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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 I'uso

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

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de uso

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

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

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

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

Lees venligst for produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen voor gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fer du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

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

Monsi, npoyeteTte npeawu ynotpeba Ha TO31 NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznélatba vétele el6tt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni inainte de a utiliza produsul.
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



NCL-L-PGP9.5
Page 1



Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody
Protein Gene Product 9.5

Product Code: NCL-L-PGP9.5

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

NCL-L-PGP9.5 is intended for the qualitative identification by light microscopy of Protein Gene Product 9.5 molecules in paraffin
sections. The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies using proper
controls and should be evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Principle of Procedure

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

Clone
10A1

Immunogen

Prokaryotic recombinant fusion protein corresponding to the full length of the protein gene product 9.5 molecule.
Specificity

Human protein gene product 9.5.

Reagent Composition

NCL-L-PGP9.5 is a liquid tissue culture supernatant containing sodium azide as a preservative.

Ig Class
1gG2b

Total Protein Concentration

Refer to vial label for lot specific total protein concentration.

Antibody Concentration
Greater than or equal to 35 mg/L as determined by ELISA. Refer to vial label for batch specific Ig concentration.

Recommendations On Use
Immunohistochemistry on paraffin sections.
Heat Induced Epitope Retrieval (HIER): Please follow the instructions for use in Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Suggested dilution: 1:40 for 30 minutes at 25 °C. This is provided as a guide and users should determine their own optimal working
dilutions.

Visualization: Please follow the instructions for use in the Novolink™ Polymer Detection Systems. For further product information or
support, contact your local distributor or regional office of Leica Biosystems, or alternatively, visit the Leica Biosystems Web site,

www.LeicaBiosystems.com
The performance of this antibody should be validated when utilized with other manual staining systems or automated platforms.

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

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

Warnings and Precautions

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

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.
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Quality Control

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

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

Positive Tissue Control

Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques.

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

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

Recommended positive control tissue is small bowel where enteric ganglion cells stain.
If the positive tissue control fails to demonstrate positive staining, results with the test specimens should be considered invalid.

Negative Tissue Control

Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the primary antibody.
Recommended negative control tissue is tonsil where the lymphoid cells are negative.

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

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

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

Negative Reagent Control

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

Patient Tissue

Examine patient specimens stained with NCL-L-PGP9.5 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 10A1 detected the protein gene product 9.5 (PGP9.5) in neurons and nerve fibers of the central and peripheral nervous system.

It was also detected in the cytoplasm and nucleus of some neuroendocrine cells, in segments of renal tubules, in spermatogonia and
Leydig cells of the testis, in ova and corpora lutea (Total number of normal tissues evaluated = 107).

Abnormal Tissues

Clone 10A1 stained 8/20 neuroendocrine carcinomas (including 3/9 carcinoids, 3/9 atypical carcinoids and 2/2 small cell carcinomas),
4/38 adenocarcinomas, 2/8 squamous cell carcinomas, 2/3 astrocytomas, 1/3 urothelial carcinomas of the bladder. No staining was seen
in renal clear cell carcinomas (0/3) and papillary carcinomas of the thyroid (0/2) (Total number of abnormal cases evaluated= 77).

NCL-L-PGP9.5 is recommended for the detection of human PGP9.5 protein in normal and neoplastic tissues. as an adjunct to
nventional hi hol ing non-immunologic hi: hemical stains.

General Limitations

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

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

The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies using proper controls and
should be evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Antibodies from Leica Biosystems Newcastle Ltd are for use, as indicated, on either frozen or paraffin-embedded sections with specific
fixation requirements. Unexpected antigen expression may occur, especially in neoplasms. The clinical interpretation of any stained
tissue section must include morphological analysis and the evaluation of appropriate controls.

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 I: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.
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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. Beresford L, Orange O, Bell EB et al. Nerve fibres are required to evoke a contact sensitivity response in mice. Immunology. 2004;
111(1):118-125.

Amendments to Previous Issue

Reagent Composition, Total Protein Concentration, Antibody Concentration, Recommendations on Use, Warnings and Precautions,

Results Expected.
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Novocastra~ Anticorps Monoclonal liquide de Souris
Protein Gene Product 9.5
Référence du Produit: NCL-L-PGP9.5

Utilisation Prévue

Diagnostic in vitro.

Le NCL-L-PGP9.5 est destiné a I'identification qualitative par microscopie optique de la molécules Protein Gene Product 9.5 sur

des coupes en paraffine. L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit étre complétée par des études
morphologiques utilisant des controles appropriés et doit étre évaluée par un pathologiste qualifié a la lumiere des antécédents cliniques
du patient et d’autres analyses diagnostiques.

Principe de la Procédure

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

d’un anticorps spécifique sur un antigéne (anticorps primaire), d’un anticorps secondaire sur I'anticorps primaire et d’'un complexe
enzymatique comportant un substrat chromogene, avec des étapes de lavage intercalées. L'activation enzymatique du 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
10A1

Immunogéne

Protéine de fusion recombinante procaryote correspondant a I'intégralité de la molécule de PGP 9.5.
Spécificité

PGP 9.5 humaine.

Composition du Réactif
Le NCL-L-PGP9.5 est un surnageant de culture tissulaire liquide contenant une solution d’azoture de sodium comme conservateur.

Classe d’lg
1gG2b

Concentration Totale en Protéines

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

Concentration en Anticorps
Supérieure ou égale a 35 mg/l déterminée par ELISA. La concentration totale en Ig, spécifique du lot, figure sur I'étiquette du flacon.

Recommandations d’utilisation

Immunohistochimie sur coupes en paraffine.

Récupération d’épitopes induite par la chaleur (Heat Induced Epitope Retrieval HIER) : Veuillez respecter le mode d’emploi de
Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Dilution préconisée : 1:40 durant 30 minutes a 25 °C. Ceci n’est donné qu’a titre indicatif et les utilisateurs doivent déterminer leurs
propres dilutions de travail optimales.

Visualisation : Veuillez respecter le mode d’emploi des Novolink™ Polymer Detection Systems. Pour obtenir davantage d’'informations
sur le produit ou une assistance, veuillez contacter votre distributeur local ou le bureau régional de Leica Biosystems. Vous pouvez
également consulter le site Internet de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

Les performances de cet anticorps doivent étre validées lorsqu'il est utilisé avec d'autres systemes de coloration manuels ou
plateformes automatisées.
Conservation et Stabilité

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

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

Mises en Garde et Précautions

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

Ce réactif contient de 'azoture 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.
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Les spécimens, avant et apres fixation, ainsi que toutes les matieres ayant été en contact avec eux, doivent étre manipulés comme

s'ils étaient susceptibles de transmettre une infection et étre éliminés en respectant les précautions appropriées’. Ne jamais pipeter les
réactifs avec la bouche et éviter tout contact des réactifs et des spécimens avec la peau et les membranes muqueuses. Rincer avec de
grandes quantités d’eau en cas de contact des réactifs ou des spécimens avec des zones sensibles. Consulter un médecin.

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

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 contrdles doivent étre des spécimens frais provenant d’autopsies, de biopsies ou d’interventions chirurgicales, fixés au formol,
traités et inclus en cire de paraffine dés que possible, de la méme fagon que le(s) échantillon(s) de patient.

Tissu de Controle Positif

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

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

Le tissu de controle positif recommandé est I'intestin gréle la oul les cellules des ganglions entériques présentent un marquage.

Si le tissu de controle 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 contréle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par I'anticorps primaire.
Les amygdales, dont les cellules lymphoides sont négatives constituent le tissu de controle négatif recommandé.

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

S'il est présent, le marquage non spécifique prend habituellement une apparence diffuse. Un marquage sporadique du tissu conjonctif
peut également étre observé sur des coupes de tissus qui ont été fixées par un exces de formol. Utiliser des cellules intactes pour
l'interprétation des résultats du marquage. Les cellules nécrotiques ou dégénérées sont souvent marquées de fagon non spécifique.®
Des résultats faussement positifs peuvent étre observés en raison d’'une liaison non immunologique a des protéines ou a des produits de
réaction du substrat. lls peuvent également étre provoqués par des enzymes endogénes comme la pseudoperoxydase (érythrocytes), la
peroxydase endogene (cytochrome C), ou la biotine endogéne (foie, sein, cerveau, rein, par exemple) selon le type d’'immunomarquage
utilisé. Pour différencier I'activité des enzymes endogénes 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 chromogéne 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 Contréle 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-L-PGP9.5 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 10A1 a détecté le Protein Gene Product 9.5 (PGP9.5) dans les neurones et les fibres nerveuses du systeme nerveux central
et périphérique. Il a également été détecté dans le cytoplasme et le noyau de certaines cellules neuroendocrines, dans les segments de
tubules rénaux, dans les spermatogonies et les cellules de Leydig des testicules, dans les ovules et les corps lutéaux (nombre total de
tissus normaux évalués = 107).

Tissus anormaux

Le Clone 10A1 a marqué 8/20 carcinomes neuroendocrins (dont 3/9 carcinoides, 3/9 carcinoides atypiques et 2/2 carcinomes a petites
cellules), 4/38 adénocarcinomes, 2/8 carcinomes a cellules squameuses, 2/3 astrocytomes et 1/3 carcinomes urothéliaux de la vessie.
Aucun marquage n'a été observé dans les carcinomes a cellules claires du rein (0/3) et carcinomes papillaires de la thyroide (0/2)
(nombre total de cas anormaux évalués = 77).

NCL-L-PGP9.5 est recommandé pour la détection de la protéine PGP9.5 humaine dans les tissus normaux et néoplasiques, en
complément de I'histopathologie conventionnelle a base de marqueurs histochimiques non-immunologiques.
Limites Générales

L'immunohistochimie est un processus diagnostique constitué de plusieurs étapes qui nécessite une formation spécialisée relative au
choix des réactifs appropriés ; au choix, a la fixation et au traitement des tissus ; a la préparation des lames IHC ; et a l'interprétation des
résultats du marquage.
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Le marquage des tissus dépend de leur manipulation et de leur traitement avant le marquage. Une fixation, une congélation, une
décongélation, un lavage, un séchage, un chauffage, une coupe, incorrects ou une contamination par d’autres tissus ou d’autres
liquides sont susceptibles de conduire a la production d’artefacts, au piégeage de I'anticorps ou a des résultats faussement négatifs.
Des variations dans les méthodes de fixation et d’inclusion, ainsi que des irrégularités propres au tissu, peuvent conduire a des résultats
incohérents.*

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

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

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

Les anticorps de Leica Biosystems Newcastle Ltd sont destinés, selon les besoins, a étre utilisés sur des coupes incluses en paraffine
ou des coupes congelées, et conformément a des exigences particuliéres en matiere de fixation. Une expression antigénique inattendue
est susceptible de se produire, en particulier au niveau des néoplasmes. L'interprétation clinique de toute coupe tissulaire marquée doit
comporter une analyse morphologique et I'évaluation des contréles appropriés.

Bibliographie Générale
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 I: 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. Beresford L, Orange O, Bell EB et al. Nerve fibres are required to evoke a contact sensitivity response in mice. Immunology. 2004;
111(1):118-125.

Amendements Apportés a la Version Précédente

Composition du réactif, Concentration totale en protéines, Concentration en anticorps, Recommandations d’'usage, Avertissements et
précautions, Résultats attendus.

Date de Publication
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Novocastra~ Anticorpo Monoclonale Murino Liquido
Protein Gene Product 9.5
Codice Del Prodotto: NCL-L-PGP9.5

Uso Previsto

Per uso diagnostico in vitro.

NCL-L-PGP9.5 €& destinato all'identificazione qualitativa in microscopia ottica della molecole Protein Gene Product (PGP9.5), in sezioni
incluse in paraffina. L'interpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi morfologici che utilizzino

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

Principio Della Procedura

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

Clone
10A1

Immunogeno

Proteina di fusione ricombinante procariotica, corrispondente alla forma completa (full-lenght) della molecola dell’'ubiquitina idrolasi
(PGP9.5).

Specificita

Ubiquitina idrolasi umana (PGP9.5).

Composizione Del Reagente
NCL-L-PGP9.5 & un supernatante liquido di coltura tissutale, contenente azoturo di sodio come conservante.

Classe Ig
1gG2b

Concentrazione Proteica Totale
Consultare I'etichetta del flaconcino per la concentrazione proteica totale specifica del lotto.

Concentrazione Anticorpale
Superiore o uguale a 35 mg/l, come determinato mediante test ELISA. Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione di Ig
specifica del lotto.

Raccomandazioni Per L’uso

Immunoistochimica su sezioni in paraffina.

Smascheramento termoindotto dell’epitopo (Heat Induced Epitope Retrieval HIER): Si raccomanda di seguire le istruzioni per I'uso

di Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Diluizione consigliata: 1:40 per 30 minuti a 25 °C. Queste raccomandazioni costituiscono delle semplici linee guida; spetta al singolo

utilizzatore stabilire le diluizioni di lavoro ottimali.

Visualizzazione: Seguire le istruzioni per I'uso contenute nei Novolink™ Polymer Detection Systems. Per ulteriori informazioni sul

prodotto o supporto, rivolgersi al distributore di zona o all'ufficio regionale di Leica Biosystems. In alternativa, visitare il sito Web di Leica

Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
uando questo anticorpo viene utilizzato con altri sistemi di colorazione manuale o

dell'anticorpo devono essere verificate.

Conservazione E Stabilita

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

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

Avvertenze E Precauzioni

Questo reagente ¢ stato preparato dal supernatante di coltura cellulare. Trattandosi di un prodotto biologico, va maneggiato con cautela.
Questo reagente contiene azoturo di sodio. E disponibile su richiesta una scheda di sicurezza oppure sul sito www.LeicaBiosystems.com
Fare riferimento alla normativa federale, statale o locale per lo smaltimento dei componenti potenzialmente tossici.
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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.

Controllo Qualita

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

Controllo Positivo Del Tessuto

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

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

Un tessuto a debole colorazione positiva € 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 € l'intestino tenue, dove vengono colorate le cellule dei gangli enterici.

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 € la tonsilla, dove le cellule linfoidi risultano negative.

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

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

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

Controllo Negativo Del Reagente

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

Tessuto Del Paziente

Successivamente, esaminare i campioni biologici del paziente colorati con NCL-L-PGP9.5. 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 10A1 ha rilevato il prodotto genico proteico 9.5 (PGP9.5) nei neuroni e nelle fibre nervose del sistema nervoso centrale e
periferico. E stato, inoltre, rilevato nel citoplasma e nel nucleo di alcune cellule neuroendocrine, in segmenti di tubuli renali, negli
spermatogoni e nelle cellule di Leydig dei testicoli, negli ovociti e nei corpi lutei (Numeto totale di tessuti normali esaminati= 107).
Tessuti anomali

Il clone 10A1 ha colorato 8 di 20 carcinomi neuroendocrini (compresi 3 di 9 carcinoidi, 3 di 9 carcinoidi atipici e 2 di 2 carcinomi a

cellule piccole), 4 di 38 adenocarcinomi, 2 di 8 carcinomi a cellule squamose, 2 di 3 astrocitomi, 1 di 3 carcinomi uroteliali della vescica.
Nessuna colorazione & stata osservata nei carcinomi renali a cellule chiare (0 di 3) e nei carcinomi papillari della tiroide (0 di 2) (Numero
totale di casi anomali esaminati= 77).

L’'uso di NCL-L-PGP9.5 é consigliato per il rilevamento della proteina PGP9.5 umana nei tessuti normali e neoplastici, in
aggiunta all’'istopatologia convenzionale che si avvale di colorazioni istochimiche non immunologiche.
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.

NCL-L-PGP9.5
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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 pudé 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 pud 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. Beresford L, Orange O, Bell EB et al. Nerve fibres are required to evoke a contact sensitivity response in mice. Immunology. 2004;
111(1):118-125.
Modifiche Alla Pubblicazione Precedente

Composizione del reagente, Concentrazione proteica totale, Concentrazione anticorpale, Raccomandazioni per I'uso, Avvertenze e
precauzioni, Risultati attesi.
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Novocastra~ Fliissiger Monoklonaler Maus-Antikorper
Protein Gene Product 9.5
Produkt-Nr.: NCL-L-PGP9.5

Verwendungszweck

Fiir in-vitro-Diagnostik.

NCL-L-PGP9.5 ist fiir den qualitativen Nachweis der Protein Gene Product 9.5-Molekdle in Paraffinschnitten mittels Lichtmikroskopie
gedacht. 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

10A1

Immunogen

Prokaryotisches rekombinantes Fusionsprotein, das dem Proteingenprodukt 9.5-Molekiil in voller Lange entspricht.
Spezifitat

Humanes Proteingenprodukt 9.5.

Reagenzzusammensetzung
NCL-L-PGP9.5 ist ein flissiger Gewebekulturiiberstand, der Natriumazid als Konservierungsmittel enthélt.

lg-Klasse
1gG2b

Gesamtproteinkonzentration
Chargenspezifische Gesamtproteinkonzentration siehe Angaben auf dem Produktetikett.

Antikorperkonzentration

GroRer oder gleich 35 mg/l laut ELISA-Bestimmung. Hinsichtlich der chargenspezifischen Ig-Konzentration siehe Angaben auf dem
Produktetikett.

Gebrauchsempfehlungen
Immunhistochemie bei Paraffinschnitten.

Hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (Heat Induced Epitope Retrieval — HIER) Bitte Gebrauchsanweisung fiir Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH 6 befolgen.

Empfohlene Verdiinnung: 1:40 Uber einen Zeitraum von 30 Minuten bei 25 °C. Dies ist nur eine Empfehlung, und die Benutzer sollten
ihre eigenen optimalen Arbeitsverdiinnungen bestimmen.

Visualisierung: Bitte Gebrauchsanweisung in den Novolink™ Polymer Detection Systems befolgen. Weitere Produktinformationen oder
Support erhalten Sie von Ihrem lokalen Vertriebspartner oder der regionalen Niederlassung von Leica Biosystems oder alternativ auf der
Leica Biosystems Website: www.LeicaBiosystems.com

Die Leistung dieses Antikdrpers sollte unter Verwendung anderer manueller Farbesysteme oder automatischer Plattformen validiert
werden.

Lagerung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Nach Gebrauch sofort wieder bei 2-8 °C lagern. Nach Ablauf des Verfallsdatums (auf dem

Behalteretikett) darf das Produkt nicht mehr verwendet werden. Lagerbedingungen, die von den oben genannten Bedingungen
abweichen, miissen vom Benutzer verifiziert werden.

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

Warnhinweise und Sicherheitsmanahmen

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

Dieses Reagenz enthélt Natriumazid. Ein Materialsicherheits-Datenblatt steht auf Anfrage oder unter folgender Adresse zur Verfligung:
www.LeicaBiosystems.com

Die entsprechenden nationalen und lokalen Bestimmungen und Vorschriften zur Entsorgung potentiell giftiger Komponenten sind
einzuhalten.
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Vor und nach der Fixierung sind die Proben sowie alle Materialien, die mit ihnen in Kontakt gekommen sind, als potentiell infektios
zu behandeln und daher mit entsprechender Vorsicht zu entsorgen.' Reagenzien diirfen niemals mit dem Mund pipettiert werden,
und jeglicher Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und Schleimhauten ist zu vermeiden. Falls Reagenzien oder Proben mit
empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, miissen diese mit reichlich Wasser gespiilt werden. Arztlichen Rat einholen.
Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhéhte unspezifische Farbung auftreten kann.

Falls die spezifizierten Inkubationszeiten oder —temperaturen nicht eingehalten werden, kann es zu fehlerhaften Ergebnissen kommen.
Jegliche Abweichungen von den angegebenen Werten miissen vom Benutzer verifiziert werden.

Qualitatskontrolle

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

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

Positive Gewebekontrolle
Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an.
In jedem Farbelauf sollte fiir jeden Satz Testbedingungen eine positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden.

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

Fir die positive Gewebekontrolle wird Dinndarmgewebe empfohlen, in dem enterische Ganglienzellen gefarbt werden.

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

Negative Gewebekontrolle

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

Fur die negative Gewebekontrolle wird Tonsillengewebe empfohlen, in dem Lymphozyten negativ reagieren.

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

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

Art der verwendeten Immunfarbung kdnnen solche Ergebnisse auch durch endogene Enzyme wie Pseudoperoxidase (Erythrozyten),
endogene Peroxidase (Zytochrom C) oder endogenes Biotin (beispielsweise Leber, Mamma, Gehirn, Niere) hervorgerufen werden.

Um eine endogene Enzymaktivitat bzw. eine unspezifische Enzymbindung von einer spezifischen Immunreaktivitat zu unterscheiden,
konnen zusatzliche Patientengewebe ausschlieBlich 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 Antikdrpers eine unspezifische negative Reagenzkontrolle zu verwenden.

Patientengewebe

Die mit NCL-L-PGP9.5 gefarbten Patientenproben miissen 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 Antikrpern verwendet werden.

Erwartete Ergebnisse

Normalgewebe

Klon 10A1 wies das Protein Gene Product 9.5 (PGP9.5) in Neuronen und Nervenfasern des zentralen und peripheren Nervensystems
nach. Es wurde auch im Zytoplasma und im Zellkern einiger neuroendokriner Zellen, in Segmenten von Nierentubuli, in Spermatogonien
und Leydig-Zellen des Hodens, in Eizellen und Corpora lutea nachgewiesen (Anzahl der insgesamt untersuchten normalen
Gewebeproben = 107).

Abnormale Gewebeproben

Klon 10A1 farbte 8/20 neuroendokrine Karzinome (darunter 3/9 Karzinoide 3/9 atypische Karzinoide und 2/2 kleinzellige Karzinome),
4/38 Adenokarzinome, 2/8 Plattenepithelkarzinome, 2/3 Astrozytome, 1/3 Urothelkarzinome der Blase. Es wurde keine Farbung bei
klarzelligen Nierenkarzinomen (0/3) und papillaren Karzinomen der Schilddriise (0/2) festgestellt (Anzahl der insgesamt untersuchten
abnormalen Gewebeproben = 77).

NCL L-| PGP9 5 W|rd fur den Nachwels von humanem PGP9.5-| Proteln in normalem und neoplastlschem Gewebe als zusatzllches

empfohlen.
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Allgemeine Beschrankungen

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

Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des Gewebes vor dem Farben ab. 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 UnregelméaRigkeiten im Gewebe selbst entstehen.*

Eine exzessive oder unvollstandige Gegenfarbung kann die korrekte Bewertung von Ergebnissen gefahrden.

Die klinische Bewertung einer vorliegenden bzw. fehlenden Farbung sollte durch morphologische Studien mit entsprechenden Kontrollen
erganzt und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer diagnostischer Tests von einem qualifizierten Pathologen
vorgenommen werden.

Antikérper von Leica Biosystems Newcastle Ltd sind wo angezeigt fiir die Verwendung entweder auf gefrorenen oder in Paraffin
eingebetteten Schnitten mit spezifischen Fixierungsanforderungen bestimmt. Es kann insbesondere bei Neoplasmen zu einer
unerwarteten Antigenexpression kommen. Die klinische Bewertung eines gefarbten Gewebeschnitts muss eine morphologische Analyse
und die Auswertung der entsprechenden Kontrollen einschlieRen.
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1. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious diseases transmitted
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Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe
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Novocastra~ Anticuerpos Monoclonal liquidos de Raton
Protein Gene Product 9.5
Codigo De Producto: NCL-L-PGP9.5

Indicaciones De Uso
Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-L-PGP9.5 esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina, mediante microscopia dptica, de moléculas

de Protein Gene Product 9.5. La interpretacion clinica de cualquier tincion o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfolégicos, con el uso de los controles adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debe evaluarla en el contexto del historial clinico
del paciente y de otras pruebas diagndsticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincién inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la 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

10A1

Inmunégeno

Proteina de fusion recombinante procariética correspondiente a la longitud completa de la molécula de proteina producto del gen 9.5
humana.

Especificidad

Proteina producto del gen 9.5 humana.

Composicion Del Reactivo
NCL-L-PGP9.5 es un sobrenadante de cultivo tisular liquido que contiene azida sédica como conservante.

Clase de Ig
1gG2b

Concentracion Total De Proteina
Consulte en la etiqueta del vial la concentracion total de Ig especifica de proteina.

Concentracion De Anticuerpo
Igual o superior a 35 mg/L segun lo determinado por ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la concentracion de Ig especifica del lote.

Recomendaciones De Uso
Secciones de parafina o inmunohistocitoquimica.

HIER (por sus siglas, Recuperacion del epitopo inducido por calor): Por favor, siga las instrucciones de uso de Novocastra Epitope
Retrieval Solution pH 6.

Dilucion sugerida: 1:40 durante 30 minutos a 25 °C. Esta es tan solo una pauta, y cada usuario debe determinar sus propias
diluciones de trabajo 6ptimas.

Visualizacion: Siga las instrucciones de uso de los Novolink Polymer Detection Systems. Para obtener mas informacién sobre el
producto o recibir ayuda, péngase en contacto con su distribuidor local o con la sucursal regional de Leica Biosystems; también puede
visitar el sitio web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

El rendimiento de este anticuerpo se debe validar cuando se utiliza con otros sistemas manuales de tincién o plataformas
automatizadas.

Almacenamiento Y Estabilidad

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

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

Advertencias Y Precauciones

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

Este reactivo contiene azida sédica. Esta disponible una ficha de datos de seguridad de los materiales, previa peticién, o en
www.LeicaBiosystems.com

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

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 quirdrgicas fijadas en formol, procesadas e incluidas en parafina, lo
antes posible, de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control Tisular Positivo

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

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

Un tejido con una tincion positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincion 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 intestino delgado, en el que se tifien las células ganglionares entéricas.

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

Control Tisular Negativo

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

El tejido de control negativo recomendado es amigdala palatina, en el que las células linfoides dan negativo.

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

Si aparece una 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 necroéticas 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, rifidén), en funcion del tipo de inmunotincion 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 cromégeno 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-L-PGP9.5 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 10A1 detecto el producto del gen de proteina 9.5 (PGP9.5) en neuronas y fibras nerviosas del sistema nervioso central y
periférico. También se detecté en el citoplasma y el nticleo de ciertas células neuroendocrinas, en segmentos de los tubulos renales,
en espermatogonia y en células de Leydig de los testiculos, en 6vulos y en células del cuerpo luteo (nimero total de tejidos normales
evaluados = 107).

Tejidos anormales

El clon 10A1 tifi¢ 8/20 carcinomas neuroendocrinos (incluidos 3/9 carcinoides, 3/9 carcinoides atipicos y 2/2 carcinomas de célula
pequefia), 4/38 adenocarcinomas, 2/8 carcinomas de células escamosas, 2/3 astrocitomas, 1/3 carcinomas uroteliales de la vejiga. No
se observé tincion en carcinomas renales de célula clara (0/3) ni en carcinomas papilares de la tiroides (0/2) (numero total de casos
andémalos evaluados = 77).

EINCL-L-PGP9.5 se recomienda para la deteccién de proteina PGP9.5 humana en tejidos normales y neoplasicos, como
complemento de la histopatologia tradicional con tinciones histoquimicas no inmunolégicas.
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Limitaciones Generales

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

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

Una contratincién excesiva o incompleta puede poner en peligro la interpretacion correcta de los resultados.

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.

Los anticuerpos de Leica Biosystems Newcastle Ltd son para utilizarlos, segln se indique, con secciones congeladas o incluidas

en parafina, con requisitos de fijacién 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.

Bibliografia - 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.
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three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc.,
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Composicion del reactivo, concentracién total de proteina, concentracion de anticuerpo, recomendaciones de uso, advertencias y
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Novocastra~ Anticorpo Monoclonal liquido de Ratinho
Protein Gene Product 9.5
Codigo Do Produto: NCL-L-PGP9.5

Utilizagao prevista

Para utilizagao em diagnésticos in vitro.

NCL-L-PGP9.5 foi concebido para efectuar a identificagdo qualitativa da moléculas de Protein Gene Product 9.5 por microscopia optica,
em secgdes parafinizadas. A interpretacéo clinica de qualquer coloragdo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos
morfolégicos empregando os devidos controlos e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro do contexto do historial
clinico do doente e de outros testes de diagnostico.

Principio Do Procedimento

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

Clone

10A1

Imunogénio

Proteina de fusdo recombinante procariética correspondendo ao comprimento total da molécula do produto genético da proteina 9,5.

Especificidade
Produto genético da proteina humana 9,5.

Composicao Do Reagente
NCL-L-PGP9.5 é um sobrenadante liquido para cultura de tecidos que contém azida de s6dio como produto conservante.

Classe De Ig
1gG2b

Concentragao Total De Proteina
Consultar o rétulo do recipiente para determinar a concentragéo total de proteinas do lote especifico.

Concentragao De Anticorpo
Superior ou igual a 35 mg/l, conforme determinado por ELISA. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragao de Ig do
lote especifico.

Recomendagodes Sobre A Utilizagao
Imunohistoquimica em cortes de parafina.

Recuperacao de epitopos induzida por calor (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Por favor, siga as instrugdes de utilizagao de
Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Diluigao sugerida: 1:40 durante 30 minutos a 25 °C. Esta recomendac&o serve apenas de orientagdo e os utilizadores devem
determinar as suas dilui¢cdes ideais de trabalho.

Visualizagao: Siga as instrugdes de utilizagcdo de Novolink™ Polymer Detection Systems. Para obter mais informagdes do produto ou
apoio, contacte o seu distribuidor local ou o gabinete regional da Leica Biosystems ou, em alternativa, visite o site da Leica Biosystems,
www.LeicaBiosystems.com

O desempenho deste anticorpo deve ser validado quando utilizado com outros sistemas de coloracéo manual ou plataformas
automatizadas.
Armazenamento E Estabilidade

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

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

Avisos E Precaucgdes

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

Este reagente contém azida de sodio. Encontra-se disponivel uma Ficha de Dados de Seguranga do Material, mediante pedido ou
através do site www.LeicaBiosystems.com/pt/

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

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

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 autopsia/biopsia/cirurgia frescas, fixadas em formol, processadas e envolvidas em cera parafinica
logo que possivel, da mesma maneira que a(s) amostra(s) do(s) doente(s).

Controlo De Tecido Positivo

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

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

Os tecidos com uma coloragéo positiva fraca s@o mais indicados do que os tém uma coloragao positiva forte para proporcionarem um
controlo de qualidade 6ptimo, bem como para detectar niveis reduzidos de degradagéo dos reagentes.?

O tecido de controlo positivo recomendado é o intestino delgado, onde as células do ganglio entérico sejam marcadas.

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

Controlo De Tecido Negativo

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

O controlo de tecido negativo recomendado é a amigdala, onde as células linféides sejam negativas.

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

verificar-se resultados positivos falsos devido a ligagdo nao imunolégica de proteinas ou de produtos da reacgdo do substrato. Esses
resultados podem também ser causados por enzimas endégenas tais como a pseudoperoxidase (eritrdcitos), 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 enddégenas 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 coloragéo 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 secgdo de cada amostra de doente
para avaliar a coloragéo ndo especifica e permitir uma melhor interpretagédo da coloragéo especifica no local do antigeno.

Tecido Do Doente

Examinar as amostras do doente coloridas com NCL-L-PGP9.5 em ultimo lugar. A intensidade da coloragéo positiva deve ser avaliada
dentro do contexto de qualquer coloragdo nao especifica de fundo do controlo de reagente negativo. Tal como com qualquer teste
imunohistoquimico, um resultado negativo significa que o antigeno néo 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 reac¢des falso-negativas.

Resultados Previstos

Tecidos normais

O clone 10A1 detetou o produto génico proteico 9.5 (PGP9.5) em neurdnios e fibras nervosas do sistema nervoso central e periférico.
Também foi detetado no citoplasma e no ntcleo de algumas células neuroenddcrinas, em segmentos de tubulos renais, em
espermatogonias e células de Leydig do testiculo, em dvulos e em corpos luteos (numero total de tecidos normais avaliados = 107).
Tecidos anémalos

O clone 10A1 corou 8/20 carcinomas neuroendécrinos (incluindo 3/9 carcinoides, 3/9 carcinoides atipicos e 2/2 carcinomas de
pequenas células), 4/38 adenocarcinomas, 2/8 carcinomas de células escamosas, 2/3 astrocitomas, 1/3 carcinomas uroteliais da
bexiga. Nao foi observada qualquer coloragdo em carcinomas de células claras renais (0/3) e carcinomas papilares da tiroide (0/2)
(nimero total de casos anémalos avaliados = 77).

NCL-L-PGP9.5 é recomendado para a detecdo da proteina humana PGP9.5 em tecidos normais e neoplasicos como auxiliar da
histopatologia convencional. através da utilizacido de corantes histoquimicos néo imunolégicos.

Limitagbes Gerais

A imunohistoquimica € um processo diagnostico em muiltiplas etapas que consta de: uma formagéo especializada na selecgéo dos

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

Uma contrastagédo excessiva ou incompleta pode comprometer a correcta interpretagéo 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 diagnéstico.

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 fixagao especificos. Pode ocorrer uma expresséo inesperada de antigeno,
especialmente em neoplasmas. A interpretagao clinica de qualquer secgao de tecido colorido devera incluir a analise morfolégica e a
avaliagé@o de controlos apropriados.
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Novocastra~ Flytande Monoklonal Musantikropp
Protein Gene Product 9.5
Produktkod: NCL-L-PGP9.5

Avsedd Anvindning
For in vitro diagnostisk anvéndning.

NCL-L-PGP9.5 &r avsedd for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av Protein Gene Product 9.5-molekyler i paraffinsnitt. 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

10A1

Immunogen

Prokaryotiskt rekombinant fusionsprotein motsvarande fulla Iangden av proteingenprodukten 9.5-molekylen.
Specificitet

Human proteingenprodukt 9.5.

Reagensinnehall
NCL-L-PGP9.5 &r en flytande vavnadskultursupernatant som innehaller natriumazid som konserveringsmedel.

Ig-klass
1gG2b

Total Proteinkoncentration
Se flaskans etikett for specifik, total proteinkoncentration.

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 35 mg/Lenligt bestdmning med ELISA. Se flaskans etikett for specifik Ig-koncentration for satsen.

Rekommendationer Vid Anvdndning

Immunohistokemi pa paraffinsnitt.

Varmeinducerad epitopatervinning (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Folj bruksanvisningen pa Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 6.

Foreslagen spadning: 1:40 i 30 minuter vid 25 °C. Detta tillhandahalls som en guide och anvandare bor bestdmma sina egna optimala
arbetsspadningar.

Visualisering: Folj bruksanvisningen i Novolink™ Polymer Detection Systems. Du kan fa en kopia av materialsékerhetsdatabladet
genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor eller ocksa pa Leica Biosystems webbplats,
www.LeicaBiosystems.com

Denna antikropps prestanda ska valideras nar den anvands tillsammans med andra manuella fargningssystem eller automatiska
plattformar.

Forvaring Och Stabilitet

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

Preparation Av Prov

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

Varningar Och Forsiktighetsatgarder

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

Detta reagens innehaller natriumazid. Ett datablad for materialsékerhet finns tillgangligt pa begéran 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 for dem hanteras som om det finns risk for att de kan 6verféra
infektioner och kasseras med iakttagande av forsiktighet.” Pipettera aldrig reagenser med munnen och se till att huden och slemhinnorna
inte kommer i kontakt med reagens och prover. Om reagens eller prover kommer i kontakt med kansliga omraden, tvatta med rikliga
mangder vatten. Radgor med lakare.

Minimera mikrobisk kontaminering av reagens annars kan en 6kning av ospecifik fargning ske.
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Inkubationstider eller temperaturer som skiljer sig fran dem som specificeras kan ge felaktiga resultat. Alla sadana férandringar maste
kontrolleras av anvandaren.

Kvalitetskontroll

Skillnader i véavnadsbehandling och tekniska metoder i anvéndarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan gora det
nodvandigt att genomfdra regelbundna interna kontroller utéver féljande metoder.

Kontroller bér vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiprover som snarast mojligt formalinfixeras, bearbetas och paraffininbaddas pa
samma satt som patientprover.

Positiv Vavnadskontroll

Anvands for att ange korrekt forberedda vavnader och ratt fargningstekniker.

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

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

Tunntarm dar enterala ganglionceller fargar 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 faststalla specificiteten for mérkningen av malantigenet med den primara
antikroppen.

Tonsill dar lymfceller &r negativa rekommenderades som negativ kontrollvavnad.

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 forekommer, har ofta ett diffust utseende. Sporadisk fargning av bindvav 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 patientvéavnader fargas exklusivt med respektive substratkromogen

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

Negativ Reagenskontroll

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

Patientvdavnad

Undersok patientprover fargade med NCL-L-PGP9.5 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

Normala vévnader

Klon 10A1 detekterade proteingen produkt 9.5 (PGP9.5) i neuroner och nervfiber i det centrala och perifera nervsystemet. Det
detekterades aven i cytoplasman och cellkarnan i vissa neuroendokrina celler, i segment i tubuli i njuren, i spermatogonier och
leydigceller i testikel, i aggceller och gulkroppar (totalt antal normal vavnad som utvarderades = 107).

Onormala vavnader

Klon 10A1 fargade 8/20 neuroendikrona karcinom (inklusive 3/9 karcinoider, 3/9 atypiska karcinoider och 2/2 smacelliga karcinom),
4/38 adenokarcinom, 2/8 skvamdsa cell-karcinom, 2/3 astrocytomer, 1/3 6vergangscellkarcinom i blasan. Ingen fargning sags i
klarcellskarcinom i njure (0/3) och papillara karcinom i skéldkorteln (0/2) (totalt antal onormala fall som utvarderades = 77).

NCL-L-PGP9.5 rekommenderas for detektering av humant PGP9.5-protein i normal och neoplastisk véavnad. som tilldgg till
konventionell histopatologi med anvéndning av icke-immunologiska histokemiska farger.

Allmdnna Begransningar

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

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

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

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 fér patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.
Antikroppar fran Leica Biosystems Newcastle Ltd ar till for anvandning s& som anges pa antingen frysta eller paraffininbaddade snitt
med specifika fixeringskrav. Ovantat antigenuttryck kan ske, speciellt i neoplasmer. Morfologisk analys och utvardering av lampliga
kontroller maste inga i den kliniska tolkningen av alla fargade vavnadssnitt.
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Reagenskomposition, total proteinkoncentration, antikroppskoncentration, rekommendationer om anvandning, varningar och
forsiktighetsatgarder, forvantade resultat.
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Novocastra™ Yypo povokKA®VIKO 0vVTiCONE TOVTIKOD
Protein Gene Product 9.5
Kodwkig gidovg: NCL-L-PGP9.5

Xpnon MNa Tnv Omoia MpoopideTal

Ta in vitro diayvwoTikn xpron.

To NCL-L-PGP9.5 trpoopieTal yia TNV TTOIOTIKF TAUTOTTOINON PE PIKPOTKOTTIO WTOG TNG avBpwrivng Mépia Protein Gene Product 9.5 o¢
TOpEG TTapa@ivng. H KAIVIKA epunveia oTrolaadATIOTE XpWaong i TNG aTroudiag TNG Ba TIPETTEI VO CUUTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG HEAETEG
TIOU XPNOIHOTIOIOUV OWOTOUG HAPTUPES Kal Ba TTpETTEl var agioAoyeital oTa TTAioIa Tou KAIVIKOU 10TopIKoU Tou aoBevolg Kal GAAwy
SIAYVWOTIKWYV EETATEWV aTTd €IBIKEUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

Apxn Tng Aladikaciag

O1 TexvIKEG avoaoioToXnUIKAG (IHC) xpwong emITPETTOUV TNV OTITIKOTIOINON TWV AVTIYOVWY HETW TNG SIAdOXIKAG EQAPHOYAG EVOG EIGIKOU
QAVTIOWHATOG OTO AVTIYOVO (TTPWTOTAYEG AVTIoWHA), EVOG DEUTEPOTAYOUG AVTIOWHPATOG OTO TIPWTOTAYEG AVTICWHA KAl EVOG EVEUHIKOU
OUPTTAGKOU pE XPWHOYOVO UTTOOTPpWHA PE TTapeUBarrdpeva BrpaTta TTAUONG. H evEUHIKN EVEPYOTTOINGT TOU XPWHOYOVOU £XEI WG
ATTOTEAECHA TO OXNMATIONO VOGS opaToU TTPOIGVTOG avTidpaang oTn B£an Tou avtiyévou. To deiypa pTropei KaTétv va uttoAnBei oe
avTiXPwoT Kal va KOAUPBET pe KaAuTTTpida. Ta atmoTeAéTPATA EPUNVEUOVTAI HE XPAON MIKPOOKOTTIOU PwTOG Kal BonBolv aTn Siagopikn
SIAyvwaon TTaBo@UCIOAOYIKWY EEEPYATIWY, OI OTTOIEG EVOEXETAI ) OXI VO OXETICOVTAI PE VO OUYKEKPIPEVO QVTIYOVO.

KAwvog
10A1

Avoooyoévo
MPOoKAPUWTIKA avaouvduaopévn TTPWTEVN aUVINENG TTOU avTIOTOIKE OTO TIAPEG PIKOG TOU HOpPioU TOou yoviSiakoU TTPoidvTog TTPWTEVNG
9.5.

E1d1koTNnTO
Fovidiakd Tpoidv avBpwTTivng Tpwreivng 9.5.

Z0vleon AvTiSpaoTnpiou
To NCL-L-PGP9.5 gival éva uypd utrepkeipevo IGTOKAAAIEPYEIAG TTOU TTEPIEXEI agidIo TOU VATPIOU WG TUVTNPNTIKO.

Tagn Ig
1gG2b

OAIkA Zuykévipwon MpwrTeivng

Ma TNV oAk TUYKEVTPWON TTPWTEIVNG TToU gival IBIKA yia TNV EKACTOTE TTAPTIdA, avaTpéSTe TNV OrHavan Tou QIaAIdiou.

ZUYKEVTPWON AVTICWHOTOG
MeyaAUTtepn 1y ion pe 35 mg/L, éTrwg Tpoadiopifetal e ELISA. TNa Tn ouykévrpwon Ig TTou givar €I8IKA yia TNV €KAOTOTE TIAPTIdA,
QAVaTPESTE OTNV ETIKETA TOU PIOAIBIOU.

Tuotdoeig MNa Tn Xprion

AvoooioToxnueia og TPRPATA TTApagivng.

AvAKTnON eMTOTTWV ETTAYONEVN pE BeppodTnTa (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): AkoAouBroTe Tig 0dnyieg xpriong yia 1o
Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Mpoteivopevn apaiwon: 1:40 Ty yia 30 Aetrta o€ 25 °C. MapéxeTal wg odnyodg kal ol XpAoTeG Ba TTpETTel va kaBopilouv Tig SIKEG TOUG
BEATIOTEG OPAIIOEIG EPYOOIAG.

Omrmikotroinon: MapakaloUue akoAoubraTe Tig 0dnyieg xpriong Twv Novolink™ Polymer Detection Systems. Na epioodTepeg
TTANPOPOPIES VIO TO TIPOIGV I yIa UTTOGTAPIEN, ETTIKOIVWVACTE HE TOV TOTTIKO diavopéa oag 1 TO TIEPIPEPEINKS ypapeio TG Leica
Biosystems 1} evaAAakTIKG, eTTiokepOeiTe TOV IoTéTOTIO TG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

H amdd00n 10U CUYKEKPIUEVOU aVTIOWUATOG Ba TIPETTEI VA ETTIKUPWOET 6Tav Xpnoipotroindei padi ye GAAa un autéuata oucTAPATA
XPWONG 1 QUTOUATOTIOINUEVES TTAATQOPUES.

®UuAagn Kal ZT1abepoTnTa

DuldooeTte oToug 2—-8 °C. Mnv KaTayuyeTe. ETTavagépete oToug 2—8 °C apéowg PETd T Xxprion. Mn XpnOIUOTIOIEITE HETA TNV NUEPOMNVIT
NAENG TTou avaypda@eTal aTnV eTIKETA Tou @IaAIdiou. Tuxdv ouvenikeg UAaENG SIOPOPETIKEG aTTd EKEIVEG TTOU KaBopidovTal TTaPATIavVW
TpéTEl va eTTaAnBedovTal até To XproTn.

Mapaokeun Agiyparog
To OUVIOTWHEVO POVIPOTIOINTIKG €ival oudéTEPO PUBUICTIKG SidAupa oppoAng 10% yia TOPEG I0TOU eYKAEIOPEVEG OE TTApa@ivn.

Mposgidotroinoeig Kai Mpog@uAdgeig

To avTIdPACTAPIO AUTO EXEI TIAPAOKEUAOTET ATTO TO UTTEPKEINEVO KUTTapokaANiépyelag. ETreidn eival BloAoyikd Trpoidv, Ba TTpéTTel va
SiveTal eUAoyn TTpocoyr Katd To XEIPIOUS TOU.

AuTt6 1o avTidpacTiplo TepIéxel agidio Tou vaTpiou. To AeATio Aedopévwy AapaAeiag YAIkoU diaTiBeTal KAToOTTIV aITAPATOG 1) aTTd Tn
SieuBuvon www.LeicaBiosystems.com

ZupPBoUAeUTEITE TOUG OPOOTIOVSIaKOUG, TTONITEIAKOUG 1 TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YIa aTTéppIyn TUXOV dUVNTIKWG TOEIKWY CUOTATIKWYV.

O XeIPIOPOG BEIYPATWY, TTPIV KAl JETA TN HOVIUOTIOINGT, KABWS Kal OAwY Twv UAIKWYV Trou €Xouv ekTeBei og auTd, Ba TTpETTel va yiveTal
WG €AV ATAV dUVNTIKA PETAd00NG AOIMWENG Kal N atTdppIYr) TOUG va TTPAyHATOTIOIEITAl AAPBAEVOVTAG TIG OWOTEG TTPOPUAGEEIS.! Mnv
QAVOPPOPATE TTOTE PE TIITTETA AVTIOPACTAPIOA PE TO OTOHA KAl ATTOPUYETE TNV ETTAPH TOU DEPHATOG KAl TwV BAEVVOYOVWY PE avTIOpaoTHpIa
kai deiypara. Edv ta avnidpaoTripia A Ta Seiypata éABouv o€ eTra@r He euaioBnTEG TTEPIOXEG, TTAUVETE HE APOOVEG TTOTATNTEG VEPOU.
ZntAoTE TN ouPBOUAR 1aTpoU.
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EAayioTotroijoTe T pikpoBiakn poAuvon Twv avridpaotnpiwy, SIoT evdéxetal va oupBei algnon un €I8IKAG Xpwong.

Xpovol i Beppokpaaieg £TTWAONG DIAPOPETIKEG ATTO KEIVEG TTOU KaBopifovTal eVOEXETAI va dWOOUV eCPaAPEvVa atroTeEAéopaTa. TuXOV
TETOIEG PETABOAEG TTPETTEI VA ETTIKUPWIVOVTAI OTTO TO XPAOTN.

MoloTikég "EAgyxog

Tuy6v dIaPopPEG OTNV ETTEGEPYATIA TWV IOTWV Kal TIG TEXVIKEG SIAdIKATIEG OTO EPYATTHPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TIPOKAAETOUV
onNUavTIKA HETABANTOTNTA OTA aTTOTEAETPATA, KABIOTWVTAG QVAYKAia TNV TAKTIK EKTEAEOT ECWTEPIKWY EAEYXWV ETTITTALOV TwV OKOAOUBWY
BIadIKATIWV.

O1 pdptupeg Ba TTPETTEl va eival péoka deiypaTta vekpowiag/Biowiag/xeipoupyikd deiypaTa, Ta OTroia £ival HOVIPOTIOINKEVA OE GOPUOAN,
emegepyaopéva kal eyKAEIoPEva og Knpd TTapa@ivng, To UVTOPOTEPO duvaTd WE Tov id1o TPATTO pe To(a) deiypa(ta) Tou acBevoug.

OeTik6g MdpTUpag loTou

XPnOIYOTIOIEITAI YIO VO UTTODEIKVUEI CWOTE TTAPOOKEUAOHEVOUG I0TOUG KOl CWOTEG TEXVIKEG XPWONG.

Oa mpétrel va TrepIAapBAaveTal évag BETIKOG APTUPAG 1I0TOU VI KABE GUVOAO GUVONKWY £§£TAONG O€ KABE EKTEAEON XPWONG.

‘Evag 10166 pe aoBevr) BeTIKA Xpwon eival o KaTdAANAoG atd évav 1016 e IoXUpPH BETIKA xpwan yia BEATIOTO éAeyxo TTOIOTNTAG Kal yia
TNV avixveuon oAU PIKPWYV ETTITTEDWY TUXOV aTTOdOUNONG TWV avTIdpaoTnpiwy.?

ZUVIOTWHEVOG 10TOG BETIKOU papTUpa gival To AETTTO £vTEPO, OTTOU XPWHATI(OVTaI Ta EVTEPIKG yayyAiakd KUTTApa.

Edv o BeTikdG PaPTUPAG I0TOU DV TTAPOUCIALEl BETIKA XpWon, Ta atroTeAéopaTa pe Ta deiypaTa Tng eg€taong Ba TpéTel va BewpouvTal
AKupa.

ApvnTikég Mdptupag loTol

Oa TTPETTEl va EGETACETAI PETG TOV BETIKG HAPTUPA 1I0TOU yia TNV ETTAARBEUCN TNG EIBIKETNTAG TNG ETTICHUAVONG TOU avTIyOvoU-GTOXOoU aTTd
TO TTPWTOTAYEG AVTIoWHA.

ZUVIOTWHEVOG I0TOG apvnTIKoU PapTupa €ival n aguydaAn, 6Trou Ta Aep@oeIdr KUTTapa eival apvnTiKa.

EvaAakTikd, n TroikiAia Sia@épwy KUTTAPIKWY TUTTWV TTOU UTTAPXOUV OTIG TIEPIOCOTEPEG TOPEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BEOEIS apvnTiKoU
papTupa, aAAG auTd TTPETTEl va eTTAANBEVETAI OTTO TO XPHOTN.

Mn €1d1kr) xpwan, eav uTrapxel, £xel ouviBwg diciKuTn ePPAvion. Evdéxetal emiong va TrapatnpnOei oTropadikr Xpwaon Tou GUVOETIKOU
10700 O€ TOP£G aTTd 10TOUG TTOU €XOUV HOVIHOTIOINBET P UTTEPBOAIKT TTOCOTNTA POPHOANG. XpnoidoTroleite GBIKTa KUTTAPA yIa TNV
EPUNVEID TWV ATTOTEAETPATWY TNG XPWoNG. NEKPWTIKG 1 EKQUAITPEVA KUTTOPA TTAPOUCIAZouv auxva pn eIdIKA xpwon.® Evaéxetal va
TapatnenBolV YPeudwg BeTIKG atroTeAéopaTa Adyw HN avoooAoYIKAG SECHEUTNG TWV TIPWTEIVWIV 1) TwV TTPOIOVTWY avTidpacng Tou
UTTOOTPWHOTOG. EVOEXETaI £TTIONG Va TTPOKANBoUY aTrd evdoyevr) €vupa, OTTwG n YeudoUTrepogeiddan (epubpokUTTaPa), n evOOYEVHg
utrepogeIdaan (kutdxpwpa C) i n evdoyevnig BloTivn (TT.X. ATIAP, HOOTOG, EYKEPAAOG, VEPPOG) avAAoya e TOV TUTTO AVOCOXPWONG TTIoU
xpnaoipotoleital. MNa 1 diagopoTroinon Tng £vOoyevoUg eVEUHIKAG OpacTIKOTATAG 1| TNG N EI8IKAG OETPEUONG TWV EVEUPWY aTTd EI8IKA
AvOOoOoaVTIdPACTIKOTNTA, €ival SUVATO VA XPWHATIOTOUV ATTOKAEICTIKE ETTIITTAEOV I0TOI AOBEVWV PE XPWHOYOVO UTTOGTPWHATOG f EVEUHIKG
oupTtAoka (aidivn-Biotivn, oTpeTTafIdivn, oNUACHEVO TTOAUPEPEG) KAl UTTOOTPWHA-XPWHOYOVO, avtioTolixa. EGv rapouciaoTei 181kn
XPWon oTov apvnTIké papTupa 10ToU, Ta atmoTeAéopaTa pe Ta deiypata aagbevoug Ba TTpETTel va BewpouvTal dkupa.

ApvnTikég MdpTupag AvridpaoTnpiou
XpnoiyoTroleite évav pn €181k6 apvnTIkO PAPTUPA avTIdPACTNPIOU avTi TOU TTPWTOTAYOUS AVTICWHATOG HE HIO TOWN KAGBE deiypaTog
aoBevoUg yia TV agloAdynan pn I8IKAG XPWong Kal yia va eTITPETTETAI KAAUTEPN EpUNVEia TNG EIBIKAG XpWang oTn B£0n Tou avTiyévou.

loTég AcBevoug

EetdoTe teAeutaia Ta deiypata acBevolg Trou £xouv XpwuatioTei pe To NCL-L-PGP9.5. H évraon Tng BeTIKAG Xpwong Ba TTpéTrel va
EKTINATAI OTA TTAQIOIO TUXOV PN EIBIKAG XPWoNg UTTORABPOU Tou apvnTIKOU papTupa avtidpaotnpiou. OTwg cupBaivel He oTroIadHTIOTE
QavooOoioTOXNUIKA £§ETAON, éva apvNTIKO ATTOTEAEOHA OonUaivel ATl TO avTiyovo Oev avixveuTnke, Ox1 6T To avTiydvo dev UTTHPXE OTa
kUTTapa/aTov 10T TTou £§€TAOTNKE. EQV €ival atrapaitnTo, XPNOIMOTIOINOTE HIa OEIpd AVTICWHATWY Yia TNV avayvwpion WYeudwg
APVNTIKWY avTIOPACEWV.

Avapevopeva AtroteAéopara

Duaioloyikoi 1oTof

O kAwvog 10A1 avixveuoe To TTpoidv yovidiou TTpwTeivng 9.5 (PGP9.5) o€ vEUPWVEG Kal VEUPIKEG iVEG TOU KEVTPIKOU Kal TTEPIPEPIKOU
VEUPIKOU OUOTHAPATOG. AVIXVEUBNKE £TTIONG GTO KUTTAPOTTAQACHA KaI TOV TTUPHAVA OPITHEVWY VEUPOEVIOKPIVIKWY KUTTAPWY, O€ TURHATA
TWV VEQPIKWY CWANVIoKWY, TN oTrEppaToyovia kai Ta KUTTapa Leydig Twv 6pxewv, o€ wapia Kal o€ wXpd owpdTia (ZUVOAIKOG apiBuog
PUOIOAOYIKWY 1I0TWY TToU aglohoyriBnkav= 107).

Mn @uaoiohoyikoi loToi

O kAwvog 10A1 pokdaAeae Xpwan o€ 8/20 veupoevOPOKPIVIKA KAPKIVWHATA (CUPTTEPIAapBavopévwy 3/9 KapKIvoedwy, 3/9

QATUTTIKWY KOPKIVOEIBWY Kal 2/2 HIKPOKUTTAPWY KAPKIVWHATWY), 4/38 adevOKapKIVWHATA, 2/8 €K TIAAKWIWY KUTTAPWY KAPKIVWHATA,
2/3 a0TPOKUTTWHATA, 1/3 0UPoBNAIKE KAPKIVWHATA TG 0UPOBOXOU KUOTNG. Agv TTAPATNPRBNKE XPWON O€ dIaUYOKUTTAPIKG

VEPPIKA Kapkivipata (0/3) kal BnAo€idn kapkivwpata Tou Bupeoeidn (0/2) (ZuvoAikdg apiBudg Pn QUGIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY TTOU
agloAoyriBnkav= 77).

To NCL-L-PGP9.5 guvigTtdral yia TNV avixveuon 1ng avlpwirivng mpwreivng PGP9.5 o€ @uoioAoyikoUg Kal VEOTTAAGUATIKOUG
10T0UG. WG CUUTIAN o Ti i (:] i i A £ £ A :

Ievikoi Meplopiopoi

H avoooioTtoxnpeia eival pia SiayvwoTikr digpyaaia TTOAATTAWY Bnpdtwy, n otoia atroTeAeital atrd e18IKeUPEVn eKTTaidEUTN TNV
£TMIAOYA TwV KATAAANAWY avTIdpaoTnpiwy, £TTIAOYR I0TOU, HOVIPOTIOINGN Kal £TTEEEpyaaTia, TTpogToldacia TNG TTAdkag IHC kai epunveia
TWV ATTOTEAECHATWY TNG XPWONG.

H xpwon Tou 10700 e&apTdTal atd To XEIPIOPS Kal TNV TTEGEPYATia TOU I0TOU TTPIV aTrd TN Xpwon. Tuxdv eo@aApévn povipotroinon,
Katayugn, améyugn, TAUon, oTéyvwua, Bépuavan, Toun fj poAuvon pe GAAoUg 1I0ToUG A Uypd EVOEXETAI Va TIAPAYEI HOPPWHATA,
Trayideuon avTIoWHPOTOG A WEUBWG aPVNTIKG aTToTEAéoUATA. TUXOV AOUVETTA aTTOTEAETUATA EVOEXETAI VO OQEIAOVTAI OE TTAPAAAAYEG TwV
HEBOBWV HoVIPOTTOINONG KAl EYKAEIOHOU ) OF £YYEVEIG aVWHOAIEG EVTOG TOU 10TOU.*

Tuxov utrEPPOAIKN 1) ATEANG avTiXpwor eVOEXETAI VO DIOKUBEUCEI TN CWOTH EPUNVEIQ TWV ATTOTEAETUATWV.

H KAIVIKA eppnveia oTToI00dATIOTE XPWONG 1) TNG aTToudiag Tng Ba TTPETTEI VO GUPTTANPWVETAI HE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU
XpnaoipotroloUv owaToug PAPTUPES Kal Ba TTPETTEl va aglohoyeiTal oTa TTACioIa Tou KAIVIKOU 10TOPIKOU Tou aoBevoUg Kal GAAwY
SIOYVWOTIKWY £EETACEWV aTTO €I0IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTépo.
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Ta avriowparta Trou Trapéxovtal até Tnv Leica Biosystems Newcastle Ltd rpoopidovTal yia xprion, 6Trwg utrodeikvUETal, €iTe

O€ KATEWUYPEVEG ETE OE EYKAEIOPEVEG OE TTAPAPIVN TOPEG, HE EIBIKEG ATTAITAOEIG HovIpoTIoiNoNG. EVOEXETAI VO TTAPOUCIAOTEN N
QAVOHEVOPEVN EKPPaOT avTIyovou, IDIKG 0€ VEOTTAGopATA. H KAIVIKF) EpUNVEia OTTOINODNTIOTE XPWHATIOPEVNG TOPNG I0TOU TTPETTEN VOl
TepIAapBAvel pop@oAoyIKA avaAuan Kai TNV agloAdynan Twy KatdAANAwY HopTUpwy.
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5. Beresford L, Orange O, Bell EB et al. Nerve fibres are required to evoke a contact sensitivity response in mice. Immunology. 2004;
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Novocastra~ Vaskeformigt Monoklonalt Museantistof
Protein Gene Product 9.5
Produktkode: NCL-L-PGP9.5

Tilsigtet Anvendelse
Til in vitro diagnostisk anvendelse.

NCL-L-PGP9.5 er beregnet til kvalitativ identifikation af Protein Gene Product 9.5-molekyler i paraffinsnit ved lysmikroskopi. Klinisk
fortolkning af farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersggelser under anvendelse af passende kontroller og
ber evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret patolog.

Procedureprincip

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

Klon

10A1

Immunogen

Prokaryot rekombinant fusionsprotein svarende til den fulde laengde af proteingenprodukt 9.5-molekylet.
Specificitet

Humant proteingenprodukt 9.5.

Reagenssammensatning
NCL-L-PGP9.5 er en flydende vaevskultursupernatant med natriumazid som konserveringsmiddel.

Ig-klasse
19G2b

Totalproteinkoncentration
Den partispecifikke totale proteinkoncentration kan findes pa hzetteglassets maerke.

Antistofkoncentration
Sterre end eller lig med 35 mg/l som bestemt ved ELISA. Se etiketten pa haetteflasken for lotspecifik |g-koncentration.

Anbefalinger Vedrgrende Anvendelse

Immunhistokemi pa paraffinsnit.

Varmefremkaldt epitophentning (Heat Induced Epitope Retrieval HIER): Folg brugsanvisningen for Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 6.

Anbefalet fortynding: 1:40 i 30 minutter ved 25 °C. Dette er kun vejledende, og brugerne skal fastsaette deres egne optimale
arbejdsoplasninger.

Visualisering: Fglg brugsanvisningen til Novolink™ Polymer Detection Systems. For yderligere produktinformation eller support,
kan du kontakte din lokale forhandler eller regionskontoret for Leica Biosystems, eller du kan besgge Leica Biosystems’ hiemmeside
www.LeicaBiosystems.com

Udferelsen af dette antistof ber valideres, nar den anvendes sammen med andre manuelle farvningssystemer eller automatiserede
platforme.
Opbevaring Og Holdbarhed

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

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

Advarsler Og Forholdsregler

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

Dette reagens indeholder natriumazid. Et sikkerhedsdatablad er tilgeengeligt efter forespargsel eller tilgeengeligt fra
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 gget uspecifik farvning.

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

NCL-L-PGP9.5
Page 26



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 praver fikseret i formalin og behandlet og indstebt i paraffin sa hurtigt som
muligt pA samme made som patientprover.

Positiv Vaevskontrol

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

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

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

Anbefalet positivt kontrolvaev er tyndtarm, hvor enteriske ganglionceller farves.

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

Negativ Vaevskontrol

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

Det anbefalede negative kontrolvaev er tonsil, hvor lymfecellerne er negative.

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.

Negativ Reagenskontrol

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

Patientvaev

Eksaminer patientprgver farvet med NCL-L-PGP9.5 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. lkke at antigenet var fraveerende i de analyserede celler eller det analyserede veev. Om ngdvendigt anvendes
et panel af antistoffer til identifikation af falske negative reaktioner.

Forventede Resultater

Normalt veev

Klon 10A1 fandt proteingenproduktet 9.5 (PGP9.5) i neuroner og nervefibre i det centrale og perifere nervesystem. Det blev ogsa fundet
i cytoplasma og kerner af nogle neuroendokrine celler, i segmenter af nyretubuli, i spermatogonia og Leydig-celler i testiklerne, i 2&2g og
corpora lutea (samlet antal normale veev evalueret = 107).

Unormale vaev

Klon 10A1 farvede 8/20 neuroendokrine karcinomer (herunder 3/9 karcinoider, 3/9 atypiske karcinoider og 2/2 smacellecarcinomer), 4/38
adenocarcinomer, 2/8 pladecellecarcinomer, 2/3 astrocytomer, 1/3 urotheliale bleerekarcinomer. Der blev ikke set farvning i nyreklaration
cellekarcinomer (0/3) og papilleere karcinomer i skjoldbruskkirtien (0/2) (Samlet antal unormale tilfaelde evalueret = 77).

NCL-L-PGP9.5 anbefales til opdagelse af humant PGP9.5 protein i normale og neoplastiske vaev som et supplement til
traditionel histopatologi ved brug af ikke-immunologiske histokemiske farver.

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 veevet inden farvning. Forkert fiksering, frysning, optaning, vask, terring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andet vaev eller andre veesker kan frembringe artefakter, indfangning af antistof
eller falske negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings- og indstebningsmetoder eller irregulariteter
indeholdt i veevet.*

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

Klinisk fortolkning af farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersggelser under anvendelse af passende
kontroller og ber evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret patolog.
Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd er som angivet beregnet til anvendelse pa enten frosne eller paraffinindstgbte vaevssnit
med specifikke krav til fiksering. Der kan forekomme uventet antigenekspression, navnlig i neoplasmer. Den kliniske fortolkning af alle
farvede vaevssnit skal indbefatte morfologisk analyse og evaluering af passende kontroller.
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Novocastra™ vloeibaar monoklonaal muisantilichaam
Protein Gene Product 9.5

Productcode: NCL-L-PGP9.5

Beoogd gebruik

Voor gebruik bij in-vitrodiagnostiek

NCL-L-PGP9.5 is bedoeld voor de kwalitatieve identificatie, door middel van lichtmicroscopie, van eiwitgenproduct 9.5-moleculen in
paraffinecoupes. De klinische interpretatie van elke kleuring of het ontbreken hiervan moet worden aangevuld door morfologische
studies met de juiste controles en moet binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere diagnostische
tests worden geévalueerd door een bevoegd patholoog.

Principe van de procedure

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

Kloon

10A1

Immunogeen
Prokaryotisch recombinant fusie-eiwit dat overeenkomt met de volledige lengte van het eiwitgenproduct 9.5-molecuul.

Specificiteit
Humaan eiwitgenproduct 9.5

Reagenssamenstelling

NCL-L-PGP9.5 is een vioeibaar supernatant uit weefselkweek met natriumazide als conserveermiddel.
Ig-klasse

1gG2b

Totale eiwitconcentratie -

Zie het etiket van de flacon voor de totale eiwitconcentratie van de partij.

Antilichaamconcentratie
Groter dan of gelijk aan 35 mg/L zoals bepaald door ELISA. Zie het flaconlabel voor specifieke Ig-concentratie van de partij.

Aanbevelingen voor het gebruik

Immunohistochemie op paraffinecoupes.

Warmte-geinduceerd epitoopherstel (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Volg de aanwijzingen voor gebruik in Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6.

Voorgestelde verdunning: 1:40 gedurende 30 minuten bij 25°C. Dit is een richtsnoer en gebruikers moeten zelf de voor hen optimale
werkverdunning bepalen.

Visualisatie: Volg de instructies voor het gebruik in de Novolink™ Polymer Detection Systems. Voor verdere productinformatie of
-ondersteuning kunt u contact opnemen met uw lokale distributeur of de regionale vestiging van Leica Biosystems of u kunt naar de
Leica Biosystems Website gaan, www.LeicaBiosystems.com

De prestaties van dit antilichaam moeten worden gevalideerd bij gebruik met andere handmatige kleuringssystemen of
geautomatiseerde platformen.

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

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

Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen

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

Dit reagens bevat natriumazide. Een veiligheidsinformatieblad is verkrijgbaar op aanvraag of op www.LeicaBiosystems.com

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

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

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

NCL-L-PGP9.5
Page 29



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

Kwaliteitscontrole

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

Positieve weefselcontrole

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

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

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

Aanbevolen positief controleweefsel is dunne darm waar enterale ganglioncellen kleuren.

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

Negatieve weefselcontrole

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

Aanbevolen negatief controleweefsel is tonsil waar de lymfoomcellen negatief zijn.

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

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

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

Patiéntweefsel

Onderzoek de patiéntmonsters die met NCL-L-PGP9.5 zijn gekleurd als laatste. De intensiteit van de positieve kleuring moet

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

Verwachte resultaten

Normale weefsels

Kloon 10A1 detecteerde het eiwit-genproduct 9.5 (PGP9.5) in neuronen en zenuwvezels van het centrale en perifere zenuwstelsel
De kloon werd ook gedetecteerd in het cytoplasma en de kern van sommige neuro-endocrine cellen, in coupes van niertubuli, in
spermatogonia en Leydig-cellen van de testis, in ovaria en corpora lutea (totaal aantal beoordeelde normale weefsels = 107).
Abnormale weefsels

Kloon 10A1 kleurde 8/20 neuro-endocriene carcinomen (waaronder 3/9 carcinoiden, 3/9 atypische carcinoiden en 2/2 kleincellige
carcinomen), 4/38 adenocarcinomen, 2/8 plaveiselcelcarcinomen, 2/3 astrocytomen en 1/3 urotheelcarcinomen van de blaas.
Geen kleuring werd waargenomen in ‘clear cell’-niercarcinomen (0/3) en papillaire carcinomen van de schildklier (0/2) (totaal aantal
beoordeelde afwijkende gevallen = 77).

NCL-L-PGP9.5 wordt aanbevolen voor het detecteren van humaan PGP9.5-eiwit in normale en neoplastische weefsels. als
nvullin: nventionele hi: hologie waarbij niet-immunologische hi hemische kleuringen worden ruikt.

Algemene beperkingen

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

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

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

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

juiste controles en moet binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere diagnostische tests worden
geévalueerd door een bevoegd patholoog.
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Antilichamen van Leica Biosystems Newcastle Ltd zijn bedoeld voor gebruik, zoals aangegeven, op bevroren of in paraffine ingebedde
coupes die een specifieke fixatie vereisen. Er kan onverwachte antigeenexpressie optreden, met name bij neoplasmata. De klinische
interpretatie van gekleurde weefselcoupes moet een morfologische analyse en de evaluatie van overeenkomstige controles bevatten.
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Novocastra™ flytende murint monoklonalt antistoff
Protein Gene Product 9.5
Produktkode: NCL-L-PGP9.5

Tiltenkt bruk

Til in vitro-diagnostisk bruk.

NCL-L-PGP9.5 skal brukes til kvalitativ identifikasjon av Proteingenprodukt 9,5-molekyler i parafinsnitt ved lysmikroskopering. Den
kliniske tolkningen av en farging eller uteblitt farging skal suppleres av morfologiske studier ved bruk av riktige kontroller og skal
evalueres av en kvalifisert patolog innenfor sammenhengen av pasientens kliniske historie og andre diagnostiske tester.

Prinsipp for prosedyren

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

Klon

10A1

Immunogen

Prokaryotisk rekombinant fusjonsprotein som tilsvarer det humane proteingenprodukt 9,5-molekylet med fullstendig lengde.
Spesifisitet

Humant proteingenprodukt 9,5.

Reagenssammensetning

NCL-L-PGP9.5 er en flytende vevskultursupernatant som inneholder natriumazid som konserveringsmiddel.

Ig-klasse
IgG2b

Totalproteinkonsentrasjon
Se etiketten pa hetteglasset for partispesifikk totalproteinkonsentrasjon.

Antistoffkonsentrasjon
Starre enn eller lik 35 mg/l som fastslatt av ELISA. Se etiketten pa hetteglasset for batchspesifikk Ig-konsentrasjon.

Anbefalinger for bruk

Immunhistokjemi pa parafinsnitt.

Varmeindusert epitopgjenfinning (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Falg bruksanvisningen for Novocastra Epitope Retrieval
Solution pH 6.

Foreslatt fortynning: 1:40 i 30 minutter ved 25 °C. Dette er kun veiledende, og brukere ber fastsla egne optimale fortynninger for sitt
arbeid.

Visualisering: Folg bruksanvisningen for bruk i Novolink™ Polymer Detection Systems. Hvis du ensker ytterligere produktinformasjon
eller -stgtte, kan du kontakte din lokale forhandler eller regionkontoret til Leica Biosystems, eller du kan besgke Leica Biosystems-
nettstedet pa www.LeicaBiosystems.com www.LeicaBiosystems.com

Ytelsen til dette antistoffet skal valideres nar det brukes med andre systemer for manuell farging eller automatiserte plattformer.

Oppbevaring og stabilitet

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

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

Advarsler og forholdsregler

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

Denne reagensen inneholder natriumazid. Et sikkerhetsdatablad er tilgjengelig pa forespersel eller tilgjengelig fra
www.LeicaBiosystems.com

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

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

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

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

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

Kontroller skal veere ferske prgver fra obduksjon/biopsi/kirurgi, som er formalinfiksert, behandlet og parafinvoksinnstgpt sa snart som
mulig pa samme mate som pasientpreven(e).

Positiv vevkontroll

Brukes for a indikere riktig klargjorte vev og riktige fargingsteknikker.

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

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

Anbefalt positivt kontrollvev er tynntarmsvev der enteriske ganglionceller farger.

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

Negativ vevkontroll

Skal undersgkes etter den positive vevkontrollen for a verifisere spesifisiteten i merkingen av malantigenet med det primeere antistoffet.
Anbefalt negativt kontrollvev er mandel der lymfoide celler er negative.

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

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

Negativ reagenskontroll

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

Pasientvev

Undersgk pasientpraver farget med NCL-L-PGP9.5 sist. Positiv fargingsintensitet skal vurderes i lys av eventuell ikke-spesifikk
bakgrunnsfarging i den negative reagenskontrollen. Pa samme mate som for alle andre immunhistokjemiske tester betyr et negativt
resultat at antigenet ikke ble pavist, ikke at antigenet ikke var til stede i cellene / det analyserte vevet. Om nedvendig, skal det brukes et
panel med antistoffer til & identifisere falske negative reaksjoner.

Forventede resultater

Normale vev

Klon 10A1 paviste proteingenprodukt 9.5 (PGP9.5) i nevroner og nervefibre i det sentrale og perifere nervesystemet. Det ble ogsa pavist
i cytoplasma og kjernen til noen nevendokrine celler, i segmenter av nyretubuli, i spermatogonia og Leydig-celler i testis, i eggstokkene
og corpora lutea (totalt antall evaluerte normale vev = 107).

Unormale vev

Klon 10A1 farget 8/20 neuroendokrine karsinomer (inkludert 3/9 karsinoider, 3/9 atypiske karsinoider og 2/2 sméacellekarsinomer) 4/38
adenokarsinomer, 2/8 skvamgse cellekarsinomer, 2/3 astrocytomer, 1/3 uroteliale karsinomer i bleeren. Ingen farging ble observert i
renale klarcellekarsinomer (0/3) og papillzere thyroideakarsinomer (0/2) (totalt antall evaluerte unormale tilfeller = 77).

NCL-L-PGP9.5 anbefales for deteksjon av humant PGP9.5-protein i normale og neoplastiske vev. som et tilleggq til
konvensjonell histopatologi ved bruk av ikke-immunologiske histokjemiske farger.

Generelle begrensninger

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

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

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

Antistoffer fra Leica Biosystems Newcastle Ltd er til bruk, som indisert, pa enten frosne eller parafininnstepte snitt med spesifikke
fikseringskrav. Det kan forekomme uventet antigenuttrykk, spesielt i neoplasmer. Den kliniske tolkningen av ethvert farget vevsnitt ma
inkludere morfologisk analyse og evaluering av egnede kontroller.
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Novocastra™ Likit Monoklonal Fare Antikoru
Protein Gene Product 9.5

Uriin Kodu: NCL-L-PGP9.5

Kullanim Amaci

In vitro diagnostik kullanim igindir.

NCL-L-PGP9.5, parafin béliimlerindeki Protein Gene Product 9.5 molekiillerinin 1sik mikroskopisi ile kalitatif tanimlanmasi igin
tasarlanmistir. Herhangi bir boyanmanin veya yoklugunun klinik yorumlamasi hastanin klinik éykist ve diger tanisal testler baglaminda
nitelikli bir patoloji uzmani tarafindan degerlendiriimeli ve uygun kontroller kullanilarak morfolojik calismalarla desteklenmelidir.

islem Prensibi

immiinohistokimyasal (IHK) boyama teknikleri, antijene ardisik olarak belirli bir antikorun uygulanmasi (birincil antikor), birincil antikora
ikincil bir antikorun uygulanmasi ve aralardaki yikama adimlari ile, antijenlerin kromojenik substratli bir enzim kompleksi yoluyla
gorsellestirilmesine olanak tanir. Kromojenin enzimle etkinlestiriimesi, antijen alaninda gézle gorilir bir tepkiye yol agar. Numune daha
sonra karsit boyanabilir ve lamelle ortilebilir. Sonuglar bir 1sik mikroskobu kullanilarak yorumlanir ve belirli bir antijen ile iligkili olabilecek
veya olmayabilecek patofizyolojik streglerin ayirici tanisina yardimci olur.

Clone

10A1

immiinojen

Tam uzunluktaki protein geni Griini 9.5 molekiiliine karsilik gelen prokaryotik rekombinant flizyon proteini.
(")zgiilliik

insan protein geni iiriinii 9.5.

Reaktif Bilegimi
NCL-L-PGP9.5, koruyucu olarak sodyum azit iceren supernatant bir likit doku kulturtdur.

Ig Sinifi
1gG2b

Toplam Protein Konsantrasyonu

Lota 6zgli toplam protein konsantrasyonu igin flakon etiketine bagvurun.

Antikor Konsantrasyonu
ELISA tarafindan belirlendigi gibi 35 mg/L’ye esit veya bu dederden yiiksek. Seriye 6zgii Ig konsantrasyonu icin flakon etiketine bakin.

Kullanim Onerileri

Parafin kesitlerinde immiinohistokimya.

Is1 indiiklii Epitop Alimi (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6. iginde kullanim igin
litfen talimatlar takip edin.

Onerilen seyreltme: 25 °C’de 30 dakika siireyle 1:40. Bu degder kilavuz olarak verilmistir ve kullanicilar kendileri igin en uygun galisma
dilisyonlarini kendileri belirlemelidir.

Gorsellegtirme: Litfen Novolink™ Polymer Detection Systems'in kullanma talimatini izleyin. Ayrintili Griin bilgisi veya destek igin
Leica Biosystems yerel distribiitorii ya da bolge ofisinizle gorlsebilir, veya Leica Biosystems web sitesine su adresten erisebilirsiniz:
www.LeicaBiosystems.com.

Bu antikorun performansi. diger manuel boyama sistemleriyle veya otomatik platformlarla birlikte kullanildiginda dogrulanmalidir.

Saklama ve Stabilite

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

Numune Hazirlama
Parafine gémdilii doku kesitleri igin 6nerilen fiksatif %10 nétr tamponlanmig formalindir.

Uyarilar ve Onlemler

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

Bu reaktif sodyum azid icerir. Malzeme Guivenlik Bilgileri Formu talep lzerine saglanmaktadir ve www.LeicaBiosystems.com

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

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

Belirtilenler disindaki inkiibasyon sireleri veya sicakliklar hatali sonuglara yol agabilir. Bu tir degisiklikler kullanici tarafindan
dogrulanmalidir.
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Kalite Kontrol

Kullanicinin laboratuvarinda doku isleme ve teknik islemlerdeki farklar sonuglarda énemli degiskenlige neden olabilir ve asagidaki
islemlere ek olarak dizenli sekilde tesis i¢i kontrollerin kullaniimasini gerektirir.

Kontroller, hasta numunesi/numuneleriyle ayni sekilde miimkiin oldugunca kisa sire iginde formalin fiksasyonlu, islenmis ve parafine
gomiilli taze otopsi/biyopsi/cerrahi materyal olmalidir.

Pozitif Doku Kontrolii

Dogru hazirlanmis dokulari ve uygun boyama tekniklerini belirtmek igin kullanilir.

Her boyama déngustinde her test kosulu setine bir pozitif doku kontrolii dahil edilmelidir.

Zayif pozitif boyama yapilmis doku, optimal kalite kontrolii ve mindr reaktif bozunma diizeylerini saptamak igin gui¢lii pozitif boyama
yapilmis dokudan daha uygundur.?

Onerilen pozitif kontrol dokusu enterik ganglion hiicrelerinin boyandigi ince bagirsaktir.

Eger pozitif doku kontrolii pozitif boyanma géstermezse, test numunelerinin sonuglari gegersiz kabul edilmelidir.

Negatif Doku Kontrolii

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

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

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

Negatif Reaktif Kontrolii

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

Hasta Dokusu

NCL-L-PGP9.5 ile boyanmis hasta numunelerini en son inceleyin. Pozitif boyama yogunlugu, negatif reaktif kontroliiniin spesifik
olmayan herhangi bir arka plan boyamasi baglaminda degerlendirilmelidir. Her immiinohistokimyasal testle oldugu gibi negatif bir sonug
antijenin saptanmadidi anlamina gelir ve antijenin galisilan hiicrelerde/dokuda bulunmadigi anlamina gelmez. Gerekirse yalanci negatif
reaksiyonlari tanimlamak igin bir antikor paneli kullanin.

Ongériilen Sonuglar

Normal Dokular

Klon 10A1, merkezi ve periferal sinir sisteminin néronlarinda ve sinir fiberlerinde protein gen riini 9.5'i (PGP9.5) tespit etti. Ayni
zamanda, bazi néroendokrin hiicrelerin sitoplazmasi ve niikleusunda, testisin spermatogonia ve Leydig hiicrelerinde, ova ve korpora
lutea’da da tespit edildi.(Degerlendirilen toplam normal doku sayisi = 107).

Anormal Dokular

Klon 10A1, 8/20 néroendoktrin karsinomu (3/9 karsinoid, 3/9 atipik karsinoidi ve 2/2 kiigiik hiicreli karsinom dahil), 4/38 adenokarsinomu,
2/8 skuamoz hiicreli karsinomu, 2/3 astrositomayi, 1/3 idrar torbasi troteliel karsinomunu boyadi. Renal berrak hiicreli karsinomunda
(0/3) ve tiroid papiler karsinomunda (0/2) boyama goriilmedi (Toplam anormal vaka sayisi = 77).

NCL-L-PGP9.5, immiinolojik olmayan histokimyasal boyamalar kullanilarak yapilan geleneksel histopatolojiye yardimci olarak
normal ve neoplastik dokularda insan PGP9.5 proteininin saptanmasi igin énerilir.

Genel Sinirlamalar

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

Doku boyama, boyama 6ncesinde dokunun kullanimina ve islenmesine bagldir. Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢6zme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger dokular veya sivilarla kontaminasyon artefaktlara, antikor tutulmasina veya yalanci negatif
sonuglara yol agabilir. Tutarsiz sonuglar, fiksasyon ve gémme ydntemlerindeki degisikliklerden ya da dokunun yapisindan kaynaklanan
diizensizliklerden kaynaklanabilir.*

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

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

Leica Biosystems Newcastle Ltd’in antikorlari, belirtilen sekilde, 6zel fiksasyon gereklilikleriyle parafine gomiilii veya dondurulmus
kesitler izerinde kullanilir. Ozellikle neoplazmlarda beklenmeyen antijen ekspresyonu olusabilir. Herhangi bir boyanmis doku kesitinin
klinik yorumu morfolojik analizi ve uygun kontrollerin degerlendirilmesini icermelidir.
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Onceki Sayiya Gore Degisiklikler

Reaktif Bilesimi, Toplam Protein Konsantrasyonu, Antikor Konsantrasyonu, Kullanim Hakkinda Oneriler, Uyarilar ve Onlemler, Beklenen
Sonuglar.

Yayin Tarihi
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TeuHno MuIIe MOHOKJIOHAJHO AaHTHUTHAJ0 Novocastra™
Protein Gene Product 9.5

Kon na mpoaykra: NCL-L-PGP9.5

MNpenHa3HayeHne

3a ynompeba nipu in vitro duaeHocmuka.

MpoaykTbT NCL-L-PGP9.5 e npeaHasHayeH 3a ka4ecTBEHO MAEHTUDMLMPaHe NOCpeACTBOM ONTUYHA MUKPOCKOMNWSH Ha MOMeKynu
NPOTEMHOB reHeH NpoaykT 9.5 B napachuHoBM cpeaun. KnuHuyHaTa nHTepnpetawusi Ha BCSKO OLIBETSIBAHe UMW HeroeaTa nunca crnensa
Aa 6bae aonbhHeHa oT MOPONOrMYHM NPOYYBaHWS C MOMOLLITA Ha NOAXOASILLM KOHTPOMNW 1 TpsibBa Aa ce OLieHsiBa B KOHTEKCTa Ha
KMWHWYHATa UCTOPUS Ha MaLuMeHTa U Apyri AVarHOCTUYHM U3CNeABaHUs OT KBanuuLmpaH naToror.

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
10A1

WmyHoreH

MpokapuoTeH pekoMBUHaHTEH CYHTE3MPaH NPOTeNH, CbOTBETCTBALL Ha MbIHATa AbIHKMHA Ha Monekyna 9,5 Ha NPOTEMHOBUS reHeH
NpoAyKT.

CneuudmyHocT

YoBeLUKM NPOTENHOB reHeH NpoaykT 9,5.

CbCTaB Ha peareHTa
NCL-L-PGP9.5 e TeueH cynepHaTaHT OT TbKaHHa KyNnTypa, CbAbpXxall, HaTPMeB asuz KaTo KOHCEepPBaHT.

WmMyHorno6ynuHoB knac
19G2b

O6La KOHLIeHTpaLusi Ha NPOTeuH
BwxTe eTukeTta Ha dJJ'IaKOHa OTHOCHO cneu,w(bquaTa 3a napTugara KoHUeHTpauua Ha 06LL| NPOTEUH.

KoHueHTpauusa Ha aHTUTena
Mo-Bucoka ot unu pasHa Ha 35 mg/L, kakTo e onpeaeneHo oT ELISA. BuxTe eTukeTa Ha donakoHa OTHOCHO crneuundunyHaTta 3a
napTuaata KoHUeHTpauus Ha UMyHOrnoBynuH.

MNpenopbku 3a ynorpeba

VIMYHOXMCTOXMMWSI BbPXY NapaduHoOBK Cpeaut.

TepMuyHO MHAYUMpPaHO u3BnuYaHe Ha enuTon (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Mons, cna3saite WHCTpyKUUUTE 3a
ynoTpeba, BkntoyeHn B onakoBkata Ha Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

MpepnoxeHue 3a paspexpaaHe: 1:40 3a 30 muHyTV Npu 25°C. ToBa e AaAeHo kaTo ykasaHue, kato notpebutenute Tpsabsa camu fa
onpenensiT TexHn COBCTBEHN ONTUMArHW PaboTHU paspexaaHms.

Busyanusaums: Cnassaiite MHCTpyKuumTe 3a ynoTpeba, npunoxenn kbm Novolink™ Polymer Detection Systems. 3a gonbnxutenHa
MHOpMaLMs 3a MPOAYyKTa UMk NOMOLL, CBbPXXETE Ce C Ballusi flokaneH AUcTpubyTop Unm MecTHust ocuc Ha Leica Biosystems, nnu,
anTepHaTMBHO, NoceTeTe yebcalita Ha Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

PaboTHUTe XapaKkTepuUCTVKK Ha TOBA aHTUTSNO TPsibBa Aa 6baaT BanuavpaHu npu ynorpeba ¢ Apyr MaHyanHu CUCTeM 3a OLBETSBaHe
UMW aBTOMAaTU3NPaHK NNaThopmu.

CbXxpaHeHue U cTabunHoct

CbxpaHsiBaite npu Temnepatypa 2 — 8 °C. He 3ampassiaiite. [la ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8 °C BegHara crneq ynotpeba. [la He ce
13nonaea crnef cpoka Ha rogHocT, oTbensizaH BbpXy eTukeTa Ha dnakoHa. [lpyru ycrioBusi Ha CbxpaHeHue, 0CBeH NocoYeHnTe no-rope,
Tpsi6Ba Aa 6baaT NpoBepeHn oT NoTpebuTens.

MoaroroBka Ha cnecuMeHn
MpenopbunTenHUST hrKeupalL, pa3TBop e HeyTpaneH bydepupan hopmanuH 10% 3a TbKaHHW Cpesu, BrpaeHu B napayH.

MNpeaynpexxaeHns n npeanasHn Mepku

To3u peakTUB € NPUrOTBEH OT CyNepHaTaHT OT KNeTbYHa KynTypa. Tbii Kato € GUonornyeH NpoaykKT, HEOBXOAMMO € NOBULIEHO BHAMaHWE
npu paborta c Hero.

Toszun peareHT CbAbpXKa HaTpues asua. MHd_)OpMaLlMOHeH nucT 3a 6e3onacHoCT Ha mMaTtepuanuTe e Hanu4veH npu sannuTeaHe Unu Ha
appec www.LeicaBiosystems.com

KoHcynTupaiTe ce ¢ hegepanHnTe, AbpKaBHUTE UM MECTHUTE PErflaMeHTV OTHOCHO U3XBBPIISIHETO Ha NOTEHLMANHO TOKCUYHM
KOMMOHEHTH.

NCL-L-PGP9.5
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Bcuukv cnecumeny Npeau 1 cnep doykcaums, KakTo W BCUMKU MaTtepuani, N3fokeHu Ha Tsx, TpsoBa a ce TPeTUpaT KaTto Bb3MOXHM
npeHocUTeNn Ha UHEKLMS U a Ce U3XBLPIIST, KaTo Ce B3eMaT NpaBuiHW NpeanasHn Mepki.! Hukora He nuNeTupanTe peareHTu ¢ ycta
1 M3GsArBaiiTe KOHTAKT Ha KoXarta U NuraBuLmUTe C PeareHTy 1 cnecuMeHn. B cnyyai Ye peakTuBM UMW CNECUMEHU BMS3AT B KOHTAKT C
YYBCTBUTENHN 30HW, @ Ce U3MUST C OBUIHO KONMYECTBO BoAa. [oTbpceTe MeanUMHCKa MOMOLL,.

CeexganTte 40 MUHUMYM MUKpOGHaTa KOHTaMWHaLMs Ha peakTUBUTE, HaYe MOXe [ia Ce MosiBY yBenuyaBaHe Ha HecrneunguiHoTo
ouBeTsiBaHe.

WHKyBaLMoHHM BpeMeHa 1nu TemnepaTypu, pa3finyHu OT MOCOYEeHUTE, MoraT Aa [oBeAaT A0 rpelHu pesynTatu. Beuukm nogo6Hu
npomeHy Tpsibea Aa Gbaat Banuavpaxu ot notpedutens.

KauecTBeH KOHTpoOn

Pasnuunsita B o6paboTkaTa Ha TbkaHUTe 1 TEXHUYeckuTe npoledypu B nabopaTtopusita Ha noTpebuTerns MoraT Aa foBeaat Ao
3HaAYMTENHO BapupaHe Ha pe3ynTaTuTe, Hanarallo pejoBHO N3BbLPLIBAHE Ha BbTPELUEH KOHTPOS B AOMbIHEHNE KbM CrieaHuTe
npoueaypu.

KoHTponuTe TpsibBa Aa ca CBeXw CriecuMeHu, B3eTW Mo BpeMe Ha ayTorncusi/6uoncusi/onepaums, prkcupann BbB hopManiH,
obpaboTeHu 1 BrpaeHu B napacmHOB BOCHK, Bb3MOXHO Haln-6bp30, N0 CbluMs HauYMH kato npoba(ta) Ha nauueHTa(ute).

Mo3uTnBHA ThKaHHa KOHTpona

Manonasa ce, 3a fa ce nokaxar npaBUriHO MPUrOTBEHU TbKaHU U NPaBUIHU TEXHUKU Ha OLiBETSIBAHE.

EpHa no3auTuBHa TbkaHHa koHTpona TpsibBa Aa Gbae BKIoUYeHa 3a BCEKU CET C TECTOBM YCIIOBUS NPy BCsika cepusi Npobu 3a
ouBeTsiBaHe.

TbkaH cbeC cnabo No3UTUBHO OLBETSIBAHE € MO-MOAXOASLLA OT ThKaH CbC CUIHO NO3UTUBHO OLiBETSIBAHE 3a ONTUMANeEH KaieCTBEH
KOHTPOI 1 3@ OTKpMBaHe Ha No-Marikv H1UBa Ha Aerpajauus Ha peareHTa.?

MpenopbunTenHaTa TbKaH 3a NO3UTUBHA KOHTPOSA Ca ThHKUTE YEpBa, B KOUTO CE OLIBETABAT EHTEPUYHU FaHITIUIAHU KNETKU.

AKO MO3WTWBHATA ThKaHHa KOHTPOIa He Mokasea No3UTUBHO OLBETSIBaHE, PE3yNTaTUTe OT CMIECUMEHUTE, BKITIOYEHN B TeCTa, Tpsibsa Aa
ce cuuTar 3a HeBanuaHu.

HeratuBHa TbKaHHa KOHTpona

Tpﬂ6Ba Aa ce nscneea crnej no3uTMBHaTa TbKaHHa KOHTpoONa, 3a Aa ce nposepu CI'IEL[I/Id)I/IHHOCTTa Ha 6ens3BaHeTo Ha TapreTHua
aHTUreH OT MbPBUYHOTO AaHTUTANO.

I'IpenopquTenHaTa TbKaH 3a HeratMBHa KOHTpO/a e crnmBuua, B KOATO J'IVIMQ)VIHHVITG KNeTKn ca HeraTuBHU.

AﬂTepHaTVIBHO, pa3H006pasmeTo OT pasnun4yHN BUAOBE KIETKU, MPUCHCTBALLM B MOBEYETO ThKaHHM Cpe3n, YeCcTo npegnara Mecrta 3a
HeratTueHa KOHTpona, HO ToBa Tpﬂf)Ba Aa ce nposepu OT nmpeﬁmenﬂ.

HecneumbquOTo ouBeTsiBaHe, ako NpucbLbCTBa, 06VKHOBEHO € ,qmbyaHo Ha BuAa. CnopaquHo ouBeTdABaHe Ha CbeauHUTeNnHa

TbKaH MOXe [la ce Habnaasa v B 4acTu OT NPEKOMEPHO (UKCUPaHU BbB hopManuH TbkaHu. 3nonssaiite UHTAKTHW KNETKW 3a
NHTepnpeTaunsa Ha pe3ynratute OT OLBETABaHETO. HerOTVI‘-IHVITe nnun aereHepupanurte Knetkn 4ecTo ce ouBeTaBaTt He(}l‘leLI,I/IQJVI‘-lHO.3
Moxe Aa ce BUOAT HeBEPHU NMO3UTUBHW Pe3ynTaTtu nopaan HEMMYHONIOMMYHO CBbpP3BaHe Ha NPOTEUHN UITN peakUMOHHW NPOAYKTU

Ha cyGCTpaTa. Te moxe Aa ca npuvnHeHu n oT eHAOreHHU eH3uMKn, KaTto Harnpumep ncesonepokcuaasa (epVITpOLLMTVI), eHaoreHHa
nepokcuaasa (umtoxpom C) unu enporeHeH GUOTUH (Hanp. YepeH Apob, repaa, Mo3bk, GbGPEK) B 3aBUCMMOCT OT TUMa Ha U3Non3BaHoOTo
WMYHHO OLBEeTABaHe. 3a ,qmd)epeHu,mpaHe Ha eHaoreHHa eH3nMHa akTUBHOCT unn HeCI‘IeLI,VId)VIHHO €H3UMHO CBbp3BaHe OT cneumbqua
UMYHHa PEaKTUBHOCT €KCKIy3MBHO MOXe [a Ce OUBETAT AOMNBbITHUTENHU TbKaHW OT nayueHTa, CbOTBETHO CbC Cy60TpaT-Xp0MOI’eH

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

HeratusHa KOHTpOJa Ha peareHTa

W3nonagavite Hecneu,mqwqua HeraTMBHa KOHTPOJia Ha peareHTa, BMeCTO MbPBUYHOTO aHTUTANO, CbC CPe3 OT BCEKU CNeCUMeH Ha
nauwveHTa, 3a Aa ce HanpaBu OLeHKa Ha HeCI'IeLI,I/Iqu/NHOTO ouBeTdaBaHe U fa ce fane no-,qoﬁpa WHTEepnpeTauua Ha CI'IELll/Iq)I/I‘-lHOTO
ouBeTsABaHe Ha MACTOTO Ha aHTUreHa.

TbKaH OoT nauueHTa

CnecumenuTe Ha naumeHTn, ouetenn ¢ NCL-L-PGP9.5, Tpsibea fa ce uscnensat nocnegHu. HacuteHocTTa Ha No3UTUBHOTO
oueTsBaHe TpsibBa fa Gbae oLeHeHa B KOHTEKCTa Ha BCSIKO HecrneLmhuyHO (hOHOBO OLIBETSIBAHE Ha HeraTMBHATa KOHTposa Ha
peareHTa. KakTo npu BCeku UMyHOXUCTOXUMUYEH TECT, €AuH OTpULaTeneH pe3ynTaT 03HayaBa, Ye aHTUreHbT He € OTKPUT, a He Ye
AHTUreHbT OTCHCTBA B aHanM3vpaHnTe KNeTku/TbKaH. AKO Ce Harnara, U3rnonsBaiTe nNaHen oT aHTuTena 3a uaeHTUULMpaHe Ha
hanLumBo oTpULIaTENHN peakLum.

OuakBaHu pe3ynTaTu

HopmanHu TbkaHn

KnonuHr 10A1 oTkpuBa NpoTenHoBus reHeH npoaykT 9.5 (PGP9.5) B HeBpoHUTE 1 HepBHUTE BnakHa Ha LieHTpanHaTa u nepudepHata
HepBHa cuctema. OTkpyBa Ce CbLLO Taka B LuTOMnasmMarta 1 sgparta Ha HSKou HeBPOEHOKPUHHM KIETKU, B CErMeHTU Ha 6bOpeyHnTe
KaHanyeTa, B CIepMaTOroHHWTE KNeTKW 1 KneTkuTe Ha Jlangur B TeCTUCHTe, B SALIEKNETKUTE U XXbITUTe Tena (obLy 6poit Ha oLeHeHnTe
HopMarnHu Tbkauu = 107).

ABHOPMHM ThKaH

KnonuHr 10A1 ousetsBa 8/20 HeBPOEHAOKPUHHU KapLuuHoma (BkroumnTenHo 3/9 kapuuHouga, 3/9 atunuyxmn kapuuHonga n 2/2
ApebHOKNEeTbYHM kapumHomMa), 4/38 ageHokapuvHoMa, 2/8 NNocKoKNeTbYHU KapLuuHoma, 2/3 actpounToma, 1/3 ypotenvanyu
KapLMHOMa Ha NuKouHKs Mexyp. He ce HabntogaBa ouBeTsiBaHe B CBETIIOKINETbYHM KapLMHOMUM Ha 6b6peLmTe (0/3) 1 nanunaphu
KapLMHOMM Ha LuToBKAHaTa xnesa (0/2) (06w 6poit Ha oueHeHuTe abHOPMHU cnyyan = 77).

NponykTsT NCL-L-PGP9.5 ce npenopbyBa 3a OTKpMBaHe Ha YoBeLW KN npoTenH PGP9.5 B HOpManHu u HeonnacTuyHu ThKaHu
KaTo JonbliHeHWe KbM KOHBEHLIMOHANHaTa XMCTONAaToNOrUs C U3non3saHe Ha HEMMYHOJIOTUYHU XMCTOXUMUYHU OLIBETABAHUA.
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O6Wwu orpaHnyeHus

VIMYHOXMCTOXMMUSITA € MHOTOCTBMKOB AWArHOCTUYEH NPOLIEC, KOUTO C& CCTOM OT CreLmanuanpaHo obyyeHne 3a n3Gop Ha NoaXoasLLn
peakTuBy, U36op Ha TbkaHw, dukcaumsi n obpaboTka, nogrotoska Ha IHC NPeaMETHO CTBKIMNO W MHTEPNPETALMS Ha pesynTaTute ot
OLIBETSIBAHETO.

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

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

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

Bubnuorpadusa — ocHoBHa
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. Beresford L, Orange O, Bell EB et al. Nerve fibres are required to evoke a contact sensitivity response in mice. Immunology. 2004;
111(1):118-125.
U3MeHeHus Ha npeguwiHo usgaHuve

CbeTaB Ha peareHTa, KoHUeHTpauus Ha o6L npoTenH, KoHueHTpaums Ha aHTuTsinoTo, Mpenopbku 3a ynotpe6a, MpeaynpexaeHus u
npeanasHu Mepku, O4aksaHu pesynTaru.

[aTa Ha nsgaBaHe
26 HOHn 2019 .
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Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody
Protein Gene Product 9.5

Termékkod: NCL-L-PGP9.5

Alkalmazasi teriilet

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

Az NCL-L-PGP9.5 a protein géntermék 9.5 molekulak fénymikroszkoppal végzett kvalitativ azonositasara szolgal paraffinos
metszetekben. Minden festddés meglétének vagy hianyanak klinikai értelmezését morfologiai vizsgalatokkal és megfelel kontrollokkal
kell kiegésziteni, valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett
patolégusnak kell elvégeznie.

Az eljaras elve

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

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

Klon
10A1

Immunogén

A fehérje géntermék 9.5 teljes hosszusaganak megfelel6 prokaridta eredetli rekombinans fuzids fehérje.
Specificitas

Human fehérje géntermék 9.5.

A reagens Osszetétele
Az NCL-L-PGP9.5 egy tartdsitészerként natrium-azidot tartalmazé folyékony szévetkultira felliliszo.

Ig-osztaly
1gG2b

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

Antitest-koncentracio
Legalabb 35 mg/l, ELISA médszerrel meghatarozva. A sarzsspecifikus Ig-koncentraciot lasd az Giveg cimkéjén.

Felhasznalasi javaslatok

Immunhisztokémia paraffinos metszeteken.

Héindukalt epitépfeltaras (heat induced epitope retrieval, HIER): Kévesse a Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6 termék
hasznalati Utmutatéjat.

Javasolt higitas: 1:40, 30 percen at, 25 °C-on. Az adatok csak Utmutatasul szolgalnak, a felhasznaléknak kell meghatarozniuk sajat
optimalis munkaoldataikat.

Megijelenités: Kdvesse a Novolink™ Polymer Detection Systems rendszerek hasznalati Gtmutatéjat. Ha tovabbi termékinforméaciokra
vagy tdmogatasra van sziiksége, forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy keresse fel a
Leica Biosystems weboldalat a www.LeicaBiosystems.com cimen.

Mas manualis festési rendszerekkel vagy automata platformokkal valé hasznalat esetén validalni kell az antitest teljesitményét.
Tarolas és stabilitas

2-8 °C-on tarolandé. Tilos fagyasztani. Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2—8 °C kozotti hémérsékletre. Ne hasznalja az tiveg
cimkéjén feltlintetett lejarati datum utan. A fentiekben eldirtaktdl eltérd tarolasi feltételeket a felhasznalonak ellendriznie kell.

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

Figyelmeztetések és 6vintézkedések

Ez a reagens a sejtkultira felliluszojabdl készilt. Mivel biologiai termék, kezelésekor észszerii korlltekintéssel kell eljarni.

Ez a reagens natrium-azidot tartalmaz. Az anyagbiztonsagi adatlapot igény esetén rendelkezésre bocsatjuk, illetve elérheté a
www.LeicaBiosystems.com

Minden potencialisan toxikus dsszetevé artalmatlanitasaval kapcsolatban kovesse a szdvetségi, allami és helyi eléirasokat.

A mintékat fixalas el6tt és utan, valamint a velik érintkez6 6sszes anyagot fertézések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriltekintéssel kell artalmatlanitani.” Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba kerilje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny teriilettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az érintett
teriiletet. Forduljon orvoshoz.

Minimalisra kell csokkenteni a reagensek mikrobidlis szennyezédését, kiilonben megnévekedhet a nem specifikus festédés.
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A megadottaktol eltérd inkubacios idék és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felnasznalénak minden ilyen jellegii
valtoztatast validalnia kell.

Mindség-ellendrzés

A felhasznalé laboratériumaban alkalmazott szvetfeldolgozasi és technikai eljarasok eltérései jelentds kilonbséget okozhatnak az
eredményekben, ami az alabbi eljarasokon tul belsé kontrollok rendszeres futtatasat teszi sziikkségessé.

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

Pozitiv szovetkontroll

A megfelel6 szdvet-el6készités és festési technikak ellenérzésére hasznalatos.

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

A gyengén pozitiv festédésii szovet alkalmasabb az er6sebben pozitiv festédésl szévetnél az optimalis minéség-ellenérzéshez,
valamint a kismérték{i reagensbomlas észleléséhez.?

Ajavasolt pozitiv kontrollszévet a vékonybél, ahol az enteralis ganglionsejtek festédnek.

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 kontrollszévet a tonsilla, ahol a limfoid sejtek negativak.

Ezenkiviil a legtobb szévetmetszetben jelen 1év6 kiilonbozé sejttipusok gyakran hasznalhatok negativ kontrollként, de ezeket a
felhasznalonak kell ellendriznie.

Ha van nem specifikus festédés, az rendszerint diffiz megjelenési. A formalinban tulfixalt szovetekbdl 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. Az alkalmazott immunfestés tipusatél fliggéen alpozitiv eredményeket okozhatnak
olyan endogén enzimek is, mint a pszeudoperoxidaz (vorosvérsejtek), endogén peroxidaz (citokrom C), illetve endogén biotin (pl. maj,
emld, agy, vese). Az endogén enzim aktivitasanak vagy az enzimek nem specifikus kétédésének a specifikus immunreakciétol valo
megkiilonboztetésére tovabbi betegszovetek festhetdk kizardlag szubsztrat—kromogén oldattal vagy enzimkomplexekkel (avidin-
biotin, sztreptavidin, jel6lt polimer) és szubsztrat-kromogénnel. Ha a negativ szévetkontroll specifikus festédést mutat, a betegmintak
eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ reagenskontroll

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

Betegszovet

Az NCL-L-PGP9.5 reagenssel festett betegmintakat vizsgalja meg utolséként. A pozitiv festédés intenzitasat a negativ reagenskontroll
esetleges nem specifikus hattérfestédésének viszonylataban értékelje. Mint minden immunhisztokémiai vizsgalatnal, a negativ
eredmény azt jelenti, hogy az antigén nem volt kimutathatd, 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 10A1 klén kimutatta a fehérje géntermék 9.5-6t (PGP9.5) a kdzponti és a periférias idegrendszer idegsejtjeiben és idegrostjaiban.
Kimutathaté volt tovabba egyes neuroendokrin sejtek citoplazmajaban és sejtmagjaban, a vesetubulusok szegmenseiben, a here
spermatogdéniumaiban és Leydig-sejtjeiben, a p jtekben és a sarg kben (vizsgalt normal szévetek 6sszesitett szama = 107).
Koros szbvetek

A 10A1 klén megfestett 8/20 neuroendokrin karcinémat (beleértve 3/9 karcinoidot, 3/9 atipusos karcinoidot és 2/2 kissejtes karcindmat),
4/38 adenokarcinémat, 2/8 laphamsejtes karcinomat, 2/3 asztrocitomat, 1/3 urothelialis hugyhdlyag-karcinémat. Nem volt festédés
medfigyelhetd a vilagossejtes \ karcinomak (0/3) és a papillaris pajzsmirigy-karcinémak (0/2) esetében (vizsgalt koros esetek
Osszesitett szama = 77).

Az NCL-L-PGP9.5 a human PGP9.5 fehérje kimutatasara ajanlott egészséges és tumoros szévetekben, a nem immunolégiai
hisztokémiai festést hasznalé hagyomanyos kérszévettani eljarasok kiegészitéseként.

Altalanos korlatozasok

Az immunhisztokémia tobb Iépésbdl allé diagnosztikai folyamat, amely a kdvetkezdket foglalja magaban: specidlis képzés alapjan a
megfelel6 reagensek kivalasztasa; a szévetek kivalasztasa, fixalasa és feldolgozasa; az IHC targylemez el6készitése; és a festési
eredmények értelmezése.

A szovet festédése fligg a szovet festés eltti kezelésétdl és feldolgozasatol. A nem megfeleld fixalas, a fagyasztas, olvasztas, mosas,
szaritas, melegités, metszetkészités, illetve a mas szdvetekkel vagy folyadékokkal torténd szennyezés mitermékeket, az antitestek
befogasat, illetve alnegativ eredményeket okozhat. Ellentmondé eredményekhez vezethetnek a fixalasi vagy beagyazasi modszerek
eltérései, illetve a szévet eredendé rendellenességei.

A tulzott vagy hidnyos kontrasztfestés ronthatja az eredmények megfeleld értelmezését.

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 patolégusnak kell
elvégeznie.

A Leica Biosystems Newcastle Ltd altal biztositott antitestek specifikus fixalasi kovetelmények mellett, az utasitdsoknak megfeleléen
fagyasztott vagy paraffinba agyazott metszeteken térténé felhasznalasra szolgalnak. Idénként varatlan antigén-expresszié fordulhat eld,
kiléndsen daganatok esetében. Barmely festett szévetmetszet klinikai értelmezéséhez morfolégiai elemzést is kell végezni, és ki kell
értékelni a megfeleld kontrollokat.
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Novocastra~ Anticorp monoclonal lichid de soarece
Protein Gene Product 9.5

Cod produs: NCL-L-PGP9.5

Utilizare prevazuta

Pentru diagnosticare in vitro.

NCL-L-PGP9.5 este destinat identificarii calitative, prin intermediul microscopiei optice, a moleculelor produsului genei de proteina 9.5 in
sectiunile de parafina. Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei acesteia trebuie completata cu studii morfologice utilizand
controale adecvate si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare
efectuate de catre un patolog calificat.

Principiul de procedura

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

Clona

10A1

Imunogen

Proteina procariotica recombinanta de fuziune corespunzand lungimii complete a moleculei produsului 9.5 de gena a proteinei.
Specificitate

Produs de gena a proteinei 9.5 umana.

Compozitia reactivului

NCL-L-PGP9.5 este un supernatant de cultura tisulara lichid care contine azida de sodiu drept conservant.

Clasalg
1gG2b

Concentratie proteina totala n
Consultati eticheta flaconului pentru concentratia proteinelor totale specifica lotului.

Concentratie anticorpi
Mai mare sau egald cu 35 mg/l asa cum este determinata prin ELISA. Consultati eticheta flaconului pentru concentratia Ig specifica
lotului.

Recomandari privind utilizarea

Imunohistochimie pe sectiuni de parafina.

Recuperarea indusa de caldura a epitopilor (Heat Induced Epitope Retrieval HIER): Urmati instructiunile de utilizare din Novocastra
Epitope Retrieval Solution pH 6.

Dilutie sugerata: 1:40 timp de 30 de minute la 25 °C. Aceste informatii sunt furnizate cu rol de indrumare, iar utilizatorii trebuie s&-si
stabileasca singuri propriile dilutii de lucru optime.

Vizualizare: Respectati instructiunile de utilizare din Novolink™ Polymer Detection Systems. Pentru asistenta sau informatii
suplimentare cu privire la produs, luati legatura cu distribuitorul dvs. local sau cu biroul regional al Leica Biosystems sau, ca alternativa,
vizitati site-ul web al Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

Performanta acestui anticorp trebuie validata atunci cand este utilizat cu alte sisteme de colorare manuala sau alte platforme
automatizate.

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

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

Avertismente si precautii

Acest reactiv a fost pregétit 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 cu informatii de siguranta despre material este disponibila la cerere sau poate fi obtinuta de
la www.LeicaBiosystems.com

Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea la deseuri a oricaror componente cu potential
toxic.
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Specimenele, Tnainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manevrate ca si cand ar avea potentialul de
a transmite infectii si trebuie eliminate luand méasurile de precautie adecvate. Nu pipetati niciodata reactivii cu 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 aparea o crestere a colorarii nespecifice.

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

Controlul calitétii

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, fixate in formalina, procesate si incorporate in ceara
de parafina cat mai curand posibil si in aceeasi maniera ca si probele pacientului.

Tesutul de control pozitiv

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

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

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

Tesutul de control pozitiv recomandat este intestin subtire unde se coloreaza celulele ganglionare enterice.

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

Tesutul de control negativ

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

Tesutul de control negativ recomandat este amigdald unde celulele limfoide sunt negative.

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

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

Tesutul pacientului

Examinati specimenele pacientului colorate cu NCL-L-PGP9.5 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. Daca este necesar, folositi un
panel pentru anticorpi pentru identificarea reactiilor fals negative.

Rezultate asteptate

Tesuturi normale

Clona 10A1 a detectat produsul genei de proteina 9.5 (PGP9.5) in neuroni si fibrele nervoase ale sistemului nervos central si periferic.
Afost, de asemenea, detectat in citoplasma si nucleul unor celule neuroendocrine, in segmente ale tubulelor renale, in celulele
spermatogene si Leydig ale testiculelor, in ova si corpora lutea (Numar total de tesuturi normale evaluate = 107).

Tesuturi anormale

Clona 10A1 a colorat 8/20 carcinoame neuroendocrine (incluzand 3/9 carcinoide, 3/9 carcinoide atipice si 2/2 carcinoame cu celule
mici), 4/38 adenocarcinoame, 2/8 carcinoame cu celule scuamoase, 2/3 astrocitoame, 1/3 carcinoame uroteliale ale vezicii urinare. Nu
a fost observata vreo colorare in carcinoame cu celule clare renale (0/3) si carcinoame papilare ale tiroidei (0/2) (Numar total de cazuri
anormale evaluate = 77).

NCL-L-PGP9.5 este recomandat pentru identificarea proteinei PGP9.5 umane in tesuturi normale si neoplazice. ca adjuvant la
hi: logi nventionala utilizan loratii hi himice neimunologice.

Limitari generale

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

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

Contracoloratia excesiva sau incompleta poate compromite interpretarea adecvata a rezultatelor.
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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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Kunkas popMa MOHOKJIOHAJIBLHBIX AHTUTE] MbIIIH Novocastra™
Protein Gene Product 9.5

Kon nmponykra: NCL-L-PGP9.5

Hasnauenue

[ns duaeHocmuku in vitro

Mpenapat NCL-L-PGP9 npeaHasHa4eH Ans ka4ecTBeHHOro onpeaeneHust monekyn Protein Gene Product 9.5 B napaduHoBbIx cpesax
MeTO0M CBETOBOM MUKPOCKOMUK. KnuHnyeckas MHTepnpeTaums noboro okpaluMBaHUs Unm ero oTCyTCTBUS JOMMKHA BbITb JONONHeHa
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 cneumcbmquKoro 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
10A1

MmmyHoreH

PeKoMBWHaHTHbIV GenoK U3 NPOKapMOTUYECKUX KIIETOK, COOTBETCTBYIOLLMIA MONHOM ANIMHE MONEeKynbl NPoTenHa, NpeaCcTaBnsoLLnii
cobolt reHHbIV NpoaykT 9.5.

CneundmyHocTb

Benok yenoseka, SBNSIOWMIACS reHHbIM npoaykTom 9.5.

CocTaB peakTuBa
NCL-L-PGP9.5 aBnsieTca cynepHaTaHTOM XUAKOW KynbTypbl TKAHEN, COAEPXKaLLMM asug, HaTpus B kKa4ecTBe KOHCepBaHTa.

Knacc uMmyHorno6ynuHoB
1gG2b

OG6Lan KoHUeHTpauus 6enka
OﬁLLlaﬂ KOHUeHTpauuns Genka B KaXXAon napTun ykasaHa Ha 3TUKeTKe dJI'IaKOHa.

KoHueHTpauusa aHTutena
KoHueHTpauus Bbilwe unv akeuBaneHTHa 35 mr/n npu onpeaeneHun metogom V®A. KoHueHTpauus uMmyHornobynuHa,
COOTBETCTBYIOLLAS JAHHOW Cepun, ykasaHa Ha aTukeTke hnakoHa.

PekomeHgauum no npUMEeHeHur

MMMyHOrMCTOXMMIUYEeCKoe okpalumBaHue napaduHOBbLIX CPE30B.

TennoBas gemackupoBka anutona (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): BeINONHANTE UHCTPYKLMIO MO MPUMEHEHWIO,
npunaraemyto k npenapaty Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

PekomeHayemoe pa3sepeHue: 1:40 B TedeHne 30 muHyT npu 25 °C. 3TW ykasaHus creayeT cHMTaTb OPUEHTUPOBOYHBLIMU, 1
nonb30BaTeny JOMMKHbI ONPEAEnTb CBOU COBCTBEHHbIE NapaMeTpbl ONTUMArbLHOTO paboyero pas3seeHus.

Busyanusauus: BeinonHaiiTe MHCTpyKLUMIO Mo NnpuMmeHeHuto, npunaraemyto k Novolink™ Polymer Detection Systems. 3a
[AononHUTENbHOW MHbopmaumeit 06 3ToM NpoaAyKTe U NOAAEPXKON obpallaiTeck K CBOEMY MECTHOMY AUCTPUGHIOTOPY UK
pervoHansHomy odmcy komnaHum Leica Biosystems, nu6o nocetute Be6-caiT komnanum Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
Ecnv naHHble aHTUTena MCMoMb3yHOTCs C APYTMMW aBTOMATU3MPOBaHHbLIMU NaTopMamMu Unu cucTemMamm Ansi okpallivBaHWs 06pasLoB
KOTOpOE BbINOMHAETCS BPYYHYIO, VX XapaKTepuUCTUKX criefyeT BanvuampoBatb.

XpaHeHue 1 cTabunbHOCTb

XpaHVITI:. npun Temnepartype 2-8°C. He 3amMopaxuBaTb. MNocne ncnonb3oBaHusi He3aMeanuTenbHO BEPHYTb Ha XpaHeHue npu
Temnepatype 2—-8 ‘C. He ucnonb3oBath nocrne ykazaHHoW Ha 3TKeTKe ¢hriakoHa AaTbl UCTEYEHUSI CPOKA FOAHOCTM. YCIOBUS XpaHEHUs,
oTnu4yarLwmecs ot yKka3aHHbIX Bbille, OOIMKHbI 6bITb npoBepeHbI Mosib3oBaTenem.

NoparoTroBka o6pasLoB
[lns npUroToBNEeHUs 3anuTbix B NapaduH cpe3os TkaHeit pekomeHayeTcs dukcaums B 10 % HelTpanbHoM 3abydepeHHOM dopmanuHe.

MNpeaynpexaeHUsi 1 Mepbl NPeAOCTOPOXHOCTH

OT0T peakTuB 6bin M3rOTOBMEH U3 CynepHaTaHTa KynbTypbl KNeTok. [py obpalleHnn ¢ aTuM NpoayKToM, Kak 1 ¢ ApyruMu
Bronornyeckumn npoayktamu, cnegyet COﬁJ‘IIO,D,aTb Pa3yMHyr OCTOPOXXHOCTb.

Orot peakTnB COAEPXUT a3ng HaTpus. I'IacnopT 6e30MacHOCTN XMMUYECKON npoAyKuun npefocTaBrigeTca no 3anpocy unn OCTyneH Ha
cante: www.LeicaBiosystems.com
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Mo Bonpocam yTunu3auum Mobbix BO3MOXHO TOKCUMECKUX KOMMOHEHTOB BbINONHsIVTE TpeboBaHWs defeparnbHbIX, PervioHarnbHbIX U
MECTHbIX HOPMaTUBHbIX [JOKYMEHTOB.

C oBpasuamu (Bo v nocne ukcaumm) 1 BCeMn matepuanamu, KoTopble HaXOASTCS MO, UX BO3AENCTBUEM, CriedyeT obpaluarest kak co
CMocoBHbIMM K Mepeaade UHEKUUM 1 yTURM3MpOBaTh, COBMIoAAs COOTBETCTBYIOLUME Mepbl NPEAOCTOPOXHOCTY. ! Hukoraa He Habupaiite
peakTVBbI B MUMETKY PTOM W He JoMnyckanTe KOHTaKTa peakTUBOB 1 06Pa3LIoB C KOXeW U CIN3UCTbIMM oGomnoykamu. B criyyae koHTakTa
peakT1BOB Mnn 06Pa3LIOB C YyBCTBUTENBbHLIMI 30HAMV NPOMOIATE UX BONbLUMM KONMYECTBOM Bofbl. OBGpaTUTeCh 38 MeANLIMHCKON
NOMOLLbHO.

CBoAMTE K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsi3HeHWe peakTUBOB BO U3BexaHue yeuneHust HeCneLm@UUEcKoro okpaLLBaHmsl.

WHkyGauws Npu cpokax 1 Temnepatypax, OTIIMYHBIX OT YKadaHHbIX B UHCTPYKLWK, MOXET faTb OLUMGOYHbIE pesynbTaTbl. Jliobble
Nofo6HbIE U3MEHEHWS AOMKHbI BbITb BANMAMPOBaHbI NOMb30BaTENEM.

KOHTpOHb Ka4yecTBa

Pasnuuunsa B meToaax o6paboTku TKaHel 1 TEXHUYEeCKKX NpoLieaypax, BbINOMHSEMbIX B nabopaTtopuy nonb3oBaTens, MoryT NpUBeCcTU K
CyLLIECTBEHHOW BapuabenbHOCTU pe3ynbTaToB, B CBA3N C YeM TpebyeTcst perynsipHoe BbiMONHEHWE BHYTPUMIaGopaTopHbIX KOHTPOre B
AONONHeHne K yKasaHHbIM HWXe npoueaypam.

B kayecTtBe KOHTpOﬂeI’I crnenyet Ucnonb3oBaTh CBEXNe 06paBleI, nony4yeHHble Npu ayToncuu, 6uoncum unu XUpypru4eckux npouenypax,
huKcMpoBaHHble B chopmanuHe, obpaboTaHHble U Kak MOXHO CKOpee 3anuTble B napaduH Tak xe, kak Obinvm 06paboTaHbl NonyyeHHble
y nauveHToB o6pasLbl.

MonoxuTenbHbIN KOHTPONb TKaHU

ﬂpMMeHﬂeTCﬂ ANA NPOBEPKM NPaBUIibHOCTU NOATOTOBKAU TKaHen n METOLOB OKpalUnBaHUA.

B Ka)KAbIIZ Haﬁop yCJ'IOBVIVI TecTa Npu KaXXAoM LUKIie OKpalunBaHUA crieqyeT BKIYaTb OAWH Cpe3 TKaHW ANA NONIOXKNTEeNbHOro KOHTPOons.
,qJ'IFl ONTUMAaribHOro KOHTPOSA KayecTea n OﬁHapy)KeHMﬂ He3Ha4YuTeNlbHbIX ypOBHeI;I Aaerpagaumun peaktmsa Gonee noaxoauT TKaHb CO
cnabbiM NONOXNTENBHBLIM oKpalwmBaHnem, 4emM TKaHb C CUIbHbIM MNONOXUTENbHBIM OKpaLUl/IBaHl/IeM.2

B kauecTBe NonoXxuTensHoro KOHTPOJA peKoMeHOYeTCA TKaHb TOHKOro KuleYyHUKa C OKpalunBaHWeM KIeTOK 3HTeparbHbIX raHrmneB.
I'Ipm OTCYTCTBUW NOJIOXUTENBbHONO OKpaluMBaHUA TKaHU, MCﬂOﬂbByIOLLleVICﬂ B Ka4eCTBe MONOXUTENbHOIO KOHTPONSA, pe3ynbsraTthl,
MoMyYeHHbIE C UCCreayeMbIMM 0BPa3sLaMM, CHUTATCS HEAENCTBUTENBHBIMU.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb TKaHW

3TOT TecT HeoBXOAVNMO BbIMONHSATL NOCIE NONOXUTENLHOTO KOHTPOSS TKaHU AN NPOBEpKX CneLndUYHOCTU MEYEHNs Lienesoro
aHTUreHa nepBUYHbLIM aHTUTENIOM.

B kayecTBe oTpuLIaTENBHOMO KOHTPOIISi PEKOMEHAYETCS NCMONb30BaTh TKAHW MUHAANUHBI C OTPULIATENbHbLIM OKpaLLMBaHUEM
NIMMOUAHBIX KMNETOK.

Kpome Toro, pasHoobpasHble TUMbl KNETOK AN OTPULIATENbHOTO KOHTPOSIS MOXHO 4acTo HalTW B GONbLUMHCTBE CPE30B TKaHEeW, OfHaKo
Takvie npenaparbl JOMMKHbI 6biTb NPOBEPEHbI NOMNb30BaTENEM.

Hecneunduyeckoe okpaluvBaHue, Criv OHO MPUCYTCTBYET, 0ObIYHO BBIMMAAUT Anddy3HbIM. B cpesax TkaHew, n3bbITo4HO
UKCMPOBAHHBIX (HOPMaNMHOM, MOXHO TaKKe WHOTAA YBUAETb OKpalUMBaHUE COEAUHUTENBHON TKaHWU. [ins uHTepnpeTtauum
pe3ynbTaToB OKPaLLMBAHWSA UCMOMNb3YITE MHTAKTHBIE KNETKWU. HekpoTU3npoBaHHbIe U paspyLueHHble KNeTKW 4acTo okpallMBakTCs
Hecneundmnyeckn.’ HenMmyHHoe CBsidbiBaHUe GENKOB UK NPOAYKTOB peakLnn ¢ cy6CTpaToM MOXET NPUBECTHU K JIOXKHOMOMOXUTENbHbIM
pesynsTratam. Takue e pesynbTaTbl MOryT GbiTh CBSi3aHbl C 9HAOTEHHLIMU (hepMeHTaMu, Hanpumep NceBaoNepoKcuaasoi (B
3apUTpOLMTaX), BHAOTEHHON NepoKcKaa3soit (LMToxpom C) nnu SHAOreHHbIM GUOTUHOM (Hanpumep, B NeYeHW, MOMOYHON Xenese,
rOMOBHOM MO3re UM MoYke) B 3aBUCUMOCTY OT TUNa UCMOSNb30BAHHOTO UMMYHHOTO OKpaLUMBaHUs. YTobbl OTNNYNTL aKTUBHOCTb
3HAOreHHbIX PEPMEHTOB WUIN HecneLnhuyeckoe CBs3biBaHNe (hEPMEHTOB OT CreLMdUIeckon UMMYHOPEaKTUBHOCTU, MOXHO
BbIMOMHWTL OKpaLLVBaHWe AOMOMHNTENbHbIX TKaHel NaLneHTa UCKIIOUNTENbHO XPOMOreHHbIM Cy6CTpaToM M hepMEHTHLIMM
KOMMneKkcamm (aBUanH-6UOTVH, CTPenTaBUANH, MEYEHbI MONIMMEP) U XPOMOTEHHbIM CyBCTPaToM COOTBETCTBEHHO. [pu Hanuunmn
cneumduYeckoro okpallMBaH1s B OTPULIATENLHOM KOHTPOMe TKaHW pe3ynbTaTbl MCCrefoBaHNs NOSyYeHHbIX Y NaunMeHToB o6pasLos
CUNTAIOTCS HeLeCTBUTENbHLIMU.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb peakTuBa

ﬂJ‘Iﬂ OUEHKM Hecneumcbmqecn(oro OKpalumBaHua n nquueVl WHTEepnpeTaunn cneumcbmqecn(oro OKpalimBaHuA B 06bnacTu cea3biBaHNUA
aHTuUreHa, uccnenys cpesbl Kaxgoro 06paaua, B3ATOrO y nayuneHTa, BMeCTO NepBUYHbIX aHTUTEN VICI'IOJ'IbayI;ITe peakTtus, cny)Kau.mﬁ B
KayecTBe Hecneumdamuecxoro OTpUUaTeNnbHOro KOHTPONs.

TKaHb, nony4yeHHas y nauueHTa

Wccnenyiite obpasLibl B3ATOM y NauveHTa TkaHu, KoTopble okpalleHbl ¢ nomolubio NCL-L-PGP9.5, B nocneaHtoto ovepeap.
MHTEHCMBHOCTb MOMOXWUTENBHOTO pe3ynbTaTa OkpaluMBaHKs CriedyeT OLeHNBaThb C y4eToM Noboro Hecneunuyeckoro hoHoBOMo
OKpalLMBaHKsi peakTuBa, NpefcTaBnsioLLero cobom oTpulaTenbHblid KOHTPOrb. Kak 1 npu nio6om nMMyHOrMCTOXUMUYECKOM
1CCreaoBaHum, OTpULATENbHbINA pe3ynbTaT 03HaYaeT HeobHapyXXeHNe aHTUreHa, Ho He ero OTCYTCTBME B UCCMNEA0BaHHbIX KneTkax unu
TkaHw. Mpun Heo6XxoAMMOCTM CrieayeT UCNONb30BaTh NaHemNb aHTUTEN ANS BbISBNEHUS NTOXHOOTPULIATENbHBIX PeaKLmii.

Oxupaembie pe3ynbraTbl

HopmanbHble TkaHu

KnoH 10A1 oBHapyxun SBNSOWMWIACS reHHbIM NPoAYKTOM npoTenH Yenoseka 9.5 (PGP9.5) B HelipoHax U HEPBHbIX BOMOKHAaX
LieHTparnbHOI 1 nepudepnyeckoit HepBHoW cnuctembl. OH Takke Bbin 06HapyXeH B LuuTonnasme u sapax HeKOTOPbIX HEMPO3IHAOKPUHHBIX
KMNeToK, CerMeHTax NoYeyHbIX kKaHanbLeB, B CepMaTOroHWsIX U kneTtkax Jleigura suyek, a Takke B siiLiekneTke 1 xenTom Tene (obliee
yncno obpasLoB UCCNeaoBaHHbIX HOpManbHbIX TkaHen = 107).

MNatonornyecku nsMeHeHHble TkaHW

KnoH 10A1 okpacwun 8/20 crnyyaeB HEMPOIHAOKPUHHOM KapLuHOMBI (Bkntoyas 3/9 cnyyaes kapuuHougos, 3/9 criyyaeB aTUnmyHbIX
KapLMHOMAOB 1 2/2 criyyaeB MENKOKNETOYHO KapLuuHoMbl), 4/38 cnyyaeB afaeHoKapLUMHOMbI, 2/8 criyqaeB NOCKOKNETO4HOM
KapuMHOMbI, 2/3 cnyyaes acTpouuTomsl, 1/3 crny4aes ypoTenuarnbHoi KapLuyHOMbl MOYeBOro ny3bipsi. OkpalumBaHue He 0BHapyXeHo B
CBETIOKIETOYHO NoYeyHo kapuuHome (0/3) v nanunnspHoii kapLuyHoMe WUToBUAHOM xenesbl (0/2) (o6Luee YMcno nccnefoBaHHbIX
naTonornyecku n3mMeHeHHbIx obpasuos = 77).
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NCL-L-PGP9. KOMEH/1YeTCA UCNOJb30BaTh ANA 06HAPYXeHUsA ka PGP9.5 4y BeKa B BbIX U N PKEHHbIX
ONyXonblo TKaHAX B Ka4ecTBe [IONOJIHEHUs K CTaHAAPTHLIM rMCTONAaTONOIMYECKMM UCCNeoBaHUAM C NPUMEHEHUeM
HEMMMYHHOIO rMCTOXMMMUYECKOTO OKpaLIMBaHUS.

O6Lwme orpaHuyeHus

MNIMMYHOTMCTOXMMMUYECKOe UCCNeA0BaHMEe SBMSIETCH MHOTOCTAAUMHBIM ANarHOCTUYECKAM NPOLLeCcCoM, TPeOYIOLWMM creLyarnbHbIX
HaBbIKOB B Bblbope Haanexalyux peakTueoB; Beibope, chukcauum n obpaboTke TkaHew; npurotoBnexnun cpesa ¢ UIMX npenapatowm;
VHTEpMpeTaLun pesynsTaToB OKpaluMBaHUs.

OkpalumnBaHue TkaHeit 3aBUcuT OT obpallieHns ¢ TKaHAMW 1 X 06paboTkoii nepes okpaluvMBaHWeM. HenpaBunbHble npoLeaypb
huKcaLmMm, 3aMopaxu1BaHWsi, OTTaUBaHKS!, MPOMbIBKY, CYLLKM, HarpeBa, NPUroTOBMEHNsi CPe3oB, a Takke 3arpsi3HeHre ApYrMMi TKaHsIMK
UMW KUAKOCTSIMU MOTYT MPUBOAUTL K apTedakTam, 3axBaTy aHTUTEN UM NIOKHOOTpULIaTenbHbIM pedyrnstatam. MpoTuBopeyrBbie
pesynbraTbl MOTyT GbITb OBYCIOBMNEHBI PA3NMYMSMU METOAOB (PUKCALMM W 3aNMBKV Npenapata Ui nNpucyLLiei TKaHSAM BHYTPEHHe
HEepPaBHOMEPHOCTbIO CTPYKTYpbI.*

UpesmepHOe W1 HeMnonHoe KOHTPACTUPOBaHNE MOXET HEraTMBHO OTPA3UTLCA Ha TOYHOCTU MHTEPMpPeTaLMn pesyrbTaToB.
KnuHuyeckas uHTepnpeTauus noboro okpallMBaHUs UIu ero oTCyTCTBUS AOIMKHA GbITh JOMONHEHa MOPONOrnyecknmMmn
MCCNEAoBaHUAMU C HaAeXaLLMMN KOHTPOMSIMU U AOMKHa GbITb OLeHeHa KBanuduUMpoBaHHbLIM NaTONOrOM C Y4eTOM aHaMHesa
nauueHTa 1 Apyrix AMarHoCTUHeCcKMX TeCTOB.

M3rotoBneHHble komnanuen Leica Biosystems Newcastle Ltd aHTuTena npegHasHaveHbl, kak ykasaHo Bbille, A8 NPUMEHEHNS

Ha 3aMOPOXXEHHbIX UMW 3annTbIX B MapacuH cpesax 1 TpebyIoT BbIMONHEHNs] KOHKPETHbIX TpeGoBaHuMil o dukcaumun. BosmoxHa
HenpeaBWAEHHast 3KCNpeccus aHTureHa, ocobeHHo B onyxonsx. KnuHuyeckas nHtepnpeTtauus no6oro okpalleHHOro cpesa TkaHu
[I0IhKHa BKIH0MaTh MOPEONOTMYECKUiA aHanu3 1 OLieHKY COOTBETCTBYIOLLIMX KOHTPONEA.

NuTtepatypa — obuwasn
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. Beresford L, Orange O, Bell EB et al. Nerve fibres are required to evoke a contact sensitivity response in mice. Immunology. 2004;
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[ononHeHus K npeabiayLemy BbinycKy

CocraB peakTnBoB, CyMMapHasa KOHUeHTpauua Gernka, KOHUEHTpauna aHTuTen, pekoMmeHaauun no Ncnornb30BaHUIo, NpeaynpexaeHnsa u
Mepbl NPeOoCTOPOXHOCTH, Npeanonaraemble pesynbsraThbl.

[ata Bbinycka
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Plynne mysie przeciwcialo monoklonalne Novocastra
Protein Gene Product 9.5

Kod produktu: NCL-L-PGP9.5

Przeznaczenie

Do diagnostyki in vitro.

Preparat NCL-L-PGP9.5 jest przeznaczony do jakosciowej identyfikacji za pomocg mikroskopii $wietinej czgsteczek biatkowego
produktu genu 9.5. w skrawkach parafinowych. Kliniczng interpretacje barwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami
morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby
pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.

Zasady postepowania

Metody barwienia immunohistochemicznego (IHC) umozliwiajg wizualizacje antygendw dzigki zastosowaniu — po kolei — swoistego
przeciwciata przeciwko antygenowi (przeciwciata pierwszorzedowego), przeciwciata drugorzedowego przeciwko przeciwciatu
pierwszorzedowemu i kompleksu enzymu z substratem chromogennym z etapami przemywania. Aktywacja enzymatyczna chromogenu
prowadzi do wytworzenia widocznego produktu reakcji w miejscu antygenu. Nastgpnie mozna wykonac¢ barwienie kontrastowe probki i
zakry¢ jg szkietkiem nakrywkowym. Wyniki sg interpretowane przy uzyciu mikroskopu $wietinego i pomagajg w diagnostyce réznicowe;j
procesow patofizjologicznych, ktére moga mie¢ zwigzek z okre$lonym antygenem.

Klon

10A1

Immunogen
Prokariotyczne rekombinowane biatko fuzyjne odpowiadajgce petnej diugosci czasteczki biatkowego produktu genu 9.5.

Swoistos¢
Ludzki biatkowy produkt genu 9.5.

Sktad odczynnika

NCL-L-PGP9.5 jest ptynnym supernatantem hodowli tkankowej zakonserwowanym azydkiem sodu.
Klasa Ig

1gG2b

Calkowite stezenia biatka
Catkowite stezenie biatka w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Stezenie przeciwciat
Wigksze lub réwne 35 mg/L oznaczone za pomocg testu ELISA. Stezenie Ig w danej serii podano na etykiecie fiolki.

Zalecenia dotyczace stosowania

Badanie immunohistochemiczne skrawkéw zatopionych w parafinie.

Cieplne odmaskowywanie epitopu (Heat Induced Epitope Retrieval HIER): Nalezy postgpowa¢ zgodnie z instrukcjg stosowania
zatgczong do roztworu Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Sugerowane rozcienczenie: 1:40 przez 30 minut w temperaturze 25 °C. Sg to jedynie wskazdwki i uzytkownicy powinni sami okresli¢
swoje optymalne rozcienczenie robocze.

Wizualizacja: Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg stosowania dotgczong do Novolink™ Polymer Detection Systems. W celu
uzyskania dodatkowych informacji o produkcie lub dalszej pomocy nalezy skontaktowaé sie z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym
biurem Leica Biosystems, lub odwiedzi¢ strone internetowg www.LeicaBiosystems.com

Jezeli przeciwciato jest uzywane jednoczes$nie z innymi recznymi metodami barwienia lub platformami automatycznymi. nalezy
zweryfikowa¢ jego dziatanie.

Przechowywanie i trwatos¢
Przechowywac¢ w temperaturze 2—8 °C. Nie zamrazaé. Niezwlocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2—8°C. Nie uzywac

po uptywie daty waznos$ci podanej na etykiecie fiolki. Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji
uzytkownika.

Przygotowanie probek
Zalecanym utrwalaczem jest 10-procentowa obojetna buforowana formalina do zatopionych w parafinie skrawkéw tkankowych.

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Odczynnik zostat przygotowany z supernatantu hodowli tkankowej. Poniewaz jest to produkt biologiczny, podczas jego uzywania nalezy
zachowaé odpowiednie $rodki ostroznosci.

Ten odczynnik zawiera azydek sodu. Karta charakterystyki jest udostgpniana na zgdanie lub mozna jg pobra¢ ze strony
www.LeicaBiosystems.com

Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowa¢ zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.
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Probki przed i po utrwaleniu oraz wszelkie materiaty narazone na kontakt z nimi nalezy traktowac jak materiaty potencjalnie zakazne i
nalezy je utylizowa¢ z zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznosci.! Podczas pobierania pipetg nie wolno zasysa¢ odczynnikéw
ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatow ze skérg oraz btonami $luzowymi. W razie kontaktu odczynnikéw lub prébek
ze szczegdlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig wody. Nalezy zasiegng¢ porady lekarza.

Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwigkszonego 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.

Kontrola jakosci

Réznice w przetwarzaniu tkanek i procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga doprowadzi¢ do znacznej zmiennosci
wynikéw, co oznacza konieczno$¢ dodatkowego przeprowadzania regularnych kontroli wewnetrznych.

Kontrole nalezy przeprowadzac¢ jak najszybciej na $wiezych probkach z autopsji/biopsji/operacji chirurgicznej utrwalonych,
przetworzonych i zatopionych w parafinie, takg sama metoda, jakg badane sg pobrane tkanki.

Tkankowa kontrola pozytywna

Stosowana w celu wskazania prawidtowo przygotowanych tkanek i prawidtowych technik barwienia.

W kazdej serii barwienia kazdy zestaw warunkéw testowych powinien uwzglednia¢ jedng tkankowa kontrolg pozytywng.

Do optymalnej kontroli jako$ci i do wykrywania niewielkich pozioméw degradacji odczynnikéw bardziej nadaje sig tkanka o stabym
barwieniu pozytywnym niz tkanka o silnym barwieniu pozytywnym.2

Tkankowa kontrola pozytywna powinna obejmowac jest jelito cienkie, w ktérym ulegajg barwieniu komorki zwojowe jelit.

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
pierwszorzgdowe.

Tkankowa kontrola negatywna powinna obejmowac¢ migdatek gdzie limfocyty majg wynik negatywny.

Ewentualnie tkankowa kontrola negatywna moze obejmowac rézne typy komérek obecne w wigkszos$ci skrawkéw tkankowych, jednak
powinno to zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Barwienie niespecyficzne, jezeli jest obecne, zwykle ma charakter rozproszony. Na skrawkach wykonanych z materiatu tkankowego
nadmiernie utrwalonego w formalinie mozna réwniez zaobserwowac¢ sporadyczne barwienie tkanki 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$é enzymatyczng lub niespecyficzne wigzanie enzyméw od
swoistej immunoreaktywnosci, dodatkowe tkanki pacjenta moga by¢ barwione wytgcznie substratem chromogenem lub kompleksem
enzymatycznym (awidyna-biotyna, streptawidyna, znakowany polimer) i substratem-chromogenem. Jesli w trakcie tkankowej kontroli
negatywnej nastagpi 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 probki pobranej od pacjenta nalezy przeprowadzi¢ nieswoistg kontrole negatywng odczynnika w miejscu wigzania przeciwciata
pierwszorzedowego.

Tkanka pacjenta

Prébki pobrane od pacjenta barwione NCL-L-PGP9.5 nalezy badac 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 koniecznosci do identyfikacji reakcji falszywie negatywnych nalezy wykorzystac panel
przeciwciat.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Klon 10A1 wykryt biatkowy produkt genu 9.5 (PGP9.5) w wiéknach nerwowych osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego. Wykryto
go réwniez w cytoplazmie i jadrze niektérych komérek neuroendokrynnych, we fragmentach kanalikéw nerkowych, w spermatogoniach i
komérkach Leydiga w jadrach, w komérkach jajowych i ciatkach zéttych (Catkowita liczba ocenionych prawidtowych tkanek = 107).
Tkanki nieprawidtowe

Klon 10A1 wybarwit 8/20 rakéw neuroendokrynnych (w tym 3/9 rakowiaki, 3/9 atypowe rakowiaki i 2/2 raki drobnokomarkowe), 4/38
gruczolakoraki, 2/8 raki ptaskonabtonkowe, 2/3 gwiazdziaki, 1/3 raka urotelialnego pecherza moczowego. Nie zaobserwowano barwienia
w rakach jasnokomoérkowych nerek (0/3) i rakach brodawkowatych tarczycy (0/2) (catkowita liczba ocenionych nieprawidtowych
przypadkow = 77).

Zaleca sie stosowanie NCL-L-PGP9.5 do identyfikacji ludzkiego biatka PGP9.5 w tkankach prawidtowych i nowotworowych,

jako uzupetnienie konwencjonalnej hi logii z z: waniem nieimmunologicznych rwien histologicznych.

Ograniczenia ogélne

Badanie immunohistochemiczne to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktéry wymaga specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru
odpowiednich odczynnikdéw i tkanek, utrwalania i przetwarzania tkanek, przygotowywania preparatéw immunohistochemicznych oraz
interpretacji wynikéw barwienia.
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Barwienie tkanek zalezy od postgpowania z tkanka i jej przetwarzania przed barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie,
rozmrazanie, przemywanie, suszenie, podgrzewanie, $cinanie skrawkow lub skazenie innymi tkankami lub ptynami moze powodowaé
artefakty, zatrzymywanie przeciwciat lub wyniki fatszywie negatywne. Niespdjne wyniki mogg wynika¢ z réznic w metodach utrwalania
i zatapiania lub nieprawidtowosci zwigzanej z tkankg.* Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze negatywnie wptywac na
wiasciwg interpretacje wynikow.

Kliniczng interpretacje barwienia lub jego braku nalezy uzupetni¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.
Przeciwciata firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd sg przeznaczone do badania skrawkéw zamrozonych lub zatopionych w parafinie,
ktére utrwalono zgodnie z okreslonymi wymogami. Moze wystapi¢ nieoczekiwana ekspresja antygenu, szczegélnie w przypadku
nowotworéw. Interpretacja kliniczna wybarwionych skrawkéw musi obejmowac analize morfologiczng oraz ocene przeprowadzong w
ramach odpowiednich kontroli.
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Tekoce miSje monoklonsko protitelo Novocastra™
Protein Gene Product 9.5

Koda izdelka: NCL-L-PGP9.5

Predvidena uporaba

Za diagnosti¢no uporabo in vitro.

Izdelek NCL-L-PGP9.5 je namenjen kvalitativni identifikaciji molekul proteina iz gena 9.5 v parafinskih rezinah s svetlobno mikroskopijo.
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
10A1

Imunogen

Prokariontski rekombinantni fuzijski protein, ki ustreza celotni dolZini molekule proteina iz gena 9.5.
Specificnost

Humani protein, ki je produkt gena 9.5.

Sestava reagenta

NCL-L-PGP9.5 je tekoginski supernatant kulture tkiva in vsebuje natrijev azid kot konzervans.

Razred Ig
IgG2b

Skupna koncentracija beljakovin

Skupna koncentracija beljakovin v dolo¢eni seriji je navedena na oznaki na viali.

Koncentracija protiteles
Vi§ja ali enaka 35 mg/l, dolo¢ena s testom ELISA. Za specificno koncentracijo Ig v seriji glejte oznako na viali.

Priporog¢ila za uporabo

Imunohistokemija parafinskih rezin.

Toplotno pridobivanje epitopa (Heat Induced Epitope Retrieval HIER): Upostevajte navodila za uporabo raztopine za pridobivanje
epitopov Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Predlagano redcenje: 1:40 za 30 minut pri 25 °C. To so samo smernice; uporabniki naj pois¢ejo svoje lastne najbolj u¢inkovite delovne
razredcine.

Vizualizacija: Upostevajte navodila za uporabo sistemov za zaznavanje polimerov Novolink™ Polymer Detection Systems. Za ve¢
podatkov o izdelku ali podporo se obrnite na svojega lokalnega distributerja ali regionalno pisarno podjetja Leica Biosystems, lahko pa
tudi obi$Cete spletno mesto podjetja Leica Biosystems na www.LeicaBiosystems.com

Ucinkovitost tega protitelesa je treba validirati. kadar ga uporabljate z drugimi sistemi za roéno barvanje ali avtomatiziranimi okolji.

Shranjevanje in stabilnost

Hraniti pri temperaturi 2-8 °C. Ne zamrzujte. Takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2—8 °C. Ne uporabljajte po datumu izteka roka
uporabnosti, ki je naveden na oznaki na viali. Uporabnik naj preveri pogoje shranjevanja, ki se razlikujejo od zgoraj navedenih.

Priprava vzorcev
Priporo¢ena fiksirna raztopina je 10-% formalin v nevtralnem pufru za tkivne rezine, vstavljene v parafin.

Opozorila in previdnostni ukrepi

Vir priprave tega reagenta je supernatant celi¢ne kulture. Ker je to bioloski izdelek, je treba z njim ravnati z ustrezno skrbnostjo.

Ta reagent vsebuje natrijev azid. Varnostni list je na voljo na zahtevo ali na spletnem mestu www.LeicaBiosystems.com

Sledite zveznim, drzavnim ali lokalnim predpisom za odstranjevanje katerih koli morebitno strupenih sestavin.

Z vzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so prisli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe, in
pri njihovem odstranjevanju slediti ustreznim previdnostnim ukrepom.’ Nikoli ne pipetirajte reagentov z usti; pazite, da reagenti in vzorci
ne pridejo v stik s koZo in sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z ob&utljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poiggite zdravnigko
pomoc.

Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzro¢i nespecificno barvanje.

Ce uporabite &as ali temperature inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napa&ne rezultate. Uporabnik mora validirati
morebitne spremembe.
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Kontrola kakovosti

Razlike pri obdelavi tkiva in tehnicnih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precej$nje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole uéinkovitosti poleg spodaj navedenih postopkov.

Kontrolni vzorci morajo biti svezi vzorci, pridobljeni z obdukcijo/biopsijo/kirurskim posegom, fiksirani s formalinom, obdelani in shranjeni v
parafinskem vosku kakor hitro je mogode 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 najboljSo kontrolo kakovosti in bolje zaznavanje manjsih stopenj razkroja reagenta je bolj primerno uporabiti tkivo s Sibkim
pozitivnim obarvanjem kot tkivo z mo¢nim pozitivnim obarvanjem.?

Za pozitivni kontrolni vzorec tkiva priporo¢amo tanko ¢revo, pri katerem se obarvajo enteri¢ne celice ganglijev.

Ce pozitivni kontrolni vzorci tkiva ne pokaZejo pozitivnega obarvanja, morate rezultate preizkusnih vzorcev zavredi kot neveljavne.

Negativni kontrolni vzorci tkiva

Pregledati jih morate po pregledu pozitivnih kontrolnih vzorcev tkiva, da preverite specificnost oznake cilinega antigena glede na
primarno protitelo.

Za negativno kontrolo tkiva priporoamo tonzilo z negativnimi limfoidnimi celicami.

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.

Nespecifi¢no barvanje, ¢e je prisotno, je obi¢ajno razprseno. 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 nespecificno.® Lazno pozitivni rezultati se lahko pojavijo zaradi ne-imunolo$ke vezave proteinov ali
produktov reakcije substrata. Povzrocijo jih lahko tudi endogeni encimi, kot so psevdoperoksidaza (eritrociti), endogena peroksidaza
(citokromni C) ali endogeni biotin (npr. jetra, dojke, mozgani, ledvice), odvisno od vrste uporabljenega imunskega barvila. Za razlikovanje
med endogensko aktivnostjo encimov ali nespecifi¢no vezavo encimov zaradi specificne imunske reaktivnosti, lahko barvate dodatna
tkiva bolnika izklju¢no ali s kromogenskim substratom ali encimskimi kompleksi (avidin-biotin, streptavidin, oznaceni polimer) in
kromogenskim substratom. Ce pride do specifiénega obarvanja negativnih kontrolnih vzorcev tkiva, morate rezultate vzorcev bolnika
zavredi kot neveljavne.

Negativni kontrolni reagent

Za oceno nespecificnega barvanja in boljSo razlago specificnega obarvanja na antigenskem mestu uporabite nespecifi¢ni negativni
kontrolni reagent namesto primarnega protitelesa z eno rezino vsakega vzorca bolnika.

Bolnikovo tkivo

Nazadnje preglejte bolnikove vzorce, obarvane z izdelkom NCL-L-PGP9.5. 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 10A1 je zaznal protein iz gena 9.5 (PGP9.5) v nevronih in Zivénih vlaknih centralnega in perifernega Zivénega sistema. Zaznan je
bil tudi v citoplazmi in jedru nekaterih nevroendokrinih celic, v segmentih ledvi¢nih tubulov, v spermatogonijih in Leydigovih celicah v
testisih ter jajénikih in corpus luteum (skupno $tevilo normalnih tkiv od ocenjenih normalnih tkiv = 107).

Nenormalna tkiva

Klon 10A1 je obarval 8/20 nevroendokrinih karcinomov (vkljuéno s 3/9 karcinoidi, 3/9 atipi¢nimi karcinoidi in 2/2 karcinomoma majhnih
celic), 4/38 adenokarcinome, 2/8 plo$catoceli¢na karcinoma, 2/3 astrocitoma, 1/3 urotelni karcinom se¢nega mehurja. Obarvanje ni
bilo opazeno pri ledviénih svetloceli¢nih karcinomih (0/3) in papilarnih karcinomih $¢itnice (0/2) (skupno Stevilo ocenjenih nenormalnih
primerov = 77).

Protitelo NCL-L-PGP9.5 se priporo¢a za zaznavanje ¢loveske beljakovine PGP9.5 v normalnih in neoplazemskih tkivih kot
dodatek za konvencionalno histopatologijo z uporabo neimunoloskega histokemi¢nega barvanja.

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 povzroci nastanek artefaktov, lovljenje protitelesa ali
laZzne negativne rezultate. Nedosledni rezultati so lahko posledica razlik pri metodah fiksiranja in priprave ali pa so del nepravilnosti tkiva
samega.*Prekomerno ali nepopolno nasprotno barvanje lahko neugodno vpliva na pravilno tolmacenje rezultatov.

Kliniéno razlago obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfolo$ke Studije ustreznih kontrolnih vzorcey, ki jih v okviru
klinicne anamneze bolnika in drugih diagnosticnih 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 izraZzanja antigena, zlasti pri neoplazmah. Pri klini¢ni
razlagi obarvane rezine tkiva morate upostevati morfolo$ko analizo in oceno ustreznih kontrol.
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Novocastra~ Tekuta mySi monoklonalni protilitka
Protein Gene Product 9.5

Kod vyrobku: NCL-L-PGP9.5

Zamyslené pouziti

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

NCL-L-PGP9.5 je uréen ke kvalitativnimu stanoveni molekul proteinového genového produktu 9.5 svételnou mikroskopii na parafinovych
fezech. Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vysetfenim s pouzitim
spravnych kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Princip metody

Imunohistochemické (IHC) barvici techniky 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
10A1

Imunogen

Prokaryoticky rekombinantni fuzni protein odpovidajici piné délce proteinového produktu genu molekuly 9.5.
Specificita

Lidsky proteinovy genovy produkt 9.5.

Slozeni reagencie

Produkt NCL-L-PGP9.5 je tekuty supernatant z tkariové kultury obsahujici jako konzervaéni prostfedek azid sodny.
Trida Ig

1gG2b

Koncentrace celkového proteinu

Koncentrace celkového proteinu specificka pro Sarzi je uvedena na $titku na lahvicce.

Koncentrace protilatek
35 mg/l nebo vy$si, stanovena metodou ELISA. Koncentrace imunoglobulinu (Ig) specificka pro $arzi je uvedena na $titku na lahvicce.

Doporuéeni k pouziti

Imunohistochemické vysetfeni na parafinovych fezech.

Teplem indukované odmaskovani epitopu (Heat Induced Epitope Retrieval, HIER): Postupujte podle pokynl k pouziti k roztoku
Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Doporucené fedéni: 1:40 po dobu 30 minut pfi 25 °C. Toto doporuceni je uvedeno jako voditko; uZivatelé musi stanovit vlastni optimalni
pracovni fedéni.

Vizualizace: Postupujte podle pokynu k pouziti systémt Novolink™ Polymer Detection Systems. Dal$i informace o produktu nebo
podporu si vyzadejte od mistniho distributora nebo regionalni kancelare spolec¢nosti Leica Biosystems, nebo alternativné navstivte web
spole¢nosti Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

Vykon této protilatky je tfeba validovat. pokud se pouziva s jinymi systémy pro ruéni barveni nebo na automatickych platformach.

Skladovani a stabilita
Uchovaveijte pfi teploté 2—8 ‘C. Nezmrazujte. Okamzité po pouziti vratte do teploty 2-8 ‘C. Nepouzivejte po uplynuti data exspirace
uvedeného na $titku na lahvi¢ce. Podminky skladovani jiné nez vy$e uvedené musi uzivatel validovat.

Priprava vzorku
Fixacni roztok doporuceny pro fezy tkané zalité v parafinu je 10% formalin pufrovany na neutralni pH.

Varovani a bezpeénostni opatieni

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 vyzadani nebo na webu www.LeicaBiosystems.com
Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostudujte ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.

Se vzorky, pfed fixaci i po fixaci, a se véemi materialy jim vystavenymi, je nutno zachazet, jako by mohly zpGsobit pfenos infekce, a
likvidovat je s nalezitymi bezpeénostnimi opatfenimi.’ Reagencie nikdy nepipetujte Usty a zabrarite styku reagencii a vzorku s kuzi a
sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyijte je velkym mnoZstvim vody. Vyhledejte
lékafskou pomoc.

Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.

Inkubacni doby nebo teploty jiné nez predepsané mohou vést k chybnym vysledkium. VSechny takové zmény musi byt uzivatelem
validovany.
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Kontrola jakosti

Rozdily ve zpracovani tkani a v technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou zplisobit vyznamnou variabilitu vysledkd, coz
vyZzaduje kromé nize uvedenych postupti i pravidelné provadéni kontrol v laboratofi.

Kontroly musi byt Gerstvé pitevni/bioptické/operacni vzorky co nejdfive fixované formalinem, zpracované a zalité do parafinového vosku,
stejnym zplsobem jako vzorek/vzorky pacienta.

Pozitivni tkafnova kontrola

Pouziva se k prikazu spravné pripravenych tkani a spravnych barvicich technik.

V kazdém barvicim cyklu musi byt pouzita jedna pozitivni tkariova 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.?

Doporucena pozitivni tkariova kontrola je tenké stfevo, kde dochazi k barveni bunék enterickych ganglii.

Pokud pozitivni tkariova kontrola nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkli povazovany za neplatné.

Negativni tkafiova kontrola

Musi byt vySetiena po pozitivni tkariové kontrole k ovéreni specificity oznaceni cilového antigenu primarni protilatkou.

Doporucena negativni tkarnova kontrola je tonzila, kde byvaji lymfoidni buriky negativni.

Alternativné ¢asto predstavuje mista negativni kontroly fada rliznych typG bunék pfitomnych ve vétsiné tkanovych fezu, to ale musi
uzivatel validovat.

Nespecifické barveni, je-li pfitomno, ma obvykle difizni vzhled. V fezech ze tkéni nadmérné fixovanych formalinem mutze byt také
zjisténo sporadické barveni pojivové tkané. K interpretaci vysledkt barveni pouzijte neporusené buriky. Nekrotické nebo degenerované
buriky se ¢asto barvi nespecificky.? Fale$né pozitivni vysledky mohou byt dusledkem neimunologické vazby proteini nebo produktd
reakéniho substratu. Mohou byt také zptsobeny endogennimi enzymy, jako je napf. pseudoperoxidaza (erytrocyty), endogenni
peroxidaza (cytochrom C) nebo endogenni biotin (napf. jatra, prs, mozek, ledviny), podle typu pouzitého imunobarviva. K odli$eni aktivity
endogennich enzym ¢&i nespecifické vazby enzymu od specifické imunoreaktivity mohou byt barveny dalsi tkané pacienta vylu¢né
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 reagencni 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 vysetfete vzorky pacienta barvené pomoci NCL-L-PGP9.5. Intenzita pozitivhiho barveni musi byt zhodnocena v kontextu
se v§im nespecifickym barvenim pozadi u negativni reagenéni kontroly. Jako u kazdého imunohistochemického vySetreni, negativni
vysledek znamenad, Ze antigen nebyl zjistén, nikoli, Ze antigen neni ve vysetfovanych burikach/tkanich pfitomen. V pfipadé potfeby
pouZzijte k identifikaci fale$né negativnich reakci panel protilatek.

Ocekavané vysledky

Normalni tkané

Klon 10A1 detekoval proteinovy genovy produkt 9.5 (PGP9.5) v neuronech a nervovych vlaknech centrélniho a periferniho nervového

systému. Byl rovnéz detekovan v cytoplazmé a jadrech nékterych neuroendokrinnich bunék, v segmentech renalnich tubull, ve

spermatogoniich a Leydigovych burikach varlat, ve vaji¢ku a Zlutém télisku (celkovy pocet hodnocenych normalnich tkani = 107).

Abnormaini tkané

Klon 10A1 zbarvil 8/20 neuroendokrinnich karcinomu (véetné 3/9 karcinoidi, 3/9 atypickych karcinoid(i a 2/2 malobunéénych

karcinom), 4/38 adenokarcinomu, 2/8 dlazdicobunéénych karcinomu, 2/3 astrocytom(, 1/3 urotelidlnich karcinomt mo¢ového méchyre.

Zbarveni nebylo pozorovano u renalnich svétiobunéénych karcinomu (0/3) a papilarnich karcinomu stitné Zlazy (0/2) (celkovy pocet

vySetfenych abnormalnich pripadt = 77).

Produkt NCL-L-PGP9.5 se doporucuje pouzit k detekci lidského proteinu PGP9.5 v normalnich a neoplastickych tkanich jako
Inék ke konvengni hi logii zitim neimunologickych hi hemickych natéra.

Obecna omezeni

Imunohistochemické vySetfeni je vicekrokovy diagnosticky proces, ktery spociva ve specializovaném Skoleni 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 pfed barvenim. Nespravnym postupem pfi fixaci, zmrazeni, rozmrazeni,
omyvani, suseni, zahfivani, krajeni fezi nebo kontaminaci jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou vzniknout artefakty, mize dojit k
vychytavani protilatek nebo k falesné negativnim vysledkim. Nekonzistentni vysledky mohou byt disledkem 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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Tekuta mySia monoklonalna protilatka Novocastra™
Protein Gene Product 9.5
Kdéd produktu: NCL-L-PGP9.5

Zamyslané pouzitie

Na diagnostické poutZitie in vitro.

NCL-L-PGP9.5 sluzi na kvalitativnu identifikaciu molekul proteinového génového produktu 9.5 v parafinovych rezoch pomocou svetelnej
mikroskopie. Klinicka interpretacia akéhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vysetreniami
pri pouziti zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit v kontexte klinickej anamnézy pacienta a dalSich 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

10A1

Imunogén

Prokaryoticky rekombinantny fuzovany protein zodpovedajlci celej dizke molekuly proteinového génového produktu 9.5.
Specificita

Ludsky proteinovy génovy produkt 9.5.

Zlozenie ¢inidla

NCL-L-PGP9.5 je tekuty supernatant na tkanivovu kultivaciu obsahuijuci azid sodny ako konzervaénu latku.

Trieda Ig
1gG2b

Celkova koncentracia proteinov
Celkovu koncentraciu proteinov Specificktl pre $arzu najdete na $titku flasticky.

Koncentracia protilatok
Vys8$ia alebo rovna 35 mg/l podla ELISA. Koncentraciu Ig Specificki pre Sarzu najdete na Stitku flasticky.

Odporucania na pouzitie

Imunohistochémia parafinovych rezov.

Zachyt epitopov s tepelnou indukciou (Heat Induced Epitope Retrieval HIER): Postupujte podla navodu na pouzitie systému
Novocastra Epitope Retrieval Solution pH 6.

Odporucané riedenie: 1:40 po dobu 30 minut pri teplote 25 °C. Tato hodnota je orientacna a pouzivatelia si musia stanovit' svoje
vlastné optimalne pracovné riedenia.

Vizualizacia: Postupujte podfa navodu na pouzitie systémov Novolink™ Polymer Detection Systems. Dal$ie informéacie o produkte
alebo podporu vam poskytne vas miestny distributor alebo lokalne zastipenie spolo¢nosti Leica Biosystems. Takisto moZete navstivit’
internetovu stranku spolo¢nosti Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

Pri pouziti s inymi manualnymi systémami farbenia alebo automatizovanymi platformami je nutné potvrdit' funkénost tejto protilatky.
Uskladnenie a stabilita

Skladujte pri teplote 2 — 8 °°C. Nezmrazujte. Okamzite po pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C. Nepouzivajte po uplynuti datumu exspiracie
uvedeného na stitku flasticky. Iné nez vy$sie uvedené podmienky skladovania si vyzaduju validaciu pouzivatelom.

Priprava vzorky
Odporucany fixacny pripravok je 10 % neutralny pufrovany formalin pre blo¢ky tkaniva zaliate do parafinu.

Varovania a bezpec¢nostné opatrenia

Toto ¢inidlo bolo pripravené zo supernatantu bunkovej kultury. KedZe ide o biologicky produkt, pri manipuldcii je nutné vynalozit
zodpovedajtcu starostlivost.

Toto ¢inidlo obsahuje azid sodny. Materialovy bezpec¢nostny 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
infek&nymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajtcich bezpe&nostnych opatrni.! Cinidla nikdy nepipetujte Ustami a zabrarite
kontaktu cinidiel 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 mikrobidlnu kontaminaciu ¢inidiel. V opacénom pripade moze dodjst k zvySeniu nespecifického zafarbenia.

Nedodrzanie predpisanych inkubaénych dob alebo teplot moéze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si vyzaduju
validaciu pouzivatelom.
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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 fixované ¢o najskor formalinom a spracované zaliatim do parafinu
rovnakym spésobom ako vzorky pacienta.

Pozitivna kontrola tkanivom

Identifikuje spravne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia.

Kazda stprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia musi obsahovat jednu pozitivhu kontrolu tkanivom.

Tkanivo so slabym pozitivnym farbenim je pre optimalnu kontrolu kvality a na detekciu slabSej degradacie €inidla vhodnejsie nez tkanivo
so silnym pozitivnym farbenim.?

Odporucané tkanivo na pozitivnu kontrolu je tenké ¢revo, ak dochadza k zafarbeniu ¢revnych gangliovych buniek.

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 ciefom overit $pecificitu znacenia ciefového antigénu primarnou protilatkou.
Odporucané tkanivo na negativnu kontrolu je tonzila, ak st lymfoidné bunky negativne.

Ako negativnu kontrolu je mozné pouZit' aj rézne typy buniek pritomné vo vacsine tkanivovych rezov, takyto postup si v8ak vyzaduje
validaciu pouzivatelom.

Pripadné nespecifické farbenie ma obvykle difizny vzhrlad. 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 nespecificky.® Falosne pozitivne vysledky mézu byt pozorované v désledku neimunologickej vazby proteinov alebo
produktov reakcie substratu. M6zu byt sposobené aj endogénnymi enzymami, ako napr. pseudoperoxidazou (erytrocyty), endogénnou
peroxidazou (cytochrom C) alebo endogénnym biotinom (napr. pecer, prsnik, mozog, oblicka) v zavislosti od typu imunologického
farbenia. S cielom diferencovat endogénnu enzymaticku aktivitu alebo neSpecifickil véazbu enzymov od $pecifickej imunoreaktivity
mozete nafarbit dalSie vzorky tkaniv pacienta vyhradne substratovym chromogénom alebo enzymatickymi komplexmi (avidin-biotin,
streptavidin, znaceny polymér), resp. substratovym chromogénom. V pripade $pecifického farbenia v negativnej kontrole tkanivom je
nutné vysledky vzoriek pacienta povazovat za neplatné.

Negativna kontrola ¢inidlom
Na vyhodnotenie ne$pecifického zafarbenia pouzite neSpecificki negativnu kontrolu €inidlom miesto primarnej protilatky s rezom
jednotlivych vzoriek pacienta, ¢o umozni lepSiu interpretaciu $pecifického farbenia na mieste antigénu.

Tkanivo pacienta

Pacientske vzorky zafarbené pripravkom NCL-L-PGP9.5 preskimaijte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je nutné
vyhodnotit' v kontexte pripadného ne$pecifického zafarbenia negativnej kontroly ¢inidlom na pozadi. Podobne ako pri v8etkych
imunohistochemickych testov znamena negativny vysledok, Ze antigén nebol detegovany. Nepotvrdzuje jeho absenciu v testovanych
bunkach/tkanivach. V pripade potreby identifikujte faloSne negativne reakcie pomocou panelu protilatok.

Ocakavané vysledky

Normaéine tkaniva

Klon 10A1 detegoval proteinovy génovy produkt 9.5 (PGP9.5) v neurénoch a nervovych vlidknach centralnej a periférnej nervovej
sustavy. Zistil sa aj v cytoplazme a jadre niektorych neuroendokrinnych buniek, v segmentoch oblickovych tubulov, v spermatogéniach a
Leydigovych bunkach v semenniku, vo vaji¢ku a Zltom teliesku (celkovy pocet normalnych vysetrenych tkaniv = 107).

Abnormalne tkaniva

Klon 10A1 zafarbil 8/20 neuroendokrinnych karcinémov (vratane 3/9 karcinoidov, 3/9 atypickych karcinoidov a 2/2 malobunkovych
karcinomov), 4/38 adenokarcinémov, 2/8 skvamocelularnych karcinémov, 2/3 astrocytémov, 1/3 urotelovych karcinomov mocového
mechdra. Ziadne zafarbenie nebolo pozorované v pripade renalnych svetlobunkovych karcinémov (0/3) a papilarnych karcinémov &titnej
zlazy (0/2) (celkovy pocet abnormalnych vySetrenych pripadov = 77).
Pripravok NCL-L-PGP9. riéan kciu Fudského pr . a

doplnok konvenénej histopatolégie pouzitim neimunologickych histochemickych farbeni.

VsSeobecné limitacie

Imunohistochémia je diagnosticky postup pozostavajuci z viacerych krokov, ktory si vyZzaduje Specializované zaskolenie vo vybere
zodpovedajucich ¢inidiel, vybere tkaniv, fixacie a spracovania, priprave IHC skli¢ka 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 falo$ne negativnym vysledkom. Inkonzistentné vysledky mézu byt spésobené zmenami
metdd fixacie a montéaze preparatov alebo inherentnymi nepravidelnostami v tkanive.*

Nadmerné alebo neuplné kontrastné farbenie méze narusit spravnost interpretacie vysledkov.

Klinicka interpretacia akéhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami pri pouziti
zodpovedajucich kontrol. Vysledky je nutné vyhodnotit' v kontexte klinickej anamnézy pacienta a dalSich diagnostickych testov vedenych
kvalifikovanym patolégom.

Protilatky spolo¢nosti Leica Biosystems Newcastle Ltd su uréené na pouzitie na zmrazenych rezoch alebo rezoch zaliatych parafinom
so Specifickymi poziadavkami na fixaciu, ako uvadza tento dokument. Najma pri neoplaziach méze dojst k necakanej expresii antigénov.
Klinicka interpretacia akychkolvek farbenych tkanivovych rezov musi zahfiat morfologick analyzu a vyhodnotenie zodpovedajucich
kontrol.
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