE C OBUITHO KONMWUYECTBO BoAa. rlOT'preTe MeanunHCKa NomMoLL.

CBe)KJ:lal;ITe A0 MUHUMYM MI/IKpOﬁHaTa KOHTaMHauua Ha peareHTuTe, B NpOoTUBEH cnyqaﬁl MOXe Oa Ce NnosABu yBenuyaBaHe Ha

HeCI'IeLlI/ICbVI“IHOTO oupeTsiBaHe.

WHKyBaLnoHHU BpemMeHa unu Temneparypu, pasninyHmn oT MoCcoYeHUTe, MoraT Aa AoBeAaT A0 rpeluHn peynTatu. Beuukm nono6Hu

npomeHy Tpsibea Aa GbAaT Banuapaxu oT notpetutens.

TeyHusT asoT nopaguv N3KN4YNTenHO HUCKaTa cu TeMmnepaTypa NpuynHAaABa n3rapsaHusa n npu 60paBeHe C Hero Tpﬂ6Ba Aa ce Hocu
npennasHo obnekno, BKNIOYUTENHO pbKaBULM 1 Macka. M3nonssaiite B JoGpe NPOBETPEHN NOMELLEHNS.

V30neHTaHbT € NeCHO Bb3nnameHum n BpedeH nNpu nornbliaHe v BanlBaHe. Tow CbLLO Taka Apas3Hu KoXaTa U 041MTe N € HAPKOTUYEH

Npu BUCOKa KOHUEeHTpauus.

KauecTBeH KOHTpoOn

Paznuyusta B 06p860TKaTa Ha TbKaHUTe N TEXHUYECKUTE npoueanypu B naGopaTopMﬂTa Ha n0Tpe6MTen;| Morat fa gosegar oo
3HaYUTENHO BapupaHe Ha pe3ynratute, Hanarawo peoBHO U3BbPLUBaHE Ha BbTPeLUeH KOHTPO B AONb/IHEHME KbM CnegHuTe

npouenypy.

KoHTponuTe TpsibBa Aa ca CBEXW CNecMMeHM, B3eTH Mo BpeMe Ha ayTorncus/Groncus/onepauus, 3aMmpaseHn Bb3MOXHO Hal-6bp3o no

CbLUMS Ha4mMH, kaTo npobaTa(ute) Ha nauneHTa(uTe).

Mo3uTUBHaA TbKaHHa KOHTpona

W3nonasga ce, 3a Aa ce nokaxkat NpaBUiHO MPUrOTBEHN TbKaHM N NPaBUHU TEXHUKN Ha OuBeTABaHe.
E[J,Ha NO3UTUBHA TbKaHHa KOHTpona Tpﬂsﬂﬂ Aa 6‘b,qe BKIMOYeHa 3a BCEKU CEeT C TECTOBW YCIIOBUA MPU BCAKa cepus I'Ip06VI 3a

ouBeTsaBaHe.

TbkaH cbC cnabo No3MTUBHO ouBeTsaBaHe e No-noaxoasila OT TbKaH CbC CUITHO NMO3UTMBHO OLBETABaHe 3a onTuMareH Ka4ecTBeH
KOHTPOI 1 3a OTKpMBaHe Ha Mo-Marikv HMBa Ha gerpagauma Ha peareHTa?

ﬂpenopqueﬂHaTa TbKaH 3a NO3UTUBHA KOHTPOMa € cKkerneTeH MyCcKyn.
Ako nosuTMBHaTa TbkaHHa KOHTpOna He rnokassa No3nTUBHO OLBETABaHe, pe3yntatute OT CnecMMeHuTe, BKNKYeH B TecTa, Tpﬂ6Ba Aa

Ce cyuTaT 3a HeBanugHu.

HeraTuBHa TbKaHHa KOHTpona

TpsiGBa Aa ce uscneaBa crnep NO3WTUBHATA ThKaHHA KOHTPONA, 3a fja Ce MPOBEPU CreLndUIHOCTTa Ha BGENsA3BaHETO Ha TapreTHUS

a@HTUreH OT MbPBUYHOTO aHTUTAO.

MpenopbunTenHaTta TbkaH 3a HeraTMBHa KOHTPOMa He e onpeaeneHa.
AnTepHaTuBHO, pa3HOO6pa3neTo OT pasnuyHW BUAOBE KIETKU, MPUCHCTBALLM B NOBEYETO ThKkaHHU Cpe3u, YeCTo Npeanara Mecra 3a
HeraTuBHa KOHTpona, Ho ToBa TpsibBa a ce NpoBepw OT NoTpebuTens.
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HecneumbquOTo ouBeTsiBaHe, ako NpucbLbCTBa, 06VKHOBEHO € nmbyaHo Ha BuAa. CnopaquHo ouBeTdaBaHe Ha CbeauHUTeNnHa

TbKaH MOXe [la ce Habrnaasa v B 4acTu OT NPEKOMEPHO (UKCUPaHU BbB hopManmH TbkaHu. 3nonssaiite UHTAKTHW KNETKW 3a
nHTEepnpeTayma Ha pe3yntatute OT OLUBETABAHETO. HerOTVI‘-IHVITe nnun aereHepupanurte KneTkn 4ecTo ce ouBeTaBaTt Hecneu,wdwquo?
Moxe Aa ce BUOAT HeBEPHU NMO3UTUBHN pe3ynTtaTtu nopaan HEMMYHONOMMYHO CBbpP3BaHe Ha NPOTEUHN UITN peakUMOHHW NPOAYKTU

Ha cyGCTpaTa. Te moxe Aa ca npuvnHeHn n oT eHAOreHHU eH3nMKn, KaTto Hanpumep ncesgonepokcuagasa (epVITpOLLMTVI), eHaoreHHa
nepokcuaasa (umtoxpom C) nnu enporeHeH GUOTUH (Hanp. YepeH Apob, rbpaa, Mo3bk, GbGPEK) B 3aBUCUMMOCT OT TUMa Ha U3Non3BaHoTo
WMYHHO OLBeTABaHe. 3a ,qmbepeHu,mpaHe Ha eHAOoreHHa eH3nMMHa akTUBHOCT unu HeCI‘IeLI,I/Id)VIHHO €H3MMHO CBbp3BaHe oT cneumpqua
NMYHHa PEaKTUBHOCT €KCKIy3MBHO MOXe [a Ce OUBETAT AOMNbITHUTENHU TbKaHW OT nayueHTa, CbOTBETHO CbC Cy60TpaT-Xp0MOI’eH

Wnn C eH3UMHU KoOMNeKcn (aBMF[I/IH-GIAOTMH, CTpenTaBuAvH, MapkupaH nonmmep) n CyGCTpaT-XpOMOFeH. Ako ce nosisu cneumpquo
ouBeTsiBaHe B HeratMBHaTa TbKaHHa KOHTpONa, pe3ynratute OT CneCMMeHuUTe Ha nauneHTuTe Tpﬂﬁaa Aa ce cuuTart 3a HeBanuaHu.

HeratusHa KOHTpOJa Ha peareHTa

M3nonagavite Hecneu,mqwqua HeraTMBHa KOHTPOJia Ha peareHTa, BMECTO MbPBUYHOTO aHTUTANO, CbC CPe3 OT BCEKU CNeCUMEeH Ha
nauwveHTa, 3a Aa ce Hanpaeu OLeHKa Ha HeCI'IeLI,I/Iqu/NHOTO ouBeTdaBaHe U fa ce fane no-,qoﬁpa nHTEepnpeTauua Ha CI'IELll/Iq)I/I‘-lHOTO
ouBeTsABaHe Ha MACTOTO Ha aHTUreHa.

TbKaH OoT nauueHTa

CnecumenuTe Ha naumeHTn, ouetenn ¢ NCL-d-SARC, Tpsbea fa ce uscneagar nocrnefHv. HacuteHocTTa Ha NO3MTUBHOTO OLBETSIBaHE
TpsibBa Aa 6bAe oLeHeHa B KOHTEKCTa Ha BCSIKO HecneunduyHo (hOHOBO OLIBETSIBaHE Ha HeraTMBHAaTa KOHTporna Ha peareHTa. Kakto
NPy BCEKN UMYHOXUCTOXMMWUYEH TECT, €IMH OTpULIaTeNEH pesyrTaT 03HavaBa, Ye aHTUreHbT He € OTKPUT, a He Ye aHTUIreHBbT OTChCTBa

B aHan13upaHuTe KreTku/TbkaH. AKO ce Hamnara, U3nonaBaiiTe naHen oT aHTUTena 3a naeHTudMUMpaHe Ha garnlumBo oTpULATENHMU
peakumu.

OuyaKBaHM pe3ynTaTi

HopmanHu Tbkann

KnoHnwHr dSarc3/12C1 oTkpuBa npoTevHa AenTa-capKornukaH B capkoriemMara Ha (pubpute Ha CKeneTHUS!, CbpAEYHUS U rNafgKus MyCKyrn.
ABHOPMHM TbKaHu

KnonuHr dSarc3/12C1 e n3nonssaH B UMyHOXUCTOXMMWUYHW M3creaBaHus Ha noeye oT 850 nauueHTw, 3a Aa ce uaeHTuduumpa
AenumT Ha cBbp3aHus ¢ 35 kD AUCTPOMUH MUKONPOTENH AenTa-CapKormmnkaH.

MpoaykTbT NCL-d-SARC ce npenopbyBa 3a uaeHTUdMUUMpaHe Ha YOBELKN AenTa-capKornmkaH 4pe3 UMyHOXUCTOXMMUSA.

O6wWwu orpaHnyeHns

VIMYHOXMCTOXMMSIT € MHOTOCTBIKOB AWArHOCTUYEH NPOLIEC, KOUTO CE CbCTOM OT CneLuanuampaHo obyyeHue 3a n3bop Ha NoAXoasLLM
peareHTu, n36op Ha TbkaHu, ukcaumsa n obpabotka, nogrotoka Ha IHC NnpeaMETHO CTBKIO M MHTEPNpEeTaLmMs Ha peaynTaTute ot
ouBeTABaHeTo.

TbKaHHOTO OLBETsSIBaHe 3aBUCK OT GOpaBeHeTO C ThKaHTa U HeltHaTa obpaboTka npeaw oupeTsiBaHeTo. HenpasunHarta dukcaums,
3ampassBaHe, pa3vpassiBaHe, NPOMMBaHe, U3CyllaBaHe, 3aTonssiHe, CPsi3BaHe UMM KOHTaMUHALMSITa C APYrv TbKaHU Ui TEYHOCTN
MOXe a NpU4nHN nosBea Ha apTe(baKTl/I, 6J'IDKVIpaHe Ha aHTuTenarta nnu dJaJ'ILLIVIBO HeratuBHU pe3yntaTtu. HeC'bOTBeTCTBaLLlVITe
pe3yntatu MOXe Aa Ce AbIKaTt Ha Bapnauun B METOANTE Ha d.‘)IAKCaLlI/Iﬂ W BrpakgaHe unn Ha npucblla HeperynsapHocCT B TbKaHTa.*
MpeKOMEPHOTO UMK HEMbBIHO KOHTPAOLIBETSIBAHE MOXeE Aa MONPEYN Ha NpaBUrHaTa UHTEPNpeTaLus Ha pesynTaTuTe.

KnuHuyHata WHTeprpeTaunsa Ha BCAKO OLBETsBaHe Ui HeroBaTta nvnca cnegsa ga 6'bl:l.e AonbliHEHa OT MOpq)OJ'IOI'I/I‘-IHVI npoy4BaHus C
noMoLUTa Ha NoAXOo4ALWM KOHTPOIN U Tpﬂ6Ba Aa ce OLeHsABa B KOHTEKCTa Ha KIMHUYHAaTa UCTOpUA Ha nauneHTa n apyrm uarHoCTUYHU
n3cnegBaHua ot KBaJ‘IVI(bIALIMpaH naTtonor.

AHTtuTenata ot Leica Biosystems Newcastle Ltd ca npeaHasHayern 3a ynotpeba, kakTo e ykasaHo, BbpXy 3amMmpaseHu unv BrpageHn B
napadvH cpesan cbC cneunduyHN U3MckBaHKs 3a drkcaums. BbaMOXHO e [a HacTbNy HeoYakBaHa aHTUIEHHa ekcrpecusi, 0cobeHo Npu
Heonnasmu. KnuHuyHata nHTEepnpeTauma Ha BCEKU OLBETEH TbKaHEeH Ccpe3 TpﬂﬁBa Aa BKInw4Ba MDpd)OnOI'I/I‘-leH aHanua u oueHkKkara Ha
NOAXOASALLM KOHTPOMNWU.
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W3meHeHUsA Ha npeAuLLIHO U3aaHue

He e npunoxumo.

ﬂaTa Ha u3gaBaHe
13 oktomBpu 2018
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NmyHOXHCTOXMMHYHA METON0JIOTHSI 32 U3MO0JI3BaHE HA AHTUTEIA
Novocastra™ Ha 3aMpa3eHa MYCKY/JIHA ThbKaH.

HeoﬁXOAMMVI, HO HenpeaoCcTaBeHU peareHTu

CraHaapTHM pa3TBOPUTENM, U3MOM3BaHN C UMYHOXUCTOXUMUATA.

50 mM TpomeTamMuH-6ydepupan duanonornyeH pasteop (TBS) pH 7,6.

Pa3peguten 3a aHTuTENa — HopMarneH cepyMm, onTumarHo paspefeH B TBS (TpometamuH-6ydepupaH pusnonornyeH pasteop).
HopmaneH cepym oT BUaoBeTe, OT KOUTO Ce reHepupa BTOPUYHO aHTUTANO.

BTOPUYHO KOHIOMMPaHO B NepoKcKaasa aHTUTANO — U3NON3BalTe Criopes NPenopbKUTE Ha NPOU3BOANTENS.

3,3’ anamuHobeHanauH TeTpaxuapoxnopug (DAB) — nogrotTeeTe 1 M3non3BanTe crnopea NpenopbKUTe Ha NPOU3BOAUTENS.

NoorON 2

Mwukpockoncku npenapar — u3nonaeaiTe cnopea NpenopbKUTe Ha NPOVU3BOANTENS.

Heo6xoanmo, Ho HenpepocTaBeHO o6opyABaHe

1. WHkyGaTop, HacTpoeH Ha Temnepatypa 25°C.

2.  O6LOo UMYHUXMCTOXMMUYHO nabopaTopHo o6opyaBaHe.

3. EnekTpuyecku BEHTMNATOpP 3a Bb3AyLUHO U3CYLLaBaHe Ha NpeaMeTHU CTbKNa.

Pa3TBopwM 3a u3BnMYaHe Ha aHTureH (Bx. Mpenoptku 3a ynotpeba)
He ce npunara KkbM 3amMpaseHm cpeau.

MeTtogonorus

Mpeav npunaraHeTo Ha Ta3u MeToaonorus notpebutenute Tpsbea fa GbaaT 0by4eHN 3a UMYHOXUCTOXUMUYHUTE TEXHUKN.
MoTpebuTenuTe TpsbBa fa ONpeaensaT onTUManHuTe pa3TBopyu 3a aHTuTena. OCBeH ako He e yKasaHo ApYro, BCUYKU CTbIKK ce
M3BBLPLUBAT NpU Temneparypa ot 25°C.

1. OTpe)KeTe v noctasete 4 — 10 MM cpe3n BbpXy NpeaMeTHWN CTbKIa, MOKPUTU C NOAXOAAL TbKaHEeH aaXe3uB U CylleTe C Bb3ayX
Hal-marko eauviH Yac.

WHKyGvpaiTe cpesnTe ¢ ONTUMANHO paspeaeHo MbpPBUYHO aHTUTSANO (BX. Mpenopbku 3a ynotpeba).

MpomuitTe B TpomeTaMuH-6ycbepupan dusmnonornyer pasteop (TBS) bydep 3a 2 x 5 MuHYTH, pasknallaikv BHUMATENHO.
WHKyGurpaiTe cpeanTe B MOAXOASLLO KOHIOTMPaHO C Nepokcuaasa BTOPUYHO aHTUTSANO.

Mpomuitte B TpomMeTaMuK-6ycdepupan duanonornyeH pasteop (TBS) bycep 3a 2 X 5 MUHYTH, pasknaliaiiku BHUMATENHO.
WHkybupaiite npeametHuTe cTbkna B DAB.

M3nnakHeTe npeaMeTHUTE CTbKNA C YnCTa BoAa.

© N OA LN

[llexuapupaiite, N34nCTETE U NOCTABETE CPE3NTE BLPXY NMPEAMETHOTO CTHKIIO.

U3meHeHus Ha npeguwiHoO nsgaHue

He e npunoxwumo.

[Oarta Ha u3gaBaHe

4 cbespyapu 2008 r. (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra~ liofilizalt egér monoklonalis antitest
Delta-Sarcoglycan
Termékkod: NCL-d-SARC

Alkalmazasi teriilet

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

Az NCL-d-SARC a delta-szarkoglikan immunhisztokémia segitségével térténé fénymikroszkopiajanak az alkalmazasaval végrehajtott
kvalitativ azonositasara szolgal. Minden festédés meglétének vagy hidanyanak klinikai értelmezését morfoldgiai vizsgalatokkal és
megfeleld kontrollokkal kell kiegésziteni, valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok
figyelembevételével, képzett patologusnak kell elvégeznie.

Az eljaras elve

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

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

Klén
5Sarc3/12C1
Immunogén

A human delta-szarkoglikan szekvencia N-terminusanal az 1-tél 19-ig terjedé aminosavakbdl all6 szintetikus peptid. (Jung D. et al.,
1966).

Specificitas

Human delta-szarkoglikan (35 kD). Nem Iép reakcidba az egér-, patkany-, nyul-, kutya-, csirke-, aranyhoércsog-, illetve sertés-
izommetszetekben talalhaté delta-szarkoglikannal. Mas allatfajokat nem vizsgaltunk.

A reagens oOsszetétele

Az NCL-d-SARC egy tartdsitészerként natrium-azidot tartalmazé liofilizalt szévetkultira felliluszo. A felhasznalénak ujra kell oldania az

injekcios Uveg tartalmat steril desztillalt viz megfelel6 mennyiségével az injekcios liveg cimkéjén feltlintetettek szerint.

Ig-osztaly
IgG2a

Osszfehérje-koncentracioé -
A sarzsspecifikus 6sszfehérje-koncentraciot lasd az lveg cimkéjén.

Antitest-koncentracio
Legalabb 24 mg/l. A sarzsspecifikus Ig-koncentraciot lasd az lveg cimkéjén.

Felhasznalasi javaslatok
Immunhisztokémia (lasd Médszertan) a fagyasztott metszeteken. Javasolt higitas: 1:25-1:50, 60 percen at, 25 °C-on. Az adatok csak
Utmutatasul szolgalnak, a felhasznaldknak kell meghatarozniuk sajat optimalis munkaoldataikat.

Tarolas és stabilitas

A bontatlan antitestet 2-8 °C-on kell tarolni. llyen kérilmények kézo6tt nem jelentkezik jelentés veszteség a termék teljesitményében,
egészen az injekcids Uveg cimkéjén feltlintetett lejarati datumig. Ne hasznalja az liveg cimkéjén feltlintetett lejarati datum utan.

Az Ujraoldott antitest 2—8 °C-on tarolva legalabb két hénapig stabil. Hosszu tavu tarolaskor ajanlott az ujraoldott antitest aliquotjait
fagyasztva tarolni -20 °C-on (nem javasolt a jegesedésmentes hiitészekrények alkalmazasa). Mindenképpen keriilendé az ismételt
fagyasztas és olvasztas. A munkaoldatokat a felhasznalas napjan kell elkésziteni. Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2—-8 °C kozotti
hémérsékletre. A fentiekben eléirtaktol eltéro tarolasi feltételeket a felhasznalénak ellendriznie kell.

A mintak el6készitése

A szovetmintat tartalmazé blokkokat olyan izopentanban kell fagyasztani, amelyet folyékony nitrogénben hiitéttek (lasd itt:
Figyelmeztetések és ovintézkedések). A mintdk nem igényelnek tovabbi fixalast, de azokat OCT™ vegylletbe kell &gyazni (Sakura;
cikkszam: Tissue-Tek 4583).
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Figyelmeztetések és 6vintézkedések

Novocastra liofilizalt antitestek  H302: Lenyelve artalmas.
H317: Allergias bérreakciot
valthat ki. H334:
Belélegezve allergias és
asztmas tiineteket, és
nehéz légzést okozhat.
H411: Mérgez6 a vizi
élévilagra, hosszan tartd
karosodast okoz.

EUHO032: Savval érintkezve
nagyon mérgezd gazok
képzddnek.

A kdvetkezokbdl allé keveréket
tartalmazza: Natrium-azid
(<10%), benzilpenicillin-natrium
(<10%) sztreptomicin-szulfat
(<10%).

Jelz8szok: Veszély.

P261: Keriilje a por/fust/gaz/kod/gézok/permet belélegzését.
P264: A hasznalatot kdvetden a kezet alaposan meg kell mosni.
P270: A termék hasznalata kdzben tilos enni, inni vagy
dohanyozni.

P272: Szennyezett munkaruhat tilos kivinni a munkahely
teruiletérol.

P273: Keriilni kell az anyagnak a kérnyezetbe vald kijutasat.
P280: Védokesztyl/védéruha/szemvédd/arcvédd hasznalata
kotelezd.

P284: Nem megfeleld szell6zés esetén légzésvédelem kotelez6.
P301+312: LENYELES ESETEN: Rosszullét esetén forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P302+352: HA BORRE KERUL: Lemosas b6 szappanos vizzel.
P304+340: BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss
levegére kell vinni és olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni,
hogy kénnyen tudjon |élegezni.

P330: A szdjat ki kell 6bliteni.

P333+313: Bérirritacio vagy kilitések megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

P342+311: Légzési problémak esetén: Forduljon TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P362+364: A szennyezett ruhat le kell vetni és az Ujbdli hasznalat
elétt ki kell mosni.

P391: A kiomlétt anyagot 6ssze kell gydjteni.

P501: A tartalom/edény elhelyezése hulladékként: a veszélyes
vagy kulonleges hulladékok gyijtéhelyén.

Ez a reagens a sejtkultira felliliszojabdl készilt. Mivel biologiai termék, kezelésekor észszer( korlltekintéssel kell eljarni.
Ez a reagens natrium-azidot tartalmaz. Az anyagbiztonsagi adatlapot igény esetén rendelkezésre bocsatjuk, vagy elérheti a www.

LeicaBiosystems.com weboldalon.

Minden potencialisan toxikus osszetevé artalmatlanitasaval kapcsolatban kovesse a szovetségi, allami és helyi eléirasokat.

A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a vellik érintkez6 6sszes anyagot fert6zések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriltekintéssel kell artalmatlanitani.” Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba keriilje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terilettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az érintett

terliletet. Forduljon orvoshoz.

Minimalisra kell cs6kkenteni a reagensek mikrobidlis szennyezédését, kiillonben megnévekedhet a nem specifikus festédés.
A megadottaktdl eltérd inkubacios idék és homérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalénak minden ilyen jellegi

valtoztatast validalnia kell.

A folyékony nitrogén, rendkiviil hideg hémérséklete kovetkeztében, égési sériilést okoz, ezért kezelésekor — a kesztylit és szemellenzét
is beleértve — kell hasznalni. Csak jol szell6z6tt teriileten szabad hasznalni.
Az izopentan fokozottan tlizveszélyes, lenyelve és belélegezve pedig karos. A bért és a szemet is izgatja, nagy koncentraciéban pedig

kébité hatasu.

Mindség-ellenérzés

A felhasznalé laboratériumaban alkalmazott szovetfeldolgozasi és technikai eljarasok eltérései jelentés kilonbséget okozhatnak az
eredményekben, ami az alabbi eljarasokon tul belsé kontrollok rendszeres futtatasat teszi sziikkségessé.
A kontrollok legyenek friss boncolasi/biopszias/sebészeti mintak, amelyeket — amint lehet — ugyanugy fagyasztottak, mint a

betegminta(ka)t.

Pozitiv szovetkontroll

A megfelel6 szovet-elkészités és festési technikak ellendrzésére hasznalatos.
Minden tesztelési korlilményegydttes esetében és minden megfestési sorozatban kell alkalmazni egy pozitiv szévetkontrollt.
A gyengén pozitiv festédésii szovet alkalmasabb az erésebben pozitiv festédésl szévetnél az optimalis minéség-ellenérzéshez,

valamint a kismérték( reagensbomlas észleléséhez.?
A javasolt pozitiv kontrollszévet a vazizom.

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

Negativ szévetkontroll

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

specificitasat ellendrizni lehessen.
A javasolt negativ kontrollszévetet még nem hataroztuk meg.

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

felhasznalonak kell ellendriznie.

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

Negativ reagenskontroll

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

Betegszovet

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

Varhaté eredmények

Normal szévetek

A dSarc3/12C1 klon érzékeli a delta-szarkoglikan fehérjét a vaz-, sziv- és simaizomrostok szarkolemmajaban.
Koros szbvetek

A dSarc3/12C1 klént tdbb mint 850 beteg immunhisztokémiai vizsgalata soran alkalmaztuk a disztrofinhoz kapcsolhaté 35 kD
glikoprotein, vagyis a delta-szargoglikan hianyanak az azonositasahoz.

Az NCL-d-SARC-t javasoljuk a human delta-szarkoglikan immunhisztokémia segitségével térténé azonositasara.

Altalanos korlatozasok

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

A szbvet festédése fligg a szovet festés elbtti kezelésétdl és feldolgozasatol. A nem megfeleld fixalas, fagyasztas, olvasztas, mosas,
szaritas, melegités, metszetkészités vagy a mas szévetekkel, illetve folyadékokkal torténé szennyezés csokkentheti miitermékeket, az
antitestek csapdaba keriilését, illetve hamis negativ eredményeket produkalhat. Ellentmondé eredményekhez vezethetnek a fixalasi
vagy beagyazasi médszerek eltérései, illetve a szévet eredendé rendellenességei.*

Atulzott vagy hidnyos kontrasztfestés ronthatja az eredmények megfeleld értelmezését.

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

A Leica Biosystems Newcastle Ltd altal biztositott antitestek specifikus fixalasi kovetelmények mellett, az utasitadsoknak megfeleléen
fagyasztott vagy paraffinba agyazott metszeteken torténd felhasznalasra szolgalnak. I[dénként varatlan antigén-expresszié fordulhat eld,
kuléndsen daganatok esetében. Barmely festett szovetmetszet klinikai értelmezéséhez morfolégiai elemzést is kell végezni, és ki kell
értékelni a megfeleld kontrollokat.
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Modositasok az el6z6 valtozathoz képest

Nem alkalmazhato.

Kiadas datuma
19 oktéber 2018
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A Novocastra™ antitestek fagyasztott izomszoveten torténo
felhasznalasanak immunhisztokémiai modszere.

Sziikséges, de nem biztositott reagensek

Az immunhisztokémiaban alkalmazott standard oldészerek.

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

Antitesthigitd — TBS-ben optimalisan higitott normal szérum.

Azokbdl a fajokbdl szarmazd normal szérum, amelyekben a masodlagos antitest termel6dott.

Masodlagos, peroxidazzal konjugalt antitest — hasznalata a gyarté javaslatanak megfeleléen torténik.
3,3'-diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB) — a gyarté javaslatanak megfeleléen készitendd el és hasznalandé fel.

NoorON 2

Fed6anyag — a gyarto6 javaslatanak megfeleléen hasznalandé.

Sziikséges, de nem biztositott felszerelés

1. 25°C-ra beallitott inkubator.

2. Altalanos immunhisztokémiai laboratériumi felszerelés.

3. Elektromos ventilator a targylemezek levegén torténd szaritasahoz.

Antigénfeltaro oldatok (lasd itt: Felhasznalasi javaslatok)
Fagyasztott metszeteknél nem alkalmazhato.

Modszer

A mddszer végrehajtasa elétt a felhasznaloknak képzésben kell részesiilnilik az immunhisztokémiai modszerekkel kapcsolatban.
A felhasznaldknak kell meghatarozniuk az optimalis antitesthigitasokat. Ha nincs masként feltiintetve, minden lépést 25 °C-on kell
végrehajtani.

1. Készitse el és tegye fel alkalmas szovegragasztéval bevont targylemezekre, majd szaritsa levegén legaldbb egy éran at a 4-10 um-
es metszeteket.

Optimalisan higitott elsédleges antitesttel inkubalja a metszeteket (lasd Felhasznalasi javaslatok).

Finoman razogatva mossa 6ket 2 x 5 percig TBS pufferben.

Peroxidazzal megfeleléen konjugalt masodlagos antitestben inkubalja a metszeteket.

Finoman razogatva mossa 6ket 2 x 5 percig TBS pufferben.

Inkubdlja a targylemezeket DAB-ben.

Oblitse le a targylemezeket tiszta vizben.

© N OA LN

Viztelenitse és tisztitsa meg a metszeteket, majd helyezze 6ket targylemezre.

Modositasok az el6z6 valtozathoz képest
Nem alkalmazhato..

Kiadas datuma
2008. februar 4. (CE-protokoll/fagyasztott izomszdvet).
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Novocastra~ Anticorp monoclonal liofilizat de soarece
Delta-Sarcoglycan

Cod produs: NCL-d-SARC

Utilizare prevazuta

Pentru diagnosticare in vitro.

NCL-d-SARC este conceput pentru identificarea calitativa prin microscopia optica a delta-sarcoglicanului in imunohistochimie.
Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei acesteia trebuie completata cu studii morfologice utilizand controale adecvate
si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de catre un
patolog calificat.

Principiul de procedura

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

Clona
8Sarc3/12C1

Imunogen

Peptida sintetica ce contine aminoacizii 1-19 la terminalul N al secventei delta-sarcoglicanului uman (Jung D. et al.,1966).
Specificitate

Delta-sarcoglican uman (35kD). Nu reactioneaza cu delta-sarcoglicanul in sectiunile musculare provenite de la soarece, sobolan, iepure,
caine, pui, hamster sau porc. Alte specii de animale nu au fost testate.

Compozitia reactivului

NCL-d-SARC este un supernatant de cultura tisulara liofilizat, care contine azida de sodiu drept conservant. Utilizatorul trebuie sa
reconstituie continutul flaconului cu volumul corect de apa distilata sterild, asa cum se indica pe eticheta flaconului.

Clasalg
19G2a

x|

Concentratie proteina totala
Consultati eticheta flaconului pentru concentratia proteinelor totale specifica lotului.

Concentratie anticorpi
Mai mare decéat sau egald cu 24 mg/L. Consultati eticheta flaconului pentru concentratia Ig specifica lotului.

Recomandari privind utilizarea
Imunohistochimie (consultati Metodologie) pe sectiuni congelate. Dilutie sugerata: 01:25-1:50 timp de 60 minute la 25 °C. Aceste
informatii sunt furnizate cu rol de indrumare, iar utilizatorii trebuie sa-si stabileasca singuri propriile dilutii de lucru optime.

Depozitare si stabilitate

A se depozita anticorpul nedeschis la 2-8 °C. in aceste conditii, nu exista o pierdere semnificativa a performantei produsului pana la
data de expirare indicata pe eticheta flaconului. A nu se utiliza dupa data expirarii indicata pe eticheta flaconului. Anticorpul reconstituit
este stabil timp de cel putin doua luni atunci cand este depozitat la 2—8 °C. Pentru depozitarea pe termen lung, se recomanda ca
alicotele de anticorp reconstituit sa fie depozitate congelate la -20 °C (nu se recomanda congelatoarele fara gheata). Trebuie sa se evite
congelarea si dezghetarea repetate. Preparati dilutiile de lucru in ziua utilizarii. A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare. Alte conditii
de depozitare decat cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator.

Pregétirea specimenului

Congelati blocurile de proba tisulara in izopentan inghetat in nitrogen lichid (consultati Avertismente si precautii). Specimenele nu
necesita fixarea suplimentara, dar trebuie incorporate in compusul OCT™ (Sakura, nr. produs Tissue-Tek 4583).
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Avertismente si precautii

Novocastra Anticorpi H302: Nociv in caz P261: Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/ vaporii/spray-ul.
liofilizati de inghitire.H317: P264: Spalati-va bine mainile dupa manipulare.
Contine un amestec Poate provoca o P270: A nu ménca, bea sau fuma n timpul utiliz&rii produsului.
de: azida de sodiu reactie alergica a pielii. P272: Nu scoateti imbracémintea de lucru contaminata in afara locului
(<10%), benzilpenicilina H334: Poate provoca de munca.
sodica (<10%), sulfat de simptome de alergie P273: Evitati dispersarea in mediu.
streptomicing (<10%). sau astm sauhdificultéti P280: Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament
Cuvinte de avertizare: gle respiratie in caz de de progect,ne a qchllor/ echlgamem de pro\ect,_le a'fet,el. ) )
Pericol. inhalare. P284: In cazul in care ventilarea este insuficienta, purtati echipament de
H411: Toxic pentru protectie respiratorie.
mediul acvatic cu efecte  P301+312: IN CAZ DE INGHITIRE: Sunati la un CENTRU DE
pe termen lung. INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic, dacé nu v& simtiti bine.
EUH032: In contact P302+352: IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spalati cu multé ap si
cu acizi degaja un gaz sapun.
foarte toxic. P304+340: IN CAZ DE INHALARE: Transportati victima la aer liber si

mentineti-o in stare de repaus, intr-o pozitie confortabila pentru respiratie.
P330: Clétiti gura.

P333+313: In caz de iritare a pielii sau de eruptie cutanata: Consultati
medicul.

P342+311: In caz de simptome respiratorii: Sunati la un CENTRU DE
INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic.

P362+364: Scoateti imbracamintea contaminata si spalati-o inainte de
reutilizare.

P391: Colectati scurgerile de produs.

P501: Eliminati continutul/recipientul la punctul de colectare pentru
deseuri periculoase sau speciale.

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

Acest reactiv contine azida de sodiu. O Fisa tehnica de securitate a materialului este disponibila la cerere sau poate fi obtinuta de pe
site-ul www.LeicaBiosystems.com

Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea tuturor componentelor potential toxice.
Specimenele, Tnainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul de
a transmite infectii si trebuie eliminate la deseuri luand masurile de precautie adecvate." Nu pipetati niciodata reactivii pe gura si evitati
contactul reactivilor si specimenelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau probele vin in contact cu suprafetele sensibile,
spalati cu apa din abundenta. Solicitati asistentd medicala.

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

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

Nitrogenul lichid, date fiind temperaturile sale excesiv de scazute, poate cauza arsuri si trebuie sa se utilizeze imbracaminte de protectie,
incluziv manusi si viziera, la manevrarea sa. Utilizati intr-o zona ventilata corespunzator.

Izopentantul este puternic inflamabil si nociv in cazul ingerarii si inhalarii. De asemenea, este iritant pentru tegumente si ochi si are efect
narcotic in concentratii mari.

Controlul calitatii

Diferentele in ceea ce priveste procesarea tesutului si procedurile tehnice in laboratorul utilizatorului pot cauza o variabilitate
semnificativa a rezultatelor, necesitand efectuarea cu regularitate de controale interne, in plus fata de urmatoarele proceduri.
Probele de control trebuie sa fie probe proaspete de autopsie/biopsie/chirurgicale, congelate cat mai curand posibil si in aceeasi
maniera ca si probele pacientului.

Tesutul de control pozitiv

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

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

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

Tesutul de control pozitiv recomandat este muschiul scheletic.

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

Tesutul de control negativ

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

Tesutul de control negativ recomandat nu a fost stabilit.

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

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

Reactivul de control negativ

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

Tesutul pacientului

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

Rezultate agteptate

Tesuturi normale

Clona dSarc3/12C1 detecteaza proteina delta-sarcoglican in sarcolemul fibrelor muschilor scheletici, cardiaci si netezi.

Tesuturi anormale

Clona dSarc3/12C1 s-a utilizat in studiile imunohistochimice efectuate la peste 850 de pacienti pentru identificarea unei deficiente a
glicoproteinei asociate distrofinei 35kD, delta-sarcoglican.

NCL-d-SARC este recomandat pentru identificarea delta-sarcoglicanului uman prin imunohistochimie.

Limitari generale

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

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

Contracoloratia excesiva sau incompleta poate compromite interpretarea adecvata a rezultatelor.

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

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

Anticorpii de la Leica Biosystems Newcastle Ltd sunt destinati utilizarii, conform indicatiilor, fie pe sectiuni congelate, fie pe sectiuni
incorporate in parafina cu cerinte de fixare specifice. Poate aparea exprimarea neasteptata a antigenului, in special in neoplasme.
Interpretarea clinica a oricarei sectiuni tisulare colorate trebuie sa includa analiza morfologica si evaluarea probelor de control adecvate.
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Metodologie de imunohistochimie pentru utilizarea anticorpilor
Novocastra™ pe tesut muscular congelat.

Reactivi necesari care nu sunt insa furnizati

Solventi standard folositi in imunohistochimie.

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

Diluant anticorp - ser normal optim diluat in TBS.

Ser normal de la speciile in care a fost crescut anticorpul secundar.

Anticorp secundar conjugat cu peroxidaza - utilizati conform recomandarilor producatorului.

3,3 tetrahidroclorura de diaminobenzidina (DAB) - pregatiti si utilizati conform recomandarilor producatorului.
Mediu de montare - a se utiliza conform recomandarilor producatorului.

NoorON 2

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

2. Echipament de laborator general pentru imunohistochimie.
3. Ventilator electric pentru uscarea la aer a lamelor.

Solutii de recuperare a antigenului (consultati Recomandari de utilizare)
Nu este cazul pentru sectiunile congelate.

Metodologie

Tnainte de a aplica aceastd metodologie, utilizatorii trebuie sé fie instruiti in ceea ce priveste tehnicile imunohistochimice.

Utilizatorii trebuie sa stabileasca dilutiile optime in functie de anticorpi. Daca nu se indica altfel, toate etapele se efectueaza la 25 °C.
Taiati si montati sectiuni de 4—10 um pe lamele acoperite cu un adeziv tisular adecvat si uscati la aer timp de cel putin o ora.
Incubati sectiunile cu anticorp primar diluat optim (a se vedea Recomandari de utilizare).

Spalati in solutie tampon SSTT timp de 2 x 5 minute, inclinandu-le usor de-o parte si de cealalta.

Incubati sectiunile in anticorpul secundar conjugat cu peroxidaza adecvat.

Spalati in solutie tampon SSTT timp de 2 x 5 minute, inclinandu-le usor de-o parte si de cealalta.

Incubati lamele in DAB.

Clatiti lamele in apa curata.

© NO oA NS

Deshidratati, curatati si montati sectiunile.
Amendamente la editia anterioara

Nu este cazul.

Data publicarii

4 februarie 2008 (CEprotocol/Muschi congelat).
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JInopuiusuposannas (popMa MOHOKJIOHAJIBHBIX aHTUTEJI MbIIH Novocastra™
Delta-Sarcoglycan

Kon nmponykra: NCL-d-SARC

Hasnauenue

[ns duaeHocmuku in vitro

Mpenapat NCL-d-SARC npepaHasHayeH Ans ka4ecTBeHHo naeHTudgukaumum Delta-Sarcoglycan meTtofom CBETOBOW MUKPOCKONMWUM NP
MMMYHOMMCTOXMMNYECKOM aHanuae. KnuHuyeckas uHTepnpeTaums noboro okpallnBaHWs Ui ero oTCYTCTBUSA J0IDKHa ObiTb AOMONHeHa
MOpPCONOryeckUMM UCCREAO0BaHNAMI C HAANEXALLVMMU KOHTPOMAMM U JOIDKHA BbITh OLeHeHa KBannduLMpOBaHHbLIM NaTosIoroM ¢
y4yeToM aHaMHe3a nauueHTa u ApYrux AUarHoCTUYECKUX TECTOB.

MpuHUUN meToaa

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

KnoH
6Sarc3/12C1

NmmyHoreH

CUHTETUYECKUI NENTUA, CoAEPXKaLLMii ammHokucnoTel 1-19 B N-KOHLEBOI 06nacTu NocneaoBaTenbHOCTY AenbTa-capkornukaHa
yenoseka (OHr [1. (Jung D.) n coasr.,1966).

CneundmyHocTb

[enbta-capkornukaH Yenoeka (35 k). He pearupyet ¢ fensra-capkornmkaHoM B cpe3ax MblLUL, MbILLW, KPbICbI, Kponuka, cobaku,
KYPWLIbI, XOMSIKa NN CBUHBLW. VcnbiTaHnsa Ha ApYrvx BUaax XUBOTHbLIX HE MPOBOAMIN.

CocTaB peakTuBa

NCL-d-SARC sBnsieTcs cynepHaTaHTOM NMOUnM3npoBaHHoO KynbTypbl TKaHel, coaepalyumM a3va HaTpusi B kayecTBe KOHCepBaHTa.
Monb3oBatento Heo6xoAMMO pPa3BeCTH CoaePXMMOe Buasbl NPaBUbHbIM 06bEMOM CTEPUNbHOM ANCTUINVPOBAHHOM BOAbl COMNaCcHO

YKa3aHnAM Ha STUKETKe Buanbl.

Knacc ummyHorno6ynuHoB
19G2a

O6uwas KoHUeHTpauus 6enka
O6Lwas koHUeHTpauus 6enka B kaxxaoi napTum ykasaHa Ha aTUKeTKe crakoHa.

Kouueu'rpauvm aHTuTena
KoHueHTpauus Bbille Unu akBuBaneHTHa 24 mr/n. KoHueHTpaLumst UMMyHOrno6ynvHa, CooTBETCTBYoLas AaHHON cepuu, ykasaHa Ha
aTUKeTKe chnakoHa.

PekomeHaaLmm no npuMeHeHUo

VIMMYHOTUCTOXVMMWS 3aMOPOXEHHBIX Cpe3oB (cMoTpute MeToponorus). PekomeHzyemoe passesieHue: 1:25—1:50 B TeveHne 60 MUHYT
npu Temnepatype 25 °C. [laHHaa nHdopmaLmsi HOCUT pekoMeHAaTerNbHbI XapakTep, v Nonb3oBaTensim crneayet CamoCTOATENbHO
onpefenATb onTuMarnbHble pa6oqme passeneHuns.

XpaHeHue u cTabunbHOCTb

XpaHuTb HEOTKPbITOE aHTUTeNo nNpu Temnepatype 2—8 °C. B 3TUX yCrnoBusiX He NPOUCXOAUT 3HAYUTENBHOO YXYALLEHWS XapakTepuUcTuK
npoaykTa BnioTb A0 UCTEYEHNA CPOKa rOAHOCTN, YKa3aHHOro Ha 3TUKETKe Buarnbl. He ncnonb3oeath nocne yKa3aHHOIﬁ Ha 3TUKeTKe
bnakoHa AaTbl UCTEYEHNsI CpOoKa roAHOCTU. PasBejleHHOe aHTUTENO CTabWIbHO B TEYEHUE MUHUMYM [BYX MECSILIEB NPU XpPaHEeHUU npu
2-8 °C. |_|pVI HeO6XO,ClVIMOCTl/I AJNUTENBbHOMO XpaHeHUs peKoOMeHAyeTCs XpaHUTb ariMKBOTbl Pa3BeAeHHOro aHTuTerna 3aMOopOXXeHHbIMU
npu Temnepatype -20 °C (He peKoMeHAyeTCs UCNONb30BaTh HU3KOTEMMNepaTypHble XONOAUNBHUKM C HeobMep3atoLwmm ncnapuTenem).
Heoﬁxo,qmmo n3beratb NMOBTOPHOIO 3aMopaXXnBaHUsA N OTTauBaHUA. anI’OTaBJ'IMBaTb paﬁoqme pasBeaeHns B ieHb NCNONb30BaHUA.
Mocne ucnonb3oBaHUs He3aMeanUTENbHO BEPHYTL Ha XpaHeHve npu Temneparype 2—8 ‘C. YCnoBust XpaHeHus, oTinyaroLymecs ot
YKa3aHHbIX Bblle, LOIMKHbI 6bITb npoBepeHbl Nonb3oBartenem.

NoparoroBka o6pasLoB

3amopoxeHHble 06pa3Libl TKaHW BIIOKMPYIOTCS B U30MEHTaHe, OXNaXAEeHHOM B XUAKOM asoTe (cM. pasgen «[MpeaynpexaeHus u Mepsbl
npeaocTopoxHocTUy). Obpasuam He TpebyeTca fanbHellasn dukcaums, HO OHU AOIKHBI BbITe 3anuTel B pacTBop OCT™ (Sakura,
nagenuve Ne Tissue-Tek 4583).
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I'Ipe.qynpe)x.qeuua n Mepbl NPeaoCTOPOXHOCTU

NuodunusmpoBaHHbie
anTuTtena Novocastra

H302: BpeagHo npu
npornatbiBaHUu.

H317: MoxeT BbI3BaTb
annepruyeckyto peakumio
Ha koxe. H334: Mpwn
BAbIXaHUN MOXET BbI3blBaTh
annepruyeckue peakuum,
acTMaTyeck1e CUMMNTOMbI
VNN 3aTpyaHEHNe [bIXaHus.
H411: BpepHo ans

BOAHbIX OPraHM3MoB

C [1ONITOCPOYHbBIMN
nocneacTBUsSIMU.

EUHO032: Mpwu koHTakTe

C KUCMNOTOW BblgensieTcs
BbICOKOTOKCUYHbIV ras.

CoaepXuT CMeCh BeLLecTB:
HaTpus asng (<10 %),
6eH3UNNeHNLMNIMHa HaTpueBast
conb (<10 %), cTpenToMuULMHa
cynbat (<10 %).

CwurHanbHoe crnoso: OnacHo.

P261: He BabixanTe nbinb, AblM, ra3, TyMaH, napbl, pacnbieHns.
P264: Mocne obpalleHnsi ¢ BeLeCTBOM TLiaTeNbHO BbIMONTE
pyKu.

P270: Mpw ncnonb3oBaHnn 4aHHON NPOAYKLIMKN HE KypUTe U He
ynoTpetnsanTe NULLY 1 HanuTKu.

P272: 3arpsizHeHHyto pabouyto ogexay He crieflyeT BbIHOCUTb 3a
npeaensl paboyero mecta.

P273: 36eraiiTe BbIGPOCOB B OKPYXatoLLyto Cpeay.

P280: /cnonb3yiiTe 3alnTHbIe NepyaTku, 3alLUTHYIO OAEXAY,
3almTy rmas 1 nuua.

P284: B cny4ae HenoCTaTOMHOrO NPOBETPUBAHWS UCMONb3YiiTe
cpe/fcTBa 3alyWTbl OPraHoB [bIXaHus.

P301+312: B CITYHAE MPOITIATbIBAHWA: Mpu HepomoraHnm
HemeaneHHo obpatuteck B TOKCYKONMOMMYECKUN LIEHTP
VN1 32 MeOULIMHCKON NMOMOLLIbHO.

P302+352: NPW MOMNAOAHNM HA KOXY: MNMpomoiite Gonbumnm
KONMNYeCTBOM BOAbI C MbIITOM.

P304+340: MPW BObIXAHWW: MNMepemecTute noctpagasLuero
Ha CBeXWii BO3ayx 1 obecneyste KOMOPTHbIE YCNOBUSA ANs
[bIXaHus.

P330: npononowyute por.

P333+313: B crnyyae BO3HUKHOBEHWSI pasapaXKeHUst KoXu unm
BbICbINaHUsA: 06paTUTeCch 3a MEAVNLIMHCKOW MOMOLLbIO.
P342+311: Ecnn oTMevaroTcs NpusHaku NopaxeHus
abixaTenbHoit cuctemsl: O6patutecs 8 TOKCUKONOMMYECKUIN
LIEHTP vnu 3a MeauUMHCKON NOMOLLbIO.

P362+364: CHUMUTe 3arpsi3HEHHYI0 oAex/ay v BbICTUpaiiTe nepes
MOBTOPHBIM NCMONb30BAHUEM.

P391: Cobepute nponuthIii Matepuan.

P501: YTunusupyiite conepXmmoe/KoHTEHep B MyHKTE,
npegHasHaveHHoM Ans c6opa cneumnanbHbIX UK OnacHbIX
0TXO0/0B.

JTOT peakTvB Bbin U3rOTOBNEH U3 CynepHaTaHTa KynbTypbl KNEToK. Mpy oBpaLueHny ¢ 3TUM NPOAYKTOM, Kak v C ApYriMn
61omnornYeckumMmn NpoayKTamu, criesyet cobnogats pasyMHyo OCTOPOKHOCTb.
3TOT peakTUB COAEPXMT asug HaTpus. MacnopT 6e30NacHOCTV XMMUYECKOW NPOAYKLIMM NPEefoCTaBAeTCs No 3anpocy Wiu JOCTYNeH Ha

caiite www.LeicaBiosystems.com

B oTHoLweHun yTunnsaumun nobbIX noTeHumnanbHO OnacHbIX KOMMOHEHTOB CJ'IE,ClyI;ITe Tpe6OBaHI/IﬂM d)ep,epaanblx, pPervoHanbHbIX U

MECTHbIX HOPMATUBHbIX JOKYMEHTOB.

C o6pasuamu (ao v nocne ukcaumm) 1 BCemn Matepuanamu, Kotopble HaxoAsTCs MO/ UX BO3AENCTBUEM, CrieayeT obpallaTbes kak co
CMocoBHbIMM K Nepeaade UHMEKLMM 1 yTUN3MPOBaTL, COBMIoAAs COOTBETCTBYHOLLME Mepbl NPEAOCTOPOXHOCTY. ! Hukoraa He HabupaiiTte
peakTVBbI B MUMETKY PTOM W He AOMyCKalTe KOHTaKTa peakTMBOB 1 0GPa3LIOB C KOXeN 1 CIIM3NCTLIMK oBonioydkamu. B criydae koHTakTa
peakT1BOB MM 06Pa3LOB C YYBCTBUTENBHLIMI 30HaMV MPOMOIITE UX BOMbLUMM KONMYECTBOM Bofbl. OGpaTUTech 3a MEANLIMHCKON
NOMOLL{bHO.

CBoAMTE K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsi3HeHne peakTUBOB BO U3BexaHUe YCUneHust HeCneLmMMUIECcKoro okpaLLBaHmsl.

WHKyBaums npu cpokax 1 Temnepartypax, OTIIMYHbIX OT yKadaHHbIX B MHCTPYKLMU, MOXET AaTb OWnBoYHbIe pesynbtaTbl. Jlobble
nofo6HbIE U3MEHEHWS AOIKHbI BbITb BaNMAMPOBaHb! NOMb30BaTENEM.

XKuakuii a3oT u3-3a YpeaMEePHO HIU3KOW TeMnepaTypbl MOXKET NPUBECTY K OXOram, MoaTomy npw paboTe ¢ HUM oBsi3aTenbHO HagesarTe
cpencTBa UHAMBWAYANbHOMN 3aluThl, BKIOYAs NEPHATKM U 3aluTy ANs nvua. VIcnonb3yinTe ero B XopoLUO NpOBETPUBAEMOM
noMeLLEHNN.

W3oneHTaH sIBNAETCS NerkoBocnnaMeHsIoLMMCs BELLLECTBaM, a Takke onacHbIM A5l 300POBbs NPU NpornaTbiBaHuy U BabIxaHuu. OH
TaKKe BbI3bIBAET PA3APAKEHNS KOXM U [Mas3, HAPKOTUHECKOE BO3AECTBIE NPU UCMOMNL30BaHUM B GONbLUMX KOMMYECTBaX.

KoHTponb kavecTBa

Pasnuuusi B MeTogax o06paboTku TkaHel 1 TEXHUYEeCKUX NpoLieaypax, BbINONHAeMbIX B nabopaTopuu nonb3osaTernsi, MOryT NpUBECTH K
CyLLIECTBEHHO BapuabernbHOCTU pe3ynbTaTos, B CBSI3W C 4eM TpebyeTcs perynsipHoe BbINONHEeHNe BHYTPUIabopaTopHbIX KOHTPOmNen B
[IOMOMHEHUE K yKa3aHHbIM HUKE npoLeaypam.

B kauecTBe KOHTPOMNeW CreayeT UCNoNb30BaTh CBEXME 06pasLbl, MOMyYeHHbIE NPU ayToncuu, GUOMNCUM UMM XUPYPTUYECKIX NpoLeaypax,
3aMOPOXEHHBIMU KaK TOMbKO Bbliv 06paboTaHbl NomnyyeHHbIe y NauMeHToB 06pasLbl.

MonoxutenbHbIA KOHTPONb TKaHU

anMeHﬂeTCﬂ ANA NPoBEepKM NPaBUITbHOCTU NOATOTOBKU TKaHen n METOLOB OKpalunBaHUA.

B kaxablih HAaGop yCnoBwuii TECTa NP Kax/aoM LMKIe OKpaLLUMBaHWS CrieqyeT BKIYaTh OAUH CPe3 TKaHM AMs NONOXUTENbHOTO KOHTPOMS.
[Insi onTUMAarnbHOro KOHTPOIS Ka4ecTBa U OBHAPYKEHWsi HE3HAUUTENbHBIX YPOBHEN Aerpafjaunm peaktvea 6onee noaxoauT TkaHb Co
cnabbiM NONOXUTENbHBIM OKpalwnBaHueMm, Yem TKaHb C CUNbHbIM MONOXUTENbHbIM OKpaLIJI/IBaHl/IeMA2

B kayecTBe NonoxuTensHoro KOHTPOMNA peKoMeHAYeTCs NCMOoNb30BaTh TKAHN CKENETHbIX MbILULL.

|_|pl/| OTCYTCTBMW NOSTOXUTENBbHONO OKpallMBaHUA TKaHU, VICI'IOJ'Ib3yIOLuel7ICﬂ B Ka4yeCTBe MONOXUTENBHOIO KOHTPONS, pesynbraThl,
nony4eHHble C uccrnegyembimn 06paau,aM|/|, cyMTarnTCa Heﬂel?lCTBVITeJ'IbeIMVI.
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OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb TKaHW

3TOT TecT HeOoBXOANMO BbIMONHSATL NOCE MNONOXUTENLHOTO KOHTPOSS TKaHWU AN NPOBepKU CneLndUYHOCTU MEYEHNs Lienesoro
aHTUreHa nepBuUYHbLIM aHTUTENOM.

PekomeHAoBaHHast TkaHb [ OTPULIATENBHOTO KOHTPOIS eLle He onpeaeneHa.

Kpome Toro, pazHooGpasHbIe TUMbI KNETOK AN OTPULIATENBHOMO KOHTPOSS MOXHO 4acTo HalTW B GONMbLUMHCTBE CPEe30B TKaHew, OaHaKo
Takvie npenaparbl JOMKHbI ObiTb NPOBEPEHLI NoMNb3oBaTenem.

Hecneuunduryeckoe okpalumBaHve, eCrivi OHO NPUCYTCTBYET, 0BbIYHO BbIMSAANT A dY3HbIM. B cpesax TkaHel, 3bbIToYHO
hUKCHPOBaHHBIX POPMANMHOM, MOXHO Taloke MHOMAa yBUAETb OKpaLLMBaHWE COEAVHUTENLHON TkaHu. [Ist MHTepnpeTauum
pe3ynsTaToB OKpaLLVMBaHWs UCMONb3YITe UHTAKTHbIE KNETKW. HekpoTuanpoBaHHbIe N paspyLueHHble KMeTKW 4acTo okpaluMBatoTcs
Hecneuudmnyeckn.’ HenmmyHHoe cBsidbiBaHMe BenkoB UK NPOAYKTOB peakLin ¢ CyGCTpaToM MOXET NPUBECTY K JIOKHOMOMOXUTENbHbIM
pesynbratam. Takue e pesyrnbTaTbl MOryT GbiTb CBSi3aHbl C 9HAOTEHHLIMU (hepMeHTaMu, Hanpumep NceBaonepokcnaasoit (B
9pUTpOLIMTaX), dHAOTEHHOW Nepokcnaason (LMToxpom C) unm aHAoreHHbIM GUOTUHOM (HanpuMep, B MeYeHU, MOSIOYHOM Xenese,
TOMOBHOM MO3re UM MoYKe) B 3aBUCUMOCTY OT TUMa UCMOMNb30BAHHOTO MMMYHHOTO OKpaLUMBaHUs. YTo6bl OTNNYNTL aKTUBHOCTb
3HAOreHHbIX PEPMEHTOB NN Hecneunuyeckoe CBA3bIBaHNE (hePMEHTOB OT CneLmMdUIeckon MUMMYHOPEaKTUBHOCTU, MOXHO
BbIMOMHWTL OKpaLLVBaHWe AOMOMHNTENbHbIX TKaHel NaLneHTa UCKIIOHNTENbHO XPOMOreHHbIM Cy6CTpaToM Ui hepMEHTHLIMM
KOMMrekcamut (aBUAVNH-BUOTUH, CTPENTaBUAMH, MEYEHbI MOMMMEP) N XPOMOTEHHbLIM Cy6CTpaToM COOTBETCTBEHHO. [pK Hannunm
cneLmguUYeckoro okpallMBaHus B OTpULIATeNbHOM KOHTPOMe TkaHu pesynsTaTbl UCCrefoBaHust NMOMyYeHHbIX Y NalumMeHToB o6pasLos
CUNTAIOTCS HeAeCTBUTENbHBLIMU.

OTpMLIaTeﬂbeIFI KOHTpPONb peakTuBa

[insi oueHKN HecneumnhUYecKkoro okpaluMBaHUs 1 Nyl UHTEPNpeTaLmMmn CneLmgrUYeckoro okpaLLMBaHns B 06NacT CBsisbiBaHUs
aHTUreHa, 1ccrenysi Cpesbl Kax/aoro obpasua, B3siToro y nauueHTa, BMECTO MepPBUYHbLIX aHTUTEN UCTIONb3YITe PeakTuB, CryXallui B
KayecTBe HecrneLnU4ecKoro OTPULATENBEHOMO KOHTPOSS.

TkaHb, Nony4YyeHHas y nauyveHTa

Vccnenyite nonyyeHHble y naumneHToB o6pasupl, okpawleHHble NCL-d-SARC, B nocnegHioto odepeb. VIHTEHCUBHOCTbL NOMOXUTENBHOTO
OKpaLLMBaHWs criedyeT oLeHMBaTh C y4eToM noboro Hecneumguyieckoro hOHOBOTO OKpaLUMBaHWS OTPULATENBHOMO KOHTPOIS peakTuBa.
Kak 1 npn nio6oM MMMYHOMMCTOXMMWNYECKOM UCCIIEA0BaHNM, OTpULIATENbHbIN pesyrbTaT 03Ha4aeT HeoGHapYyKeHNe aHTUreHa, Ho He

€ero OTCYTCTBUE B UCCEA0BaHHbIX KreTkax unu TkaHu. Mpy Heo6XoanMOCTU crieayeT NCMOoNb3oBaTh NaHeNb aHTUTEN Aflst BbiSBNEHNs!
TIOKHOOTPULIATENbHbIX PeaKLmit.

OxupaemMble pe3ynbraThbl

HopwmanbHbie TkaHu

KnoH dSarc3/12C1 obHapyxwun 6enok Aenbra-capKornvkaH B capkorieMMe CKeNeTHbIX, CepAeYHbIX U rMaAKOMbILLEYHbIX BOMOKOH.
Matonornyecku nsMeHeHHble TkaHW

KnoH dSarc3/12C1 ucnonb3oBancs B UMMYHOrMCTOXMMUYECKUX MCCNEAOBaHUSX NpU y4acTum cabiwe 850 nauneHToB, YTobbl
onpeaenuTb HeAOCTaTOMHOCTb 35 k[ AMCTPOMH-aCCOLMMPOBAHHOTO FMWKONPOTENHa, AenbTa-capKornmkaHa.

NCL-d-SARC pekomeHpayeTcs aAnst naeHtudgumkaumm Delta-Sarcoglycan yenoseka MeTOLOM MMMYHOMMCTOXUMWUYECKOTO aHanmsa.

O6wue orpaHnYeHust

MNMMYHOrMCTOXMMUYECKOe UCCeAoBaHNe SBMSIETCS MHOTOCTaAUIHLIM ANarHoCTMYECKUM NpoLeccoM, TpebyiolwmnM crelyarnbHbIX
HaBbIKOB B Bblbope Haanexalyux peakTneoB; Beibope, cukcauum n obpaboTke TkaHew; npurotoBnexnun cpesa ¢ UMX npenapartowm;
VHTeprpeTaLmy pe3ynsTaToB OKpaLLBaHWsI.

OkpalumnBaHue TKaHeit 3aBUCUT OT oBpalLLeHns ¢ TkaHsMK 1 nx oBpaboTkoi nepen okpaluneaHueM. HenpasunbHble NpoLeaypbl
huKcaLmMm, 3aMopaxm1BaHsi, OTTaUBaHKS!, MPOMbIBKY, CYLLKM, HarpeBa, NPUroToBMEHNs CPe30B, a Takke 3arpsisHeHre ApYrMm TKaHsMK
VI KMAKOCTSIMU MOTYT MPUBOAUTL K apTedakTam, 3axBaTy aHTUTEN UIU NIOKHOOTpULIATenNbHbIM pesdyrtatam. MpoTuBopeyrBbie
pe3ynbTaThl MOTyT GbITh 0BYCMOBMEHbI Pa3NUYMsiMU METOLOB (hMKCaLMM 1 3anVBKW Npenapata Ui NpucyLLen TKaHsM BHyTPeHHe
HepaBHOMEPHOCTbLIO CTPYKTYpbI.*

YUpesmepHoe W1 HeMnonHoe KOHTPACTUPOBAHNE MOXET HEraTUBHO OTPA3UTLCA Ha TOYHOCTU WHTEpPrpeTaLmumn pesyrbTaToB.
KnunHnyeckas uHTepnpeTaums noboro okpallMBaHUs UK ero OTCYTCTBUS JOIMKHA BbITh JOMNONHEHa MOPONOrNYeCcKMU
UCCNefoBaHMsIMU C HafNeXalyMu KOHTPOMNAMM U JoIDKHa BbiTh OLieHeHa KBanudULUMpOBaHHBIM NaTooroM ¢ y4eToM aHaMHe3a
nauveHTa 1 Apyrux AMarHoCTUHeCKUX TeCTOB.

M3rotoBneHHble komnanuen Leica Biosystems Newcastle Ltd aHTuTena npeaHasHaveHbl, kak ykasaHo Bbile, A8 NPUMEHeHNs

Ha 3aMOPOXXEHHbIX UMK 3annTbIX B MapacuH cpesax 1 TpebyIoT BbIMOMHEHNs! KOHKPETHbIX TpeGoBaHuil No dukcaumun. BosmoxHa
HenpeABUAeHHas 9KCMpeccust aHTureHa, ocobeHHo B onyxonsix. KnuHuyeckast MHTepnpeTaLms nio6oro okpalleHHOro cpeaa TkaHu
[OMKHa BKMoYaTb MOPEONOrMYecknii aHanu3a v oLEHKY COOTBETCTBYIOLLMX KOHTPOMNEN.
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ﬂOHOnHEHVIﬂ K npegbiayuwemMy BbilyCKy

He npumennmo.

[aTta Bbinycka
19 okTs6ps 2018

D-SARC-CE
Page 71



I/IMMyHOFI/ICTOXI/IMI/I‘leCKHe METOAbI UCITOJIB30BAHUA AHTUTEJ
Novocastra™ Ha 3aMOPOKCHHBIX MBIINCYHbBIX TKAHAX.

HeOﬁXOAMMbIe peakTuBbIl, He BXoAsline B KOMMNIEKT NOCTaBKU

CraHaapTHble pacTBOPUTENM, UCMOSb3YIOLLNECH B UMMYHOMMCTOXMMUYECKWX UCCIIEA0BAHMSAX.

50 MM Tpuc-6ydepHbiit coneBor pacteop (Tris-buffered saline (TBS)), pH 7,6.

PasbaBuTenb aHTUTEN — HopManbHas CbIBOPOTKA, ONTUManbHO pa3seaeHHon B TBS.

HopmanbHas cbiBOpOTKa, Mofy4eHHas oT BUA0B, NCMOMNb3YLWMUXCS AN (hOPMMPOBaHUS BTOPUYHbIX aHTUTEN.

BTOpUY4HbIe NepoKkcKaas-KoOHbIOTMPOBaHHbIE aHTUTENa: UCMOMb30BaTh B COOTBETCTBUN C PeKOMEHAALVSIMI NPON3BOANTENS.

oo s N~

3,3"-AnamuHobeHsvavHa TeTparuapoxnopua (DAB): NpUroToBUTb U MCMONb30BaTh B COOTBETCTBUM C PEKOMEHAALMSMU NMPOU3BOAN-
Tens.

7. Cpepa Ans 3anvBky NpenapaTos: UCMOMb3YNTe B COOTBETCTBUM C PEKOMEHAALIMSIMI NPOU3BOAUTENS.

Heo6xoanmoe o6opyaoBaHue, He BxoAsilee B KOMMIEKT NOCTaBKU

1. WHkybatop, ycTaHoBNEeHHbIN Ha 25 °C.

2. CraHgapTHoe nabopatopHoe o6opyaoBaHue Anst UMMYHOMMCTOXVMUYECKUX UCCNEeA0BaHUA.
3.  OneKkTpu4eckuit BEHTUNATOP AN BO3AYLIHOW NPOCYLLKA NPEAMETHbIX CTEKON.

PacTBopbl ANA AeMacKMPOBKU aHTUreHOB: CM. peKoMeHAauuu No UCNosib30BaHUIO
He npuMeHMMO K 3aMOPOXEHHbBIM Cpe3am.

MeTtoauka

Mpexae YeM NPUMEHATb 3Ty METOAVKY, MONb30BaTENM AOMKHbI HAay4YUTLCSA MPOBOANTL UMMYHOMCTOXMMUYECKME NCCTE0BaHNS.
Monb3oBaTenu AOMKHbLI ONpefenuTb ONTUMarbHble pasBeeHus npenapaToB aHTuTen. Ecnm He ykasaHo UHOe, BbIMONMHSITE BCe aTarbl
npv Temnepatype 25 ‘C.

1. Cpe)KbTe W nomecTuTe cpes3bl pasmepom 4-10 MKM Ha npeaMeTHble CTekna, NOKpPbITble I'IO,C[XO,C[SlLL[eI;I TKaHbto, N BbIMNOMNHSANTE BO3-
AYUWHYI NPOCYLLKY B TEHEHNE KaKk MMHUMYM OAHOro Yaca.

2. WHKyBupyiiTe cpesbl C UCMONb30BaHWeM ONTUMArbHO pa3BefeHHbIX MePBUYHBIX aHTUTEN (CMOTpuTe PekoMeHzaLmm no ucrnosnb3osa-
HUI).

2 pasa no 5 MUHYT NpoMbiBaiiTe Npenapartbl B 6ycdepHom pactsope TBS, ocTOpoXHO nokaumnsas.

WHky6upyiTe cpesbl C UCMOMNb30BaHMEM COOTBETCTBYHOLLIMX BTOPUYHBIX NMEPOKCHAA3-KOHBIOTMPOBAHHBIX aHTUTEN.
2 pasa no 5 MUHyT NpoMmbIBaiiTe npenapatbl B 6ydepHom pactBope TBS, oCTOpOXHO nokaymsasi.

WHKyGupyWiTe npeaMeTHbIE cTekna ¢ ucronb3oaHnem DAB.

MpomoiiTe NnpeaMeTHOe CTEKIO YMCTON BOLOM.

© NOo O A

[leruapatvpyiite, O4NCTUTE W 3aKpenuTe Cpesbl.

[ononHeHus K npeabiayLemMy BbINyCKy
He npumeHumo.

[ata Bbinycka
4 cpespans 2008 r. (CEprotocol/3amopoxeHHas mblLLa).
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Liofilizowane mysie przeciwcialo monokloidalne Novocastra~
Delta-Sarcoglycan

Kod produktu: NCL-d-SARC

Przeznaczenie

Do diagnostyki in vitro.

Preparat NCL-d-SARC jest przeznaczony do jakosciowej identyfikacji za pomoca mikroskopii $wietinej sarkoglikanu delta w ramach
metod immunohistochemicznych. Kliniczng interpretacje barwienia lub jego braku nalezy uzupemié¢ badaniami morfologicznymi oraz
odpowiednimi kontrolami. Ocene powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych
badan diagnostycznych.

Zasady postepowania

Metody barwienia immunohistochemicznego (IHC) umoZzliwiajg wizualizacje antygenéw dzieki zastosowaniu — po kolei — swoistego
przeciwciata przeciwko antygenowi (przeciwciata pierwszorzedowego), przeciwciata drugorzedowego przeciwko przeciwciatu
pierwszorzedowemu i kompleksu enzymu z substratem chromogennym z etapami przemywania. Aktywacja enzymatyczna chromogenu
prowadzi do wytworzenia widocznego produktu reakcji w miejscu antygenu. Nastgpnie mozna wykona¢ barwienie kontrastowe probki i
zakry¢ jg szkietkiem nakrywkowym. Wyniki s3 interpretowane przy uzyciu mikroskopu $wietinego i pomagajg w diagnostyce réznicowej
procesow patofizjologicznych, ktére moga mie¢ zwigzek z okreslonym antygenem.

Klon

6Sarc3/12C1

Immunogen
Synthetic peptide containing amino acids 1-19 at the N-terminus of the human delta-sarcoglycan sequence (Jung D. et al.,1966).

Swoistos¢

Ludzki sarkoglikan delta (35 kD). Nie reaguje z sarkoglikanem delta w skrawkach migéni pobranych od myszy, szczuréw, krélikéw, pséw,
kurczat, chomikéw lub $win. Nie prowadzono badan na innych gatunkach zwierzat.

Sktad odczynnika

NCL-d-SARC jest ptynnym supernatantem hodowli tkankowej zawierajgcym azydek sodu jako substancje konserwujgcg. Uzytkownik
musi uzupetni¢ zawarto$ci fiolki przy pomocy odpowiedniej objetosci sterylnej wody destylowanej zgodnie z informacjg na etykiecie fiolki.

Klasa Ig
IlgG2a

Catkowite stezenia biatka
Catkowite stezenie biatka w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Stezenie przeciwciat
Wieksze lub réwne 24 mg/l. Stezenie Ig w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Zalecenia dotyczace stosowania

Badanie immunochemiczne (zob Metodologia) zamrozonych skrawkdéw. Sugerowane rozcienczenie: 01:25-1:50 przez 60 minut w
temperaturze 25 °C. Te informacje stanowig jedynie wskazéwke — uzytkownicy powinni sami okresli¢ swoje optymalne rozcienczenie
robocze.

Przechowywanie i trwatos¢

Nieotwarte przeciwciato przechowywa¢ w temperaturze 2—8°C. W takich warunkach produkt nie traci swojej skutecznosci przed uptywem
terminu waznosci podanego na etykiecie fiolki. Nie uzywac po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie fiolki. Roztwor roboczy jest
stabilny do 2 miesigcy przy przechowywaniu w temperaturze 2-8°C. W przypadku diugotrwatego przechowywania zaleca si¢ mrozenie
porcji odtworzonego przeciwciata w temperaturze -20°C (nie zaleca sie stosowania zamrazarek bezszronowych). Nalezy unika¢
wielokrotnego zamrazania i rozmrazania. Rozcieficzenia robocze nalezy przygotowac w dniu uzycia. Niezwtocznie po uzyciu ponownie
umiesci¢ w temperaturze 2—8°C. Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji uzytkownika.

Przygotowanie prébek

Zamrozone bloczki tkankowe nalezy przechowywaé w izopentanie chtodzonym w ciektym azocie (patrz Ostrzezenia i $rodki ostroznosci).
Probki nie wymagajg dalszego utrwalania, ale powinny by¢ wbudowane w zwigzek OCT™ (Sakura, nr produktu Tissue-Tek 4583).
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Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

H302: Dziata szkodliwie
po potknigciu.H317:

Moze powodowacé reakcje
alergiczng skory.H334:
Moze powodowac objawy
alergii lub astmy lub
trudnosci w oddychaniu w
nastepstwie wdychania.
H411: Dziata toksycznie
na organizmy wodne,
powodujac diugotrwate
skutki.

EUHO032: W kontakcie z
kwasami uwalnia bardzo
toksyczne gazy.

Liofilizowane przeciwciata
Novocastra

Zawiera mieszaning: Azydku
sodu (<10%), benzylopenicyliny
sodu (<10%), siarczanu
streptomycyny (<10%).

Stowa sygnalizujgce:
Niebezpieczenstwo.

P261: Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej
cieczy.

P264: Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

P270: Nie jes¢, nie pi¢ i nie pali¢ podczas uzywania produktu.
P272: Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie wynosi¢ poza
miejsce pracy.

P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.

P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
oczu/ochrone twarzy.

P284: W przypadku niedostatecznej wentylacji stosowaé
indywidualne $rodki ochrony drég oddechowych.

P301+312: W PRZYPADKU POLKNIECIA: Skontaktowac

sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem w przypadku ztego
samopoczucia.

P302+352: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA;: Przemyé
duzg iloscig wody z mydtem.

P304+340: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG
ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub wynie$¢ poszkodowanego
na $wieze powietrze i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P330: Wyptuka¢ usta.

P333+313: W przypadku wystgpienia podraznienia skory lub
wysypki: Zasiegng¢ porady lekarza.

P342+311: W przypadku w przypadku wystgpienia objawéw ze
strony uktadu oddechowego: Skontaktowaé sie¢ z OSRODKIEM
ZATRUC/lekarzem.

P362+364: Zanieczyszczong odziez zdjg¢ i wyprac przed
ponownym uzyciem.

P391: Zebraé wyciek.

P501: Zawarto$¢/pojemnik zutylizowaé w punkcie zbidrki
odpadéw niebezpiecznych lub specjalnych.

Odczynnik zostat przygotowany z supernatantu hodowli tkankowej. Poniewaz jest to produkt biologiczny, podczas jego uzywania nalezy

zachowa¢ odpowiednie $rodki ostroznosci.

Ten odczynnik zawiera azydek sodu. Karta charakterystyki jest dostepna na zadanie lub dostepna na stronie www.LeicaBiosystems.com
Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowa¢ zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.

Probki przed i po utrwaleniu oraz wszelkie materiaty narazone na kontakt z nimi nalezy traktowac jak materiaty potencjalnie zakazne i
nalezy je utylizowac z zachowaniem odpowiednich srodkéw ostroznosci.' Podczas pobierania pipetg nie wolno zasysac¢ odczynnikow
ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skorg oraz btonami $luzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub probek
ze szczegdlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig wody. Nalezy zasiegna¢ porady lekarza.

Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwiekszonego barwienia niespecyficznego.
Zastosowanie okreséw inkubacji i temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac¢ btedne wyniki. Wszelkie zmiany tego

typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Ze wzgledu na zbyt niskg temperature cieklty azot powoduje oparzenia, dlatego podczas korzystania z niego nalezy stosowac¢ ubranie
ochronne, w tym rekawice i ostone twarzy. Stosowac wytgcznie w warunkach dobrej wentylacji.

Izopentan jest wysoce tatwopalny i szkodliwy w przypadku spozycia i wdychania. Dziata draznigco na skére i oczy i w duzym stezeniu

dziata narkotycznie.

Kontrola jakosci

Roznice w przetwarzaniu tkanek i procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga doprowadzi¢ do znacznej zmiennosci
wynikéw, co oznacza konieczno$¢ dodatkowego przeprowadzania regularnych kontroli wewnetrznych.
Kontrole nalezy przeprowadza¢ na $wiezych prébkach z autopsji/biopsji/operacii chirurgicznej, zamrozonych tak szybko, jak to mozliwe

taka samg metoda, jakg badane sg tkanki pobrane od pacjenta.

Tkankowa kontrola pozytywna

Stosowana w celu wskazania prawidtowo przygotowanych tkanek i prawidtowych technik barwienia.
W kazdej serii barwienia kazdy zestaw warunkéw testowych powinien uwzglednia¢ jedng tkankowa kontrole pozytywng.
Do optymalnej kontroli jako$ci i do wykrywania niewielkich pozioméw degradacji odczynnikéw bardziej nadaje sie tkanka o stabym

barwieniu pozytywnym niz tkanka o silnym barwieniu pozytywnym.?

Tkankowa kontrola pozytywna powinna obejmowaé miesnie szkieletowe.
Jesli tkankowa kontrola pozytywna nie wykaze odpowiedniego barwienia pozytywnego, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach

pobranych od pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.

Tkankowa kontrola negatywna

Nalezy jg wykona¢ po tkankowej kontroli pozytywnej, aby sprawdzi¢ swoisto$¢ znakowania docelowego antygenu przez przeciwciato

pierwszorzedowe.
Tkankowa kontrolna negatywna nie zostata oceniona.

Ewentualnie tkankowa kontrola negatywna moze obejmowac rézne typy komoérek obecne w wiekszosci skrawkéw tkankowych, jednak

powinno to zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

D-SARC-CE
Page 74



Barwienie niespecyficzne, jezeli jest obecne, zwykle ma charakter rozproszony. Na skrawkach wykonanych z materiatu tkankowego
nadmiernie utrwalonego w formalinie mozna réwniez zaobserwowac¢ sporadyczne barwienie tkanki tacznej. Do interpretaciji

wynikéw barwienia nalezy uzywa¢ nieuszkodzonych komérek. Komérki martwicze lub zdegenerowane czesto powodujg barwienie
niespecyficzne.® Wyniki fatszywie pozytywne mogag pojawi¢ sie w nastepstwie nieimmunologicznego wigzania biatek lub wystepowania
produktéw reakcji substratow. Moga by¢ réwniez spowodowane przez endogenne enzymy, takie jak pseudoperoksydaza (erytrocyty),
endogenna peroksydaza (cytochrom C) lub endogenna biotyna (np. watroba, piersi, mézg, nerki), w zaleznosci od zastosowanego
barwnika immunohistochemicznego. Aby odrézni¢ endogenng aktywno$¢ enzymatyczng lub niespecyficzne wigzanie enzyméw od
swoistej immunoreaktywnosci, dodatkowe tkanki pacjenta moga by¢ barwione wytgcznie substratem chromogenem lub kompleksem
enzymatycznych (awidyna-biotyna, streptawidyna, znakowany polimer) i substratem-chromogenem. Jesli w trakcie tkankowej kontroli
negatywnej nastapi barwienie specyficzne, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach pobranych od pacjenta nalezy uznac¢ za
niewazne.

Negatywna kontrola odczynnika

Aby przeprowadzi¢ ocene barwienia niespecyficznego oraz umozliwi¢ lepszg interpretacje barwienia specyficznego na kazdym skrawku
z prébki pobranej od pacjenta nalezy przeprowadzi¢ nieswoistg kontrole negatywng odczynnika w miejscu wigzania przeciwciata
pierwszorzedowego.

Tkanka pacjenta

Prébki pacjenta wybarwione testem NCL-d-SARC nalezy bada¢ jako ostatnie. Intensywno$¢ barwienia pozytywnego nalezy ocenia¢ w
kontekscie ewentualnego barwienia niespecyficznego tta w negatywnej kontroli odczynnika. Tak jak we wszystkich innych badaniach
immunohistochemicznych wynik ujemny oznacza, ze antygen nie zostat wykryty, co jednak nie oznacza, ze jest on nieobecny

w badanych komoérkach/tkankach. W razie koniecznoéci do identyfikacji reakcji falszywie negatywnych nalezy wykorzystac panel
przeciwciat.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Klon dSarc3/12C1 wykrywa biatko sarkoglikanu delta w sarkolemie widkien miesni szkieletowych, sercowych i gtadkich.
Tkanki nieprawidtowe

Klon dSarc3/12C1 byt stosowany w badaniach immunohistochemicznych ponad 850 pacjentéw majgcych na celu identyfikacje
niedoboru sarkoglikanu delta - glikoproteiny 35 kD zwigzanej z dystrofing.

Preparat NCL-d-SARC jest przeznaczony do jakosciowej identyfikacji za pomoca mikroskopii $wietinej sarkoglikanu delta w
ramach metod immunohistochemicznych.

Ograniczenia ogdlne

Badanie immunohistochemiczne to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktéry wymaga specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru
odpowiednich odczynnikéw i tkanek, utrwalania i przetwarzania tkanek, przygotowywania preparatéw immunohistochemicznych oraz
interpretacji wynikow barwienia.

Barwienie tkanek zalezy od postepowania z tkankg i jej przetwarzania przed barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie,
rozmrazanie, przemywanie, suszenie, podgrzewanie, $cinanie skrawkéw lub skazenie innymi tkankami lub ptynami moze powodowaé¢
artefakty, zatrzymywanie przeciwciat lub wyniki fatszywie negatywne. Niespdjne wyniki moga wynika¢ z réznic w metodach utrwalania i
zatapiania lub nieprawidtowosci zwigzanej z tkanka.*

Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze negatywnie wptywac¢ na wtasciwg interpretacje wynikow.

Kliniczng interpretacje barwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.
Przeciwciata firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd sg przeznaczone do badania skrawkéw zamrozonych lub zatopionych w parafinie,
ktore utrwalono zgodnie z okre$lonymi wymogami. Moze wystapi¢ nieoczekiwana ekspresja antygenu, szczegodlnie w przypadku
nowotworéw. Interpretacja kliniczna wybarwionych skrawkéw musi obejmowac analize morfologiczng oraz ocene przeprowadzong w
ramach odpowiednich kontroli.
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Zmiany wprowadzone do poprzedniego wydania

Nie dotyczy.
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Immunohistochemiczne metody stosowania przeciwcial Novocastra™
na zamrozonej tkance mi¢Sniowej.

Wymagane odczynniki niedotaczone do zestawu

Standardowe rozpuszczalniki stosowane w immunohistochemii.

50 mM roztworu soli fizjologicznej buforowanego odczynnikiem Tris (TBS) pH 7.6.

Rozcienczalnik do przeciwciat - zwykta surowica optymalnie rozciericzona w TBS.

Zwykta surowica pochodzgca od gatunku, z ktérego otrzymywane jest przeciwciato drugorzedowe.
Przeciwciato drugorzedowe skoniugowane z peroksydazg - uzywac zgodnie z zaleceniami producenta.
Tetrachlorowodorek 3,3'-diaminobenzydyny (DAB) - przygotowac i uzywac zgodnie z zaleceniami producenta.

NoorON 2

Srodek do zamykania preparatéw mikroskopowych - uzy¢ zgodnie z zaleceniami producenta.

Wymagany sprzet niedotaczony do zestawu

1. Inkubator ustawiony na 25°C.

2. Ogolne wyposazenie laboratorium immunohistochemicznego.
3. Wentylator elektryczny do suszenia preparatdw.

Roztwory do odmaskowywania antygenu (zob. Zalecenia dotyczace stosowania)
Nie dotyczy zamrozonych skrawkow.

Metodologia

Przed przystgpieniem do dziatan w ramach niniejszej metodologii uzytkownik powinien zosta¢ przeszkolony w zakresie technik
immunohistochemicznych.

Uzytkownicy powinni okresli¢ optymalne rozcienczenia dla przeciwciat. O ile nie wskazano inaczej, wszystkie etapy nalezy
przeprowadzac w temperaturze 25°C.

1. Odetnij i zamontuj skrawki o rozmiarach 4-10 pm na szkietkach pokrytych odpowiednim klejem tkankowym i susz je na powietrzu
przez co najmniej godzine.

Inkubowa¢ skrawki w optymalnie rozcienczonym przeciwciele pierwszorzedowym (zob. Zalecenia dotyczgce stosowania).
Przemywac¢ w buforzeTBS przez 2 x 5 minut, delikatnie potrzgsajgc.

Inkubowac skrawki w odpowiednim przeciwciele drugorzedowym skoniugowanym z peroksydaza.

Przemywac¢ w buforzeTBS przez 2 x 5 minut, delikatnie potrzgsajgc.

Inkubowac preparat w DAB.

Optucz preparaty w czystej wodzie.

Skrawki odwodnic¢, oczysci¢ i zamkngg¢.

© N oA WD

Zmiany wprowadzone do poprzedniego wydania
Nie dotyczy..

Data publikacji

4 |lutego 2008 r. (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Liofilizirano miSje monoklonsko protitelo Novocastra™
Delta-Sarcoglycan

Koda izdelka: NCL-d-SARC

Predvidena uporaba

Za diagnosti¢no uporabo in vitro.

Izdelek NCL-d-SARC je namenjen za kvalitativno identifikacijo delta-sarkoglikana z imunohistokemijskim barvanjem s pomocjo svetlobne
mikroskopije. Klini¢no razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske $tudije ustreznih kontrolnih vzorcev, ki jih
v okviru klinicne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Nacelo postopka

Imunohistokemijske (IHC) tehnike barvanja omogo¢ajo vizualizacijo antigenov z izvajanjem zaporednega nanosa - z vmesnimi koraki
izpiranja - specificnega protitelesa na antigen (primarno protitelo), sekundarnega protitelesa na primarno protitelo in encimskega
kompleksa s kromogenim substratom. Encimska aktivacija kromogena povzro¢i vidno reakcijo izdelka na mestu antigena. Tak vzorec
lahko nato nasprotno barvamo in pokrijemo s krovnim stekelcem. Rezultate nato obdelamo s pomocjo svetlobnega mikroskopa in jih
uporabimo pri diferencialni diagnozi patolo$ko-fizioloSkih procesov, ki so morda povezani z dolo¢enim antigenom ali pa tudi ne.
Klon

5Sarc3/12C1

Imunogen

Sinteti¢ni peptid, ki vsebuje aminokisline 1 do 19 na N-terminalnem koncu ¢love$kega zaporedja delta-sarkoglikana (Jung D. et al.,
1966).

Specifiénost

Humani delta-sarkoglikan (35 kD). Ne reagira z delta-sarkoglikanom v rezinah misi¢énega tkiva misi, podgane, kunca, psa, pis¢anca,
hreka ali prasica. Drugih vrst Zivali niso testirali.

Sestava reagenta

NCL-d-SARC je liofiliziran supernatant kulture tkiva in vsebuje natrijev azid kot konzervans. Uporabnik mora rekonstituirati vsebino viale
z ustrezno koli¢ino sterilne distilirane vode, kot je navedeno na nalepki viale.

Razred Ig

19G2a

Skupna koncentracija beljakovin
Skupna koncentracija beljakovin v doloceni seriji je navedena na oznaki na viali.

Koncentracija protiteles
Vi§ja ali enaka 24 mg/l. Za specifiéno koncentracijo Ig v seriji glejte oznako na viali.

Priporogéila za uporabo
Imunohistokemija (glejte Metodologija) zamrznjenih rezin. Predlagano redéenje: 1:25 do 1:50 za 60 minut pri 25 °C. To so samo
smernice; uporabniki naj poiscejo svoje lastne najbolj ucinkovite delovne razredcine.

Shranjevanje in stabilnost

Neodprta protitelesa hraniti pri temperaturi 2—8 °C. Pod navedenimi pogoji ostane izdelek enako ucinkovit do datuma izteka roka
uporabnosti, ki je naveden na etiketi viale. Ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti, ki je naveden na oznaki na viali.
Rekonstituirana protitelesa so stabilna najmanj dva meseca, ¢e jih hranite pri temperaturi 2—8 °C. Pri dolgotrajnem shranjevanju
priporoéamo shranjevanje zamrznjenih rekonstituiranih alikvotov pri temperaturi —20 °C (zamrzovalniki brez zmrzali niso priporo¢eni).
I1zogniti se je treba ponovnemu zamrzovanju in odtajanju. Delovne razred¢ine pripravite na dan uporabe. Takoj po uporabi ohladite na
temperaturo 2-8 °C. Uporabnik naj preveri pogoje shranjevanja, ki se razlikujejo od zgoraj navedenih.

Priprava vzorcev
Bloke vzorcev tkiva zamrznite v izopentanu, ohlajenem v tekoc¢em dusiku (glejte poglavje Opozorila in previdnostni ukrepi). Vzorci ne
potrebujejo dodatne fiksacije, temvec jih je treba vstaviti v spojino OCT™ (Sakura, katalo$ka §t. Tissue-Tek 4583).
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Opozorila in previdnostni ukrepi

Liofilizirana protitelesa
Novocastra

H302: Zdravju $kodljivo

pri zauzitju. H317: Lahko
povzrodi alergijski odziv
koze. H334: Lahko povzroci
simptome alergije ali astme
ali tezave z dihanjem pri
vdihavanju.

H411: Strupeno za vodne
organizme, z dolgotrajnimi
ucinki.

EUHO032: V stiku s kislinami

Vsebuje mesanico: natrijev azid
(< 10 %), benzilpenicilin natrij
(< 10 %), streptomicin sulfat (<
10 %).

Signalne besede: Nevarno.

P261: Ne vdihavati prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.
P264: Po uporabi temeljito umiti roke.

P270: Ne jesti, piti ali kaditi med uporabo tega izdelka.

P272: Kontaminirana delovna oblacila niso dovoljena zunaj
delovnega mesta.

P273: Prepreciti spro$¢anje v okolje.

P280: Nositi zascitne rokavice/zas¢itno obleko/zaséito za odi/
zas¢ito za obraz.

P284: Ob nezadostnem prezra¢evanju nositi opremo za zascito
dihal.

P301+312: PRI ZAUZITJU: Ob slabem po&utju poklicite CENTER

ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P302+352: PRI STIKU S KOZO: Umiti z veliko mila in vode.
P304+340: PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo
pustiti v udobnem polozaju, ki olaj$a dihanje.

P330: Izprati usta.

P333+313: Ce nastopi drazenje koze ali se pojavi izpuéaj:
Poiscite zdravnisko pomoc/oskrbo.

P342+311: Pri respiratornih simptomih: Poklicite CENTER ZA
ZASTRUPITVE/zdravnika.

P362+364: Sleci kontaminirana oblacila in jih oprati pred ponovno
uporabo.

P391: Prestreci razlito tekocino.

P501: Odstraniti vsebino/posodo na to¢ko za zbiranje nevarnih ali
posebnih odpadkov.

se sprosca zelo strupen
plin.

Vir priprave tega reagenta je supernatant celicne kulture. Ker je to bioloski izdelek, je treba z njim ravnati z ustrezno skrbnostjo.

Ta reagent vsebuje natrijev azid. Varnostni list je na voljo na zahtevo ali na naslovu www.LeicaBiosystems.com. Upostevajte zvezne,
drzavne ali lokalne predpise za odstranjevanje morebitnih strupenih sestavin.

Z vzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so prisli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe, in pri
njihovem odstranjevanju slediti ustreznim previdnostnim ukrepom.' Nikoli ne pipetirajte reagentov skozi usta; pazite, da reagenti in vzorci
ne pridejo v stik s koZo in sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z ob&utljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poi$gite zdravnigko
pomo¢.

Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzro€i nespecificno barvanje.

Ce uporabite &as ali temperature inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napaéne rezultate. Uporabnik mora validirati
morebitne spremembe.

Tekoci dusik zaradi svoje izjemno nizke temperature povzro€a opekline, zato je treba pri ravnanju z njim uporabljati zas¢itno obleko,
vkljuéno z rokavicami in vizirjem. Uporabljajte v dobro prezra¢enem prostoru.

Izopentan je zelo vnetljiv ter Skodljiv ob zauzitju in vdihavanju. DraZi tudi koZo in o&i, v visoki koncentraciji pa deluje kot narkotik.
Kontrola kakovosti

Razlike pri obdelavi tkiva in tehni¢nih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precej$nje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole ucinkovitosti poleg spodaj navedenih postopkov.

Kontrolni vzorci morajo biti svezi vzorci, pridobljeni z obdukcijo/biopsijo/kirurskim posegom, fiksirani s formalinom, zamrznjeni kakor hitro
je mogoce ter na isti nacin, kot vzorci bolnikov.

Pozitivni kontrolni vzorci tkiva

Uporabite jih za opredelitev pravilno pripravljenih tkiv in ustreznih tehnik barvanja.

Pri vsakem postopku barvanja morate vsakemu sklopu preizkusnih pogojev dodati en pozitiven kontrolni vzorec tkiva.

Za kar najbolj$o kontrolo kakovosti in bolj§e zaznavanje manjsih stopenj razkroja reagenta je bolj primerno uporabiti tkivo s Sibkim
pozitivnim obarvanjem kot tkivo z mo&nim pozitivnim obarvanjem.?

Za pozitivno kontrolo tkiva priporo¢amo tkivo skeletnih misic.

Ce pozitivni kontrolni vzorci tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, morate rezultate preizkusnih vzorcev zavreéi kot neveljavne.

Negativni kontrolni vzorci tkiva

Pregledati jih morate po pregledu pozitivnih kontrolnih vzorcev tkiva, da preverite specificnost oznake cilinega antigena glede na
primarno protitelo.

Priporo¢enega tkiva za negativni kontrolni vzorec tkiva niso dologili.

Drugace pa se kot negativni kontrolni vzorci pogosto uporablja vrsta razli¢nih celic, ki so prisotne v vecini rezin tkiv, vendar pa mora tako
uporabo preveriti uporabnik.

Nespecificno barvanje, &e je prisotno, je obi¢ajno razpreno. Opazite lahko tudi posami¢no obarvanje vezivnega tkiva v rezinah tkiv, kot
posledica premoc¢nega fiksiranja s formalinom. Za razlago rezultatov obarvanja uporabite nespremenjene celice. Obarvanje nekroti¢nih
ali degeneriranih celic je pogosto nespecifi¢no.® Lazno pozitivni rezultati se lahko pojavijo zaradi ne-imunolo$ke vezave proteinov ali
produktov reakcije substrata. Povzrocijo jih lahko tudi endogeni encimi, kot so psevdoperoksidaza (eritrociti), endogena peroksidaza
(citokromni C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, moZgani, ledvice), odvisno od vrste uporabljenega imunskega barvila. Za razlikovanje
med endogensko aktivnostjo encimov ali nespecificno vezavo encimov zaradi specificne imunske reaktivnosti, lahko barvate dodatna
tkiva bolnika izkljuéno ali s kromogenskim substratom ali encimskimi kompleksi (avidin-biotin, streptavidin, oznaceni polimer) in
kromogenskim substratom. Ce pride do specifiénega obarvanja negativnih kontrolnih vzorcev tkiva, morate rezultate vzorcev bolnika
zavredi kot neveljavne.
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Negativni kontrolni reagent

Za oceno nespecificnega barvanja in bolj$o razlago specificnega obarvanja na antigenskem mestu uporabite nespecificni negativni
kontrolni reagent namesto primarnega protitelesa z eno rezino vsakega vzorca bolnika.

Bolnikovo tkivo

Nazadnje preglejte bolnikove vzorce, obarvane z izdelkom NCL-d-SARC. Intenzivnost pozitivnega obarvanja ocenite v okviru
morebitnega nespecificnega obarvanja ozadja z negativnim kontrolnim reagentom. Tako kot pri vseh imunohistokemijskih preizkusih
negativen rezultat pomeni, da antigen ni bil zaznan, ne pa odsotnosti antigena v testiranih celicah/tkivih. Po potrebi uporabite nabor
protiteles za opredelitev napacnih negativnih reakcij.

Pri¢akovani rezultati

Normalna tkiva

Klon dSarc3/12C1 zazna protein delta-sarkoglikan v sarkolemi skeletnih, srénih in gladkih misi¢nih vlaken.

Nenormalna tkiva

Klon dSarc3/12C1 so v imunohistokemijskih $tudijah uporabili pri ve¢ kot 850 bolnikih za ugotovitev pomanjkanja z distrofinom
povezanega glikoproteina 35 kD, delta-sarkoglikana.

NCL-d-SARC se priporoca za identifikacijo éloveskega delta-sarkoglikana z imunohistokemijskim barvanjem.

SploSne omejitve

Imunohistokemija je diagnosti¢ni postopek z ve¢ koraki, ki zahteva specializirano usposabljanje za izbiro ustreznih reagentov, izbiro,
fiksiranje in obdelavo tkiv, pripravo IHC preparata in razlago rezultatov obarvanja.

Obarvanije tkiva je odvisno od rokovanja s tkivom in njegovo obdelavo pred barvanjem. Nepravilno fiksiranje, zamrzovanje, odtajanje,
izpiranje, susenje, segrevanje, rezanje ali okuzba z drugimi tkivi ali teko¢inami lahko povzro¢i nastanek artefaktov, lovljenje protitelesa ali
lazne negativne rezultate. Nedosledni rezultati so lahko posledica razlik pri metodah fiksiranja in priprave ali pa so del nepravilnosti tkiva
samega.*Prekomerno ali nepopolno nasprotno barvanje lahko neugodno vpliva na pravilno tolmacenje rezultatov.

Klini¢no razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfoloske Studije ustreznih kontrolnih vzorcev, ki jih v okviru
klinicne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Protitelesa druzbe Leica Biosystems Newcastle Ltd so namenjena uporabi, kot je navedeno, na zamrznjenih ali v parafin vstavljenih
rezinah z dolo¢enimi zahtevami za fiksiranje. Lahko pride do nepri¢akovanega izrazanja antigena, zlasti pri neoplazmah. Pri klini¢ni
razlagi obarvane rezine tkiva morate upostevati morfolo$ko analizo in oceno ustreznih kontrol.
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Dodatki in spremembe k prej$nji izdaji

Navedba smiselno ni potrebna.

Datum izdaje

19 oktober 2018
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Imunohistokemijska metodologija za uporabo protiteles Novocastra™
pri zamrznjenem miSi¢nem tkivu.

Potrebni reagenti, ki niso prilozeni

Standardna topila, ki se uporabljajo v imunohistokemiji.

FizioloSka raztopina s 50 mM pufra tris (TBS), pH 7,6.

Redcilo za protitelesa — normalni serum, optimalno razred¢en v TBS.

Normalni serum vrst, pri katerih je pridobljeno sekundarno protitelo.

Sekundarno s peroksidazo konjugirano protitelo — pripravite skladno s priporocili izdelovalca.

3,3’ diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) — pripravite in uporabite skladno s priporocili izdelovalca.

NoorON 2

Medij za pritrjevanje — uporabljajte skladno s priporoéili izdelovalca.

Potrebna oprema, ki ni prilozena

1. Inkubator, nastavljen na 25 °C.

2. Splo$na oprema za imunohistokemijski laboratorij.
3. Elektri¢ni ventilator za suSenje preparatov z zrakom.

Raztopine za pridobivanje antigenov (glejte priporocila za uporabo)
Ne velja za zamrznjene rezine.

Metodologija

Preden uporabniki zaénejo uporabljati to metodologijo, morajo biti usposobljeni za delo z imunohistokemijskimi tehnikami.
Uporabniki morajo sami dolociti optimalne razredcitve protiteles. Vse korake izvajajte pri temperaturi 25 °C, razen ¢e je navedeno
drugace.

1. Odrezite in namestite rezine debeline 4-10 pm na objektna stekelca, prevlecena z ustreznim lepilom za tkivo, ter susite z zrakom
najmanj eno uro.

Inkubirajte rezine z optimalno razredcenim primarnim protitelesom (glejte priporocila za uporabo).
Izpirajte v pufru TBS 2 x 5 minut in pri tem nezno stresajte.

Rezine inkubirajte v ustreznih s peroksidazo konjugiranih sekundarnih protitelesih.

Izpirajte v pufru TBS 2 x 5 minut in pri tem nezno stresajte.

Inkubirajte preparate v DAB.

Preparate izperite v Cisti vodi.

© N OA LN

Dehidrirajte, ocistite in pritrdite rezine.
Dodatki in spremembe k prej$nji izdaji
Navedba smiselno ni potrebna.

Datum izdaje

4. februar 2008 (Protocol CE/zamrznjena misica).
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Novocastra~ Lyofilizovana mysi monoklonélni protilatka
Delta-Sarcoglycan
Kdéd vyrobku: NCL-d-SARC

Zamyslené pouziti

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

NCL-d-SARC je uréen k imunohistochemickému kvalitativnimu stanoveni delta-sarkoglykanu svételnou mikroskopii. Klinickou
interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vySetfenim s pouzitim spravnych kontrol a
zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Princip metody

Imunohistochemické (IHC) barvici techniky umozriuji vizualizaci antigenti pomoci sekvenéni aplikace specifické protilatky proti

antigenu (primarni protilatka), sekundarni protilatky proti primarni protilatce a enzymového komplexu s chromogennim substratem s
interponovanymi omyvacimi kroky. Enzymaticka aktivace chromogenu ma za nasledek viditelnou reakci produktu v misté antigenu.
Vzorek pak muze byt kontrastné nabarven a prekryt krycim sklickem. Vysledky se interpretuji ve svételném mikroskopu; jsou pomtckou
v diferencidlni diagnostice patofyziologickych procesu, které mohou, ale nemusi, souviset s pfislusnym antigenem.

Klon
5Sarc3/12C1

Imunogen
Synteticky peptid obsahujici aminokyseliny 1-19 na N-terminu sekvence lidského delta-sarkoglykanu (Jung D. et al., 1966).

Specificita
Lidsky delta-sarkoglykan (35 kD). Nereaguje s delta-sarkoglykanem v fezech ze svall mysi, krysy, kralika, psa, kufete, kiecka a vepre.
Ostatni zvifeci druhy nebyly testovany.

Slozeni reagencie

NCL-d-SARC je lyofilizovany supernatant z tkafové kultury obsahujici jako konzervaéni prostfedek azid sodny. UZivatel musi obsah
lahvicky rekonstituovat spravnym objemem sterilni destilované vody, jak je uvedeno na stitku na lahvicce.

Tiida Ig

IgG2a

Koncentrace celkového proteinu

Koncentrace celkového proteinu specificka pro $arzi je uvedena na $titku na lahvicce.

Koncentrace protilatek
24 mg/l nebo vyssi. Koncentrace imunoglobulinu (Ig) specificka pro Sarzi je uvedena na $titku na lahvicce.

Doporuéeni k pouziti
Imunohistochemické vysetieni (viz Metodika) na zmrazenych fezech. Doporucené fedéni: 1:25-1:50 po dobu 60 minut pfi 25 “C. Toto
doporuceni je uvedeno jako voditko; uzivatelé musi stanovit viastni optimalni pracovni fedéni.

Skladovani a stabilita

Neoteviené protilatky uchovavejte pfi teploté 2—8 °C. Za téchto podminek nedojde k vyznamnému snizeni funkénosti produktu az do
doby pouzitelnosti uvedené na stitku na lahvi¢ce. Nepouzivejte po uplynuti data exspirace uvedeného na stitku na lahvicce. Pokud jsou
rekonstituované protilatky uchovavany pfi teploté 2—8 °C, jsou stabilni nejméné dva mésice. PFi dlouhodobém skladovani se doporucuje,
aby byly alikvoty rekonstituovanych protilatek uchovavany zmrazené pfi teploté -20 °C (nedoporucuji se beznamrazové mrazici boxy).
Je nutno zabranit opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Pracovni roztok pfipravte ve dnu pouziti. Okamzité po pouZiti vratte do
teploty 2—8 ‘C. Podminky skladovani jiné nez vySe uvedené musi uzivatel validovat.

Priprava vzorku
Tkarové bloky ze vzorku zmrazte v isopentanu chlazeném tekutym dusikem (viz Varovani a bezpecnostni opatfeni). Vzorky nevyzaduji
dalsi fixaci, ale mély by byt zality smési OCT™ (Sakura, produkt €. Tissue-Tek 4583).
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Varovani a bezpeénostni opatreni

Lyofilizované protilatky
Novocastra

H302: Zdravi $kodlivy pfi
poziti. H317 Muze vyvolat
alergickou kozni reakci.
H334: Pfi vdechovani mlze
vyvolat pfiznaky alergie
nebo astmatu nebo dychaci
potize.

H411: Toxicky pro vodni
organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

EUHO032: Uvoliiuje vysoce
toxicky plyn pfi styku s
kyselinami.

Obsahuje smés: azid sodny
(<10 %), benzylpenicilin sodny
(<10 %), streptomycin sulfat
(<10 %).

Signalni slova: Nebezpeci.

P261: Zamezte vdechovani prachu/dymu/plynu/mlhy/par/
aerosoll.

P264: Po manipulaci si dukladné omyjte ruce.

P270: Pri pouzivani tohoto vyrobku nejezte, nepijte ani nekurte.
P272: Kontaminovany pracovni odév nesmi byt odnesen z
pracovisté.

P273: Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostredi.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy $tit.

P284: V pfipadé nedostateéného vétrani pouzivejte vybaveni pro
ochranu dychacich cest.

P301+312: PRI POZITI: Necitite-li se dobre, volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/Iékare.
P302+352: PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim vody
a mydla.

P304+340: PRI VDECHNUTI: Pfeneste osobu na &erstvy vzduch
a ponechte ji v poloze usnadnujici dychani.

P330: Vyplachnéte Usta.

P333+313: Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osSetieni.

P342+311: P¥i dychacich potizich: Volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO/Iékate.

P362+364: Kontaminovany odév sviéknéte a pred opétovnym
pouzitim jej vyperte.

P391: Unikly produkt seberte.

P501: Obsah/nadobu zlikvidujte ve sbérném misté pro
nebezpecny nebo zvlastni odpad.

Tato reagencie byla pfipravena ze supernatantu z bunééné kultury. ProtoZe jde o biologicky produkt, je nutno manipulaci s ni vénovat

nalezitou pozornost.

Tato reagencie obsahuje azid sodny. Bezpecnostni list materidlu je k dispozici na pozadani nebo je dostupny na webu www.
LeicaBiosystems.com Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduijte ve federalnich, statnich nebo mistnich

nafizenich.

Se vzorky, pied fixaci i po fixaci, a se véemi materidly jim vystavenymi, je nutno zachazet, jako by mohly zplsobit pfenos infekce, a
likvidovat je s nalezitymi bezpeénostnimi opatfenimi.” Reagencie nikdy nepipetujte Usty a zabrarite styku reagencii a vzorku s kizi a
sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnozstvim vody. Vyhledejte

lékafskou pomoc.

Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.
Inkubaéni doby nebo teploty jiné nez predepsané mohou vést k chybnym vysledkim. VSechny takové zmény musi byt uzivatelem

validovany.

Tekuty dusik zpUsobuje kvuli své mimoradné nizké teploté popaleniny, proto se pii manipulaci s nim musi pouzivat ochranny odév
veéetné rukavic a obli¢ejového Stitu. Pouzivejte v dobfe vétranych prostorech.
Isopentan je vysoce hoflavy a zdravi kodlivy pfi poZiti a vdechovani. Je rovnéz drazdivy pro kizi a oci a ve vysoké koncentraci ma

narkotické vlastnosti.

Kontrola jakosti

Rozdily ve zpracovani tkani a v technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou zplisobit vyznamnou variabilitu vysledkd, coz
vyzaduje kromé nize uvedenych postupt i pravidelné provadéni kontrol v laboratofi.
Kontroly musi byt Cerstvé pitevni/bioptické/operacni vzorky co nejdiive zmrazené stejnym zpusobem jako vzorek/vzorky pacienta.

Pozitivni tkafiova kontrola

Pouziva se k prikazu spravné pripravenych tkani a spravnych barvicich technik.
V kazdém barvicim cyklu musi byt pouZzita jedna pozitivni tkafiova kontrola pro kazdy soubor testovacich podminek.
Pro optimalni kontrolu jakosti a k detekci mensiho stupné degradace reagencie je vhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim barvenim nez

tkan se silnym pozitivnim barvenim.?
Doporucenou pozitivni tkafiovou kontrolou je kosterni sval.

Pokud pozitivni tkarnova kontrola nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkd povazovany za neplatné.

Negativni tkanova kontrola

Musi byt vySetfena po pozitivni tkariové kontrole k ovéfeni specificity oznaceni cilového antigenu primarni protilatkou.

Doporucena negativni kontrolni tkarn nebyla stanovena.

Alternativné casto predstavuje mista negativni kontroly fada rtiznych typi bunék pfitomnych ve vétsiné tkarnovych fezu, to ale musi

uzivatel validovat.

Nespecifické barveni, je-li pfitomno, ma obvykle difuzni vzhled. V fezech ze tkdni nadmérné fixovanych formalinem mize byt také
zjisténo sporadické barveni pojivové tkané. K interpretaci vysledkt barveni pouzijte neporusené buriky. Nekrotické nebo degenerované
buriky se Casto barvi nespecificky.® Fale$né pozitivni vysledky mohou byt disledkem neimunologické vazby proteint nebo produktt
reakéniho substratu. Mohou byt také zptsobeny endogennimi enzymy, jako je napf. pseudoperoxidaza (erytrocyty), endogenni
peroxidaza (cytochrom C) nebo endogenni biotin (napf. jatra, prs, mozek, ledviny), podle typu pouzitého imunobarviva. K odli$eni aktivity
endogennich enzymu ¢i nespecifické vazby enzymu od specifické imunoreaktivity mohou byt barveny dalsi tkané pacienta vyluéné
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chromogennim substratem, pfipadné enzymovymi komplexy (avidin-biotin, streptavidin, znaceny polymer) a chromogennim substratem.
Pokud dojde v negativni tkariové kontrole ke specifickému barveni, musi byt vysledky vzorkl pacienta povazovany za neplatné.

Negativni reagenc¢ni kontrola

K vyhodnoceni nespecifického barveni a umoznéni lepsi interpretace specifického barveni v misté antigenu pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta nespecifickou negativni reagenc¢ni kontrolu misto primarni protilatky.

Tkan pacienta

Nakonec vysetrete vzorky pacienta barvené pomoci NCL-d-SARC. Intenzita pozitivhiho barveni musi byt zhodnocena v kontextu se
v&im nespecifickym barvenim pozadi u negativni reagenéni kontroly. Jako u kazdého imunohistochemického vySetfeni, negativni
vysledek znamenad, Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen neni ve vysetfovanych burikach/tkanich pfitomen. V pfipadé potfeby
pouzijte k identifikaci fale$né negativnich reakci panel protilatek.

Ocekavané vysledky

Normaini tkané

Klon BdSarc3/12C1 detekuje protein delta-sarkoglykan v sarkolemé vlaken kosternich, srdecnich a hladkych svall.

Abnormalni tkané

Klon dSarc3/12C1 byl pouzit pfi imunohistochemickych vysetfenich u vice nez 850 pacientli ke stanoveni deficience glykoproteinu
spojeného s dystrofinem 35 kD, delta-sarkoglykanu.

NCL-d-SARC se doporuéuje k imunohistochemickému stanoveni lidského delta-sarkoglykanu.

Obecna omezeni

Imunohistochemické vySetfeni je vicekrokovy diagnosticky proces, ktery spociva ve specializovaném $koleni ve vybéru vhodnych
reagencii; vybéru, fixaci a zpracovani tkani; pfipravé imunohistochemickiho skli¢ka; a v interpretaci vysledkd barveni.

Barveni tkané zavisi na manipulaci s tkani a jejim zpracovani pred barvenim. Nespravnym postupem pfi fixaci, zmrazeni, rozmrazeni,
omyvani, suseni, zahfivani, krdjeni fezt nebo kontaminaci jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou vzniknout artefakty, maze dojit k
vychytavani protilatek nebo k faleSné negativnim vysledkum. Nekonzistentni vysledky mohou byt dusledkem odchylek ve fixacnich
metodach a metodach zaliti, nebo pfirozenych odchylek ve tkani.* Nadmérné nebo nedostatecné kontrastni barveni mize narusit
spravnou interpretaci vysledku.

Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vysetfenim s pouzitim spravnych
kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Protilatky spolecnosti Leica Biosystems Newcastle Ltd se pouzivaji, jak bylo uvedeno, u zmrazenych nebo u parafinovych fezl se
specifickymi poZadavky na fixaci. Muze dojit k expresi neocekavanych antigent, zejména u nadoru. Klinicka interpretace jakéhokoli
barveného tkanového fezu musi zahrnovat morfologickou analyzu a zhodnoceni pfislusnych kontrol.
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Imunohistochemické metodika pri pouZiti protilitek Novocastra™ na
zmrazené svalové tkani.

Potirebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky

Standardni rozpoustédla pouzivana v imunohistochemii.

Fyziologicky roztok pufrovany 50mM roztokem tris-pufru (TBS), pH 7,6.

Redici roztok na protilatky - normalni sérum optimainé naredéné v TBS.

Normalni sérum druhu, ze kterého byla ziskana sekundarni protilatka.

Sekundarni protilatka konjugovana s peroxidazou - pouzijte podle doporuéeni vyrobce.

3,3’ diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB) - pfipravte a pouzijte podle doporuceni vyrobce.
Fixa¢ni médium — pouzijte podle doporuceni vyrobce.

NoorON 2

Potirebné vybaveni, které neni dodano

1. Inkubator nastaveny na 25 °C.

2. Obecné vybaveni imunohistochemické laboratore.
3. Elektricky ventilator k suSeni skli¢ek vzduchem.

Odmaskovaci roztoky pro antigen (viz Doporuéeni k pouziti)
Nevztahuje se na zmrazené fezy.

Metodika

Nez uzivatelé pfistoupi k této metodice, musi byt proskoleni v imunohistochemickych technikach.

UzZivatelé musi stanovit optimalni fedéni pro protilatky. Pokud neni uvedeno jinak, provadéji se vSechny kroky pfi 25 "C.
1. Nakrdjejte fezy o tloustce 4—10 pm, namontujte je na skli¢ka potazena vhodnym tkanovym lepidlem a suste na vzduchu po dobu
nejméné jedné hodiny.

Rezy inkubujte v optimalné nafedéné primarni protilatce (viz Doporugeni k pouZiti).

Omyveijte v pufru TBS po dobu 2 x 5 minut s lehkym kyvanim.

Rezy inkubujte v pfislusné sekundarni protilatce konjugované s peroxidazou.

Omyvejte v pufru TBS po dobu 2 x 5 minut s lehkym kyvanim.

Sklicka inkubujte v DAB.

Sklicka oplachnéte v Cisté vodé.

© N o AN

Rezy odvodnéte, projasnéte a namontuijte.
Opravy predchoziho vydani
Nevztahuje se..
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Lyofilizovand mysia monoklonalna protilatka Novocastra™
Delta-Sarcoglycan

Kod produktu: NCL-d-SARC

Zamyslané pouzitie

Na diagnostické poutZitie in vitro.

NCL-d-SARC sluzi na kvalitativnu identifikaciu delta-sarkoglykédnu pomocou svetelnej mikroskopie pri imunohistochemickom postupe.
Klinicka interpretacia akéhokolvek farbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami za pouzitia
zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit v kontexte klinickej anamnézy pacienta a inych diagnostickych testov vedenych
kvalifikovanym patolégom.

Princip postupu

Techniky imunohistochemického (IHC) zafarbenia umozriuju vizualizaciu antigénov sekvencnou aplikéaciou Specifickej protilatky proti
antigénu (primarna protilatka), sekundarnej protilatky proti primarnej protilatke a enzymatického komplexu s chromogénnym substratom.
Medzi jednotlivymi krokmi prebieha premyvanie. Enzymaticka aktivacia chromogénu vytvara v mieste antigénu viditelné produkty
reakcie. MéZete doplnit kontrastné zafarbenie vzorky a zakryt ju krycim skli¢kom. Vysledky sa interpretuja pomocou svetelného
mikroskopu a napomahaju pri diferenciélnej diagnostike patofyziologickych procesov, ktoré mézu, ale nemusia byt spojené s urcitym
antigénom.

Klon

5Sarc3/12C1

Imunogén

Synteticky peptid obsahujuci aminokyseliny 1-19 na N-konci sekvencie ludského delta-sarkoglykanu (Jung D. et al.,1966).
Specificita

Ludsky delta-sarkoglykan (35 kD). Nereaguije s delta-sarkoglykdnom v rezoch svalov z mysi, potkanov, kralikov, psov, kurciat, Skreckov
ani prasiat. Dal3ie Zivo&igne druhy neboli testované.

Zlozenie ¢inidla

NCL-d-SARC je lyofilizovany supernatant na tkanivovu kultivaciu obsahujuci azid sodny ako konzervaénu latku. Pouzivatel musi
rekonstituovat obsah flasticky so spravnym objemom sterilnej destilovanej vody. ako sa uvadza na $titku flasticky.

Trieda Ig
IgG2a

Celkova koncentracia proteinov
Celkovu koncentraciu proteinov Specifickli pre $arzu najdete na Stitku frasticky.

Koncentracia protilatok
Véacsia alebo rovna 24 mg/l. Koncentraciu |g $pecifickul pre $arzu najdete na $titku flasticky.

Odporucania na pouzitie
Imunohistochémia (pozri Metéda) zmrazenych rezov. Odpordc¢ané riedenie: 1: 25 — 1 : 50 poc¢as 60 minut pri teplote 25 °C. Tato
hodnota je orientacna, pouzivatelia si musia stanovit svoje vlastné optimalne pracovné riedenia.

Uskladnenie a stabilita

Neotvorenu protilatku skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Za tychto podmienok neddjde k vyznamnej strate Géinnosti produktu do

datumu exspiracie, ktory sa uvadza na $titku flasticky. Nepouzivajte po uplynuti datumu exspiracie uvedeného na $titku flasticky.
Rekonétituovana protilatka je stabilna minimalne dva mesiace, ak sa skladuijte pri teplote 2 — 8 °C. Pri dlhodobom skladovani

sa odporuca ulozit alikvoty rekonstituovanej protilatky do mraznicky pri teplote -20 °C (mraznicky s technolégiou frost-free sa
neodportcaju). Opakovanému zmrazovaniu je nutné zamedzit. Pracovné zriedené roztoky pripravte v den ich pouzitia. Okamzite po
pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C. Iné nez vysSie uvedené podmienky skladovania si vyZaduju validaciu pouzivatelom.

Priprava vzorky

Bloky tkaniva zamrazte v izopentane chladenom tekutym dusikom (pozri ¢ast Varovania a bezpe¢nostné opatrenia). Vzorky si
nevyzaduju dal$iu fixaciu, ale maju sa zaliat' do zlu¢eniny OCT™ (Sakura, €. produktu Tissue-Tek 4583).
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Varovania a bezpeénostné opatrenia

Lyofilizované protilatky H302: Skodlivy po poziti. P261: Zamedzte vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/pary/

Novocastra H317: Moze vyvolat aerosolov.

Obsahuje zmes: azidu sodného alergicky koznu reakciu. P264: Po manipul&cii si dokladne umyte ruky.

(<10 %), benzylpenicilinu H334: Pri vdychnuti moze P270: Pri pouzivani vyrobku nejedzte, nepite ani nefajcite.

sodného (<10 %), streptomycin vyvolat alergiu alebo P272: Je zakazané vyniest kontaminovany pracovny odev z

sulfatu (<10 %). priznaky astmy, alebo pracoviska.

L .. . dychacie tazkosti. P273: Zabrarite uvolneniu do Zivotného prostredia.

Signéine slova: Nebezpecenstvo. H411: Toxicky pre vodné P280: Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
organizmy, s dlhodobymi okuliare/ochranu tvare.
ucinkami. P284: V pripade nedostatoéného vetrania, pouzivajte ochranu
EUHO032: Pri kontakte s dychacich ciest.
kyselinami uvolfiuje velmi P301+312: PO POZITI: Ak sa necitite dobre, zavolajte do
toxicky plyn. TOXIKOLOGICKEHO CENTRA alebo lekarovi.

P302+352: PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym
mnozstvom mydla a vodou.
P304+340: PO VDYCHNUTI: Presurite osobu na &erstvy vzduch
a umoznite jej pohodine dychat.
P330: Vyplachnite Usta.
P333+313: Ak sa prejavi podrazdenie pokozky alebo sa vytvoria
vyrazky: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
P342+311: Pri stazenom dychani: Zavolajte TOXIKOLOGICKE
CENTRUM alebo lekara.
P362+364: Kontaminovany odev vyzlecte a pred dal$im pouzitim
vyperte.
P391: Zozbierajte uniknuty produkt.
P501: Obsah/zasobnik zlikvidujte v zberni nebezpeéného alebo
$pecialneho odpadu.
Toto ¢inidlo bolo pripravené zo supernatantu bunkovej kultury. KedZe ide o biologicky produkt, pri manipulacii je nutné vynalozit
zodpovedajucu starostlivost.
Toto ¢inidlo obsahuje azid sodny. Materidlovy bezpecnostny list je k dispozicii na poZiadanie alebo na strankach www.LeicaBiosystems.
com.
Likvidaciu pripadnych potencidlne toxickych sucasti definuju federalne, $tatne alebo miestne predpisy.
So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prisli do kontaktu, je nutné manipulovat ako s potencialne
infekénymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajtcich bezpe&nostnych opatrni.’ Cinidla nikdy nepipetujte Gstami a zabrarite
kontaktu ¢inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostant do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich velkym
mnozstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.
Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu €inidiel. V opacénom pripade méze dojst k zvySeniu neSpecifického zafarbenia.
Nedodrzanie predpisanych inkubaénych dob alebo teplot méze viest k nespravnym vysledkom. Vsetky takéto zmeny si vyzaduju
validaciu pouzivatelom.
Tekuty dusik vdaka svojej extrémne nizkej teplote spdsobuje popaleniny. Pri manipulacii s nim pouzivajte ochranny odev vratane rukavic
a §titu. Pouzivajte na dobre vetranom mieste.
Izopentan je velmi horfavy a Skodlivy pri poZiti a vdychnuti. Zaroven drazdi koZu a oci a vo vysokych koncentraciach ma narkotické
ucinky.

Kontrola kvality

Rozdiely v spracovani tkaniva a technickych postupoch v laboratériu pouzivatela mézu viest k vyznamnému kolisaniu vysledkov, ¢o si
vyzaduje, okrem nasledujucich postupov, aj pravidelné interné kontroly.
Kontroly by mali byt ¢erstvé pitevné/bioptické/chirurgické vzorky ¢o najskoér zmrazené rovnakym spdsobom ako vzorky pacienta.

Pozitivna kontrola tkanivom

Identifikuje spravne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia.

Kazda suprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia musi obsahovat' jednu pozitivhu kontrolu tkanivom.

Tkanivo so slabym pozitivnym farbenim je pre optimainu kontrolu kvality a na detekciu slabSej degradacie Cinidla vhodnejSie nez tkanivo
s0 silnym pozitivnym farbenim.?

Odporucané tkanivo na pozitivnu kontrolu je kostrovy sval.

Ak pozitivna kontrola tkanivom nebude vykazovat' pozitivne zafarbenie, vysledky testovanych vzoriek je nutné povazovat za neplatné.

Negativna kontrola tkanivom

Nutné vySetrit po pozitivnej kontrole tkanivom s cielom overit $pecificitu znacenia cielového antigénu primarnou protilatkou.
Odporucané tkanivo na negativnu kontrolu nebolo stanovené.

Ako negativnu kontrolu je mozné pouzit' aj rozne typy buniek pritomné vo vacsine tkanivovych rezov, takyto postup si v8ak vyzaduje
validaciu pouzivatelom.

Pripadné nespecifické farbenie ma obvykle difizny vzhlad. V rezoch tkaniv silne fixovanych formalinom méze byt pozorované
sporadické farbenie spojiva. Na interpretaciu vysledkov farbenia pouzivajte intaktné bunky. Nekrotické alebo degenerované bunky
sa Casto farbia ne$pecificky.® Falo$ne pozitivne vysledky mozu byt pozorované v désledku neimunologickej vazby proteinov alebo
produktov reakcie substratu. M6zu byt spésobené aj endogénnymi enzymami, ako napr. pseudoperoxidazou (erytrocyty), endogénnou
peroxidazou (cytochrém C) alebo endogénnym biotinom (napr. pecefi, prsnik, mozog, obli¢ka) v zavislosti od typu imunologického
farbenia. S cielom diferencovat endogénnu enzymatickl aktivitu alebo neSpecifickil vazbu enzymov od $pecifickej imunoreaktivity
mozete nafarbit dalSie vzorky tkaniv pacienta vyhradne substratovym chromogénom alebo enzymatickymi komplexmi (avidin-biotin,
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streptavidin, znaceny polymér), resp. substratovym chromogénom. V pripade $pecifického farbenia v negativnej kontrole tkanivom je
nutné vysledky vzoriek pacienta povazovat za neplatné.

Negativna kontrola ¢inidlom

Na vyhodnotenie ne$pecifického zafarbenia pouzite neSpecifickli negativnu kontrolu ¢inidlom miesto primarnej protilatky s rezom
jednotlivych vzoriek pacienta, ¢o umozni lepSiu interpretaciu Specifického farbenia na mieste antigénu.

Tkanivo pacienta

Pacientske vzorky zafarbené pripravkom NCL-d-SARC preskumaijte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je nutné vyhodnotit' v
kontexte pripadného

nespecifického zafarbenia negativnej kontroly ¢inidlom na pozadi. Podobne ako pri vSetkych imunohistochemickych testov znamena
negativny vysledok, Ze antigén nebol detegovany. Nepotvrdzuje jeho absenciu v testovanych bunkach/tkanivach. V pripade potreby
identifikujte falo$ne negativne reakcie pomocou panelu protilatok.

Ocakavané vysledky

Normélne tkaniva

Klon dSarc3/12C1 deteguje protein delta-sarkoglykan v sarkoleme svalovych vlidken kostrového, srdcového a hladkého svalstva.
Abnormalne tkaniva

Klon dSarc3/12C1 sa pouziva v imunohistochemickych Studiach s viac ako 850 pacientmi s cielom zistit' deficienciu glykoproteinu 35 kD
asociovaného s dystrofinom, delta-sarkoglykanu.

NCL-d-SARC sa odporuca na identifikaciu fudského delta-sarkoglykéanu pri imunohistochemickom postupe.

VSeobecné limitacie

Imunohistochémia je diagnosticky postup pozostavajuci z viacerych krokov, ktory si vyzaduje $pecializované zaskolenie vo vybere
zodpovedajucich cinidiel, vybere tkaniv, fixacie a spracovania, priprave IHC sklicka a interpretacii vysledkov farbenia.

Farbenie tkaniva zavisi od manipulacie s tkanivom a od jeho spracovania pred farbenim. Nespravna fixacia,
zmrazovanie,rozmrazovanie, premyvanie, susenie, ohrievanie, rezanie alebo kontaminacia inymi tkanivami ¢i tekutinami mézu viest’

k vzniku artefaktov, zachytu protilatok alebo faloSne negativnym vysledkom. Inkonzistentné vysledky mézu byt spésobené zmenami
metdd fixacie a montéaze preparatov alebo inherentnymi nepravidelnostami v tkanive.*

Nadmerné alebo neuplIné kontrastné farbenie méze narusit spravnost interpretacie vysledkov.

Klinicka interpretacia akéhokolvek farbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami za pouzitia
zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit' v kontexte klinickej anamnézy pacienta a inych diagnostickych testov vedenych
kvalifikovanym patolégom.

Protilatky spolo¢nosti Leica Biosystems Newcastle Ltd st uréené na pouZitie na zmrazenych rezoch alebo rezoch zaliatych parafinom

so $pecifickymi poziadavkami na fixaciu, ako uvadza tento dokument. Najma pri neoplaziach méze dojst k necakanej expresii antigénov.
Klinicka interpretacia akychkolvek farbenych tkanivovych rezov musi zahftiat morfologickt analyzu a vyhodnotenie zodpovedajtcich kontrol.
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Upravy predchadzajiceho vydania

Neuplatiiuje sa.

Datum vydania
19 oktéber 2018
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Imunohistochemicka metoda pouZitia protilaitok Novocastra™ na
zmrazenom svalovom tkanive.

Pozadované, ale nedodavané cinidla

NoorON 2

Standardné rozpustadla pouzivané v imunohistochémii

50mM tris-pufrovany fyziologicky roztok (TBS), pH 7,6

Zriedovadlo protilatok — normalne sérum optimane zriedené v TBS.

Normalne sérum z druhu, z ktorého pochadza sekundarna protilatka.

Sekundarna protilatka konjugovana s peroxidazou — pouzivajte podla odportcania vyrobcu.

3,3’ diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB) — pripravte a pouzivajte podla odportic¢ania vyrobcu.
Upevriovacie médium — pouzivajte podla odportéania vyrobcu.

Pozadované, ale nedodavané vybavenie

1.
2.
3.

Inkubator nastaveny na teplotu 25 °C.
VSeobecné vybavenie imunohistochemického laboratéria
Elektricky ventilator na susenie skli¢ok vzduchom.

Antigénovy zachytny roztok (pozri ¢ast’ Odporuc¢ania na pouzitie)
Netyka sa zmrazenych rezov.
Metoda

Pouzivatelia musia byt vy$koleni v oblasti imunohistochemickych technik skér, nez pristupia k tejto metéde.
Pouzivatel musi stanovit optimalne riedenie protilatok. Ak nie je uvedené inak, vSetky kroky sa vykonavaju pri teplote 25 °C.

1.

© N o AN

Rezy narezte na 4 — 10 um a upevnite na skli¢ka pokryté vhodnou vrstvou tkanivového lepidla a nechajte ich minimalne jednu
hodinu schnut na vzduchu.

Rezy inkubujte s optimalne zriedenou primarnou protilatkou (pozri ¢ast Odporuc¢ania na pouzitie).
Premyte v TBS 2-krat po 5 minut s lahkym kolisanim.

Rezy inkubuijte vo vhodnej sekundarnej protilatke konjugovanej s peroxidazou.

Premyte v TBS 2-krat po 5 minut s lfahkym kolisanim.

Sklicka inkubujte v DAB.

Sklicka oplachnite v Cistej vode.

Dehydratuijte, ocistite a upevnite rezy.

Upravy predchadzajlceho vydania
Neuplatiiuje sa.

Datum vydania
4. februara 2008 (CE protokol/zmrazeny sval).
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