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Novocastra™ Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody
Dysferlin

Product Code: NCL-Hamlet

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

NCL-Hamlet is intended for the qualitative identification by light microscopy of Dysferlin molecules in paraffin sections and frozen
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
Ham1/7B6

Immunogen

Synthetic peptide containing amino acids 1999-2016 of the human dysferlin molecule.

Specificity

Reactive with the dysferlin molecule in human skeletal muscle. Also present in many non-muscle tissues.
Reagent Composition

NCL-Hamlet is a lyophilized tissue culture supernatant containing 15 mM sodium azide as a preservative. The user is required to
reconstitute the contents of the vial with the correct volume of sterile distilled water as indicated on the vial label.

Ig Class
19G1

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

Antibody Concentration
Greater than or equal to 324.9 mg/L as determined by ELISA. Refer to vial label for batch specific Ig concentration.

Recommendations On Use

Immunohistochemistry (see D. Methodology) on frozen sections: Suggested dilution: 1:20—-1:40 for 60 minutes at 25 °C. This is provided
as a guide and users should determine their own optimal working dilutions. NCL-Hamlet requires the sections to be fixed in acetone/
methanol at a ratio of 1:1 for 4 minutes at 25 °C prior to incubation with the primary antibody.

Immunohistochemistry (see D. Methodology) on paraffin sections. Suggested dilution: 1:20-1:40 for 60 minutes at 25 °C. High
temperature antigen retrieval using 0.01 M citrate retrieval solution (pH 6.0) is recommended. This is provided as a guide and users
should determine their own optimal working dilutions.

Storage and Stability

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

Specimen Preparation

The recommended fixative is 10% neutral-buffered formalin for paraffin-embedded tissue sections. Freeze specimen tissue blocks
in isopentane chilled in liquid nitrogen (see Warnings and Precautions). The specimens do not require further fixation but should be
embedded in OCT™ compound (Sakura, Product No. Tissue-Tek 4583).

Warnings and Precautions

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

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

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

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

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

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

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

Quality Control

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

Paraffin sections: 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).

Frozen sections: Controls should be fresh autopsy/biopsy/surgical specimens frozen as soon as possible in the same manner as the
patient sample(s).

Positive Tissue Control

Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques.

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

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

Recommended positive control tissue is normal skeletal muscle.

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

Negative Tissue Control

Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the primary antibody.
Recommended negative control tissue has not been evaluated.

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-Hamlet 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 Ham1/7B6 detects the dysferlin protein in the sarcolemma of human skeletal muscle fibers. It also shows slight cytoplasmic
localization in a fiber-type mosaic. It reacts with mouse, rat, rabbit, hamster, pig and dog muscle but not with chicken. Other species
have not been tested. It is also present in many non-muscle tissues. There is a severely reduced intensity of labelling in the SJL mouse.

Abnormal Tissues
Clone Ham1/7B6 has been used in immunohistochemical and immunoblotting studies of more than 870 patients to identify a deficiency
of the 230kD protein, dysferlin.

NCL- Hamlet is recommended for use as Eart of a panel of antibodies in |mmunoh|stochem|stm to dlrect genetic mutatlon

dysferlin can occur.

General Limitations

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

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

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

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

retrieval technique with ABC technique.

A. Reagents required but not supplied

1. Standard solvents used in immunohistochemistry.

2. 0.5% v/v hydrogen peroxide.

3. 50 mM Tris-buffered saline (TBS) pH 7.6.

4. Antigen retrieval solution(s) - see Recommendations on Use.

5. Antibody diluent - optimally diluted normal serum.

6. Normal sera from the species in which the secondary antibody is raised.

7. Secondary biotinylated antibody - prepare as recommended by manufacturer.

8. Avidin/Biotin Complex-Horseradish peroxidase (ABC-HRP) - prepare as recommended by manufacturer.
9. 3,3 Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) - prepare as recommended by manufacturer.
10. Hematoxylin counterstain - prepare as recommended by manufacturer.

11. Mounting medium - use as recommended by manufacturer.

B. Equipment required but not supplied

1. Incubator set to 25 °C.

2. Stainless Steel Pressure cooker (Novocastra™ recommends that the gaskets are changed at regular intervals to maintain optimum
unmasking conditions).

3. General immunohistochemistry laboratory equipment.

Safety Note

To ensure the correct and safe use of your pressure cooker, PLEASE READ THE MANUFACTURER’S INSTRUCTIONS.

C. Antigen retrieval solutions (see Recommendations on Use)

0.01 M citrate retrieval solution (pH 6.0)

Add 3.84 grams Citric acid (anhydrous) to 1.8 L distilled water. Adjust to pH 6.0 using 1 M NaOH. Make up to 2 L with distilled water.

1 mM EDTA retrieval solution (pH 8.0)

Add 0.37 g EDTA (SIGMA product code E-5134) to 1 L of distilled water. Adjust pH to 8.0 using 0.1 M NaOH.

20 mM Tris/0.65 mM EDTA/0.0005% Tween 20 retrieval solution (pH 9.0)

Dissolve 14.4 g Tris (BDH product code 271197K) and 1.44 g EDTA (SIGMA product code E-5134) in 0.55 L distilled water. Adjust pH to
9 with 1 M HCI and add 0.3 mL Tween 20 (SIGMA product code P-1379). Make up to 0.6 L with distilled water. This is a 10x concentrate
which should be diluted with distilled water as required (eg 0.15 L diluted with 1.35 L distilled water).

D. Methodology

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

Customers should determine optimal dilutions for antibodies. Unless indicated, all steps are performed at room temperature (25 °C).
1. Cut and mount sections on slides coated with a suitable tissue adhesive.

2. De-paraffinize sections in xylene or xylene substitutes.

3. Re-hydrate through graded alcohols.

4. Neutralize endogenous peroxidase using 0.5% v/v hydrogen peroxide/methanol for 10 minutes.

5. Wash slides in running tap water.

Pretreat the sections as follows:

6. Heat 1.5 L of the recommended retrieval solution (see Recommendations on Use) until boiling in a pressure cooker. Cover but do
not lock lid. Position slides into metal staining racks (do not place slides close together as uneven staining may occur) and lower
into pressure cooker ensuring slides are completely immersed in retrieval solution. Lock lid. When the pressure cooker reaches
operating temperature and pressure, time for 1 minute (unless otherwise indicated in Recommendations on Use). Remove pressure
cooker from heat source and run under cold water with lid on. DO NOT OPEN LID UNTIL THE INDICATORS SHOW THAT
PRESSURE HAS BEEN RELEASED. Open lid, remove slides and place immediately in cool tap water.

7. Wash sections in TBS for 1 x 5 minutes with gentle rocking.

8. Cover sections with diluted normal serum for 10 minutes.

9. Incubate sections with optimally diluted primary antibody (see Recommendations on Use).
10. Wash in TBS buffer for 2 x 5 minutes with gentle rocking.

11. Incubate sections in appropriate biotinylated secondary antibody.
12. Wash in TBS buffer for 2 x 5 minutes with gentle rocking.

13. Incubate slides in ABC-HRP.

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

15. Incubate slides in DAB.

16. Rinse slides in water.

17. Counterstain with hematoxylin.

18. Dehydrate, clear and mount sections.

E. Amendments to Previous Issue
Amendments have been made to layout only. No text has been altered from the previous issue.

F. Date of Issue

4 February 2008 (CEprotocol/HTAUT).
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Immunohistochemistry methodology for using Novocastra™ antibodies on
frozen muscle tissue.

Reagents required but not supplied

Standard solvents used in immunohistochemistry.

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

Antibody diluent - normal serum optimally diluted in TBS.

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

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

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

NoOoMON=

Equipment required but not supplied

1. Incubator set to 25 °C.

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

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

Methodology

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

Users should determine optimal dilutions for antibodies. Unless indicated, all steps are performed at 25 °C.
Cut and mount 4-10 pm sections on slides coated with a suitable tissue adhesive and air dry for at least one hour.
Incubate sections with optimally diluted primary antibody (see Recommendations on Use).

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

Incubate sections in appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody.

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

Incubate the slides in DAB.

Rinse the slides in clean water.

Dehydrate, clear and mount sections.

NGO RN

Amendments to Previous Issue
Not applicable.

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

Utilisation Prévue

Diagnostic in vitro.

Le NCL-Hamlet est destiné a l'identification qualitative par microscopie optique de la molécules Dysferlin sur des coupes en paraffine

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

Principe de la Procédure

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

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

Clone
Ham1/7B6

Immunogéne

Peptide synthétique contenant les acides aminés 1999-2016 de la molécule de dysferline humaine.

Spécificité

Réactif avec la molécule de dysferline dans les muscles squelettiques humains. Egalement présent dans de nombreux tissus non
musculaires.

Composition du Réactif

Le NCL-Hamlet est un surnageant de culture tissulaire lyophilisé contenant une solution d’azide de sodium 15 mM comme conservateur.
Lutilisateur doit reconstituer le contenu du flacon avec un volume correct d’eau distillée stérile comme indiqué sur I'étiquette du flacon.

Classe d’lg
1gG1

Concentration Totale en Protéines

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

Concentration en Anticorps

Supérieure ou égale a 324,9 mg/l, déterminée par la méthode ELISA. La concentration totale en g, spécifique du lot, figure sur
I'étiquette du flacon.

Recommandations d’utilisation

Immunohistochimie (voir D. Méthodologie) sur des coupes congelées. Dilution préconisée : 1:20—1:40 pendant 60 minutes a 25 °C.
Ceci n'est donné qu’a titre indicatif et les utilisateurs doivent déterminer leurs propres dilutions de travail optimales. Le NCL-Hamlet
nécessite que les coupes soient fixées dans un mélange 1:1 d’acétone et de méthanol pendant 4 minutes a 25 °C avant incubation avec
I'anticorps primaire.

Immunohistochimie (voir D. Méthodologie) sur des coupes en paraffine. Dilution préconisée : 1:20-1:40 pendant 60 minutes a 25 °C.
L'emploi d’'une solution de citrate 0,01 M (pH 6,0) pour la restauration des antigénes a haute température est recommandé. Ceci n’est
donné qu’a titre indicatif et les utilisateurs doivent déterminer leurs propres dilutions de travail optimales.

Conservation et Stabilité

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

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

Préparation des Spécimens

Le fixateur recommandé est le formol a 10%, tamponné, neutre, pour coupes tissulaires incluses en paraffine. Congeler les blocs
tissulaires dans de I'isopentane refroidi dans de I'azote liquide (voir Mises en garde et précautions). Les spécimensne nécessitent pas
d’autre fixation mais doivent étre inclus dans le composé OCT™ (Sakura, réf. produit Tissue-Tek 4583).

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.

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

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

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

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

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

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

Controéle de Qualité

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

Coupes congelées: Les controles doivent étre des spécimens frais provenant d’autopsies, de biopsies ou d’interventions chirurgicales,
congelés des que possible, de la méme fagon que le(s) échantillon(s) de patient.

Tissu de Controle Positif

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

Un controle tissulaire positif doit étre inclus dans toute opération de marquage pour chaque ensemble de conditions d’analyse.

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

Le tissu de controle positif recommandé est les muscles squelettiques normaux.

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 controle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par I'anticorps primaire.
Le tissu de controle négatif recommandé n’a pas été évalué.

Sinon, la diversité des types cellulaires présents dans la plupart des tissus permet de disposer fréquemment de sites de 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 excés 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 endogenes 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 '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 Controle Négatif

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

Tissu du Patient

Examiner les échantillons du patient marqués au NCL-Hamlet 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 contrdle négatif. Comme pour toutes les analyses
immunohistochimiques, un résultat négatif signifie que I'antigene n’a pas été détecté mais ne signifie pas qu’il est absent des cellules/
tissus testés. Si nécessaire, employer un panel d’anticorps pour identifier les réactions faussement négatives.

Résultats Attendus

Tissus normaux

Le clone Ham1/7B6 détecte la protéine dysferline dans le sarcolemme des fibres des muscles squelettiques humains. Il présente
également une légere localisation cytoplasmique selon une mosaique de type fibreux. Il réagit avec les muscles de souris, de rat,
de lapin, de hamster, de cochon et de chien, mais pas avec les muscles de poulet. Les autres espéces n'ont pas été testées. Il est
également présent dans de nombreux tissus non musculaires. L'intensité du marquage a été fortement réduite chez la souris SJL.
Tissus tumoraux

Le clone Ham1/7B6 a été utilisé lors d’études immunohistochimiques et d’immunobuvardage chez plus de 870 patients en vue
d’identifier une déficience d’une protéine de 230 kD, la dysferline.

NCL-Hamlet
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I'analyse des mutations génétiques lors du diagnostic et de la différentiation des dystrophies musculaires récessives. En
articulier. pour identifier la dysferlinopathie (myopathie des ceintures de type 2B) et la myopathie de Miyoshi. au cours

desquelles les mutations du géne DYSF ou une expression défectueuse de la dysferline peuvent se produire.

Limites Générales

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

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

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

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

des contrdles 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 matiére de fixation. Une expression antigénique inattendue
est susceptible de se produire, en particulier au niveau des néoplasmes. L'interprétation clinique de toute coupe tissulaire marquée doit
comporter une analyse morphologique et I'évaluation des controles appropriés.
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Méthodologie immunohistochimique d’utilisation des anticorps
Novocastra™ sur les tissus inclus en paraffine a ’aide de la technique
de restauration des antigenes a haute température.

A. Réactifs nécessaires mais non fournis

1. Solvants standard utilisés en immunohistochimie.

2. 0.5% v/v Peroxyde d’hydrogéne.

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

4. Solution(s) de restauration des antigénes - voir Recommandations d’utilisation.

5. Diluant anticorps — sérum normal dilué de fagon optimale.

6. Sérums normaux provenant de diverses espéces chez lesquelles 'anticorps secondaire est cultivé.

7. Anticorps secondaire biotinylé - préparer selon les recommandations du fabricant.

8. Complexe Avidine/Biotine —Peroxydase de raifort (ABC-HRP) - préparer selon les recommandations du fabricant.
9. Tétrachlorhydrate de 3,3" diaminobenzidine (DAB) - préparer selon les recommandations du fabricant.

10. Hématoxyline, colorant de contraste - préparer selon les recommandations du fabricant.

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

B. Equipements nécessaires mais non fournis

1. Incubateur réglé a 25 °C.

2. Autocuiseur en acier inoxydable (Novocastra™ recommande de changer les joints a intervalle régulier pour conserver des conditions

de démasquage optimales).
3. Equipements généraux d’un laboratoire d’immunohistochimie.

Remarque relative a la sécurité

Pour garantir une utilisation correcte et siire de votre autocuiseur, LIRE, S'IL VOUS PLAIT, LES INSTRUCTIONS FOURNIES PAR LE
FABRICANT.

C. Solutions de restauration des antigénes (voir Recommandations d’utilisation)
Solution de restauration, citrate 0,01 M (pH 6,0)

Ajouter 3,84 g d’acide citrique (anhydre) a 1,8 | d’eau distillée. Ajuster le pH a 6,0 a I'aide de NaOH 1 M. Compléter a 2,0 | avec de I'eau
distillée.

Solution de restauration, EDTA 1 mM (pH 8.0)
Ajouter 0,37 g ’EDTA (SIGMA, référence du produit E-5134) a 1 | d’eau distillée. Ajuster le pH a 8,0 a I'aide de NaOH 0,1 M

Solution de restauration, Tris 20 mM/EDTA 0,65 mM/Tween 20 0,0005 % (pH 9,0)

Dissoudre 14,4 g de Tris (BDH, référence du produit 271197K) et 1,44 g ’EDTA (SIGMA, référence du produit E-5134) dans 0,55 | d’eau
distillée. Ajuster le pH @ 9 avec de 'HCI 1 M et ajouter 0,3 ml de Tween 20 (SIGMA, référence du produit P-1379). Compléter a 0,6 |
avec de I'eau distillée. La solution obtenue est une solution concentrée qui devra étre diluée, au besoin, avec de I'eau distillée (diluer
0,15 | de la solution avec 1,35 | d’eau distillée, par exemple).

D. Méthodologie

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

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

Couper et monter les coupes sur des lames revétues d'un adhésif approprié aux tissus.

Déparaffiner les coupes dans le xyléne ou des équivalents de xyléne.

Réhydrater par I'intermédiaire d’alcools titrés.

Neutraliser la peroxydase endogéne a l'aide d’une solution peroxyde d’hydrogéne/méthanol 0,5% v/v pendant 10 minutes.
Laver les lames a I'eau du robinet.

Prétraiter les coupes comme suit :

6. Chauffer 1,5 | de la solution de restauration recommandée (voir Recommandations d'utilisation) jusqu’a ébullition dans un autocuiseur.
Couvrir sans verrouiller le couvercle. Placer les lames sur des portoirs de marquage métalliques (ne pas placer les lames trop prés
les unes des autres afin d’éviter I'apparition d’un marquage irrégulier) et introduire 'ensemble dans I'autocuiseur en s’assurant que
les lames soient complétement immergées dans la solution de restauration. Verrouiller le couvercle. Quand I'autocuiseur atteint
sa température et sa pression de fonctionnement, compter 1 minute (sauf mention contraire dans Recommandations d'utilisation).
Eloigner I'autocuiseur de la source de chaleur et le passer sous I'eau froide, le couvercle restant en place, NE PAS OUVRIR LE
COUVERCLE JUSQU'A CE QUE LES INDICATEURS SIGNALENT QUE LA PRESSION A ETE EVACUEE. Ouvrir le couvercle, retirer
les lames et les placer immédiatement dans de I'eau du robinet froide.

7. Laver les coupes dans du tampon TBS pendant 5 minutes sous agitation Iégére.

8. Couvrir les coupes avec du sérum normal dilué pendant 10 minutes.

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

11. Incuber les coupes dans I'anticorps secondaire biotinylé approprié.

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

13. Incuber les lames dans '’ABC-HRP.

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

15. Incuber les lames dans le DAB.

abown =
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16. Rincer les lames a I'eau.
17. Procéder a la coloration de contraste avec I'hématoxyline.
18. Déshydrater, assécher et monter les coupes.

E. Amendements apportés a la version précédente
Les amendements ont été apportés uniquement a la mise en page. Aucun texte de la version précédente n’a été modifié.

F. Date de publication
23rd June 2004 (CEprotocol/HTAUT).
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Méthodologie immunohistochimique pour ’utilisation des anticorps
Novocastra™ sur des tissus musculaires congelés.

Réactifs nécessaires mais non fournis

Solvants standard utilisés en immunohistochimie.

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

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

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

NoOOosON=

Equipements nécessaires mais non fournis

1. Incubateur réglé a 25 °C.

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

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

Méthodologie
Avant d'utiliser cette méthodologie, les utilisateurs doivent avoir été formés aux techniques immunohistochimiques.
Les utilisateurs doivent déterminer les dilutions optimales des anticorps. Sauf mention contraire, toutes les étapes sont réalisées a 25 °C.

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

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

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

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

Incuber les lames dans le DAB.

Rincer les lames a I'eau propre.

Déshydrater, assécher et monter les coupes.

©ONOGOEON

Amendements apportés a la version précédente
Non applicable.

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

Uso Previsto

Per uso diagnostico in vitro.

NCL-Hamlet € destinato all'identificazione qualitativa in microscopia ottica della molecole Dysferlin in sezioni incluse in paraffina e
sezioni congelate. 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
Ham1/7B6

Immunogeno

Peptide sintetico contenente gli aminoacidi 1999-2016 della molecola della disferlina umana.

Specificita

Reagisce con la molecola disferlina del muscolo scheletrico umano. Presente anche in molti tessuti non muscolari.

Composizione Del Reagente

NCL-Hamlet & un supernatante liofilizzato di coltura tissutale, contenente 15 mM di sodio azide come conservante. L'utente deve
ricostituire il contenuto del flacone con il volume appropriato di acqua distillata sterile. come indicato sull’etichetta del flacone stesso.

Classe Ig
1gG1

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

Concentrazione Anticorpale

Superiore o uguale a 324,9 mg/l, come determinato mediante test ELISA. Consultare I'etichetta del flacone per la concentrazione di Ig
specifica del lotto.

Raccomandazioni Per L’uso

Immunoistochimica (vedere D. Metodologia) sulle sezioni congelate. Diluizione raccomandata: 1:20—1:40 per 60 minuti a 25 °C.
Queste raccomandazioni costituiscono delle semplici linee guida; spetta al singolo utente stabilire la diluizione di lavoro ottimale. NCL-
Hamlet richiede che le sezioni vengano fissate in acetone/metanolo in proporzione 1:1 per 4 minuti a 25 °C, prima dell'incubazione con
I'anticorpo primario.

Immunoistochimica (vedere D. Metodologia) sulle sezioni in paraffina. Diluizione raccomandata: 1:20-1:40 per 60 minuti a 25 °C.

Si raccomanda lo smascheramento antigenico ad alta temperatura, in tampone citrato 0,01 M (pH 6,0). Queste raccomandazioni
costituiscono delle semplici linee guida; spetta al singolo utente stabilire la diluizione di lavoro ottimale.

Conservazione E Stabilita

Conservare I'anticorpo, nella confezione ancora integra, a 2—8 °C. In queste condizioni, il prodotto non subisce perdite significative di
prestazione fino alla data di scadenza, indicata sull’etichetta del flacone. Non usare dopo la data di scadenza, indicata sull'etichetta del
flacone. L'anticorpo ricostituito rimane stabile per almeno due mesi, se conservato a 2—8 °C. Per la conservazione a lungo termine, si
raccomanda di congelare aliquote dell’anticorpo a -20 °C (non si raccomanda I'uso di congelatori frost-free, cioe senza brina). Evitare
di congelare e scongelare ripetutamente. Preparare le diluizioni di lavoro il giorno stesso dell’utilizzazione. Immediatamente dopo l'uso,
raffreddare di nuovo a 2—-8 °C. 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. Congelare i blocchetti di
tessuto campione in isopentano raffreddato dall’azoto liquido (vedere “Avvertenze e precauzioni”). | campioni biologici non richiedono
I'ulteriore fissazione, ma vanno inclusi in OCT™ compound (Sakura, codice del prodotto Tissue-Tek 4583).

Avvertenze E Precauzioni

Questo reagente & stato preparato dal supernatante di coltura cellulare. Trattandosi di un prodotto biologico, va maneggiato con cautela.

La molarita della sodio azide nel reagente corrisponde a 15 mM. Su richiesta, & disponibile una scheda dei dati di sicurezza del
materiale (MSDS) per la sodio azide.

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

A causa della sua temperatura estremamente bassa, I'azoto liquido pu6 provocare ustioni da freddo; si raccomanda I'uso di indumenti
protettivi (es. guanti, visiera). Operare in ambiente ben ventilato.

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

Controllo Qualita

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

Controllo Positivo Del Tessuto

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

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

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

Il tessuto raccomandato per il controllo positivo & il muscolo scheletrico normale.

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

Controllo Negativo Del Tessuto

Va esaminato dopo il controllo positivo, per verificare la specificita nei confronti dell’antigene bersaglio da parte dell’anticorpo primario.
Il tessuto raccomandato per il controllo negativo non € stato valutato.

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

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 l'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-Hamlet. L'intensita 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 Ham1/7B6 mette in evidenza la proteina disferlina nel sarcolemma delle fibre muscolari scheletriche umane. Il clone mostra
anche una lieve localizzazione citoplasmatica a mosaico. Il clone reagisce con il tessuto muscolare di topo, di ratto, di coniglio, di criceto,
di maiale e di cane, ma non con quello di pollo. Non sono state valutate altre specie animali. Il clone € presente anche in molti tessuti
non muscolari. Nel topo SJL, si osserva una forte riduzione dell'intensita della colorazione.

Tessuti tumorali

Il clone Ham1/7B6 & stato impiegato in studi di immunoistochimica e di immunoblotting condotti su oltre 870 pazienti, per mettere in
evidenza il deficit della proteina da 230 kD, disferlina.
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mutazione genetica nella diagnosi e nella differenziazione delle distrofie muscolari recessive. L'impiego é utile, in particolare,
er identificare la disferlinopatia (distrofia muscolare cingolare tipo 2B) e la miopatia di Miyoshi. nelle quali possono comparire

mutazioni a livello del gene DYSF o difetti di espressione della disferlina.

Limitazioni Generali

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

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

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

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

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

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

antigenico ad alta temperatura.

. Reagenti necessari ma non forniti
Solventi standard utilizzati in immunoistochimica.
0.5% v/v Perossido di idrogeno.
Tampone Tris salino (TBS) 50 mM a pH 7,6.
Soluzione(i) per smascheramento antigenico - vedere Raccomandazioni per 'uso.
Diluente anticorpale - siero normale diluito in maniera ottimale.
Sieri normali delle specie da cui si & ottenuto I'anticorpo secondario.
Anticorpo secondario biotinilato - preparare secondo le raccomandazioni del produttore.
Complesso avidina/biotina-Perossidasi di rafano (ABC-POD) - preparare secondo le raccomandazioni del produttore.
3,3 diaminobenzidina tetraidrocloruro (DAB) - preparare secondo le raccomandazioni del produttore.
10. Controcolorazione all'ematossilina - preparare secondo le raccomandazioni del produttore.
11. Mezzi di montaggio - usare secondo le raccomandazioni del produttore.

©ENDAR XN =D

B. Attrezzature necessarie ma non fornite
1. Setincubatore a 25 °C.

2. Pentola a pressione in acciaio inossidabile (Novocastra™ raccomanda di sostituire le guarnizioni a regolari intervalli di tempo, allo
scopo di mantenere condizioni ottimali di smascheramento).

3. Attrezzature di base del laboratorio di immunoistochimica.

Nota di sicurezza

Per garantire un uso corretto e sicuro della pentola a pressione, S| PREGA DI LEGGERE ATTANTAMENTE LE ISTRUZIONI FORNITE
DAL PRODUTTORE.

C. Soluzioni per smascheramento antigenico (vedere Raccomandazioni per 'uso)
Soluzione citrata per smascheramento 0,01 M (pH 6,0)

Aggiungere 3,84 grammi di acido citrico (anidro) a 1,8 L di acqua distillata. Aggiustare a pH 6,0 usando NaOH 1M. Aggiustare il volume
a 2 L con acqua distillata.

Soluzione EDTA per smascheramento 1 mM (pH 8,0)
Aggiungere 0,37 g di EDTA (codice prodotto SIGMA E-5134) a 1 L di acqua distillata. Aggiustare a pH 8,0 usando NaOH 0,1 M.

Soluzione per smascheramento Tris 20 mM/ EDTA 0,65 mM/Tween 20 0,0005% (pH 9,0)

Aggiungere 14,4 g di Tris (codice prodotto BDH 271197K) e 1,44 g di EDTA (codice prodotto SIGMA E-5134) a 0,55 L di acqua distillata.
Aggiustare a pH 9 con HCI 1M ed aggiungere 0,3 ml di Tween 20 (codice prodotto SIGMA P-1379). Aggiustare il volume a 0,6 L con
acqua distillata. Si ottiene cosi un concentrato 10x, da diluire con acqua distillata a seconda dei casi (es. 0,15 L diluiti con 1,35 L di
acqua distillata).

D. Metodologia

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

Gli utenti devono determinare le diluizioni ottimali degli anticorpi. Se non indicato diversamente, tutte le fasi vanno condotte a

temperatura ambiente (25 °C).

1. Tagliare e montare le sezioni sui vetrini ricoperti con un adatto adesivo tissutale.

2. Deparaffinare le sezioni mediante xilene o liquidi analoghi.

3. Reidratare mediante passaggi in alcool a differenti gradazioni.

4. Neutralizzare la perossidasi endogena usando perossido di idrogeno/metanolo 0,5% v/v per 10 minuti.

5. Lavare i vetrini con acqua corrente.

Pretrattare le sezioni come segue:

6. Riscaldare 1,5 L della soluzione di smascheramento raccomandata (vedere Raccomandazioni per I'uso) fino alla bollitura, in una
pentola a pressione. Coprire senza chiudere ermeticamente il coperchio. Posizionare le sezioni in rastrelli di colorazione metallici
(non mettere i vetrini troppo vicini 'uno all’altro, perché cio potrebbe provocare una colorazione irregolare) e calarle nella pentola a
pressione, assicurandosi che i vetrini siano completamente immersi nella soluzione di smascheramento. Chiudere ermeticamente il
coperchio. Quando la pentola raggiunge temperatura e pressione di esercizio, calcolare un minuto di tempo (se non diversamente
indicato in Raccomandazioni per I'uso). Allontanare la pentola a pressione dal fuoco e metterla sotto I'acqua fredda con il coperchio

ancora chiuso. NON APRIRE IL COPERCHIO FINO A QUANDO L'INDICATORE NON SEGNALI LA CADUTA DELLA PRESSIONE.
Aprire il coperchio, estrarre i vetrini e metterli immediatamente sotto I'acqua corrente.

7. Lavare le sezioni in TBS per 1 x 5 minuti, scuotendole delicatamente.

8. Ricoprire le sezioni con siero normale diluito, per 10 minuti.

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

11. Incubare le sezioni con I'anticorpo secondario biotinilato appropriato.

12. Lavare in tampone TBS per 2 x 5 minuti, scuotendo delicatamente.

13. Incubare i vetrini in ABC-POD.

14. Lavare in tampone TBS per 2 x 5 minuti, scuotendo delicatamente.

15. Incubare i vetrini in DAB.

NCL-Hamlet
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16. Sciacquare i vetrini.
17. Controcolorare con ematossilina.
18. Disidratare, pulire e montare le sezioni.

E. Modifiche alla pubblicazione precedente
Sono state apportate correzioni solo al layout. Il testo non ha subito alcuna variazione rispetto alla versione precedente.

F. Data di pubblicazione
23rd June 2004 (CEprotocol/HTAUT).
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Metodologia immunoistochimica per ’uso di anticorpi Novocastra™ su
tessuto muscolare congelato.

Reagenti necessari ma non forniti

Solventi standard utilizzati in immunoistochimica.

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

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

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

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

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

NoOOosON=

Attrezzature necessarie ma non fornite

1. Setincubatore a 25 °C.

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

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

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

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

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

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

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

Incubare i vetrini in DAB.

Sciacquare i vetrini in acqua pulita.

Disidratare, pulire e montare le sezioni.

©ONOGOEON

Modifiche alla pubblicazione precedente
Non applicabile.

F. Data di pubblicazione
5 Febbraio 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra™ Lyophilisierter Monoklonaler Maus-Antikorper
Dysferlin
Produkt-Nr.: NCL-Hamlet

Verwendungszweck

Fiir in-vitro-Diagnostik.

NCL-Hamlet ist fiir den qualitativen Nachweis der Dysferlin-Molekdile in Paraffinschnitten und gefrorenen Schnitten mittels
Lichtmikroskopie gedacht. Die klinische Bewertung einer vorliegenden bzw. fehlenden Farbung sollte durch morphologische Studien mit
entsprechenden Kontrollen ergénzt und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer diagnostischer Tests von einem
qualifizierten Pathologen vorgenommen werden.

Verfahrensgrundlage

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

Klon
Ham1/7B6

Immunogen
Synthetisches Peptid, das die Aminosauren 1999-2016 des humanen Dysferlin-Molekiils enthalt.

Spezifitat
Reagiert mit dem Dysferlin-Molekil im humanen Skelettmuskel. Liegt ebenfalls in vielen anderen Geweben auller Muskelgewebe vor.

Reagenzzusammensetzung

NCL-Hamlet ist ein lyophilisierter Gewebekulturiiberstand, der 15 mmol/l Natriumazid als Konservierungsmittel enthalt. Der Benutzer
muss den Inhalt des Flaschchens mit dem korrekten Volumen sterilen. destillierten Wassers entsprechend den Angaben auf dem
Produktetikett rekonstituieren.

lg-Klasse
1gG1

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

Antikorperkonzentration

GrolRer als oder gleich 324,9 mg/l laut ELISA-Bestimmung. Hinsichtlich der chargenspezifischen Ig-Konzentration siehe Angaben auf
dem Produktetikett.

Gebrauchsempfehlungen

Immunhistochemie (siehe D. Vorgehensweise) auf gefrorenen Schnitten. Empfohlene Verdinnung: 1:20-1:40 Uber einen Zeitraum von
60 Minuten bei 25 °C. Dies ist nur eine Empfehlung, und die Benutzer sollten ihre eigenen optimalen Arbeitsverdiinnungen bestimmen.
NCL-Hamlet erfordert die Fixierung der Schnitte in Azeton/Methanol im Verhaltnis 1:1 (iber einen Zeitraum von 4 Minuten bei 25 °C vor
der Inkubation mit dem primaren Antikorper.

Immunhistochemie (siehe D. Vorgehensweise) auf Paraffinschnitten. Empfohlene Verdlinnung: 1:20-1:40 Uber einen Zeitraum von 60
minuten bei 25 °C. Es wird empfohlen, das Hochtemperatur-Antigen-Retrieval mit 0,01 mol/l Citrat-Retrieval-L6sung (pH-Wert 6,0) zu
verwenden. Dies ist nur eine Empfehlung, und die Benutzer sollten ihre eigenen optimalen Arbeitsverdiinnungen bestimmen.

Lagerung und Stabilitat

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

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

Probenvorbereitung

Fur paraffineingebettete Gewebeschnitte ist das empfohlene Fixativ 10% neutral gepuffertes Formalin. Die Blécke mit den
Gewebeproben missen in Isopentan, das in flissigem Stickstoff gekiihlt wurde, eingefroren werden (siehe Warnhinweise und
SicherheitsmaRnahmen). Die Proben erfordern keine weitere Fixierung, sollten jedoch in OCT™-Compound (Sakura, Produkt-Nr.
Tissue-Tek 4583) eingebettet werden.
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Warnhinweise und SicherheitsmaBnahmen

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

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

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

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

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

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

Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhdhte unspezifische Farbung auftreten kann.
Falls die spezifizierten Inkubationszeiten oder —temperaturen nicht eingehalten werden, kann es zu fehlerhaften Ergebnissen kommen.
Jegliche Abweichungen von den angegebenen Werten miissen vom Benutzer verifiziert werden.

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

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

Qualitatskontrolle

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

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

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an.

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

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

Fir die positive Gewebekontrolle wird normales Skelettmuskelgewebe empfohlen.

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

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

Fir die negative Gewebekontrolle wurde kein Gewebetyp untersucht.

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

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

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

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

Patientengewebe

Die mit NCL-Hamlet 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 Antikérpern verwendet werden.
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Erwartete Ergebnisse

Normale Gewebe

Klon Ham1/7B6 weist das Dysferlin-Protein im Sarkolemm von humanen Skelettmuskelfasern nach. Es zeigt ebenfalls eine leichte
zytoplasmatische Lokalisierung in einem faserartigen Mosaik. Es reagiert mit dem Muskelgewebe von Maus, Ratte, Kaninchen,
Hamster, Schwein und Hund, jedoch nicht mit Hiihnermuskel. Andere Spezies wurden nicht getestet. Es liegt ebenfalls in vielen anderen
Geweben auRer Muskelgewebe vor. Eine deutliche Verringerung der Farbungsintensitat kann bei der SJL-Maus beobachtet werden.
Tumorgewebe

Klon Ham1/7B6 wurde in immunhistochemischen und Immunblottingstudien von mehr als 870 Patienten zum Nachweis eines Mangels
des 230-kDa-Proteins Dysferlin verwendet.

NCL-Hamlet wird fiir den Einsatz als Teil eines Antikérper-Panels in der Inmunhistochemie empfohlen. Es ist bei der

genetischen Mutationsanalyse zur Diagnose und Differenzierung von rezessiven Muskeldystrophien richtungsweisend.
In: ndere dien zum Nachweis von Dysferlin: hi li rgiirtel-Muskel rophie vom Typ 2B) und Mi hi-

Myopathie, bei denen Mutationen im DYSF-Gen oder eine mangelhafte Expression von Dysferlin auftreten kann.

Allgemeine Beschriankungen

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

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

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

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

Antikorper von Leica Biosystems Newcastle Ltd sind wo angezeigt fiir die Verwendung entweder auf gefrorenen oder in Paraffin
eingebetteten Schnitten mit spezifischen Fixierungsanforderungen bestimmt. Es kann insbesondere bei Neoplasmen zu einer
unerwarteten Antigenexpression kommen. Die klinische Bewertung eines gefarbten Gewebeschnitts muss eine morphologische Analyse
und die Auswertung der entsprechenden Kontrollen einschlieRen.
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Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe
Keine.

Ausgabedatum
18 Juni 2008 (NCL-Hamlet/CE/UK)
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Immunhistochemisches Vorgehen beim Einsatz von Novocastra™
Antikorpern fiir Paraffinschnitte in der Hochtemperatur-Antigen-
Retrieval-Technik.

A. Zusitzlich benétigte, aber nicht mitgelieferte Reagenzien

1. In der Immunhistochemie tibliche Standardlésungsmittel.

2. 0.5% v/v Wasserstoffperoxid.

3. 50 mmol/l Tris-gepufferte physiologische Kochsalzldsung (Tris-Buffered Saline, TBS) pH7,6.
4. Antigen-Retrieval-Loésung(en) - siehe Gebrauchsempfehlungen.

5. Antikorper-Verdiinnungsmittel — optimal verdiinntes Normalserum.

6. Normalseren der Spezies, in denen der sekundare Antikérper geziichtet wird.

7. Sekundéarer biotinylierter Antikdrper — gemafR den Empfehlungen des Herstellers ansetzen.
8.

Avidin-/Biotin-Komplex-Meerrettich-Peroxidase (Avidin/Biotin Complex-Horseradish Peroxidase, ABC-HRP) — gemaR den
Empfehlungen des Herstellers ansetzen.

9. 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) - gemaR den Empfehlungen des Herstellers ansetzen.
10. Hamatoxylin-Gegenfarbung - gemaR den Empfehlungen des Herstellers ansetzen.
11. Aufbringungsmedium - gemaR den Empfehlungen des Herstellers zu verwenden.

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

2. Druckkochtopf aus rostfreiem Stahl (fiir optimale Demaskierungsbedingungen empfiehlt Novocastra™ den regelmaRigen
Dichtungswechsel).

3. Ubliche immunhistochemische Laborausstattung.

Sicherheitshinweis
Fir den sicheren und korrekten Betrieb Ihres Druckkochtopfs BITTE DIE ANWEISUNGEN DES HERSTELLERS BEACHTEN.

C. Antigen-Retrieval-Losungen (siehe Gebrauchsempfehlungen)
0,01 mol/l Citrat-Retrieval-Lésung (pH 6,0)

3,84 Gramm Zitronensaure (wasserfrei) zu 1,8 | destilliertem Wasser geben. Mit 1 mol/l NaOH auf pH 6,0 titrieren und mit destilliertem
Wasser auf 2 | auffillen.

1 mmol/l EDTA Retrieval-L6sung (pH 8,0)
0,37 g EDTA (SIGMA Produkt-Nr. E-5134) zu 1 | destilliertem Wasser geben. Mit 0,1 mol/l NaOH auf pH 8,0 titrieren.

20 mmol/l Tris/0,65 mmol/l EDTA/0,0005% Tween 20 Retrieval-Lésung (pH 9,0)

14,4 g Tris (BDH Produkt-Nr. 271197K) und 1,44 g EDTA (SIGMA Produkt-Nr. E-5134) zu 0,55 | destilliertem Wasser geben. Den pH mit
1 mol/l HCL auf 9 titrieren und 0,3 ml Tween 20 (SIGMA Produkt-Nr. P-1379) hinzugeben. Mit destilliertem Wasser auf 0,6 | auffillen.
Dies ist ein 10x Konzentrat, das mit destilliertem Wasser nach Bedarf verdiinnt werden sollte (z.B. 0,15 | mit 1,35 | destilliertem Wasser
verdiinnt).

D. Vorgehensweise

Vor Anwendung dieser Methodik miissen die Benutzer mit immunhistochemischen Techniken vertraut sein.

Kunden sollten die optimale Verdiinnung fiir die Antikorper bestimmen. Sofern nicht anderweitig vorgegeben, werden alle Schritte bei

Raumtemperatur (25 °C) durchgefiihrt.

Das Praparat schneiden und auf Objekttréager aufbringen, die mit einem geeigneten Gewebekleber beschichtet sind.

Schnitte mit Xylol oder Xylolersatzstoffen von Paraffin sdubern.

Mit abgestuft konzentriertem Alkohol rehydrieren.

Die endogene Peroxidase mit 0,5% (volumetrisch) Wasserstoffperoxid/Methanol 10 Minuten lang neutralisieren.

Die Objekttrager unter laufendem Leitungswasser abspulen.

Die Schnitte wie folgt vorbehandeln:

6. 1,51 der empfohlenen Retrieval-Lésung (siehe Gebrauchsempfehlungen) in einem Druckkochtopf zum Kochen bringen. Deckel
auflegen aber nicht verriegeln. Die Objekttrager in Farberahmen aus Metall einbringen (Objekttrager nicht zu dicht aneinander legen,
da eine ungleichmaRige Farbung auftreten kdnnte) und in den Druckkochtopf legen. Dabei muss sichergestellt werden, dass die
Objekttrager vollstandig in die Retrieval-Losung eintauchen. Deckel verriegeln. Nachdem der Druckkochtopf die Betriebstemperatur
und den Betriebsdruck erreicht hat, 1 Minute lang warten (sofern nicht in den Gebrauchsempfehlungen anderweitig vermerkt).
Druckkochtopf von der Platte entfernen und bei verriegeltem Deckel unter laufendem Kaltwasser abkiihlen. DER DECKEL DARF

ERST DANN GEOFFNET WERDEN, WENN LAUT ANZEIGE DER INNENDRUCK ABGEBAUT WORDEN IST. Den Deckel éffnen,
die Objekttrager entnehmen und unverziiglich in kaltes Leitungswasser legen.

7. Schnitte in TBS 1 x 5 Minuten lang mit sanfter Kippbewegung spiilen.

8. Die Schnitte 10 Minuten lang mit verdiinntem Normalserum bedecken.

9. Die Schnitte mit optimal verdiinntem priméren Antikdrper inkubieren (siehe Gebrauchsempfehlungen).
10. Die Schnitte in TBS-Puffer 2 x 5 Minuten lang mit sanfter Kippbewegung spilen.

11. Die Schnitte mit einem entsprechend biotinylierten sekundaren Antikdrper inkubieren.

12. Die Schnitte in TBS-Puffer 2 x 5 Minuten lang mit sanfter Kippbewegung spulen.

13. Die Objekttrager in ABC-HRP inkubieren.

14. Die Schnitte in TBS-Puffer 2 x 5 Minuten lang mit sanfter Kippbewegung spiilen.

15. Die Objekttrager in DAB inkubieren.

arwn =
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16. Die Objekttrager mit Wasser abspiilen.
17. Mit Hamatoxylin gegenfarben.
18. Die Schnitte dehydrieren, sdubern und aufbringen.

E. Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe
Anderungen wurden nur am Layout vorgenommen. Der Text der vorherigen Ausgabe wurde nicht geéndert.

F. Ausgabedatum
23rd June 2004 (CEprotocol/HTAUT).
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Immunhistochemisches Vorgehen beim Einsatz von Novocastram-
Antikorpern fiir gefrorenes Muskelgewebe.

. Zusatzlich bendétigte, aber nicht mitgelieferte Reagenzien
In der Immunhistochemie Ubliche Standardiésungsmittel.
50 mmol/l Tris-gepufferte physiologische Kochsalzlésung (Tris-Buffered Saline, TBS) pH-Wert 7,6.
Antikorper-Verdiinnungsmittel — optimal in TBS verdiinntes Normalserum.
Normalseren der Spezies, in denen der sekundare Antikorper geziichtet wird.
Sekundarer, peroxidase-konjugierter Antikdrper — gemaf den Empfehlungen des Herstellers zu verwenden.
3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) - gemafl den Empfehlungen des Herstellers anzusetzen und zu verwenden.
Eindeckmedium - gemaR den Empfehlungen des Herstellers zu verwenden.

NOoOOsON =D

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

2. Ubliche immunhistochemische Laborausstattung.

3 Elektroventilator zum Lufttrocknen von Objekttragern.

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

Vorgehensweise

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

Die Benutzer miissen die optimale Verdiinnung fiir die Antikdrper bestimmen. Sofern nicht anderweitig vorgegeben, werden alle Schritte bei
Raumtemperatur (25 °C) durchgefiihrt.

1. Schnitte von 4-10 pm schneiden und auf Objekttragern aufbringen, die mit einem geeigneten Gewebehaftmaterial beschichtet sind,
und mindestens eine Stunde lang an der Luft trocknen lassen.

Die Schnitte mit optimal verdiinntem primaren Antikdrper inkubieren (siehe Gebrauchsempfehlungen)
Die Schnitte in TBS-Puffer 2 x 5 Minuten lang mit sanfter Kippbewegung spiilen.

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

Die Objekttrager in DAB inkubieren.

Die Objekttrager mit sauberem Wasser abspdlen.

Die Schnitte dehydrieren, saubern und aufbringen.

ONOGOEON

E. Anderungen zur vorhergehenden Ausgabe
Keine.

F. Ausgabedatum
5. Februar 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra™ Anticuerpos Monoclonal Liofilizado de Raton
Dysferlin
Codigo De Producto: NCL-Hamlet

Indicaciones De Uso

Para uso diagnéstico in vitro.

NCL-Hamlet esta indicado para la identificacion cualitativa en secciones de parafina y secciones congeladas, mediante microscopia
optica, de moléculas de Dysferlin. La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia debe complementarse con estudios
morfoldgicos, 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 diagnésticas.

Principio Del Procedimiento

Las técnicas de tincion inmunohistocitoquimica (IHQ) permiten la visualizaciéon de antigenos mediante la aplicaciéon 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 diagnostico diferencial de los procesos
fisiopatoldgicos, que pueden estar o no vinculados a un determinado antigeno.

Clon
Ham1/7B6

Inmunégeno
Péptido sintético que contiene los aminoacidos 1999-2016 de la molécula de disferlina humana.

Especificidad
Reactivo con la molécula de disferlina en musculo esquelético humano. La molécula de disferlina también esté presente en muchos
tejidos no musculares.

Composicion Del Reactivo

NCL-Hamlet es un sobrenadante de cultivo tisular liofilizado que contiene azida sédica 15 mM como conservante. El usuario debe
reconstituir el contenido del vial con el volumen correcto de agua destilada estéril que se indica en la etiqueta del vial.

Clase de Ig
IgG1

Concentracion Total De Proteina

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

Concentracion De Anticuerpo

Igual o superior a 324,9 mg/L segun se ha determinado mediante ELISA. Consulte en la etiqueta del vial la concentracion de Ig
especifica del lote.

Recomendaciones De Uso

Inmunohistoquimica (ver D. Metodologia) con secciones congeladas. Dilucion sugerida: 1:20—1:40 durante 60 minutos a 25 °C. Esta es
tan solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo éptimas. Para el uso de NCL-Hamlet es necesario
fijar las secciones en acetona/metanol en una proporcién 1:1 durante 4 minutos a 25 °C antes de la incubacion con el anticuerpo
primario.

Inmunohistocitoquimica (ver D. Metodologia) con secciones de parafina. Dilucién sugerida: 1:20—-1:40 durante 60 minutos a 25 °C. Se
recomienda realizar recuperacion de antigeno a alta temperatura utilizando solucién de recuperacion citrato 0,01 M (pH 6,0). Esta es tan
solo una pauta y cada usuario debe determinar sus propias diluciones de trabajo 6ptimas.

Almacenamiento Y Estabilidad

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

Preparacion De Las Muestras

El fijador recomendado para secciones de tejido incluidos en parafina es formol tamponado neutro al 10%. Congele los bloques de
tejido en isopentano enfriado en nitrégeno liquido (consulte Advertencias y precauciones). Las muestras no requieren mayor fijacion,
pero deben incluirse en el compuesto OCT™ (Sakura, N° de producto Tissue-Tek 4583).

Advertencias Y Precauciones

Este reactivo se ha preparado a partir del sobrenadante de un cultivo celular. Como se trata de un producto de origen biolégico, debe
manipularse con precaucion.
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La molaridad de la azida sédica en este reactivo es 15 mM. Si la solicita, existe una hoja de informacion sobre la seguridad del material
(MSDS) azida sédica a su disposicion.

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

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

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un aumento de la tinciéon no
especifica.

Cualquier tiempo o temperatura de incubacion que no sean los aqui especificados pueden conducir a resultados erréneos. Cualquier
cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

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

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

Control De Calidad

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

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

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

Control Tisular Positivo

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

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

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

El tejido de control positivo recomendado es musculo esquelético normal.

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

Control Tisular Negativo

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

No se ha evaluado el tejido de control negativo recomendado.

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

Si aparece una tincion no especifica, ésta tiene generalmente aspecto difuso. En cortes de tejido fijados excesivamente con formol
puede observarse también una tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice células intactas para la interpretacion de los resultados de
la tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas quedan tefiidas de forma no especifica.® También pueden observarse falsos
positivos causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion del sustrato. Estos falsos positivos pueden
estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa (eritrocitos), la peroxidasa endégena (citocromo C),
o la biotina endégena (por ejemplo, de higado, mama, cerebro, 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 tefidas con NCL-Hamlet 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 Ham1/7B6 detecta la proteina disferlina en el sarcolema de las fibras musculares esqueléticas humanas. También revela una
ligera localizacién citoplasmica en un mosaico de tipo fibroso. Reacciona con musculo de ratén, rata, conejo, hamster, cerdo y perro;
no reacciona con musculo de pollo. No se han evaluado otras especies. La disferlina esta también presente en muchos tejidos no
musculares. Se produce una intensidad de marcado notablemente reducida en el ratén SJL.

NCL-Hamlet
Page 26



Tejidos tumorales
El clon Ham1/7B6 se ha utilizado en estudios inmunohistoquimicos y de inmunoblotting de mas de 870 pacientes a fin de identificar una
deficiencia de protelna disferlina (230 kD)

en las que pueden producirse mutaciones en el gen DYSF. o expresién defectuosa de la disferlina.
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, fijacién y procesamiento de tejidos, la preparacion del portaobjeto para IHQ, y la interpretacion de los
resultados de la tincion.

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

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

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.

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

en parafina, con requisitos de fijacion especificos. Puede producirse una expresion inesperada del antigeno, especialmente en las
neoplasias. La interpretacion clinica de cualquier seccion de tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los
controles apropiados.
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Metodologia inmunohistocitoquimica para utilizar anticuerpos
Novocastra™ sobre tejido incluido en parafina, mediante la técnica de

recuperacion de antigeno por alta temperatura.

A. Reactivos necesarios que no se incluyen

1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistocitoquimica.

2. 0.5% v/v Peroxido de hidrégeno.

3. Solucién salina tamponada Tris (TBS) 50 mM pH7,6.

4. Solucion(es) recuperadora(s) de antigeno - ver Recomendaciones de Uso.

5. Disolvente de anticuerpo - suero normal en dilucién 6ptima.

6. Suero normal de las especies en las que se ha criado el anticuerpo secundario.

7. Anticuerpo secundario biotinilado - preparar segun la recomendacion del fabricante.

8. Complejo Avidina/Biotina-peroxidasa de rabano (ABC-HRP) - preparar segun la recomendacion del fabricante.
9. 3,3 Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB) - preparar segun la recomendacion del fabricante.
10. Contratefiido de hematoxilina - preparar segtn la recomendacion del fabricante.

11. Medio de montaje - utilizar segun la recomendacién del fabricante.

Incubadora graduada a 25 °C.

Olla a Presion de Acero Inoxidable (Novocastra™ recomienda que las juntas se cambien periédicamente, para mantener las 6ptimas
condiciones de desenmascarado).

3. Equipo general para laboratorio de inmunohistocitoquimica.

B. Equipo necesario, pero no incluido
1.
2

Nota de seguridad
Para garantizar la utilizacién correcta y segura de la olla a presién, POR FAVOR, LEER LAS INSTRUCCIONES DEL FABRICANTE.

C. Soluciones para la recuperacion de antigeno (ver Recomendaciones de Uso)

Solucién recuperadora de citrato 0,01 M (pH 6,0)

Afadir 3,84 gramos de acido citrico (anhidro) a 1,8 L de agua destilada. Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH 1 M. Completar hasta 2 L
con agua destilada.

Solucién recuperadora EDTA 1 mM (pH 8,0)
Anadir 0,37 g de EDTA (codigo SIGMA de producto E-5134) a 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 8,0 utilizando NaOH 0,1M .

Tris 20mM/EDTA 0,65 mM/Solucién recuperadora Tween 20 al 0,0005% (pH 9,0)

Disolver 14,4 g de Tris (cédigo BDH de producto 271197K) y 1,44 g de EDTA (cédigo SIGMA de producto E-5134) en 0,55 L de agua
destilada. Ajustar el pH a 9 con HCI 1 M y afiadir 0,3 ml de Tween 20 (cédigo SIGMA de producto P-1379). Completar hasta 0,6 L con
agua destilada. Se trata de un concentrado 10x que debe diluirse con agua destilada, seguin necesidad (por ejemplo, 0,15 L diluido con
1,35 L de agua destilada).

D. Metodologia

Antes de utilizar esta metodologia, los usuarios deben seguir una formacién en técnicas de inmunohistocitoquimica.

Los clientes deben determinar las diluciones 6ptimas para los anticuerpos. Salvo si se indica especialmente, todos los pasos se
efectuan bajo temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar y montar las secciones sobre portaobjetos tratados con un adhesivo adecuado para tejidos.

2. Eliminar la parafina de las secciones con xileno o con sustitutos del xileno.

3. Rehidratar mediante alcoholes graduados.

4. Neutralizar la peroxidasa endégena utilizando peroxido de hidrégeno/metanol al 0,5% en v/v durante 10 minutos.

5. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Pretratar las secciones como se describe a continuacion:

6. Calentar en una olla a presion, 1,5 L de la solucién recuperadora recomendada (ver Recomendaciones de Uso) hasta la ebullicion.
Cubrir, pero no sujetar la tapa. Colocar los portaobjetos en bastidores metalicos de tincion (no colocar los portaobjetos muy juntos,
para evitar la tincion desigual) e introducirlos en la olla a presién, asegurandose de que los portaobjetos quedan completamente
sumergidos en la solucién recuperadora. Cerrar bien la tapa. Cuando la olla a presion alcanza la temperatura y presion de
funcionamiento, cronometrar 1 minuto (a menos que se indique diferente en Recomendaciones de Uso). Sacar la olla a presion
de la fuente de calor y enfriarla bajo agua corriente, con la tapa cerrada. NO ABRIR LA TAPA HASTA QUE LOS INDICADORES
MUESTREN QUE LA PRESION YA SE HA LIBERADO. Abrir la tapa, extraer los portaobjetos y colocarlos inmediatamente en agua
fresca del grifo.

7. Lavar las secciones en TBS durante 1 x 5 minutos, balanceando suavemente.

8. Cubrir las secciones con suero normal diluido, durante 10 minutos.

9. Incubar las secciones con anticuerpo primario en dilucién éptima (ver Recomendaciones de Uso).
10. Lavar en tampén TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

11. Incubar las secciones en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado.

12. Lavar en tampén TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

13. Incubar los portaobjetos en ABC-HRP.

14. Lavar en tampon TBS durante 2 x 5 minutos, balanceando suavemente.

15. Incubar los portaobjetos en DAB.

16. Enjuagar los portaobjetos con agua.
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17. Contratefir con hematoxilina.
18. Deshidratar, aclarar y montar las secciones.

E. Correcciones a la Publicacion Anterior
Sdlo se han realizado cambios en la presentacion. No se ha modificado el texto con respecto a la publicacion anterior.

F. Fecha de publicacion
23rd June 2004 (CEprotocol/HTAUT).
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Metodologia inmunohistoquimica para el uso de anticuerpos

Novocastra™ con tejido muscular congelado.

Reactivos necesarios que no se suministran

Solventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

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

Diluyente de anticuerpos - suero normal diluido éptimamente en TBS.

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

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

NoOOosWN=

Equipo necesario que no se suministra

1. Incubador ajustado a 25 °C.

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

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

Metodologia

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

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

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

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

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

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

Incube los portaobjetos en DAB.

Lave los portaobjetos en agua limpia.

Deshidrate, aclare y monte las secciones.

©ONoGar®ON

Correcciones a la publicacion anterior
No aplicable.

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

Utilizagao prevista

Para utilizagdo em diagnésticos in vitro.

NCL-Hamlet foi concebido para efectuar a identificagéo qualitativa da moléculas de Dysferlin por microscopia éptica, em secgdes
parafinizadas e secgdes congeladas. A interpretagao 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 diagndstico.

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

Ham1/7B6

Imunogénio

Péptido sintético contendo os aminoacidos 1999 a 2016 da molécula disferlina humana.

Especificidade
Reactivo com a molécula disferlina no misculo esquelético humano. Presente ainda em muitos tecidos ndo musculares.

Composicdo Do Reagente

NCL-Hamlet é um sobrenadante liofilizado de uma cultura de tecido contendo 15 mM de azida de sédio como produto conservante.
O utilizador deve reconstituir o conteido da ampola com o volume correcto de agua destilada esterilizada, conforme indicado no rétulo
da ampola.

Classe De Ig
1gG1

Concentragéo Total De Proteina

1,0-8,0 g/L. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragéo total de proteina do lote especifico.

Concentracdo De Anticorpo

Maior que ou igual a 324,9 mg/L, conforme determinado por ELISA. Consultar a etiqueta da ampola para determinar a concentragéo de
Ig do lote especifico.

Recomendacgoes Sobre A Utilizagao

Imunohistoquimica (ver D. Metodologia) em secc¢des congeladas: Diluigdo sugerida: 1:20-1:40 durante 60 minutos a 25 °C. Esta
recomendagdo é apenas uma directriz e o utilizador deve determinar qual a diluigdo ideal para o trabalho especifico. NCL-Hamlet
requer que as secgdes sejam fixas em acetona/metanol, a uma razédo de 1:1, durante 4 minutos a 25 °C, antes da sua incubagédo com o
anticorpo primario.

Imunohistoquimica (ver D. Metodologia) em seccdes de parafina. Diluigao sugerida: 1:20-1:40 durante 60 minutos a 25 °C.
Recomenda-se a recuperacgéo de antigenos a alta temperatura utilizando 0,01 M de solugéo de citrato de recuperagéo (pH 6,0). Esta
recomendacéo é apenas uma directriz e o utilizador deve determinar qual a diluicdo ideal para o trabalho especifico.

Armazenamento E Estabilidade

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

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

Preparacdo Das Amostras

O fixador recomendado ¢ formol tamponado neutro a 10% para secgdes de tecido envolvidas em parafina. Congelar blocos de tecido
da amostra em isopentano arrefecido em nitrogénio liquido (ver os Avisos e precaugdes). As amostras ndo requerem mais nenhuma
fixagdo, mas devem ser envolvidas no composto OCT™ (Sakura, Produto n.° Tissue-Tek 4583).
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Avisos E Precaugoes

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

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

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

As amostras, antes e depois da sua fixagdo, bem como todos os materiais expostos as mesmas, devem ser manipulados como se
tivessem a capacidade de transmitir infeccdes e devem ser descartados com as devidas precaugdes.” N&o 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 contaminagé@o microbiana dos reagentes para evitar a possibilidade do aumento da coloragdo néo especifica.

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

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

O isopentano ¢ altamente inflamavel e nocivo por ingestao e inalagéo. E ainda um irritante dérmico e ocular e, quando muito
concentrado, é narcotico.

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.

Secgoes de parafina: 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).

Secgdes congeladas: Os controlos devem ser amostras de autopsia/biopsia/cirurgia frescas, congeladas logo que possivel, da mesma
maneira que a(s) amostra(s) do(s) doente(s).

Controlo De Tecido Positivo

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

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

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

O tecido de controlo positivo recomendado é o musculo esquelético normal.

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

Controlo De Tecido Negativo

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

O controlo de tecido negativo recomendado nao foi ainda avaliado.

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

A coloragéo ndo especifica, caso ocorra, tem geralmente um aspecto difuso. A coloragéo esporadica do tecido conjuntivo pode
também ter lugar em secgdes de tecido excessivamente fixado em formol. Devem utilizar-se células intactas para a interpretagéo dos
resultados da coloragdo. As células necréticas ou degeneradas causam muitas vezes uma coloragdo nao especifica.® Podem verificar-
se resultados positivos falsos devido a ligagado ndo imunolégica de proteinas ou de produtos da reaccéo do substrato. Esses resultados
podem também ser causados por enzimas enddgenas tais como a pseudoperoxidase (eritrocitos), a peroxidase endégena

(citocromo C), ou a biotina endégena (ex. no figado, mama, cérebro ou rim) dependendo do tipo de imunocoloragéo utilizado. Para
diferenciar entre a actividade das enzimas enddgenas e as ligagdes ndo especificas de enzimas de imunoreactividade especifica,
podem colorir-se tecidos adicionais dos doentes exclusivamente com substrato cromogénio ou com complexos de enzimas (avidina-
biotina, estreptavidina, polimero marcado) e substrato-cromogénio, respectivamente. Se ocorrer a 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 seccgéo de cada amostra de doente
para avaliar a coloragéo nédo especifica e permitir uma melhor interpretagdo da coloragdo especifica no local do antigeno.

Tecido Do Doente

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

Resultados Previstos

Tecidos normais

O clone Ham1/7B6 detecta a proteina disferlina no sarcolema das fibras do musculo esquelético humano. O clone exibe ainda uma leve
localizagao citoplasmatica num mosaico de tipo fibroso. O clone reage ainda com o musculo do ratinho, rato, coelho, hamster, suino e
cdo, mas nao com o da galinha. N&o se testaram outras espécies de animais. O clone encontra-se ainda presente em muitos tecidos
ndo musculares. Observa-se uma redugao extrema de intensidade da marcagao no ratinho SJL.
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Tecidos tumorais

O clone Ham1/7B6 foi utilizado em estudos de imunohistoquimica e immunoblotting de mais de 870 doentes para identificar uma
deficiéncia da proteina de 230kD disferlina.

mutagoes genetlcas dlrectas no dlagnostlco e dlferenclagao das dlstroflas musculares recessivas. Em especlal [] NCL Hamlet
serve para identificar a disferlinopatia (ou distrofia muscular de limb-girdle do tipo 2B), bem como a Miopatia de Miyoshi. em

que podem ocorrer mutagdes no gene DYSF ou defeitos na expresséo da disferlina.

Limitagoes Gerais

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

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

Uma contrastagédo excessiva ou incompleta pode comprometer a correcta interpretacé@o dos resultados.

Alinterpretacao 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 diagndstico.

Os anticorpos da Leica Biosystems Newcastle Ltd destinam-se a serem utilizados, conforme indicado, em secgdes de tecido ou
congeladas ou envolvidas em parafina, com requisitos de fixagdo especificos. Pode ocorrer uma expresséao inesperada de antigeno,
especialmente em neoplasmas. A interpretagéo clinica de qualquer secgéo de tecido colorido devera incluir a analise morfoldgica e a
avaliagé@o de controlos apropriados.
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Emendas Da Edigao Anterior
Né&o é aplicavel.

Data De Emissao
18 de Junho de 2008 (NCL-Hamlet/CE/UK)
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Metodologia de imunohistoquimica para utilizacao de anticorpos
Novocastra~ em tecido envolvido em parafina, por meio da técnica de
recuperac¢io de antigenos a alta temperatura

A. Reagentes necessarios mas néo fornecidos

1. Solventes comuns utilizados em imunohistoquimica.

2. 0.5% v/v Peroxido de hidrogénio.

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

4. Solugéo/solugdes para a recuperacao de antigeno — ver Recomendagdes sobre a Utilizagéo.

5. Diluente do anticorpo — soro normal diluido a um nivel 6ptimo.

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

7. Anticorpo secundario biotinilado — preparar conforme recomendado pelo fabricante.

8. Complexo de Avidina/Biotina-Peroxidase de rabano silvestre (ABC-HRP) — preparar conforme recomendado pelo fabricante.
9. 3,3 Tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB) — preparar conforme recomendado pelo fabricante.
10. Contraste de hematoxilina — preparar conforme recomendado pelo fabricante.

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

B. Equipamento necessario mas nao fornecido

1. Incubador regulado para 25 °C.

2. Panela de Presséo de Aco Inoxidavel (a Novocastra™ recomenda a mudanga dos vedantes a intervalos regulares, a fim de manter
niveis 6ptimos de recuperagao).

3. Equipamento geral de laboratério de imunohistoquimica.

Nota de seguranga
LEIAAS INSTRUGOES DO FABRICANTE DA PANELA DE PRESSAO para utilizar a mesma de forma correcta e segura.

C. Solugdes de recuperagao de antigeno (ver as Recomendagdes sobre a Utilizagao)

Solugao de recuperagao citrato a 0,01 M (pH 6,0)

Adicionar 3,84 gramas de acido citrico (anidro) a 1,8 | de agua destilada. Ajustar até um pH de 6,0 usando 1 M NaOH. Juntar agua
destilada até obter um volume de 2I.

Solugao de recuperagdo EDTA a1 mM (pH 8,0)
Adicionar 0,37 g de EDTA (cddigo de produto SIGMA E-5134) a 1 | de agua destilada. Ajustar até um pH de 8,0 usando 1 M NaOH.

Solucgéo de recuperacao Tris/0,65 mM EDTA/0,0005% Tween 20, 20 mM (pH 9,0)

Dissolver 14,4 g de Tris (cédigo de produto BDH 271197K) e 1,44g de EDTA (cédigo de produto SIGMA E-5134) em 0,55 de agua
destilada. Ajustar até um pH de 9, usando 1 M HCI, e adicionar 0,3 ml de Tween 20 (cédigo de produto SIGMA P-1379). Juntar agua
destilada até obter 0,6 I. Este produto é concentrado 10x e deve ser diluido com agua destilada conforme necessario (p. ex. 0,15
diluido com 1,35 | de 4gua destilada).

D. Metodologia

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

O cliente deve determinar quais as férmulas de diluigdo 6ptimas para os anticorpos. A néo ser indicagdo em contrario, todas as etapas
devem ser efectuadas a temperatura ambiente (25 °C).

1. Cortar e montar secgdes em laminas revestidas de um tecido adesivo apropriado.

Desparafinizar as secgdes em xileno ou substitutos de xileno.

Reidratar através de alcoois graduados.

Neutralizar a peroxidase endégena por meio de peréxido de hidrogénio/metanol a 0,5% v/v durante 10 minutos.

. Lavar as laminas em agua corrente de torneira.

Pré-tratar as secc¢des da seguinte maneira:

6. Aquecer 1,5 | da solugéo de recuperagédo recomendada (ver Recomendagdes sobre a Utilizagdo) numa panela de presséo até ao
ponto de ebuligdo. Cobrir com a tampa, mas nao engatar. Posicionar as laminas nos suportes de metal para coloragao (néo colocar
as laminas proximas umas das outras, para evitar uma coloragao desigual) e mergulhar na panela de pressao, certificando-se de
que as laminas ficam completamente submersas na solugéo de recuperagdo. Engatar a tampa. Uma vez que a panela de pressao
tenha alcangado a temperatura e presséo operacional, marcar 1 minuto (a ndo ser que verifique recomendagao em contrario nas
Recomendagdes sobre a Utilizagdo). Retirar a panela de presséo da fonte de calor, e colocar sob a corrente de agua fria de uma
torneira, com a tampa em posicdo. NAO ABRIR A TAMPA ATE QUE OS INDICADORES MOSTREM QUE A PRESSAO BAIXOU.
Abrir a tampa, retirar as laminas e coloca-las imediatamente sob a corrente de agua fria de uma torneira.

7. Lavar as secgdes em TBS durante 1 x 5 minutos, agitando-as levemente.

8. Cobrir as secgdes com soro normal diluido durante 10 minutos.

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

11. Incubar as secgdes num anticorpo secundario biotinilado apropriado.

12. Lavar em tampé&o TBS durante 2 x 5 minutos, agitando levemente.

13. Incubar as laminas em ABC-HRP.

14. Lavar em tampé&o TBS durante 2 x 5 minutos, agitando levemente.

15. Incubar as laminas em DAB.

16. Enxaguar as laminas em agua.

SIS
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18. Contrastar com hematoxilina.
18. Desidratar, soltar e montar as secgoes.

E. Emendas da Edigao Anterior
Apenas a disposicao sofreu alteragdes. O texto da edi¢éo anterior ndo foi emendado de forma nenhuma.

F. Data de Emissao
23rd June 2004 (CEprotocol/HTAUT).
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Metodologia de imunocitoquimica para utilizacio de anticorpos
Novocastra™ em tecido de musculo congelado.

Reagentes necessarios mas nao fornecidos

N o, ON=

Solventes comuns utilizados em imunohistoquimica.

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

Diluente do anticorpo — soro normal diluido em TBS.

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

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

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

Equipamento necessario mas nao fornecido

1.
2.
3.

Incubador regulado para 25 °C.
Equipamento geral de laboratério de imunohistoquimica.
Ventilador eléctrico para secagem das laminas ao ar.

Solugdes de recuperacéo de antigeno (ver as Recomendacgdes sobre a utilizagio)
N&o se aplica as secgbes congeladas.

Metodologia

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

O utilizador deve determinar quais as formulas de diluigdo ideais para os anticorpos. A ndo ser indicagdo em contrario, todas as etapas
devem ser efectuadas a 25 °C.

1.

ONOGOE®ON

Cortar e montar secgdes de 4—10 um em laminas revestidas de um tecido adesivo apropriado e secar ao ar durante pelo menos
uma hora.

Incubar as secg¢des com anticorpo primario optimamente diluido (ver Recomendagdes sobre a utilizagdo).
Lavar em tamp&o TBX durante 2 x 5 minutos, agitando levemente.

Incubar as secgdes num anticorpo secundario apropriado, conjugado com peroxidase.

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

Incubar as laminas em DAB.

Enxaguar as laminas em agua limpa.

Desidratar, soltar e montar as secgoes.

E. Emendas da edigao anterior
Nao é aplicavel.

F. Data de emissao
5 de Fevereiro de 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra~ Frystorkad Monoklonal Musantikropp
Dysferlin
Produktkod: NCL-Hamlet

Avsedd Anvindning
For in vitro diagnostisk anvéndning.

NCL-Hamlet ar avsedd for kvalitativ identifiering med ljusmikroskopi av Dysferlin-molekyler i paraffinsnitt och frysta snitt. 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 sekvenstillampning av en specifik antikropp till
antigenet (primar antikropp), en sekundar antikropp till den primara antikroppen och ett enzymkomplex med ett kromogent substrat med
inlagda tvattsteg. Den enzymatiska aktiveringen av kromogenet resulterar i en synlig reaktionsprodukt pa antigenomradet. Proverna kan
da kontrastfargas och forses med téckglas. Resultaten tolkas med ljusmikroskop och bidrar till differentialdiagnosen av patofysiologiska
processer som eventuellt kan associeras till ett sarskilt antigen.

Klon

Ham1/7B6

Immunogen

Syntetisk peptid innehallande aminosyror 1999-2016 av den humana dysferlin-molekylen.

Specificitet

Reaktiv med dysferlin-molekylen i human skelettmuskel. Finns ocksa i manga icke-muskelvavnader.

Reagensinnehall

NCL-Hamlet ar en frystorkad supernatant fran vavnadsodling som innehaller 15 mM natriumazid som konserveringsmedel. Anvandaren
maste spéda flaskans innehall med den korrekta volymen sterilt destillerat vatten enligt anvisningarna pa flaskans etikett.

lg-klass

1gG1

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

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 324,9 mg/l faststallt genom ELISA. Se flaskans etikett for specifik Ig-koncentration for satsen.

Rekommendationer Vid Anvandning

Immunhistokemi (se D. Metodologi) pa frysta snitt: Foreslagen spadning: 1:20—1:40 i 60 minuter vid 25 °C. Detta &r endast en riktlinje
och anvandare bor sjalva faststélla den optimala bruksspadningen. NCL-Hamlet kraver att snitten ar fixerade i aceton/metanol 1:1i 4
minuter vid 25 °C fore inkubation med en primar antikropp.

Immunhistokemi (se D. Metodologi) pa paraffinsnitt. Féreslagen spadning: 1:20—-1:40 i 60 minuter vid 25 °C. Antigenatervinning vid
hdg temperatur med 0,01 M citratatervinningsldsning (pH 6,0) rekommenderas. Detta &r endast en riktlinje och anvandare bor sjélva
faststalla den optimala bruksspadningen.

Forvaring Och Stabilitet

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

Preparation Av Prov

Rekommenderat fixeringsmedel for paraffininbaddade vavnadssnitt &r 10% neutralbuffrat formalin. Frys vavnadsprovblocken i isopentan
nedkylt i flytande kvéve (se Varningar och Forsiktighetsatgarder). Proven kréver ingen ytterligare fixering men bér baddas in i OCT™-
forening (Sakura, produktkod Tissue-Tek 4583).

Varningar Och Forsiktighetsatgarder

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

Natriumazidens molaritet i reagenset ar 15 mM. Varuinformationsblad (MSDS) for natriumazid finns att fa pa begéaran.
For kassering av potentiellt toxiska komponenter hanvisas till nationella eller lokala bestammelser.
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Fére och efter fixering bér prover och alla material som har varit utsatta for dem hanteras som om det finns risk for att de kan 6verfora
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. Radgoér med lakare.

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

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

Flytande kvave ger brannskador p.g.a. sin ytterst laga temperatur och skyddsklader, inklusive handskar och 6gonskydd, skall anvandas
vid hantering. Anvand i ett val ventilerat omrade.

Isopentan &r hogst brandfarligt och skadligt vid intagning via mun samt inhalation. Det irriterar ocksa hud och 6gon och har narkotisk
effekt vid hoga koncentrationer.

Kvalitetskontroll

Skilinader i vavnadsbehandling och tekniska metoder i anvandarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan géra det
nddvandigt att genomfdra regelbundna interna kontroller utéver féljande metoder.

Paraffinsnitt: Kontroller bor vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiprover som snarast majligt formalinfixeras, bearbetas och
paraffininbaddas pa samma séatt som patientprover.

Frysta snitt: Kontroller bér vara farska obduktions-/biopsi-/kirurgiprover som snarast méjligt har frysts pa samma satt som patientprover

(s).

Positiv Vavnadskontroll

Anvéands for att ange korrekt forberedda vavnader och réatt fargningstekniker.

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

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.?

Normal skelettmuskel rekommenderas som positiv kontrollvavnad.

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

Negativ Vavnadskontroll

Bor undersokas efter den positiva vavnadskontrollen for att faststalla specificiteten for méarkningen av malantigenet med den primara
antikroppen.

Rekommenderad negativ kontrollvavnad har inte utvarderats.

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

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

eller enzymkomplex (avidin-biotin, streptavidin, markt polymer) och substrat-kromogen. Om specifik fargning sker i den negativa
vavnadskontrollen bér 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.

Patientvavnad

Undersok patientprover fargade med NCL-Hamlet sist. Positiv fargningsintensitet bér 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. Anvéand vid behov en antikroppspanel for att
identifiera falskt negativa reaktioner.

Forvantade Resultat
Normal vavnad

Klon Ham1/7B6 upptacker dysferlinproteinet i de humana skelettmuskelfibrernas sarkolemma. Den visar ocksa latt cytoplasmisk
lokalisering i en mosaik av fibertyp. Den reagerar med mus-, ratta-, hamster-, svin- och hundmuskel med inte med héna. Andra arter har
inte testats. Finns ocksa i manga icke-muskelvavnader. En starkt reducerad intensitet av mérkning sker i SJL-musen.

Tumérvavnader

Klon Ham1/7B6 har anvéants i immunhistokemiska och immunblottningsstudier av éver 870 patienter for att identifiera brist pa 230 kD-
proteinet, dysferlin.

NCL-Hamlet rekommenderas fér anvéndning i immunhistokemi som del av en antikroppspanel for att leda genmutationsanalys
dlagnostlserlngen och dlfferentlerlngen av recesswa muskeldystrofler Sarskilt for att |dent|f|era dysferlinopati

upptrada.
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Allménna Begransningar

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

Vavnadsfargning paverkas av hantering och bearbetning av vavnaden 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. Motséagelsefulla 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 undersékningar som anvénder korrekta
kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen fér patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.
Antikroppar fran Leica Biosystems Newcastle Ltd &r till fér anvandning sa som anges pa antingen frysta eller paraffininbaddade snitt
med specifika fixeringskrav. Ovantat antigenuttryck kan ske, speciellt i neoplasmer. Morfologisk analys och utvardering av lampliga
kontroller maste inga i den kliniska tolkningen av alla fargade vavnadssnitt.
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Immunhistokemisk metodologi for anvindning av Novocastra™
antikroppar pa paraffininbidddad vivnad med hog temperatur

antigenitervinningstekniken.

A. Reagens som kravs men ej tillhandahalls

1. Standard I6sningar som anvands inom immunhistokemi.

2. 0.5% v/v Vateperoxid.

3. 50 mM Trisbuffrad salt (TBS) pH 7,6.

4. Antigenatervinningslésning(ar) — se Rekommendationer vid anvandning.

5. Antikroppsutspadningsmedel — optimalt spatt normalt serum.

6. Normal sera fran arterna i vilka den sekundara antikroppen odlas.

7. Sekundar biotinylerad antikropp — bered enligt tillverkarens rekommendationer.

8. Avidin/Biotin komplex - pepparrotsperoxidas (ABC-HRP) — bered enligt tillverkarens rekommendationer.
9. 3,3 Diaminobenzidin tetrahydroklorid (DAB) — bered enligt tillverkarens rekommendationer.
10. Hematoxylin kontrastfargning — bered enligt tillverkarens rekommendationer.

11. Monteringsmedel — bered enligt tillverkarens rekommendationer.

Inkubator installd pa 25 °C.

Tryckkokare av rostfritt stal (Novocastra™ rekommenderar att packningen byts ut med regelbundna intervaller for att uppratthalla
optimala férhallande fér demaskering ).

3. Allman immunhistokemisk laboratorieutrustning.

B. Utrustning som kravs men ej tillhandahalls
1
2

Notering om sédkerhet
Fér att férsékra er om korrekt och riskfri anvandning av er tryckkokare, VAR GOD LAS TILLVERKARENS INSTRUKTIONER.

C. Antigenatervinningslésningar (se Rekommendationer vid anvéndning)

0,01 M citratatervinningslosning (pH 6,0)

Tillsatt 3,84 gram citronsyra (vattenfri) till 1,8L destillerat vatten. Justera till pH 6,0 med 1 M NaOH. Blanda ihop till 2 L med destillerat
vatten.

1mM EDTA atervinningslosning (pH 8,0)
Tillsatt 0,37 g EDTA (SIGMA produktkod E-5134) till 1 L destillerat vatten. Justera pH till 8,0 med 0,1 M NaOH.

20mM Tris/0,65mM EDTA/0,0005% Tween 20 atervinningslosning (pH 9,0)

L6s upp 14,4 g Tris (BDH produktkod 271197K) och 1,44 g EDTA (SIGMA produktkod E-5134) till 0,55 L destillerat vatten. Justera pH till
9 med 1 M HCL och tillsatt 0,3 ml Tween 20 (SIGMA produktkod P-1379). Blanda ihop till 0,6 L med destillerat vatten. Detta ar ett 10 x
koncentrat som bor spadas med destillerat vatten enligt behov (t.ex. 0,15 L spatt med 1,35 L destillerat vatten).

D. Metodologi

Innan denna metodologi tillampas maste anvandare utbildas i immunhistokemiska tekniker.

Kunder bér faststalla optimal spadning for antikroppar. Alla steg utférs vid rumstemperatur (25 °C) om inget annat anges.

1. Skar och montera snitten pa objektglas kladda med lampligt vavnadsklister.

2. Avparaffinera snitten i xylen eller xylen ersattningspreparat.

3. Aterhydratisera genom olika grader av sprit.

4. Neutralisera endogent peroxidas med 0,5%v/v vateperoxid/metanol i 10 minuter.

5. Tvatta objektglasen under rinnande kranvatten.

Foérbehandla snitten enligt foljande:

6. Varm 1,5 L av den rekommenderade atervinningslésningen (se Rekommendationer vid anvandning) i en tryckkokare tills den
kokar. Tack men las ej locket. Satt objektglasen i fargningshyllorna av metall (sétt ej objektglasen tatt ihop eftersom det kan leda
till ojamn fargning) och sénk ned i tryckkokaren, se till att objektglasen ar helt nedsankta i atervinningslosning. Las locket. Nar
tryckkokaren uppnar driftstemperatur och tryck ta tiden under en minut (om ej annat anges i Rekommendationer vid anvandning) Ta
bort tryckkokaren fran varmekallan och lat rinna under kallt vatten med locket p4. OPPNA EJ LOCKET FORRAN INDIKATORERNA
VISAR ATT TRYCKET HAR SLAPPT. Oppna locket, ta bort objektglasen och placera omedelbart i svalt kranvatten.

7. Tvatta snitten i TBS i 1 x 5 minuter och gunga forsiktigt.

8. Tack snitten med normalt spatt serum i 10 minuter.

9. Inkubera snitten med optimalt spadd primar antikropp (se Rekommendationer vid anvandning).

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

11. Inkubera snitten i lamplig biotinylerad sekundar antikropp.

12. Tvétta snitten i TBS buffert i 2 x 5 minuter och gunga forsiktigt.

13. Inkubera objektglasen i ABC-HRP.

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

15. Inkubera objektglasen i DAB.

16. Skolj objektglasen i vatten.

17. Kontrastfarga med hematoxylin.

18. Dehydratisera, r6j och montera snitten.
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Rattelser av tidigare utgivning
Andringar har gjorts endast i layout. Texten har inte férandrats sedan forra utgavan.

Utgivningsdatum
23rd June 2004 (CEprotokoll/HTAUT).
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Immunhistokemisk metodologi for anvindning av Novocastra™
antikroppar pa fryst muskelvivnad.

Reagens som kréavs men ej tillhandahalls

Standardlésningar som anvands inom immunhistokemi.

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

Antikroppsutspadningsmedel — normalt serum optimalt spatt i TBS .

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

Sekundar peroxidaskonjugerad antikropp — anvand enligt tillverkarens rekommendationer.

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

NoOOo,ON=

Utrustning som kravs men ej tillhandahalls
1 .Inkubator instélld pa 25 °C.

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

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

Metodologi

Innan denna metodologi tilldmpas maste anvandare utbildas i immunhistokemiska tekniker. Anvéndare bor faststélla optimal spadning
for antikroppar. Alla steg utfors om inget annat anges vid rumstemperatur pa 25 °C .

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

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

Inkubera snitten i Iamplig peroxidaskonjugerad sekundar antikropp.

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

Inkubera objektglasen i DAB.

Skolj objektglasen i rent vatten.

Dehydratisera, klargér och montera snitten.

ONOGOA LN

Rattelser av tidigare utgivning
Galler ej.

Utgivningsdatum
5 februari 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra™ Avo@rLomoinpévo HOVOKAMVIKO AVTIGOUA TOVTIKOD
Dysferlin
Kmdwkodg gidovg: NCL-Hamlet

Xpnon MNa Tnv Omroia MpoopideTal

Ta in vitro diayvwoTikn xpron.

To NCL-Hamlet trpoopideTal yia TNV TTOIOTIK TAUTOTIOINGN HE HIKPOOKOTTIa pwTog TG avBpwivng Mdpia Dysferlin o€ Topég apagivng
KOl KOTEWUYHEVEG TOPEG. H KAIVIK) EppnVEia OTTOIROBNTIOTE XPWONG I TNG ATTOUCiaAg TNG Ba TIPETTEI VO GUUTTANPWVETAI PE HOPPOAOYIKES
HEAETEG TTOU XPNOIHOTIOIOUV OWOTOUG HAPTUPES Kal Ba TTpETTel var agloAoyeital aTa TTAaioia Tou KAIVIKOU 10TopIKoU Tou aoBevoUg Kal
GAAWV BIaYVWOTIKWYV EEETATEWY aTTO EIBIKEUPEVO TTABOAOYOavaTOHO.

Apxn Tng Aladikaciag

O1 TexvIKEG avoaoioToXnUIKAG (IHC) xpwong MITPETTOUV TNV OTITIKOTIOINGN TWV AVTIYOVWY HETW TNG SIAdOXIKNAG EQAPHOYAG EVOG EIGIKOU
QAVTIOWHATOG OTO AVTIYOVO (TTPWTOTAYEG AVTIoWHA), EVOG SEUTEPOTAYOUG AVTIOWHPATOG OTO TTPWTOTAYEG AVTICWHA KAl EVOG EVUHIKOU
OUPTTAGKOU pE XPpWHOYOVO UTTOOTPpWHA PE TTapeUBardpeva BrpaTta TTAUONG. H evUHIKN EVEPYOTTOINGT TOU XPWHOYOVOU £XEI WG
ATTOTEAECHA TO OXNMATIONO VOGS opaTol TTPOIGVTOG avTidpaang aTn B£an Tou avtiyévou. To deiyya PTTopei KAtV va uTToANnBEi oe
avTixpwon Kal va KaAu@Bei e KaAuTITpida. Ta atroTeAéopaTa epunvelovTal HE XPRON HIKPOOKOTTIOU GwTdg Kai BonBolv aTn Siagopikr
S1Ayvwaon TTaBo@uUOIOAOYIKWY EEEPYATIWY, OI OTTOIEG EVOEXETAI ) OXI VO OXETICOVTAI PE VO OUYKEKPIPEVO QVTIYOVO.

KAwvog
Ham1/7B6

Avoooyoévo
ZUVBETIKG TTETTTIDIO TTOU TTEPIEXEI T apIvogéa 1999-2016 Tou popiou TNG avBpwTivng duoPepAivng.

E1di1koTnTO
AvTISPaoTIKS pE TO HOpIo SUCPEPAIVNG OE avBPWTTIVO OKEAETIKO PU. YTTEpPXE! €TTIONG O€ TTOAAOUG N puikoUg 10ToUg.

Z0vBeon AvridpaoTnpiou

To NCL-Hamlet givar éva Auo@idotroinpévo utrepkeipevo I0ToKaANIEPYEIag TTou TTepIEXEl 15 mM alidio Tou vaTpiou wg ouvTnenTiko. O
XPAOTNG XPEIGZETAI VO AVACUOTATEI TO TIEPIEXOUEVO TOU QIAAIBIOU UE TOV OwOTO OYKO ATTOOTEIPWUEVOU ATTECTAYUEVOU VEPOU, OTTWG
UTTOOEIKVUETAI OTNV ETIKETA TOU QIaAidiou.

Tagn lg
1gG1

OAIkA ZuykévTpwon Mpwreivng

1,0-8,0 g/L. lNa Tnv oAk ouykévTpwaon TTPWTEIVNG TToU gival EI8IKN yia TNV EKACTOTE TTAPTIOA, avaTPEETE OTNV ETIKETA TOU QIaAIDioU.

ZuykévTpwon AVTICWHOTOG
MeyaAuTepn 1 ion pe 324,9 mg/L, 6Trwg poadiopidetal pe ELISA. MNa tn ouykévipwaon Ig TTou givar €18IKA yia Tnv ekdoToTE TTapTida,
QavaTpESTE OTNV ETIKETA TOU QIOAISIOU.

ZuoTtdoeig Na Tn XpAon

AvoooioToxnueia (deite TNV evotnTa “A. MeBoSoAoyia”) o€ katewuypéveg Topég: Mpoteivopevn apaiwaon: 1:20—1:40 i 60 AeTrté oTOUG
25 °C. AuTté TrapéxeTal wg odnyog Kal ol XprioTeg Ba TTpETTel va TTpoadiopidouy TiG dIkEG Toug BEATIOTEG apaiwaelg epyaaiag. To NCL-
Hamlet atraitei Tn povipotroinan Twv Topwyv o€ akeTédvn/peBavoAn oe avaroyia 1:1 emri 4 AeTrtd oToug 25 °C Trpiv atmd TNV £TWACN PE TO
TIPWTOTAYEG AVTICWHA.

AvoooioToxnueia (deite TNV evotnTa “A. MeBodoAoyia”) oe Topég TTapagivng. Mpoteivopevn apaiwon: 1:20—1:40 eTmi 60 AeTrTéd oTOUG
25 °C. ZuvioTdTal avakTtnon avtiyévou o€ uynAr Beppokpaaia pe xprion diaAlpatog avaktnong kitpikwv 0,01 M (pH 6,0). Autd
TIAPEXETAI WG 0BNYOG Kal o1 XPAOTEG Ba TTPETTEl va TTPoodIopifouv TIG SIKEG TOUG BEATIOTEG APAIWOEIG £PYATIAG.

®UuAagn Kal ZtabepoéTnTa

DUAGoOETE TO PN avolyuévo avTiowpa atoug 2—8 °C. YTTO TIG OUVBRKEG auTéG, DEV UTTAPXEI ONUAVTIKA ATTWAEIN TNV aTTO300N TOU
TIPOIOVTOG €W TNV NUEPOMNVia AENG TToU UTTOBEIKVUETAI OTNV ETIKETA TOU QIOAISIOU. Mn XPNOIUOTIOIEITE PETG TNV NUEPOUNVIa ARENG TTOU
avaypd@eTal aTnv €TIKETA Tou @iaAidiou. To avacuoTabév avTiowpa gival oTaBepd e1Ti 500 Priveg TOUAAXIOTOV, EQOCOV QUAACTETAI OTOUG
2-8 °C. lNa pakpoxpdvia GUAAgN, ouUVIOTATal Ta KAGOPATA TOU avacuoTaBEéVTOG VTIOWHATOG VO UAGCCOVTAI KATEWUYUEVD OTOUG

-20 °C (3¢ ouVIOTATAI N XPAON KATAWUKTWY XWPIG TIayo). Oa TTPETTEl va atro@eUyovTal ol ETTavEIANUPEVOI KUKAOI KaTayugng Kal
amméyugng. MapaoKeUATETE APAIWOEIG EPYATiag TNV NEEPa TNG Xprong. Emavagépete oToug 2—8 °C apéowg YETA T Xprion. Tuxov
OUVBNKEG QUAAENG DIAPOPETIKEG aTTO €KEivEG TTOU KaBopifovTal TTapatrdvw TTPETTEl va eTTaAnBevovTal atré To XprioTn.

NMapaokeun Agiyparog

To OUVIOTWHEVO POVIPOTIOINTIKG €ival OUBETEPO PUBUICTIKG BiGAUpa GoppoAng 10% yia TOUEG I0TOU eYKAEIOPEVEG O TTapaivn. Katayugre
TEPAXIA 10TWV JEIYUATWY OE ICOTTEVTAVIO TToU £X€I YuXBei o€ uypd Gdwrto (deite TNV evaTnTa “MpoEIdoTToINTEIG Kal TIPOQUAGEEIS”). Ta
Seiypata de xpeidlovTal TEPAITEPW POVIPOTTOINON, aAAG TTpéTTel va eykAgiovTal oTnv évwaon OCT™ (Sakura, kwdikog eidoug Tissue-Tek
4583).

Mpoeidomroinoeig Kai Mpo@uAdgeig
To avTIdPaCTAPIO AUTO EXEI TTAPACKEUAOTE] ATTO TO UTTEPKEIJEVO KUTTapokaANiépyeliag. ETreidn eival BloAoyikd Trpoidv, Ba TpéTrel va
Siveral eUAoyn TTpocoyr Katd To XEIPIOUS Tou.

H popiakdtnTa Tou agidiou Tou vatpiou oTo avTidpacTipio auTo eival 15 mM. Katémiv airfpatog, diaTiBetal éva SeATio dedopévwy
aopaAeiag uAikou (MSDS) yia To agidio Tou vaTpiou.

ZupPBoUAEUTEITE TOUG OPOOTIOVSIaKOUG, TTONITEIAKOUG 1 TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YIa aTTépIpn TUXOV dUVNTIKWG TOEIKWY CUOTATIKWY.
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O XeIpIOPOG SEIYPATWY, TTPIV KAl JETA TN HOVIPOTTOINGT, KABWG Kal OAwY Twv UAIKWY TTou €Xouv ekTeBei o€ auTd, Ba TTpéTel va yiveTal
WG €av ATAV duvNTIKG PETAd00NG AoiHWENG Kal N aTTéppIYr) TOUG Va TTPAYPATOTIOIETAl AuBAEVOVTAG TIG TWOTEG TTPOPUAGEEIS.! Mnv
QAVAPPOPATE TTOTE E TTITIETA AVTIOPACTAPIA LE TO OTOHA KAl ATTOQUYETE TNV ETTAPK TOU SEPHATOG Kol TwV BAEVVOYOVWYV PE avTIdPaoTAPIa
Ko deiyparta. Eav Ta avridpaoTripia fi Ta deiypata éABouv o€ eTTa@r| pe euaiobnTeg TTePIOXEG, TTAUVETE Pe GpBoveG TTOOATNTEG VEPOU.
ZnTAOTE TN CUPBOUAR 1aTpou.

EAaxioTotroioTe 1N pIKpoBiokr) HOAUVan Twv avTidpaoTnpiwy, dIOTI eVOEXETAI VO GUMBET algnon un €I9IKAG XPWONG.

Xpovol i Beppokpaadieg eTTWACNG JIAPOPETIKEG ATTO eKEivVEG TTOU kaBopifovTal evOEXETAI va dWaoouv ecPaiuéva amoTeAéopaTa. Tuxov
TETOIEG HETABOAEG TTPETTEI VO ETTIKUPWIVOVTAI OTTO TO XPHOTN.

To uyp6 adwTo Adyw TnNG UTTEPBOAIKG Yux PG BEPUOKPATIag TOU TIPOKAAET yKAUHATA KOl KATA TO XEIPIOUO TOU TIPETTEI VO POPATE
TIPOCTATEUTIKG POUXIOHO, CUNTTEPIAUBAVOUEVWY YAVTIWY Kal TIPOOWTTIOAg. XpnoIPOoTIoIEiTE 08 KAAG agpIfOPEVO XWPO.

To 100TTevVTaVIO Eival IBIaiTepa EUPAEKTO Kal ETTIBAABEG pe KatdTroan Kai ei0TTvor). Eival eTriong £peBioTiké oTo déppa Kal Ta PaTia, Kabwg
KOl VOPKWTIKG O€ UYNAT GUYKEVTPWOT.

MoloTikég ‘EAgyxog

Tuy6v dIapopPEG OTNV ETTEGEPYATIA TWV ICTWV Kal TIG TEXVIKEG SIAdIKATIEG OTO EPYATTHPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TIPOKAAETOUV
onNUavTIKA PETABANTOTNTA OTa aTTOTEALTPATA, KABIOTWVTAG aVaYKaia TNV TAKTIK EKTEAEOT ECWTEPIKWY EAEYXWV ETTITTALOV TwV aKOAOUBWY
BIadIKACIWV.

Topég TTapagivng: Or pdpTupeg Ba TTPETTE va ival ppéoka deiypata vekpowiag/Bloyiag/xeipoupyikd deiyparta, Ta oTroia gival
HoVIJOTTOINUEVA O€ POPHOAN, ETTEGEPYOOHEVA Kal EYKAEITPEVA OE KNPO TTapagivng, To CUVTOPATEPO duvaTd pe Tov id1o TPATTO pE To(a)
Seiypa(ta) Tou acBevoug.

TopEG KaTewuypéveg: O1 pdpTupeg Ba TTpETel va eival ppéoka Seiypata vekpoyiag/Blowiag/xeipoupyikd SeiypaTa, Ta oTroia KatayUxovTal
TO OUVTOPGTEPO duvaTd pe Tov id1o TPOTTO OTTWG To(a) Seiypa(ta) Tou acBevoug.

OeTik6g MdpTUupag loTou

XpnolyoTroleiTal yia va UTTODEIKVUEI CWOTA TTAPOAOKEUAOHEVOUG I0TOUG KOl CWOTEG TEXVIKEG XPWONG.

Oa Tpéel va TrepIAapBaveTal évag BeTIKOG HAPTUPAG I0TOU Yia KOs 0UVOAO oUVBNKWY £EETAONG O€ KABE eKTEAEON XPWONG.

‘Evag 10T6G pe aoBevr) BeTIK xpwon eival o KatdAANAog atrd évav 10T pe 1oxupr BETIKA Xpwon yia BEATIOTO €Aeyxo TTOIOTNTAG Kal yia
TNV avixveuon oAU HIKPWYV ETTITTESWY TUXOV aTTOdOUNCNG TWV avTIBPaoTNiwy.?

ZUVIOTWHEVOG 10TOG BETIKOU PAPTUPT Eival O PUOIOAOYIKOG OKEAETIKOG PUG.

Edv o BeTIk6G papTupag 10TOU dev TTAPOUCIAeEl BETIKA Xpwan, Ta atroTeAéopaTa e Ta Seiypata TG eg€Taong Ba TTpéTTel va BewpouvTal
dkupa.

ApvnTikég MdpTupag lotol

Oa TPETTEl va eGETAZETAN HETE TOV BETIKG pHAPTUPA 1I0TOU YIO THV €TTOARBEUON TNG €IBIKATNTAG TNG ETTICAPAVONG TOU AVTIYOVOU-OTOXOU aTtd
TO TIPWTOTAYEG AVTICWHA.

ZUVIOTWHEVOG I0TOG apvnTIKoU pdpTupa Oev €xel agloAoynbei.

EvaAAakTIKd, n TToIKIAIG SIa@OPWY KUTTAPIKWY TUTIWYV TTOU UTTEPXOUV OTIG TIEPICOOTEPEG TOHEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BEDEIG apvnTIKOU
HapTUPQ, aAAG auTO TTPETTEN Va ETTAANBEUETAI ATTO TO XPAOTN.

Mn €1BIkr) Xpwan, eav uTrapxel, £xel ouviBwg SiduTn eP@avion. Evdéxetal miong va TrapatnpnBei oTropadikr Xpwaon Tou GUVOETIKOU
10700 O€ TOPEG aTTd 10TOUG TTOU £XOUV HOVIUOTTOINBET pE UTTEPBOAIKT TTOCOTNTA POPHOANG. XpnoidoTiolgiTe ABIKTa KUTTAPA YIa TNV
£PUNVEIQ TWV ATTOTEAETPATWY TNG XPWONG. NEKPWTIKA 1) EKPUAITEVA KUTTAPA TTApoUsIAdouv auxvd Jn 18Ik xpwon. EvdéxeTtal va
TTapaTNENBoUV Weudwig BeTIKG atroTEAéOPATA AGYW WN avOTOAOYIKAG SECHEUCNG TWV TTPWTEIVWV A TWV TTPOIOVTWY avTidpaong Tou
uTrooTpWHATOG. EVOéxeTal ETTIONG va TTPOKANBoUV a1Td evdoyevhA £viupa, OTTWG N WeudoUTTepogeiddon (EpuBPOKUTTAPA), N EVOOYEVAG
utrepogeiddon (kutdxpwpa C) A n evdoyevig BioTivn (T1.X. ATTAP, HOOTAG, EYKEPAAOG, VEPPOG) avaAoya e TOV TUTTO AVOOOXPWAONG TTOU
xpnoipotoleital. MNa 1n diagopoTroinon Tng £vdoyevoUg eVEUPIKAG OpaoTIKOTNTAG 1 TNG N €10IKAG OéTPEUONG TWV EVEUPWY aTTd €IBIKA
avoooavTIdPACTIKOTNTA, €ival SUVATO VA XPWHATIOTOUV ATTOKAEIOTIKG ETIITTAEOV I0TOI AOBEVWV PE XPWHOYOVO UTTOGTPWHATOG 1 EVEUMIKG
oupTtAoka (aidivn-Biotivn, oTpeTTafIdivn, oNUACHEVO TTOAUPEPEG) KOl UTTOOTPWHA-XPWHOYOVO, avTioToixa. EGv TrapouciacTei €181kn
XPWon aTov apvnTIKé PdpTupa I0TOU, Ta aTroTeAéopaTa pe Ta deiypata aoBevolg Ba TTpéTTel va BewpouvTal dkupa.

ApvnTikdg MdpTupag AvTiSpaoTnpiou
XpnoiyoTroieite évav pn €191K6 apvnTIKO PAPTUPA avTIdPACTNPIOU avTi TOU TTPWTOTAYOUS AVTICWHATOG HE MO TOWN KABE deiypatog
aoBevoUg yia Tnv agioAdynan pn €I8IKAG XPWONG Kal yia va eTTITPETTETAI KAAUTEPN EPHUNVEIT TNG EIBIKAG XPWONG aTn BE0N Tou avTIyovou.

loTég AgBevoig

EtetdoTe teAeuTaia Ta Seiypata aoBevolg Trou £xouv XpwpatioTei pe To NCL-Hamlet. H évtaon tng BeTikiAg Xpwaong Ba TTpéTrel va
EKTINATAI OTA TTAQIOIO TUXOV PN EISIKAG XPWONG UTTORABPOU Tou apvnTIKOU papTupa avTidpaoTtnpiou. OTwg cupBaivel Ye oTroladhTIOTE
QAVOOO0IoTOXNUIKA £EETAON, éva apvNTIKO ATTOTEAEOHO OnUaivel OTI TO avTiyovo Ogv avixveuTnke, OxI OTI To avTlyovo dev UTTHPXE OTa
KUTTOpa/oToV 1076 TToU €8eTAOTNKE. EAV gival amapaitnTo, XPNCIUOTIOINCTE PIa GEIPE QVTICWHATWY VIO TNV avayvwpIon Yeudwg
APVNTIKWY avTIOPACEWV.

Avapevopeva AtroteAéopaTa
Dduoioloyikof 10T0i

O kAwvog Ham1/7B6 avixvelel TNV TTpwTEivn SUCPEPAIVN OTO TOPKEIANUHA TWV avBPWTTIVWY OKEAETIKWV UKWV IVWV. Mapouaiddel
£TMIONG EAAPPU KUTTAPOTTAACHATIKG EVTOTTIONO O€ HWOGiKO IVWS0oUG TUTTOU. AVTIOPA PE HUEG TTOVTIKOU, apoupaiou, KouveAioU, XaUaTep,
Xoipou kal okUAou, aAAG Ox1 6pviBag. Aev £xouv e¢eTaaTei GAAa €idn. YTdpyel mmiong o€ TTOAOUG N WUikoUg 10Toug. YTIapXE! Hia éviova
MeIwpPEVN évTaon TG Ofpavong aTov TovTiké SJL.

Kapkivikoi 1070

O kAvog Ham1/7B6 éxel xpnoipoTroinBei o€ HEAETEG avOOOIoTOXNHEIOG KOl AvOCOOTUTIWONG O€ TrEPIcoOTEPOUG 870 aaBeveig yia TNV
TAUTOTIOINON PIOG AVETTAPKEIAG TNG TTPWTEIVNG duopepAivng 230 kD.

To NCL-Haml VIOTATAI VI i £ I 1041
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Ievikoi Meplopiopoi

H avoooioTtoxnpeia gival pia SiayvwoTikr digpyaaia TTOAATTAWY Bnudtwy, n omroia atroTeAeital atrd e18IKeupévn ekTTaideuan otnv
emAoyn TwV KAaTGAANAwY avTIdpacTnpiwy, £TTIAOYH I0TOU, HOVIOTIOINGT Kal £TTESEPYaaia, TTpoeTolpaaia TNG TTAdKkag IHC kai eppnveia
TWV ATTOTEAECHATWY TNG XPWONG.

H xpwon Tou 10ToU e&apTdTal atd To XEIPIOPS Kal TV ETTEGEPYATia TOU I0TOU TIPIV aTrd TN Xpwon. Tuxdv eo@aApévn povipoTroinon,
KaTawuén, améyugn, TAUoN, oTéyvwua, Bépuavon, Toun rj poAuvon pe GAAoUG 1I0ToUG i Uypd EVOEXETAI Va TIAPAYEI HOPPWHATA,
TrayidEuon avTICWHAOTOG ) WEUDWG GPVNTIKG aTToTEAéoPATa. TUXOV AOUVETTA atToTEAéTUATA EVOEXETAI VO OQeilovTal o€ TTapaAAayEg Twv
HEBOBWYV HoVIPOTTOINGNG Kal EYKAEICHOU ) OE £YYEVEIG aVWHOAIEG EVTOG TOU 10TOU.*

Tuxov uttePPBOAIKA 1) ATEARG avTiXpwon evOEXETAI VO SIOKUBEUCEI TN OWOTH EPUNVEIQ TWV ATTOTEAETUATWV.

H kAIVIKA) epunveia oTTOIRGBATIOTE XPWOoNG A TNG GTTOUCIag TNG Ba TTPETTEN val CUMTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU
XPNOIPOTIOI0UV OWOTOUG HAPTUPEG Kal Ba TTPETTEl va agloAoyeital oTa TTAaioIa Tou KAIVIKOU 16TOpIKoU Tou aaBevoUg Kail GAAwY
SIaYVWOTIKWYV eEeTATEWV aTTd €IBIKEUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

Ta avriowpaTa TTou TrapéxovTal amod Tnv Leica Biosystems Newcastle Ltd TrpoopidovTtal yia xprion, 0TTwg utrodeIkvUETal, €iTE

O€ KOTEWUYUEVEG €iTE OE EYKAEIOUEVEG O TTAPAPIVN TOUEG, HE EIBIKEG ATTAITACEIG HOVIPOTTOINONG. EVOEXETAI va TTAPOUCIACTE Un
QAVOPEVOUEVN €KPPOOT aVTIYOVOU, €IBIKG O€ VEOTTAGoMATA. H KAIVIKF) EpUNVEI OTTOINGBATIOTE XPWHATIOWEVNG TOUNG I0TOU TTPETTEI VO
TrepiAapBaver pop@oloyikr) avaAuon kai TNV agioAdynan Twv KaTaAANAwY HapTUpwy.
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Tpomotmoinoeig Xtnv MponyoUpevn ‘Ekdoon
Aev €xel epappoyn.

Hpepopnvia ‘Exkdoong
18 louviou 2008 (NCL-Hamlet/CE/UK)
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Me0oooroyia avoooiocToynueiag yia ypron avricopdtov Novocastra™
0€ 1670 EYKAEIGUEVO GE TAPOPIVY] PE YPN O TNG TEYVIKIG OVAKTIONG
avTryovov o€ vynin Oeppokpacia.

A. AvTiSpaoThpia TTou atraitoUvTal aAAd Sev TrapéxovTal
1. Tpdtutrol SIGAUTEG TTOU XPNOIYOTIOIOUVTAI OTNV AVOCOIOTOXNHEID.
0.5% v/v YTrepogeidio Tou udpoyovou.
50 mM aAatouxou puBuioTikoU SiaAUpatog Tris (TBS) pH 7,6.
Aidhupa(ta) avdkTnong avTiyévou — deite TNV evoTnTa “ZUCTACEIG Yia TN Xprion”.
APAIWTIKG QVTIOWHATOG — BEATIOTA aPaAIWHEVOG PUTIONOYIKOG 0POG.
duaioloyikoi opoi aTrd To €i50G GTO OTT0i0 AVATITUTCETAI TO SEUTEPOTAYEG AVTIOWHA.
AeutepoTayég BIOTIVUNIWPEVO QVTIOWHA — TTAPACKEUAZETE CUPNPWVA PE TIG CUOTAOEIG TOU KATAOKEUADTH.
0ptrAoko aBidivng/Biotivng-Ymepoeiddon xpévou (ABC-HRP) - Tapaokeuddete cUPQWVA HE TIG CUCTAOEIG TOU KATOOKEUQOTH.
TetpaldpoxAwpikn 3,3’ diapivoBevyidivn (DAB) - TTapackeudleTe CUPQPWVA PE TIG CUCTATEIG TOU KATAOKEUAOTH.
. AvTiXpwan alpato§uAivng - TTapaoKEUAEETE TUPPWVA HE TIG CUOTAOEIG TOU KOTOOKEUOOTH.
. Méoo oTep€éwang — XPNOIUOTIOIEITE GUPPWVA UE TIG CUCTATEIG TOU KATAOKEUAOTH.

23PN RrON

- O

B. E§omrAIou6g TTou atraiteital aAAd Sev TrapéxeTal

1. ©dhapog emwaong pubuiopévog otoug 25 °C.

2. AtpokAiBavog ard avoteidwto xdAupa (H Novocastra™ cuvioTd Tnv aAAayr Twv TTapeUBUCPATWY O€ TOKTIKG SIQOTAPATA yia TN
diatApnon Twv BEATIOTWY CUVBNKWY aTroKGAUYNG).

3. Tevikdg epyacTnpIokdg EEOTTAICHOG avOToioTOXNHEIDG.

ZnuEIWOoT ao@aAElag

Ma va diao@aAioTei N owoTr Kal acpaAng xprion Tou atpokAiBavou oag, MAPAKAAOYME AIABAZTE TIZ OAHIIEZ TOY
KATAZKEYAZTH.

I. AloAUpaTa avAKTNONG avTIyOvouU (SeiTe TNV EVOTNTA “ZUCTACEIG Yia Tn XpRon”)

AidAupa avdktnong kiTpikwyv 0,01 M (pH 6,0)
MpoabéaTe 3,84 g KITpIKOU 0§€og (Gvudpou) ot 1,8 L atmeaTtaypévou vepoU. PuBpiote o€ pH 6,0 pe xprion 1 M NaOH. Au€roTe Tov dyko
£wg Ta 2 L pe atmreoTaypévo vepo.

AigAupa avaktnong EDTA 1 mM (pH 8,0)
Mpoobéate 0,37 g EDTA (kwdikog gidoug E-5134 tng SIGMA) o¢ 1 L amreoTtaypévou vepol. PuBuiote o pH 8,0 pe xprion 0,1 M NaOH.

AigAupa avdktnong 20 mM Tris/0,65 mM EDTA/0,0005% Tween 20 (pH 9,0)

AloAUoTE 14,4 g Tris (kwdikog idoug 271197K tng BDH) kai 1,44 g EDTA (kwdikdg gidoug E-5134 Tng SIGMA) oe 0,55 L atmeataypévou
vepoU. PuBuioTe To pH oT1o 9 pe 1 M HCI kai rpoaBéate 0,3 ml Tween 20 (kwdikog €idoug P-1379 tng SIGMA). AugroTe Tov OyKo £wg
1a 0,6 L pe ameotaypévo vepo. Auto eival éva cUupTTOKVwHa 10X, TO OTTOI0 TTPETTEN VO APAIWVETAI PE ATTECTAYHEVO VEPO, OTTWG ATTAITEITAI
(1.%. 0,15 L apaiwpéva pe 1,35 L atreoTaypévou vepou).

A. MeBodoAoyia

Mpiv atmé TNV epapuoyr) NG HEBoSoAoyiag auTAG, Of XPACTEG TIPETTEI EKTTAIBEUTOUV O€ AVOOOIGTOXNUIKEG TEXVIKEG.

O1 eAdTEG Ba TIPETTEN VO TIPOCGBIOPIcOUV TIG BEATIOTEG APAIWOEIG yia avTiowaTa. EkTog edv utrodeikvieTal SIaQopeTKd, OAa Ta BApaTa

ekTeAoUvTal o€ Beppokpaaia dwpartiou (25 °C).

1. KOwrte Kal OTEPEWOTE TIG TOUEG OE AVTIKEINEVOPOPOUG TTAAKES ETTIOTPWHEVEG PE KATAAANAO HECO OUYKOAANCNG IOTWV.

2. AQaipéaTe TNV TTapa@ivn aTro TiG TopéG o€ EUAEVIO fi uTToKaTAoTaTA SUAEVIOU.

3. EmavudatwoTe Péow dIaBaBUITHEVWY aAKOOAWV.

4. E&oudetepwoTe TNV £voyev UTTEPOLEIdAON P Xprion 0,5% Vviv utrepogeidiou Tou udpoydvou/peBavoing etmi 10 AeTTTd.

5. TINOVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG O€ TPEXOUHEVO VEPO BpUanG.

YToBAAAeTE O€ TIPOETTEEEPYATIa TIG TOPEG WG EEAG:

6. Oepudvete 1,5 L Tou ouvioTwpevou SIaAUPATOG avEKTNONG (JEiTE TNV EVOTNTA “ZUCTACEIG yia TN XPron”) Héxpl Bpacuou ot
arpokAiBavo. KaAUyte Tn ouokeur], aAAG pnv ao@alideTe TO KATTAKI. TOTTOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG OF METAANIKEG
Bdoeig XpWwong (UNV TOTTOBETEITE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TIAGKEG KOVTA PETAGU TOUG BIOTI EVOEXETAI Va OUUPBEI avopoiopop®n Xpwon)
Kal XaUnAWaoTe péoa oTov atgokAiBavo, dlao@aAifovTag 6T oI avTIKEINEVOPOPOI TTAGKEG eival eVTEAWG EURATITIONEVEG O SIGAUpT
avakTnong. Ac@aAioTe To Katrakl. OTav o atgokAiBavog ¢Bdoel ot Beppokpaaia kal TTieon AsIToupyiag, XPOVOUETPAOTE €TTi 1 AeTTTO
(ekTOG €GV UTTODEIKVUETAI DIAYOPETIKA OTNV EVOTNTA “ZUCTACEIG Yia TN XPAON”). AQaIpéoTe Tov aTpokAiBavo armd v Tryr| BeppdtnTag
Kal a@roTe va TPEEEl TTAvW TNG KPUOo vePd xwpig va agaipéoete To katrakl. MHN ANOITETE TO KATMAKI MPOTOY Ol AEIKTEX
AEIZOYN OTI EXEI ATIEAEYOEPQOEI H MIEZH. AvoigTe TO KaTTdKI, AQaIPECTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG TTAAKEG KAl TOTTOBETAOTE TIG
apéowg o€ KpUo vepod Bpuong.

7. TAOvete Tig Topég o€ TBS i 1 x 5 AeTrd pe atrar avakivnon.

8.  KaAUyTe TIG TOUEG PE apalwpévo QuUaIoAoYIKG 0po eTTi 10 AeTTTA.

9. ETwAoTe TIG TOPEG PE BEATIOTA ApAIWPEVO TIPWTOTAYEG avTiowpa (SeiTe TNV evoTNTA “ZUCTACEIG yia T Xprion”).

10. MAOveTe o€ puBIOTIKG diGAUpa TBS €TTi 2 X 5 AeTITé pe atmaAr avakivnon.

11. ETwAEoTe TIG TOpEG o€ KATAAANAO BIOTIVUNIWUEVO BEUTEPOTAYEG AVTIOWHA.

12. TAOveTe o€ puBpIOTIKG SiGAupa TBS eT1i 2 x 5 AeTrTdl pe ammaAr avakivnon.

13. ETwdoTe TIg avTikelyevopopoug TAdkeg oe ABC-HRP.

14. TAOveTe o€ puBPIOTIKG SiGAupa TBS eT1i 2 X 5 AeTrTdl Ye ammaAr avakivnon.
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15. EmwdaoTe TIg avTikeiyevo@dpoug TTAdkeg oe DAB.
16. EKTTAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TIAAKEG HE VEPOD.
17. AvTiXpwpaTiOTE PE AIHATOSUAIVN.

18. ApudaTwaoTe, KaBaPIoTE KOl OTEPEWOTE TIG TOUEG.

E. Tpomomoifoeig oTnv Tponyouuevn ékdoon
‘ExouvV Yivel TPOTIOTTIOINTEIG OTN JIGTAEN HOVO. Agv £XEI TPOTTOTTOINGET KEIUEVO OTTO TNV TTponyoUpevn €kdoar).

21. Huepopnvia ékdoong
23rd June 2004 (CEprotocol/HTAUT).
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Meg0oooroyio avoooicToynueiag yia ypion avricopdtov Novocastra™
0€ KOTEYVYUEVO PVIKO 16TO.

AvTiSpaoTipia Tou atmaitoUvral aAAd Sev TTapéxovTal

MpdTuTiol dIAAUTEG TTOU XPNCIPOTIOIOUVTAI OTNV AVOJOIoTOXNHEID.

50 mM aAatouxou puBpioTikoU diaAUpatog Tris (TBS) pH7,6.

APaIWTIKG QVTIOWHATOG - PUTIOAOYIKOG 0pdG BEATIOTA apalwpévog oe TBS.

®duoioloyikoi opoi aTrd To €i50G OTO OTTOI0 AVATITUCTETAI TO DEUTEPOTAYEG AVTICWHA.

AeuTepoTayég avTiowpa OUJEUYHEVO HE UTTEPOEEIDAOT - XPNOIHOTIOIEITE OTIWG OUVICTATAI ATTO TOV KATAOKEUAOTH.
TetpatdpoxAwpikr 3,3’ diapivoBevidivn (DAB) - TTapaokeuddeTe Kal XpNOIUOTTIOIEITE GUPPWYVA HE TIG CUGTACEIG TOU KATAOKEUQOTH.
Méoo oTepéwang — XPNOIPOTIOIEITE TUPPWYVA UE TIG CUOTAOEIG TOU KATAOKEUQOTH.

NoOOo,ON=

EgomAiouo6g rou atraiteitan aAAd Sev TrapEXeTal

1.  ©dhapog emmwaong pubuiopévog otoug 25 °C.

2. TevikéG epyaoTnpIakdg £E0TTAIONGG avoToioToXNHEING.

3. HAEKTPIKOG QVEUIOTAPAG VIO OTEYVWHO TWV AVTIKEIMEVOPOPWY TIAAKWYV HE aépa.

AlaAGpaTa avakTnong avriyévou (Seite Tnv evoTnTa “ZuoTdoElg yia Tn Xpion”)
Aev 10XUEI yIO KATEWYUYPEVEG TOUEG.

Me@odoAoyia

Mpiv atmé v epappoyr} TNG peBodoAoyiag auTrg, Ol XPAOTEG TIPETTEI EKTTAIBEUTOUV OE AVOOOIOTOXNMIKES TEXVIKEG.

O1 xpoTeg Ba TTPETTEN VO TTPOCDIOPIcOUV TIG BEATIOTEG OPAIWCEIG YIa avTIoWHaTa. EKTOG €dv uTTOdEIKVUETAI SIAPOPETIKA, OAa Ta BrpaTa
ekTeAoUvTal aToug 25 °C.

1. Koyre kai oTepewoTe TOPEG 4—10 pm o€ QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG ETTIKAAUMPEVEG HE KATAAANAO OUYKOAANTIKO IOTWV KOl OTEYVWOTE
HE aépa TTi pia Wpa TOUAGXIOTOV.

ETrwaoTe TIG Topég Pe BEATIOTA apaiwpEVO TIPWTOTAYEG avTiowpa (SeiTe TNV evoTnTa “ZUCTAOEIG yia TN Xprion”).
MAUveTe o€ puBPIOTIKG dIGAuPa TBS eTti 2 X 5 AeTrTd pe atraAf avakivnon.

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

MAUveTe o€ pubBpIoTIKG SiGAupa TBS eTmi 2 x 5 AeTTTé e atraAr avakivnon.

ETwdoTe TIg avTikeuevopdpoug TTAGKeg oe DAB.

EKTTAUVTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAdKEG OE KaBapd vepd.

AQudATWOTE, KABAPIOTE KAl OTEPEWOTE TIG TOUEG.

©ONOGOEON

TpotrotroIfoeig oTnV TponyoUpevn €kdoon
Aev €xel epappoyn.

Hpepounvia ékdoong
5 PeBpouapiou 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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Novocastra~ Lyophiliseret Monoklonalt Museantistof
Dysferlin
Produktkode: NCL-Hamlet

Tilsigtet Anvendelse

Til in vitro diagnostisk anvendelse.

NCL-Hamlet er beregnet til kvalitativ identifikation af Dysferlin-molekyler i paraffinsnit og frosne veevssnitt 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

Ham1/7B6

Immunogen

Syntetisk peptid indeholdende aminosyre 1999-2016 fra det humane dysferlinmolekyle.
Specificitet

Reaktivt med dysferlinmolekylet i human skeletmuskel. Er ligeledes til stede i mange nonmuskelveev.

Reagenssammensatning

NCL-Hamlet er en lyophiliseret vaevskultursupernatant indeholdende 15 mM natriumazid som konserveringsmiddel. Brugeren skal
rekonstituere indholdet i haetteflasken med det korrekte volumen sterile destillerede vand som angivet pa heetteflaskens etikette.

lg-klasse
1gG1

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

Antistofkoncentration
Starre end eller lig med 324,9 mg/l som bestemt ved ELISA. Se etiketten pa haetteflasken for lotspecifik Ig-koncentration.

Anbefalinger Vedregrende Anvendelse

Immunhistokemi (se D. Metodologi) pa frosne veevssnit: Foreslaet fortynding: 1:20—1:40 ved 60 minutter ved 25 °C. Disse retningslinier
er vejledende, og brugeren bar selv bestemme egne optimale brugsopl@sninger. NCL-Hamlet kraever, at veevssnittene fikseres i
acetone/methanol i et forhold pa 1:1 i 4 minutter ved 25 °C inden inkubering med det primaere antistof.

Immunhistokemi (se D. Metodologi) pa paraffinsnit. Foreslaet fortynding: 1:20-1:40 ved 60 minutter ved 25 °C. Antigengenfinding ved
hej temperatur ved anvendelse af 0,01 M citratgenfindingsoplgsning (pH 6,0) anbefales. Disse retningslinier er vejledende, og brugeren
ber selv bestemme egne optimale brugsoplgsninger.

Opbevaring Og Holdbarhed

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

Proveklargering

Det anbefalede fiksativ er 10% neutralbufferjusteret formalin til paraffinindstebte vaevssnit. Frys prever af veevsblokke i isopentan
lynkglet i flydende nitrogen (se Advarsler og forholdsregler). Preverne kreever ikke yderligere fiksering, men ber indstgbes i OCT™
(Sakura, produkt nr. Tissue-Tek 4583).

Advarsler Og Forholdsregler

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

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

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

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

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

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

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

Kvalitetskontrol

Forskelle i behandlingen af vaev 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.

Paraffinsnit: Kontrollerne skal veere friske autopsier/biopsier/kirurgiske prever fikseret i formalin og behandlet og indstebt i paraffin sa
hurtigt som muligt pa samme méade som patientprover.

Frosne vaevssnitt: Kontrollerne skal veere friske autopsier/biopsier/kirurgiske praver nedfrosset sa hurtigt som muligt pa samme made
som patientpraver.

Positiv Vaevskontrol

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

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

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

Anbefalet positivt kontrolveev er normal skeletmuskel.

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 ikke blevet evalueret.

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

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

at differentiere mellem endogen enzymaktivitet eller uspecifik enzymbinding og specifik immunreaktivitet kan yderligere patientvaev
eventuelt farves udelukkende med henholdsvis substratkromogen eller enzymkomplekser (avidin-biotin, streptavidin, meerket polymer)
og substratkromogen. Hvis der optraeder specifik farvning i den negative vaevskontrol, skal resultaterne af patientpreverne 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-Hamlet sidst. Intensiteten af positiv farvning ber vurderes i sammenhaeng med eventuel
uspecifik baggrundsfarvning af den negative reagenskontrol. Som med alle immunhistokemiske tests betyder et negativt resultat, at
antigenet ikke blev pavist. Ikke at antigenet var fravaerende i de analyserede celler eller det analyserede vaev. Om ngdvendigt anvendes
et panel af antistoffer til identifikation af falske negative reaktioner.

Forventede Resultater

Normalt vaev

Klon Ham1/7B6 paviser dysferlinproteinet i sarcolemma fra humane skeletmuskelfibre. Det viser ligeledes let cytoplasmatisk lokalisering
i en fiberagtig mosaik. Det reagerer med muskel fra mus, rotte, kanin, hamster, svin og hund, men ikke fra kylling. Der er ikke testet
andre dyrearter. Det er ligeledes til stede i mange nonmuskelveev. Der er kraftigt reduceret meaerkningsintensitet i SJL-musen.
Tumorvaev

Klon Ham1/7B6 er blevet anvendt i immunhistokemiske studier og i immunoblottingstudier af mere end 870 patienter med henblik pa
identifikation af mangel pa det 230 kD store protein dysferlin.

NCL Hamlet anbefales anvendt som ét ud af et panel af ant|stoffer i immunhistokemi til genmutationsanalyse i diagnosen og
trofier. N ti (li keldystrofi

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

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

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 paraffinindstebte vaevssnit
med specifikke krav til fiksering. Der kan forekomme uventet antigenekspression, navnlig i neoplasmer. Den kliniske fortolkning af alle
farvede vaevssnit skal indbefatte morfologisk analyse og evaluering af passende kontroller.
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Metodik for immunohistokemi ved anvendelse af Novocastra™
antistoffer pa paraffinindstebte vaev vha. antigen-genvindingsteknik
ved hej temperatur.

A. Nodvendige reagenser, som ikke er inkluderet

1. Standard oplgsningsmidler, der anvendes i immunohistokemi.

2. 0.5% vl/v Brintoverilte.

3, 50 mm Tris-bufferet saltvand (TBS) pH 7,6.

4. Antigen-genvindingsopl@sning(er) - se Anbefalinger vedr. anvendelse.

5. Antistofsolvens— optimal oplgsning af normalt serum.

6. Normale sera fra de arter, i hvilke det sekundeere antistof dyrkes.

7. Sekundeert biotinyleret antistof - forberedes ifglge producentens anbefalinger.

8. Avidin/biotin kompleks-peberrodsperoxidase (ABC-HRP) - forberedes ifglge producentens anbefalinger.
9. 3,3 diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB) - forberedes ifelge producentens anbefalinger.
10. Hematoxylin kontrastfarve - forberedes ifelge producentens anbefalinger.

11. Monteringsmedium - anvendes ifglge producentens anbefalinger.

B. Nadvendigt udstyr, som ikke er inkluderet

1. Inkubator sat til 25 °C.

2. Trykkoger af rustfrit stal (Novocastra™ anbefaler, at pakningerne udskiftes jeevnligt for at sikre optimal rensningsprocedure).
3. Almindeligt laboratorieudstyr til immunohistokemi.

Sikkerhedsbemaerkning
For at sikre korrekt og sikker anvendelse af jeres trykkoger LZES VENLIGST FABRIKANTENS BRUGSANVISNING.

C. Antigen-genvindingsoplgsninger (se Anbefalinger vedr. anvendelse)

0,01 m citrat genvindingsoplesning (pH 6,0)

3,84 gram citronsyre (vandfri) tilsaettes til 1,8 | destilleret vand. pH justeres til 6,0 vha. 1 m NaOH. Der laves op til 2 | med destilleret
vand.

1 mm EDTA-genvindingsoplgsning (pH 8,0).

0,37 g EDTA (SIGMA produktkode E-5134) tilseettes til 1 | destilleret vand. pH justeres til 8,0 vha. 0,1 m NaOH.

20 mm Tris/0,65 mm EDTA/0,0005% Tween 20 genvindingsoplasning (pH 9,0)

14,4 g Tris (BDH produktkode 271197K) og 1,44 g EDTA (SIGMA produktkode E-5134) oplgses i 0,55 | destilleret vand. pH justeres til
9 med 1 m HClI og tilszettes 0,3 ml Tween 20 (SIGMA produktkode P-1379). Der laves op til 0,6 | med destilleret vand. Dette er et 10x
koncentrat, som skal fortyndes med destilleret vand efter behov (f.eks. 0,15 | fortyndet med 1,35 | destilleret vand).

D. Metodik

For denne metodik tages i brug, skal brugere veere opleert i immunohistokemiteknikker.

Kunder skal fastlaegge optimale fortyndinger for antistoffer. Med mindre andet er anfgrt, skal alle trin udferes ved stuetemperatur (25 °C).
Snittene skaeres og monteres pa objektglas coatet med en passende veevsadhaesiv.

Snittene deparaffineres i xylen og xylensurrogater.

Rehydreres gennem klassificeret alkohol.

Endogenperoxidase neutraliseres vha. 0,5 % v/v brintoverilte/metanol i 10 minutter.

o s N>

. Objektglassene vaskes under rindende vand fra hanen.

Snittene forbehandles pa fglgende made:

6. 1,51 af den anbefalede genvindingsoplgsning (se Anbefalinger vedr. anvendelse) saettes i kog i en trykkoger. Laget lzegges
pa, men lases ikke fast. Objektglassene placeres i farvningsstativerne af metal (objektglassene ma naturligvis ikke sta for teet,
da farvningen sa pavirkes), de seenkes ned i trykkogeren, og det kontrolleres, at objektglassene er fuldsteendig nedseenket i
genvindingsoplasningen. Laget lases. Nar trykkogeren nar driftstemperatur og tryk, tages der tid i et minut (medmindre andet er
anfert i Anbefalinger vedr. anvendelse). Trykkogeren tages af varmen og holdes under koldt, rindende vand, med laget pa. LAGET
MA IKKE ABNES, F@R INDIKATORERNE VISER, AT TRYKKET ER UDL@ST. Laget &bnes, objektglassene tages ud og placeres
straks i koldt vand fra hanen.

7. Snittene vaskes i TBS i 1 x 5 minutter, imens de vugges stille og roligt frem og tilbage.

8. Snittene deekkes med fortyndet normalt serum i 10 minutter.

9. Snittene inkuberes med optimalt fortyndet primaert antistof (se Anbefalinger vedr. anvendelse).

10. Vaskes i TBS-buffer i 2 x 5 minutter, idet de vugges stille og roligt frem og tilbage.

11. Snittene inkuberes i passende biotinyleret sekundaert antistof.

12. Vaskes i TBS-buffer i 2 x 5 minutter, idet de vugges stille og roligt frem og tilbage.

13. Objektglassene inkuberes i ABC-HRP.

14. Vaskes i TBS-buffer i 2 x 5 minutter, idet de vugges stille og roligt frem og tilbage.

15. Objektglassene inkuberes i DAB.
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16. Objektglassene skylles i vand.
17. Kontrastfarves med hasmatoxylin.
18. Snittene dehydreres, renses og monteres.

E. Rettelser til tidligere udgave
Der er kun lavet sendringer i layouten. Der er ingen aendringer i teksten i forhold til den tidligere udgave.

F. Udgivelsesdato
23rd June 2004 (CEprotocol/HTAUT).
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Immunhistokemisk fremgangsmade til anvendelse af Novocastra
antistoffer pa frossent muskelvaev.

Nedvendige reagenser, der ikke medfaelger

Standardoplgsningsmidler anvendt i immunhistokemi.

50 mM Tris-bufferjusteret saltvandsopl@sning (TBS) pH7,6.

Antistofdiluent - normalt serum optimalt fortyndet i TBS.

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

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

NoOOo,ON=

Noedvendige reagenser, der ikke medfaelger
1. Inkubator indstillet til 25 °C.

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

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

Metodologi

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

Brugeren bgr bestemme de optimale fortyndinger for antistoffer. Med mindre andet er anfert, skal alle trin udfgres ved 25 °C.
Snit og monter 4-10 pm tykke vaevssnit pa objektglas coatet med et passende veevsadhzesiv og luftter i mindst en time.
Inkuber vaevsnittene i optimalt fortyndet primaert antistof (se Anbefalinger vedrgrende anvendelse).

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

Inkuber veevssnittene med et passende peroxidasekonjugeret sekundeert antistof.

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

Inkuber veevssnittene i DAB.

Skyl vaevssnittene i rent vand.

Tor, klar og monter vaevssnittene.

NGO RO

Rettelser til tidligere udgave
Ingen rettelser.

Udgivelsesdato
5. februar 2004 (CEprotocol/Frozen Muscle).
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