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aberrant S-Phase induction

REAGENT DESCRIPTION
Ig Class 9G4
Immunogen Recombinant Human MCM2 and TOP2A

INTENDED USE
For in vitro diagnostic use.

For use with manual staining or automated staining using the Dako Envision®+ detection
chemistry.

The ProEx™ C Immunohistochemical Test is intended for the qualitative evaluation of
aberrant S-Phase induction in formalin-fixed paraffin-embedded tissue biopsies. Results
interpretation must be made by a certified professional within the context of the patient’s
history and other diagnostic tests.

SUMMARY AND EXPLANATION

Minichromosome maintenance (MCM) and topoisomerase Il alpha (TOP2A) proteins play
an important regulatory role in eukaryotic DNA replication. For example, the HPV
oncoproteins E6 and E7 bypass of critical cell-cycle checkpoints resulting in a prolonged
and aberrant S-Phase induction cycle. During the transcriptional activation of the aberrant
cell cycle, levels of MCM2 and TOP2A proteins increase in the proliferating cells.

Both the MCM2 and TOP2A proteins have been shown to be over-expressed in a number of
different dysplastic and malignant tissues including cervical neoplasia™. The over-
expression of these proteins in morphologically abnormal cells, as demonstrated by a
moderate-to-intense nuclear staining pattern using immunohistochemical (IHC) techniques,
is indicative of the presence of aberrant S-Phase induction.

REAGENT PROVIDED

ProEx™ C Antibody Reagent contains mouse monoclonal anti-MCM2 and anti-TOP2A
purified from tissue culture supernatant and diluted in buffered saline solution containing
protein stabilizers and 0.09% sodium azide.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

Formalin-fixed paraffin-embedded tissue specimens are sectioned, deposited onto glass
slides and deparaffinized. The sectioned specimens are pretreated with a buffer to expose
antigenic sites. Blocking agents are added to minimize background staining caused by
endogenous peroxidase. The sample is then incubated with the ProEx™ C Antibody
Reagent. The addition of an enzyme-linked antibody chromogen system results in the
formation of a visible chromogenic product localized at the antigen-antibody binding sites.
The specimen is then counterstained with hematoxylin and the slide is coverslipped.
Results are interpreted by a trained professional using a light microscope.

ProEx™ C Immunohistochemical Test is applicable for both manual and automated staining.

MATERIALS AND REAGENTS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED (for Manual
Procedure)

. EDTA 5X — Cat #CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ Kit — Cat # K4007 (Dako)

. Mayer’s Hematoxylin — Cat # S3309 (Dako)

. Wash Buffer 10X — Cat # S3006 (Dako)

. Universal Mouse Negative Control — Cat # N1698 (Dako)

. Pressure Cooker
. Glass Slides (SuperFrost® Plus or equivalent)
. Mounting Media (ShurMount® or equivalent)

. Pipettes and Pipette Tips (capable of delivering 20uL, 200uL and 1000uL volumes)
. Timer (capable of 1-60 minute intervals)

. Deionized Water

. Ethanol 95%, 100%

. Glass Coverslips

. Lab Marker

. 10L Carboy (Nalgene® or equivalent)

. Sterile Disposable Bottles

. Slide Dryer
. Slide Rack with Staining Dishes
. Xylene or Xylene Substitutes

. Light Microscope (10x, 20x [optional], 40x objectives)

PRECAUTIONS
6.1.  For in vitro diagnostic use.

6.2. Slide clearing steps requiring xylene must be performed in a certified, chemical
fume hood.

6.3. DAB (3,3-Diaminobenzidine) is classified as a suspected carcinogen. Avoid physical
contact and prolonged or repeated exposure. Use in a certified, chemical fume hood.

6.4. The ProEx™ C Antibody Reagent contains sodium azide (NaNj;), a chemical highly
toxic in pure form. At product concentrations, though not classified as hazardous,
sodium azide may react with lead and copper plumbing to form highly explosive
build-ups of metal azides. Upon disposal, flush with large volumes of water to
prevent metal azide build-up in plumbing.

6.5. Specimens and all materials exposed to specimens 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 come in contact with sensitive areas, wash
with copious amounts of water.

6.6. Minimize microbial contamination of reagents to avoid nonspecific staining.

6.7. Incubation times, temperatures or methods other than those specified may give
erroneous results.

6.8. Do not use the ProEx™ C Antibody Reagent after the expiration date stamped on the
package. The user must validate conditions if reagents are stored under any
conditions other than those specified in the package insert.

6.9. Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid reagent contact with eyes
and skin. Refer to the Material Safety Data Sheet (MSDS) for additional information.

INSTRUCTIONS FOR USE
7.1. Specimen Preparation
7.11.  Cut 4 pum sections from the tissue block and place the sections on
SuperFrost® Plus glass slides.

7.1.2.  Label the slides.
7.1.3.  Bake the slides in a forced air oven for 20 minutes.

7.2. Reagent Preparation
7.21.  1XWash Buffer, 10L

7.2.1.1. Combine 9 liters of deionized H,O with 1 liter of 10X Wash Buffer.
7.2.1.2. Cap and mix by inverting several times.

7.21.3. Label with an expiration date of 5 days from the date of
preparation.

7.2.1.4. Store at room temperature (20-25 °C).
7.2.2. 1X EDTA (prepare fresh daily)
7.2.2.1. Add 40 mL of 5X EDTA to a clean 250 mL beaker.
7.2.2.2. Add 160 mL deionized H,O.
7.2.2.3. Mix by gently stirring.
7.2.3.  Hematoxylin (prepare fresh daily)
7.2.3.1. Add 20 mL of distilled H,O to a 25 mL test tube.
7.2.3.2. Add 1 mL of Mayer’s Hematoxylin.
7.2.3.3. Cap the test tube and mix by inverting several times.

STAINING PROTOCOL (Manual or Automated)
8.1. Staining Procedure Notes
8.1.1.  This protocol can be used with manual staining or automated staining using
the Dako Envision®+ detection chemistry.

8.1.2.  All reagents should be equilibrated to room temperature (20-25°C) prior to
immunostaining.

8.1.3.  Allincubations should be performed at room temperature unless noted.

8.1.4. Do not allow slides to dry out during the staining procedure. Dried
preparations may display increased non-specific staining. Slides should be
placed in a humid chamber for prolonged incubations.
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8.2

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

Epitope Retrieval
8.2.1.  De-paraffinize slides in 3 changes of xylene (five minutes each) followed by
3 changes of 100% alcohol (five minutes each).

8.2.2. Rehydrate the slides by rinsing in deionized H,0.

8.2.3. Submerge slides in prepared 1X EDTA buffer solution and place the
container into a pressure cooker. Heat the slides in the pressure cooker for
30 seconds.

8.2.4.  When the heating time point is complete, allow slides to remain in the buffer
in the pressure cooker and cool down for 10 minutes.

8.2.5. Rinse the slides with deionized H,O and transfer to a clean coplin jar
containing 1X Wash Buffer.

Peroxidase Blocking Reagent
8.3.1.  Tap off excess Wash Buffer.

8.3.2.  Load slides into a prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

8.3.3.  Apply 200uL Peroxidase Block reagent to cover the tissue section.
8.3.4. Incubate 5 minutes (+1 minute).
8.3.5.  Rinse slides in 1X Wash Buffer, 3 changes, 2 minutes each.

Primary Antibody Reagent
8.4.1.  Tap off excess Wash Buffer.

8.4.2. Load the slides into the prepared humidity chamber (filled with water
moistened paper towels or gauze).

8.4.3. Apply 200uL ProEx™ C Antibody Reagent to completely cover tissue
section.

8.4.4.  Incubate 40 minutes at room temperature (20-25°C).

8.4.5. Rinse each slide individually with Wash Buffer using a wash bottle (do not
focus the flow directly on the tissue section).

8.4.6. Rinse slides in Wash Buffer, 3 changes, 2 minutes each.

Detection Chemistry (using EnVision®+ Reagents)
8.5.1.  Tap off excess Wash Buffer.

8.5.2. Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

8.5.3.  Apply 200uL HRP-Polymer reagent to completely cover tissue section.
8.5.4.  Incubate 30 minutes (+1 minute).

8.5.5.  Rinse slides in Wash Buffer, 3 changes, 2 minutes each.

8.5.6.  Tap off excess buffer.

8.5.7. Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

8.5.8.  Apply 200uL of DAB working solution Reagent to cover tissue section.

8.5.9. Incubate for 5 minutes (+1 minute).

8.5.10. Rinse slides in running distilled H,O for 5 minutes.

8.5.11. Rinse slides in Wash Buffer, 1 changes for 2 minutes.

Counterstain
8.6.1.  Load slides into prepared humidity chamber (filled with water moistened
paper towels or gauze).

8.6.2.  Apply 200uL of Hematoxylin counterstain to completely cover tissue
section.

8.6.3.  Incubate for 5 minutes (+10 seconds).
8.6.4. Rinse slides for 3 minutes in running H,O.

Mounting
8.7.1.  Immerse slides in 95% ethanol, 1 minute or 25 dips.

8.7.2.  Immerse slides in absolute alcohol, 4 changes, 1 minute each or 25 dips.
8.7.3.  Clear with xylene, 3 changes, 1 minute each or 25 dips.

8.7.4.  Coverslip slides with non-aqueous, permanent mounting media using glass
coverslips.

9. STABILITY

9.1.

9.2,

When stored at recommended temperatures, unopened reagent vials are stable until
the expiration date indicated on the vial.

Once opened, reagents are stable for ninety (90) days when stored at recommended
temperatures.

10. QUALITY CONTROL

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Variability in results is often derived from differences in specimen handling which
deviates from recommended test procedures. Consult the quality control guidelines
of the College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Immunohistochemistry for additional information.

A positive tissue control should be included with each stain run to verify the assay
performance. |If the positive tissue control does not exhibit positive staining, the
results with the other test specimens should be considered suspect or invalid.

A negative tissue control should be included with each stain run to verify the
specificity of the primary antibbody and to provide an indication of background
staining. If the negative tissue control exhibits positive specific staining, the results
with the other test specimens should be considered suspect or invalid.

A non-specific negative control reagent may also be used in place of the primary
antibody to evaluate non-specific or background staining.

11. INTERPRETATION
Moderate-to-intense brown staining in the nucleus of cells indicates the presence of
aberrant S-Phase induction. A pathologist should evaluate the stained slides using a light
microscope. Results interpretation must be made by a certified professional within the
context of the patient’s history and other diagnostic tests.

12

13.

LIMITATIONS

12.1. Immunohistochemical staining requires specialized training in the selection and

application of reagents.

12.2. This reagent will perform 25 tests assuming 200uL of reagent is applied per slide.

12.3. Some normal cells may stain positive for aberrant S-Phase induction.

12.4. Optimal tissue staining is dependent upon fixation and processing of the specimen.

12.5. Non-specific or increased background staining may occur due to, but not limited to,

variations in procedure, inadequate rinsing between assay steps,

inadequately processed specimens.

TROUBLESHOOTING

and/or

Problem

Possible Cause

Action

No staining on positive
control slides

Reagents applied in
improper order.

Review staining protocol.

Omission of any
reagent.

Repeat staining protocol.

Incorrect preparation
of DAB.

Prepare according to
manufacturer’s specifications,
and repeat staining protocol.

Weak staining on positive
control slides

Insufficient antigen
retrieval.

Check incubation times and
temperature of
antigen/epitope retrieval
buffer (refer to section 8.2).

Incorrect antigen
retrieval buffer used.

Review staining protocol and
prepare buffer according to
manufacturer’s directions.

Inadequate incubation
of primary antibody.

Review staining protocol and
adjust incubation times
accordingly.

Primary antibody has
been diluted.

Use primary antibody
according to manufacturer’s
directions.

Excessive wash buffer
remaining on slide
prior to application of
next reagent.

Repeat staining protocol.
Tap and wipe away excess
wash buffer.

Excessive background
staining

Inadequate rinsing
between assay steps.

Repeat staining protocol.
Add additional wash buffer
rinse steps.

Excessive incubation
times with key
reagents.

Review staining protocol and
adjust incubation times
accordingly.

Slides drying out
during the assay
incubation or rinsing
steps.

Repeat staining protocol.
Check humidity chamber.
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15. GLOSSARY OF SYMBOLS
REF Catalog number

For in vitro diagnostic use

Consult instructions for use

Contains 7 mL

Caution, consult accompanying document
Storage Temperature Limitations

L

Batch Code

Use by YYYY-MM-DD or YYYY-MM

LwfE~>dR[FE R

Manufacturer

TECHNICAL INFORMATION
USA
Telephone: 1-877-822-7771
Fax: 1-336-290-8333

Europe
Telephone: +32 (0)53 720 673
Fax: +32 (0)53 720 678

sal

TriPath Imaging, Inc.
780 Plantation Drive
Burlington, NC 27215 USA

[EC|REP)

Benex Limited
Rineanna House
Shannon Free Zone
Shannon, County Clare
Ireland

Ce

Australian Representative:

Becton Dickinson Pty Ltd.

4 Research Park Drive,

Macquarie University Research Park,
North Ryde,

NSW 2113 Australia

Developed with technology from Millennium Pharmaceuticals, Inc.

NN MILLENNIUM®

AVA and MILLENNIUM - are trademarks of Millennium Pharmaceuticals, Inc.

Millennium Pharmaceuticals, Inc.
40 Landsdowne Street
Cambridge, MA 02139 USA
www.millennium.com

ProEx is a product and trademark of TriPath Imaging, Inc.
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BESCHREIBUNG DES REAGENZES:
Ig-Klasse 19G4
Immunogen Rekombinantes humanes MCM2 und TOP2A

1. VERWENDUNGSZWECK
Zur In-vitro-Diagnostik.

Zur manuellen oder automatischen Farbung mit Dako Envision®+ Nachweischemie.

Der immunhistochemische Test ProEx™ C dient bestimmungsgemaB zur qualitativen
Beurteilung einer abweichenden S-Phasen-Induktion in formalinfixierten, paraffineingebetteten
Gewebebiopsien. Die Auswertung der Ergebnisse muss durch eine entsprechend
qualifizierte Person im Rahmen der Patienten-Anamnese und anderer diagnostischer Tests
erfolgen.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG
Die Proteine Minichromosome Maintenance (MCM) und Topoisomerase Il alpha (TOP2A)
spielen eine wichtige Rolle bei der Regelung der DNS-Replikation in den Eukaryoten.
Beispielsweise umgehen die HPV-Onkoproteine E6 und E7 wichtige Prifstellen im
Zellzyklus, woraus sich ein verlangerter und abweichender S-Phasen-Induktionszyklus
ergibt. Bei der transkriptionalen Aktivierung des abnormen Zellzyklus erhdhen sich die
Spiegel der Proteine MCM2 und TOP2A in den proliferierenden Zellen.

Die Uberexpression der Proteine MCM2 und TOP2A ist fiir eine Reihe von dysplastischen
und malignen Geweben nachgewiesen, darunter auch zervikale Neoplasie'®. Diese
Uberexpression in morphologisch abnormen Zellen, die sich bei immunhistochemischer
(IHC) Untersuchung in maBigen bis intensiven nukledren Farbungsmustern auBert, ist ein
Indiz fiir abweichende S-Phasen-Induktion.

3. GELIEFERTES REAGENZ
Das ProEx™ C Antikérperreagenz enthélt gereinigtes, monoklonales Anti-MCM2 und Anti-
TOP2A (Maus) aus Gewebekulturiberstand in einer Verdlinnung aus gepufferter
Kochsalzldsung mit Proteinstabilisatoren und 0,09 % Natriumazid.

4. PRINZIPIEN DES VERFAHRENS

Formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben werden geschnitten, auf Glas-
Objekttrager aufgebracht und entparaffiniert. Die geschnittenen Proben werden mit Puffer
vorbehandelt, um die Antigenstellen freizulegen. Blocker werden zugegeben, um die
Hintergrundférbung durch endogene Peroxidase zu minimieren. Dann wird die Probe mit
dem ProEx™ C Antikdrperreagenz inkubiert. Durch Zugabe eines enzymgebundenen
Antikorper-Chromogen-Systems bildet sich ein sichtbares chromogenes Produkt an den
Antigen-Antikorper-Bindungsstellen. AnschlieBend wird die Probe mit Hamatoxylin
gegengefarbt und der Objekttrager mit einem Deckglas versehen. Die Ergebnisse werden
von einer entsprechend qualifizierten Person unter einem Lichtmikroskop ausgewertet.

Der immunhistochemische Test ProEx™ C eignet sich fir manuelle und automatische
Féarbeverfahren.

5. ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE REAGENZIEN (fiir manuelles
Verfahren)

. EDTA 5x — Kat.-Nr. CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ Kit — Kat.-Nr. K4007 (Dako)

. Mayer’s Hamatoxylin — Kat.-Nr. S3309 (Dako)

. Waschpuffer 10x — Kat.-Nr. S3006 (Dako)

. Universal Mouse Negative Control — Kat.-Nr. N1698 (Dako)
. Dampfdrucktopf

. Glas-Objekttrager (SuperFrost® Plus oder Aquivalent)

. Eindeckmittel (ShurMount® oder Aquivalent)

. Pipetten und Pipettenspitzen (geeignet firr die Abgabe von Volumina von 20 pl,
200 pl und 1000 pl)

. Stoppuhr (1-60 Minuten)
. Entionisiertes Wasser

. Athanol, 95 % und 100 %

. Deckglaser

. Labormarkierstift

. 10-Liter-Ballonflasche (Nalgene® oder Aquivalent)
. Sterile Einwegflaschen

. Obijekttrager-Trockner
. Obijekttragergestell mit Farbeschalen

. Xylol oder Xylol-Ersatz

Lichtmikroskop (VergréBerung 10x, 20x [optional], 40x)

6. SICHERHEITSHINWEISE

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Zur In-vitro-Diagnostik.

Die Reinigung von Objekttragern mit Xylol darf nur unter einer zugelassenen
chemischen Abzugshaube erfolgen.

DAB (3,3-Diaminobenzidin) ist als vermutliches Karzinogen eingestuft. Kérperkontakt
und langere oder wiederholte Exposition vermeiden. Unter einer zugelassenen
chemischen Abzugshaube anwenden.

Das ProEx™ C Antikérperreagenz enthalt Natriumazid (NaN3), eine in reiner Form
auBerst giftige Chemikalie. Auch wenn das Natriumazid in diesem Produkt so gering
konzentriert ist, dass es als gefahrlos eingestuft ist, kann Natriumazid mit Blei- oder
Kupferrohren reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Deshalb beim
AusgieBen mit reichlich Wasser spilen, um eine Ansammlung von Metallaziden in
den Rohrleitungen zu verhindern.

Proben und alle mit Proben in Berlihrung kommenden Gegenstande missen als
potenziell infektids behandelt und entsprechend entsorgt werden. Reagenzien
niemals mit dem Mund pipettieren und jeden Kontakt der Haut und Schleimhaute mit
Reagenzien und Proben vermeiden. Bei Kontakt von Reagenzien mit empfindlichen
Bereichen mit reichlich Wasser waschen.

Mikrobielle Kontamination von Reagenzien minimieren, um unspezifische Farbung zu
vermeiden.

Von den Angaben abweichende Inkubationszeiten, -temperaturen oder -methoden
kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.

Das ProEx™ C Antikdrperreagenz nicht nach dem auf der Verpackung aufgedruckten
Verfalldatum verwenden. Werden Reagenzien unter anderen als in der
Verpackungsbeilage angegebenen Bedingungen aufbewahrt, miissen diese vom
Anwender validiert werden.

Geeignete Schutzausristung tragen, um Kontakt des Reagenzes mit Haut und
Augen zu vermeiden. Weitere Hinweise sind dem Materialsicherheitsdatenblatt
(MSDS) zu entnehmen.

7. GEBRAUCHSANWEISUNG

7.1.

7.2.

Praparation der Proben
7.1.1.  Vom Gewebe 4 um dicke Schnitte abschneiden und diese auf SuperFrost®
Plus Glas-Objekitragern aufbringen.

7.1.2.  Die Objekitrager etikettieren.
7.1.3.  Die Objekttrager in einem Umluftofen 20 Minuten erhitzen.

Ansetzen der Reagenzien
7.21.  1xWaschpuffer, 101

7.21.1. 9 Liter entionisiertes H,O mit 1 Liter 10x Waschpuffer
kombinieren.

7.2.1.2. VerschlieBen und durch mehrmaliges Wenden vermischen.

7.2.1.3. Mit einem Etikett versehen und ein Verfallsdatum 5 Tage vom
Datum der Ansetzung eintragen.

7.2.1.4. Bei Raumtemperatur (20-25 °C) aufbewahren.

7.2.2. 1x EDTA (t&glich frisch ansetzen)
7.2.2.1. 40 ml 5x EDTA in einen sauberen 250-ml-Zylinder geben.
7.2.2.2. 160 ml entionisiertes H,O zugeben.
7.2.2.3. Zum Mischen leicht umriihren.

7.2.3.  Hamatoxylin (taglich frisch ansetzen)
7.2.3.1. 20 ml destilliertes Wasser in ein Testrohrchen geben.
7.2.3.2. 1 ml Hamatoxylin nach Mayer zugeben.

7.2.3.3. Das Rohrchen verschlieBen und durch mehrmaliges Wenden
vermischen.

8. FARBEPROTOKOLL (manuell und automatisch)

8.1.

Hinweise zum Farbeverfahren
8.1.1.  Dieses Protokoll gilt gleichermaBen fir manuelles und automatisches
Farben mit Dako Envision®+ Nachweischemie.

8.1.2. Alle Reagenzien vor der Immunfarbung Raumtemperatur (20-25 °C)
annehmen lassen.

8.1.3. Sofern nicht anders angegeben, alle Inkubationen ebenfalls bei
Raumtemperatur durchfiihren.

8.1.4.  Die Objekttrager wahrend des Farbeverfahrens nicht austrocknen lassen.
Eingetrocknete Préparate kénnen eine erhéhte unspezifische Farbung
aufweisen. Bei langeren Inkubationen die Objekttrager in eine
Feuchtigkeitskammer stellen.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

Epitopdemaskierung

8.2.1.  Objekttrager in frischnem Xylol (jeweils 5 Minuten, 3 Wechsel) und
anschlieBend in 100%igem Alkohol (jeweils 5 Minuten, 3 Wechsel)
entparaffinieren.

8.2.2.  Objekttrager durch Spilen in entionisiertem H,O rehydrieren.

8.2.3.  Objekttrager in die angesetzte 1x EDTA-Pufferldsung eintauchen und den
Behalter in den Dampfdrucktopf stellen. Objekttrager im Dampfdrucktopf
30 Sekunden erhitzen.

8.2.4. Nach Ende der Heizzeit die Objekitrager im Dampfdrucktopf in der
Pufferlésung 10 Minuten abkihlen lassen.

8.2.5.  Objekttrager mit entionisiertem H,O spilen und in eine saubere Coplin-

Kiivette mit 1x Waschpuffer geben.

Peroxidase-Blockierungsreagenz

8.3.1.  Uberschiissigen Waschpuffer abklopfen.

8.3.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertiicher oder Gaze enthalt.

8.3.3. 200 ul Peroxidase-Blockierungsreagenz zugeben, um den Gewebeschnitt
zu bedecken.

8.3.4. 5 Minuten (+ 1 Minute) inkubieren.

8.3.5.  Objekttrager jeweils 2 Minuten (3 Wechsel) in frischem 1x Waschpuffer

splilen.

Priméres Antikdrperreagenz

8.4.1.  Uberschissigen Waschpuffer abklopfen.

8.4.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertiicher oder Gaze enthalt.

8.4.3. 200 ul ProEx™ C Antikorperreagenz zugeben, um den Gewebeschnitt
komplett zu bedecken.

8.4.4. 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (20—25 °C).

8.4.5.  Jeden Objekttrager einzeln mit Waschpuffer aus einer Waschflasche spiilen
(den Strahl nicht direkt auf den Gewebeschnitt richten).

8.4.6.  Objekttrager jeweils 2 Minuten (3 Wechsel) in frischem Waschpuffer spilen.

Nachweischemie (bei Verwendung von EnVision®+ Reagenzien)

8.5.1.  Uberschiissigen Puffer abklopfen.

8.5.2.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertiicher oder Gaze enthalt.

8.5.3. 200 pl HRP-Polymer-Reagenz zugeben, um den Gewebeschnitt vollstandig
zu bedecken.

8.5.4. 30 Minuten (+1 Minute) inkubieren.

8.5.5.  Objekttrager jeweils 2 Minuten (3 Wechsel) in frischem Waschpuffer spilen.

8.5.6.  Uberschiissigen Puffer abklopfen.

8.5.7.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertiicher oder Gaze enthalt.

8.5.8. 200 ul DAB-Reagenz-Arbeitslésung zugeben, um den Gewebeschnitt zu
bedecken.

8.5.9. 5 Minuten (+1 Minute) inkubieren.

8.5.10. Objekttrager 5 Minuten unter flieBendem destilliertem H,O spilen.

8.5.11. Objekttrager jeweils 2 Minuten (1 Wechsel) in frischem Waschpuffer spilen.

Gegenfarbung

8.6.1.  Objekttrager in eine vorbereitete Feuchtigkeitskammer stellen, die mit
Wasser angefeuchtete Papiertiicher oder Gaze enthalt.

8.6.2. 200 pl Hamatoxylin-Gegenfarbung zugeben, um den Gewebeschnitt
vollstindig zu bedecken.

8.6.3. 5 Minuten (+10 Sekunden) inkubieren.

8.6.4.  Objekttrager 3 Minuten unter flieBendem Wasser spilen.

Fixieren

8.7.1.  Objekttrager in 95%iges Athanol eintauchen (1 Minute bzw. 25 Mal).

8.7.2.  Objekttrager in reinen Alkohol eintauchen (4 Wechsel, je 1 Minute bzw. 25
Mal).

8.7.3. Mit Xylol klarspulen (3 Wechsel, je 1 Minute bzw. 25 Mal).

8.7.4.  Objekttrager mit nicht-wassrigem, permanentem Eindeckmittel und

Deckgléasern eindecken.

10.

11.

12

STABILITAT
9.1. Bei Einhaltung der empfohlenen Lagertemperaturen sind ungedffnete
Reagenzflakons bis zu dem auf dem Flakon angegebenen Verfallsdatum stabil.

9.2. Nach dem Offnen sind Reagenzien neunzig (90) Tage stabil, wenn die empfohlenen
Lagertemperaturen eingehalten werden.

QUALITATSKONTROLLE

10.1. Schwankungen der Ergebnisse ergeben sich haufig aus einer Probenhandhabung,
die von den empfohlenen Testverfahren abweicht. Weitere Hinweise hierzu sind den
Richtlinien zur Qualitatskontrolle des ,College of American Pathologists (CAP)
Certification Program for Immunohistochemistry” zu entnehmen.

10.2. Bei jedem Farbedurchlauf sollte zur Uberpriifung der Testleistung eine positive
Gewebekontrolle mitlaufen. Weist die positive Gewebekontrolle keine positive
Farbung auf, missen die Ergebnisse der anderen Proben als fragwirdig oder
ungliltig betrachtet werden.

10.3. Bei jedem Farbedurchlauf sollte zur Uberpriffung der Spezifitit des primaren
Antikérpers und als Anhaltspunkt fir die Hintergrundfarbung eine negative
Gewebekontrolle mitlaufen. Weist die negative Gewebekontrolle eine positive
Farbung auf, missen die Ergebnisse der anderen Proben als fragwirdig oder
unglltig betrachtet werden.

10.4. Zur Beurteilung der unspezifischen bzw. Hintergrundfarbung kann anstelle des
primédren Antikdrpers ein unspezifisches negatives Kontrollreagenz verwendet
werden.

AUSWERTUNG

Eine méaBige bis intensive Braunfarbung der Zellkerne zeigt das Vorhandensein einer
abweichenden S-Phasen-Induktion an. Die gefarbten Objekttrager sollten von einem
Pathologen unter einem Lichtmikroskop beurteilt werden. Die Auswertung der Ergebnisse
muss durch eine entsprechend qualifizierte Person im Rahmen der Patienten-Anamnese
und anderer diagnostischer Tests erfolgen.

BESCHRANKUNGEN
12.1. Immunhistochemische Farbeverfahren erfordern eine spezielle Ausbildung bzgl. der
Auswahl und Anwendung von Reagenzien.

12.2. Das Reagenz reicht fiir 25 Tests, wenn 200 pl Reagenz pro Objekttrager appliziert
werden.

12.3. Einige normale Zellen kénnen sich positiv fir abweichende S-Phasen-Induktion
verfarben.

12.4. Optimale Gewebefarbung hangt von der Fixierung und Einbettung der Probe ab.

12.5. Unspezifische bzw. erhéhte Hintergrundfarbung kann u. A. bei abweichender
Vorgehensweise, ungenlgender Spllung zwischen den Schritten bzw.
unsachgeméB verarbeiteten Proben auftreten.
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13.

14.

15.

FEHLERBEHEBUNG

Problem Mdgliche Ursache Abhilfe

Keine Farbung von Reagenzien in falscher | Farbeprotokoll tiberprifen.

positiven Reihenfolge

Kontrollobjekttragern angewendet.
Auslassen eines Féarbeprotokoll wiederholen.
Reagenzes.
Fehlerhafte Geman

Zubereitung der DAB-
Ldsung.

Herstelleranweisungen
zubereiten und
Férbeprotokoll wiederholen.

Schwache Farbung von
positiven Objekttragern

Unzureichende Inkubationszeit und -
Antigendemaskierung. temperatur des Antigen-
/Epitopdemaskierungspuffers
prifen (siehe Punkt 8.2).
Falscher Férbeprotokoll Uberprifen
Antigendemaskierungs | und Puffer geméan

puffer verwendet.

Herstelleranweisungen
zubereiten.

Unzureichende
Inkubation des
Primarantikdrpers.

Féarbeprotokoll Gberprifen
und Inkubationszeiten
entsprechend anpassen.

Primarer Antikdrper
wurde verdinnt.

Primarantikdrper geméan
Herstelleranweisungen
anwenden.

bei den Schritten
Inkubation oder
Spiilen aus.

Vor Zugabe des Féarbeprotokoll wiederholen.
nachsten Reagenzes Uberschiissigen Puffer
noch zu viel abklopfen und abwischen.
Waschpuffer auf
Obijekttrager.
Zu starke Unzureichendes Féarbeprotokoll wiederholen.
Hintergrundfarbung Spllen zwischen Weitere Spulungen mit
Testschritten. Waschpuffer in das
Verfahren einbauen.
Zu lange Féarbeprotokoll Gberprifen
Inkubationszeiten bei und Inkubationszeiten
Reagenzien. entsprechend anpassen.
Obijekttrager trocknen Farbeprotokoll wiederholen.

Feuchtigkeitskammer
Uberprifen.
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Progy C

aberrant S-Phase induction Pour HISTOLOGIE
REF| 490502 W 7 mi

005-11000-40

@ & 2°C J} .

DESCRIPTION DU REACTIF
Classe d’lg 9G4
Immunogéne  MCM2 et TOP2A humaines recombinantes

1. UTILISATION PREVUE
Utilisation diagnostique in vitro.

Utiliser dans le cadre d‘une coloration manuelle ou automatique a I'aide du systéme de
détection Dako Envision®+.

Le test immunohistochimique ProEx™ C est destiné & I'évaluation qualitative de I'induction
aberrante de la phase S sur des biopsies tissulaires fixées au formol et incluses en
paraffine. Linterprétation des résultats doit étre faite par un professionnel agréé en tenant
compte des antécédents du patient et des autres tests diagnostiques.

2. RESUME ET EXPLICATION
Les protéines MCM (protéines de maintenance du minichromosome) et topoisomérase |l
alpha (TOP2A) jouent un réle régulateur important dans la réplication de ’ADN eucaryote :
par exemple, le contournement par les oncoprotéines E6 et E7du PVH des points de
contréle du cycle cellulaire ce qui se traduit par un cycle d’induction prolongé et aberrant de
la phase S. Pendant I'activation transcriptionnelle du cycle cellulaire aberrant, les niveaux
des protéines MCM2 et TOP2A augmentent dans les cellules en mitose.

Il a été montré que les protéines MCM2 et TOP2A sont surexprimées dans de nombreux et
divers tissus dysplasiques et malins dont les néoplasies cervicales'®. La surexpression de
ces protéines dans des cellules morphologiquement anormales, démontrée par un profil de
coloration nucléaire modérée a intense apres emploi de techniques immunohistochimiques
(IHC), est indicative de la présence d’une induction d’une phase S aberrante.

3. REACTIFS FOURNIS
Le réactif anticorps ProEx™ C contient des anticorps monoclonaux de souris anti-MCM2 et
anti-TOP2A purifiés & partir d’'un surnageant de culture tissulaire et dilués dans une solution
saline tamponnée contenant des agents de stabilisation protéiques et de I'azide de sodium
20,09 %.

4. PRINCIPES DE LA PROCEDURE

Des coupes d’échantillons tissulaires fixés au formol, inclus en paraffine, sont réalisées,
déposées sur des lames de verre et déparaffinées. Les coupes d’échantillons sont
prétraitées a I'aide d’'un tampon afin de démasquer les sites antigéniques. Des agents de
blocages sont ajoutés afin de minimiser le bruit de fond due aux peroxydases endogénes.
L’échantillon est alors incubé avec le réactif anticorps ProEx™ C. L’addition d’'un systeme
chromogéne constitué d’'une enzyme liée a un anticorps se traduit par la formation d’'un
produit coloré visible localisé au niveau des sites de liaison antigéne-anticorps. L’échantillon
fait alors I'objet d’une contre-coloration par I’hématoxyline, puis la lame est recouverte d’'une
lamelle. Les résultats sont interprétés par un professionnel expérimenté a I'aide d'un
microscope optique.

Le test immunohistochimique ProEx™ C est utilisable avec les colorations manuelles et
automatiques.

5. MATERIELS ET REACTIFS NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS (pour la procédure
manuelle)

. EDTA 5X — n°de cat. CB9172 (BioCare)
. Kit EnVision®+ — n°de cat. K4007 (Dako)
. Hématoxyline de Mayer — n°de cat. S3309 (Dako)
. Tampon de lavage 10X —n°de cat. S3006 (Dako)

. Contréle négatif universel de souris — n°de cat. N1698 (Dako)

. Autocuiseur

. Lames de verre (SuperFrost® Plus ou équivalent)

. Milieu de montage (ShurMount® ou équivalent)

. Pipettes et embouts de pipettes (capables de délivrer des volumes de 20 ul, 200 ul et
1000 pl)

. Horloge (capable de mesurer des durées de 1 & 60 minutes)

. Eau désionisée

. Ethanol 95 %, 100 %

. Lamelles de verre
. Marqueur de laboratoire
. Bonbonne de 10 litres (Nalgene® ou équivalent)

. Flacons stériles jetables

Sécheur de lames

. Panier de lames avec bacs de coloration

. Xyléene ou substituts du xyléne

. Microscope optique (objectifs 10x, 20x (en option), 40x)
PRECAUTIONS

6.1. Utilisation diagnostique in vitro.

6.2. Les étapes de nettoyage des lames nécessitant du xyléne doivent étre mises en
ceuvre sous une hotte aspirante agréée.

6.3. Le DAB (3,3-diaminobenzidine) est classé parmi les produits suspectés d'étre
cancérigénes. Eviter tout contact physique ou exposition prolongée ou répétée.
Utiliser sous une hotte aspirante agréée.

6.4. Le réactif anticorps ProEx™ C contient de I'azide de sodium (NaNj), un produit
chimique extrémement toxique a I'état pur. Bien que non classé parmi les composés
présentant un danger aux concentrations du produit, I'azide de sodium est
susceptible de réagir avec le cuivre et le plomb des canalisations pour donner des
azides métalliques hautement explosifs. Lors de I'élimination, rincer avec de grandes
quantités d’'eau pour éviter I'accumulation d'azides métalliques dans les
canalisations.

6.5. Les échantillons et tous les matériels exposés aux échantillons doivent étre
manipulés comme s’ils pouvaient transmetire des infections et éliminés
conformément aux précautions en vigueur. Ne jamais pipeter les réactifs avec la
bouche et éviter de mettre en contact les réactifs et les échantillons avec la peau et
les muqueuses. Laver a grande eau en cas de contact des réactifs avec des régions
sensibles.

6.6. Minimiser la contamination microbienne de réactifs pour éviter les colorations non
spécifiques.

6.7. Des durées d’incubation, des températures ou des méthodes autres que celles qui
sont spécifiées peuvent conduire a des résultats erronés.

6.8. Ne pas utiliser le réactif anticorps ProEx™ C au-dela de la date de péremption
figurant sur le conditionnement. L'utilisateur doit valider les conditions si les réactifs
sont conservés dans des conditions autres que celles qui sont spécifiées dans la
notice.

6.9. Porter des vétements de protection appropriés pour éviter le contact avec les yeux et
la peau. Pour plus d'informations, se référer aux Fiches de données de sécurité
(MSDS).

MODE D’EMPLOI
7.1. Préparation des échantillons
7.1.1.  Réaliser des coupes de 4 um dans le bloc de tissu et placer les coupes sur
des lames de verre SuperFrost® Plus.

7.1.2.  Etiqueter les lames
7.1.3.  Placer les lames dans une étuve a circulation d’air pendant 20 minutes.

7.2. Préparation des réactifs
7.21.  Tampon de lavage 1X, 10 litres

7.21.1. Mélanger 9 litres d’'H,O désionisée avec 1 litre de tampon de
lavage 10X.

7.2.1.2. Boucher et mélanger par inversion plusieurs fois.

7.2.1.3. Etiqueter avec une durée de péremption de 5 jours a partir de la
date de préparation.

7.2.1.4. Conserver a température ambiante (20 a 25 °C).

7.2.2. EDTA 1X (préparer chaque jour une solution fraiche)
7.2.2.1. Ajouter 40 ml ’EDTA 5X dans un bécher de 250 ml propre.
7.2.2.2. Ajouter 160 ml d’H,O désionisée.
7.2.2.3. Mélanger doucement par agitation.

7.2.3.  Hématoxyline (préparer chaque jour une solution fraiche)
7.2.3.1. Ajouter 20 ml d’H,O distillée dans un tube a essai de 25 ml.
7.2.3.2. Ajouter 1 ml d’hématoxyline de Mayer.

7.2.3.3. Boucher le tube a essai et mélanger par inversion plusieurs fois.
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8.

PROTOCOLE DE COLORATION (manuel ou automatique)
Remarques concernant la procédure de coloration

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.1.1.

8.1.2.

8.1.3.

8.1.4.

Utiliser dans le cadre d‘une coloration manuelle ou automatique a 'aide du
systéme de détection Dako Envision®+.

Tous les réactifs doivent s’équilibrer a température ambiante (20-25 °C)
avant immunocoloration.

Toutes les incubations doivent se dérouler a température ambiante sauf
mention contraire.

Ne pas laisser sécher les lames au cours de la procédure de coloration.
Les préparations desséchées peuvent présenter une coloration non
spécifigue accrue. Les lames doivent étre placées dans une chambre
humide pour des incubations prolongées.

Restauration de I’épitope

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

Déparaffiner les lames par 3 bains successifs dans le xyléne (d’'une durée
de 5 minutes chacun) suivis de 3 bains d’alcool a 100 % (d’une durée de 5
minutes chacun).

Réhydrater les lames par ringage dans I'H,O désionisée.

Immerger les lames dans la solution tampon EDTA 1X préalablement
préparée et placer le récipient dans un autocuiseur. Chauffer les lames
dans l'autocuiseur pendant 30 secondes.

Quand la période de chauffage est terminée, laisser les lames refroidir dans
le tampon, a l'intérieur de I'autocuiseur, pendant 10 minutes.

Rincer les lames avec de I'H,O désionisée et les transférer dans une cuve
de Coplin propre contenant du tampon de lavage 1X.

Réactif de blocage de la peroxydase

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

8.3.4.

8.3.5.

Tapoter pour éliminer le tampon de lavage en excés.

Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

Appliquer 200 pl de réactif de blocage de la peroxydase afin de recouvrir la
coupe tissulaire.

Incuber pendant 5 + 1 minutes.

Rincer les lames dans trois bains de tampon de lavage 1X, d’'une durée de
2 minutes chacun.

Réactif Anticorps primaire

8.4.1.

8.4.2.

8.4.3.

8.4.4.

8.4.5.

8.4.6.

Tapoter pour éliminer le tampon de lavage en excés.

Charger les lames dans la chambre humide préparée (remplie de serviettes
en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

Appliquer 200 pl de réactif anticorps ProEx™ C afin de recouvrir

complétement la coupe tissulaire.
Incuber pendant 40 minutes & température ambiante (20 & 25 °C).

Rincer chaque lame individuellement dans le tampon de lavage a I'aide
d’'un flacon pissette (ne pas diriger le jet directement sur la coupe
tissulaire).

Rincer les lames dans trois bains de tampon de lavage, d’'une durée de 2
minutes chacun.

Chimie de détection (a I'aide des réactifs EnVision®+)

8.5.1.

8.5.2.

8.5.3.

8.5.4.

8.5.5.

8.5.6.

8.5.7.

8.5.8.

8.5.9.

8.5.10.

Tapoter pour éliminer le tampon de lavage en exceés.

Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

Appliquer 200 ul de réactif HRP-Polymére afin de recouvrir complétement
la coupe tissulaire.

Incuber pendant 30 + 1 minutes.

Rincer les lames dans trois bains de tampon de lavage, d’'une durée de 2
minutes chacun.

Tapoter pour éliminer le tampon en excés.

Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

Appliquer 200 pl de réactif Solution de travail DAB afin de recouvrir la
coupe tissulaire.

Incuber pendant 5 + 1 minutes.

Rincer les lames sous I'H,O distillée courante pendant 5 minutes.

10.

11.

12

8.6.

8.7.

8.5.11. Rincer les lames dans un bain de tampon de lavage, d’'une durée de

2 minutes.

Coloration de contraste (ou contre-coloration)
8.6.1. Charger les lames dans une chambre humide préparée (remplie de
serviettes en papier ou de tampons de gaze imprégnés d’eau).

8.6.2.  Appliquer 200 pl de colorant de contraste, Hématoxyline, afin de recouvrir

complétement la coupe tissulaire.

8.6.3.  Incuber pendant 5 minutes (+10 secondes).

8.6.4.  Rincer les lames pendant 3 minutes sous I'H,O courante.

Montage
8.7.1.  Immerger les lames dans de I'éthanol 95 % pendant 1 minute, ou a 25

reprises.

8.7.2.  Immerger les lames dans I'alcool absolu & 4 reprises de 1 minute, ou 25

fois, chacune.

8.7.3.  Nettoyer avec du xyléne, a 3 reprises de 1 minute, ou 25 fois, chacune

8.7.4.  Recouvrir les lames d’une lamelle en verre avec un milieu de montage non

aqueux permanent.

STABILITE

9.1.

9.2.

Quand ils sont conservés a la température recommandée, les flacons de réactifs non
ouverts sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur le flacon.

Une fois ouverts, les réactifs sont stables pendant quatre vingt dix (90) jours s’ils sont
conservés a la température recommandée.

CONTROLE QUALITE

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

La variabilit¢ des résultats provient souvent de différences de manipulations des
échantillons qui s’écartent des procédures de test recommandées. Pour plus
d’informations, consulter les directives en matiére de contréle qualité du College of
American Pathologists (CAP) Certification Program for Immunohistochemistry.

Chaque cycle de coloration doit comporter un contréle tissulaire positif afin de vérifier
les performances du dosage. Si le controle tissulaire positif ne présente pas de
coloration positive, les résultats obtenus pour les autres échantillons du test doivent
étre considérés comme suspects ou invalides.

Chaque cycle de coloration doit comporter un controle tissulaire négatif afin de
vérifier la spécificité de I'anticorps primaire et de fournir une indication relative a la
coloration de fond. Si le contréle tissulaire négatif présente une coloration positive,
les résultats obtenus pour les autres échantillons du test doivent étre considérés
comme suspects ou invalides.

Un réactif de controle négatif non spécifique peut également étre utilisé a la place de
I'anticorps primaire afin d’évaluer la coloration non spécifique ou la coloration de
fond.

INTERPRETATION

Une coloration brune, modérée a intense, dans le noyau des cellules signale la présence
d’une induction de la phase S aberrante. Un pathologiste doit évaluer les lames colorées a
aide d’un microscope optique. L'interprétation des résultats doit étre faite par un
professionnel agréé en tenant compte des antécédents du patient et des autres tests
diagnostiques.

LIMITES

12.1.

12.2.

12.3.

12.4.

12.5.

La coloration immunohistochimique exige une formation spécialisée dans le domaine
de la sélection et de I'application des réactifs.

Ce réactif permet de réaliser 25 tests en supposant que I'on applique 200 u1 de
réactif par lame.

Un certain nombre de cellules normales peuvent étre colorées positivement vis-a-vis
de l'induction d’'une phase S aberrante.

La coloration optimale des tissus dépend de la fixation et du traitement de
I'échantillon.

Une coloration non spécifique ou une coloration de fond accrue peuvent survenir en
raison, mais se limiter &, des variations de la procédure, d’'un ringage inadéquat entre
les étapes du dosage, et/ou d'un traitement inadéquat des échantillons.
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13. RESOLUTION DES PROBLEMES

positives

incorrect.

Problé Cause possible Action
Absence de coloration Réactifs appliqués Revoir le protocole de
des lames de controle dans un ordre coloration.

Omission d’'un réactif.

Recommencer le protocole
de coloration.

Préparation incorrecte
de la DAB.

Préparer conformément aux
instructions du fabricant et
recommencer le protocole de
coloration.

Faible coloration des
lames de contréle
positives

Restauration de
I’antigéne insuffisante

Vérifier les durées
d’incubation et les
températures du tampon de
restauration de
I'antigéne/épitope (consulter
la section 8.2).

Emploi d’'un tampon
de restauration de
I'antigéne incorrect.

Revoir le protocole de
coloration et préparer le
tampon conformément aux
instructions du fabricant.

Incubation inadéquate

de I'anticorps primaire.

Revoir le protocole de

coloration et ajuster les
durées d'incubation en
conséquence.

L’anticorps primaire a
été dilué.

Emploi de I'anticorps primaire
conformément aux
instructions du fabricant.

Quantité excessive de
tampon de lavage
restant sur la lame
avant I'application du
réactif suivant.

Recommencer le protocole
de coloration. Tapoter la
lame et essuyer le tampon de
lavage en excés.

Coloration de fond
excessive

Ringage inadéquat
entre les étapes du
dosage.

Recommencer le protocole
de coloration. Ajouter des
étapes supplémentaires de
ringage avec le tampon de
lavage.

Durées d'incubation
excessives avec les
réactifs clés.

Revoir le protocole de
coloration et ajuster les
durées d'incubation en
conséquence.

Lames soumises a un
desséchement
pendant I'incubation
ou les étapes de
ringage du dosage.

Recommencer le protocole
de coloration. Vérifier la
chambre humide.

1. Kastan M and Bartec J. Cell cycle checkpoints and cancer. Nature, 2004. Vol 432:316-

2. Massague J. G1 cell-cycle control and cancer. Nature, 2004. Vol 432:298-306.

3. Freeman A, Morris LS, Millis AD, Stoeber K, Laskey RA, Williams GH and Coleman N.
Minichromosome Maintenance Proteins as Biological Markers of Dysplasia and Malignancy.

4. Ishimi Y, Okayasu |, Kato C, Kwon H, Kimura H, Yamada K and Song S. Enhanced
expression of MCM proteins in cancer cells derived from uterine cervix. Eur. J. Biochem

5. Lei M and Tye BK. Initiating DNA synthesis: from recruiting to activating the MCM

USA
Telephone: 1-877-822-7771
Fax: 1-336-290-8333

Europe
Telephone: +32 (0)53 720 673
Fax: +32 (0)53 720 678

sl

TriPath Imaging, Inc.
780 Plantation Drive
Burlington, NC 27215 USA

[EC|REP]

Benex Limited
Rineanna House
Shannon Free Zone
Shannon, County Clare
Ireland

Ce

14. BIBLIOGRAPHIE
323.
Cl Cancer Research, 1999. Vol 5:2121-2132.
2008. 270:1089-1101.
Complex. J Cell Science 2001. Vol. 114 (8): 1447-1454.
15. GLOSSAIRE DE SYMBOLES
Numéro de catalogue
Utilisation diagnostique in vitro.
[:E] Consulter les instructions d’emploi
W Contenu 7 ml
A Attention, consulter le manuel d’'accompagnement
% Respecter la température d’entreposage
Code de lot
g Utiliser avant AAAA-MM-JJ ou AAAA-MM
“ Fabricant
INFORMATION TECHNIQUE

Développé avec la technologie de Millennium Pharmaceuticals, Inc.

JNVN MILLENNIUM®

VA et MILLENNIUM' sont des marques commerciales de Millennium Pharmaceuticals, Inc.

Millennium Pharmaceuticals, Inc.

40 Landsdowne Street
Cambridge, MA 02139 USA
www.millennium.com

ProEx est un produit et une marque commerciale de TriPath Imaging, Inc.

© 2011. TriPath Imaging, Inc. All rights reserved.
779-06555-01 Rev G



Progy C

: Para HISTOLOGIA
aberrant S-Phase induction
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DESCRIPCION DEL REACTIVO
Clase Ig 9G4
Inmunégeno  Humano recombinante MCM2 y TOP2A

1. USO PREVISTO
Para uso diagnéstico in vitro.

Para ser utilizado con el proceso de tincion manual o automatico empleando el sistema de
deteccion Envision®+ marca Dako.

La prueba inmunohistoquimica de ProEx™ C tiene como fin realizar una evaluacién
cualitativa de las inducciones aberrantes de fase S en biopsias de tejidos incluidos en
parafina y fijados en formalina. La interpretacion de los resultados debe ser realizada por
un profesional certificado en el contexto del historial del paciente y otras pruebas
diagnésticas.

2. RESUMEN Y EXPLICACION
Las proteinas de mantenimiento de minicromosomas (MCM) y topoisomerasa Il alfa
desempefian un papel regulador importante en la replicaciéon de ADN eucariota. Por
ejemplo, la omisién de puntos criticos de control del ciclo celular, causado por las
oncoproteinas de HPV E6 y E7, se deriva en un ciclo de induccién de fase S prolongado y
aberrante. Durante la activacion transcripcional del ciclo celular aberrante, los niveles de
proteinas MCM2 y TOP2A aumenta en las células en proliferacion.

Se ha demostrado que las proteinas MCM2 y TOP2A estan sobreexpresadas en una serie
de diferentes tejidos malignos y displasticos, incluyendo la neoplasia cervical'®. La
sobreexpresion de estas proteinas en células morfolégicamente anormales, tal y como lo
demuestra un patrén de tincién nuclear de moderado a intenso utilizando técnicas
inmunohistoquimicas (IHC), indica la presencia de una induccién aberrante de fase S.

3. REACTIVO SUMINISTRADO
El reactivo de Anticuerpos ProEx™ C contiene anticuerpos de MCM2 y TOP2A
monoclonales de ratén purificados a partir de cultivos de tejidos sobrenadantes y diluidos
en una solucién salina tamponada que contiene estabilizadores de proteina y 0,09% de
azida de sodio.

4. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Las muestras de tejido incluidas en parafina y fijadas en formalina, se cortan y colocan
sobre portaobjetos de vidrio, luego se desparafinan.

Los tejidos cortados se tratan con un tampén para dejar expuestos los sitios antigénicos.
Agentes bloqueadores se utilizan para reducir al minimo la tincién de fondo causada por la
peroxidasa enddégena. Seguidamente las muestras se incuban con el reactivo de
Anticuerpos ProEx C.

La aplicacion de un sistema de deteccién (compuesto por un polimero conjugado enzima /
anticuerpo secundario y el respectivo sustrato cromégeno), permite la formacién de un
producto visible que localiza los sitios de unién entre el antigeno y el anticuerpo.
Finalmente la muestra se contratifie con hematoxilina y se monta la l&mina. Los resultados
se pueden analizar por medio de un microscopio 6ptico y deben ser interpretados por un
profesional calificado.

La prueba inmonuhistoquimica ProEx™ C se puede aplicar a la tincion manual y
automatica.

5. MATERIALES Y REACTIVOS NECESARIOS QUE NO VIENEN INCLUIDOS (para el
procedimiento manual)

. EDTA 5X — Cat n® CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ Kit — Cat n® K4007 (Dako)

. Hematoxilina de mayer Cat. N° S3309 (Dako)
. Tampén de lavado 10X — Cat n® S3006 (Dako)

. Control negativo de ratén universal — Cat n° N1698 (Dako)
. Olla de presién

. Portaobjetos de vidrio (SuperFrost® Plus o su equivalente)
. Medio de montaje (ShurMount® 0 su equivalente)

. Pipetas y puntas de pipetas (con capacidades de 20uL, 200uL y 1000uL)
. Reloj de intervalos (con capacidad para intervalos de 1-60 minutos)

. Agua desionizada

. Etanol 95%, 100%

. Cubreobjetos de vidrio

Lapiz o plumén para laboratorio (resistente al alcohol y xilol)
Garrafa de 10 L (Nalgene® o equivalente)

Botellas estériles desechables

Secador de portaobjetos

Canastilla y tren de tincion

Xilol o sustituto de xilol

Microscopio 6ptico (objetivos 10x, 20x [opcional], 40x)

PRECAUCIONES

6.1.

6.2

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Para uso diagnéstico in vitro.

Los pasos donde es necesario utilizar xilol se deben realizar en una campana de
extraccion certificada.

Se sospecha que DAB (3,3’-Diaminobenzidina) es un carcinégeno. Evite el contacto
fisico y la exposicién prolongada o repetida a esta sustancia. Utilicela en una
campana de extraccion certificada.

El reactivo de Anticuerpos ProEx™ C contiene azida de sodio (NaNs), un producto
quimico altamente téxico en forma pura. En concentraciones del producto, aunque
no estén consideradas como peligrosas, la azida de sodio puede reaccionar con las
tuberias de plomo y cobre y formar acumulaciones de azidas de metal altamente
explosivas. Después de desecharla, lave con grandes volimenes de agua para
evitar la acumulacién de azida de metal en los tubos.

Las muestras y todos los materiales que se expongan a ellas se deben tratar como si
tuvieran la capacidad de transmitir infecciones, por lo que se deben desechar con las
precauciones adecuadas. Nunca utilice la boca sobre pipetas para medir reactivos y
evite el contacto de los reactivos y muestras con la piel y las membranas mucosas.
Si los reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con abundante
agua.

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos para evitar
tinciones no especificas.

Cualquier tiempo de incubacién, temperatura o método que no sea el especificado
puede producir resultados erréneos.

No utilice el reactivo de Anticuerpos ProEx™ C después de la fecha de caducidad
impresa en la caja. El usuario debe validar las condiciones de almacenamiento de
los reactivos si éstas no son las que se especifican en el folleto de la caja.

Lleve el equipo de proteccion personal adecuado para evitar el contacto de los
reactivos con los ojos y la piel. Consulte las hojas de datos de seguridad de
materiales (MSDS) para obtener informacién adicional.

INSTRUCCIONES DE USO

7.1.

7.2

Preparacion de la muestra
7.1.1. Corte secciones de 4 pm del bloque de tejido y coléquelas en los
portaobjetos de vidrio SuperFrost® Plus.

7.1.2.  Etiquete los portaobjetos.
7.1.3.  Caliente los portaobjetos en un horno de laboratorio durante 20 minutos.

Preparacion del reactivo
7.21.  Tampén de lavado 1X, 10 L

7.21.1. Combine 9 litros de H,O desionizada con 1 litro de tampé6n de
lavado 10X.

7.2.1.2. Tapelo y mézclelo dandole vuelta varias veces.

7.2.1.3. Etiquételo con una fecha de caducidad de 5 dias a partir de la
fecha de preparacion.

7.2.1.4. Guardelo a temperatura ambiente (20-25 °C).
7.2.2. EDTA 1X (prepérelo diariamente)

7.2.2.1. Afada 40 mL de EDTA 5X en un vaso de precipitados de 250 mL
limpio.

7.2.2.2. Ahada 160 mL de H,O desionizada.
7.2.2.3. Mezcle revolviendo lentamente.
7.2.3.  Hematoxilina (preparela diariamente)

7.2.3.1. Anada 20 mL de H,O desionizada en un tubo de ensayo de 25
mL.

7.2.3.2. Anada 1 mL de hematoxilina de Mayer.

7.2.3.3. Tape el tubo de ensayo y mézclelo dandole la vuelta varias
veces.

PROTOCOLO DE TINCION (manual o automatico)

8.1.

Notas del procedimiento de tincion
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.1.1.  Este protocolo se puede utilizar con la tinciéon manual o automética
empleando el sistema de deteccion Envision®+ marca Dako.

8.1.2.  Hay que equilibrar todos los reactivos a la temperatura ambiente (20-25 °C)
antes de la inmunotincién.

8.1.3.  Todas las incubaciones se deben realizar a temperatura ambiente a menos
que se indique lo contrario.

8.1.4. No deje que los portaobjetos se sequen durante el procedimiento de
tincién. Las preparaciones secas pueden producir un aumento de la tincién
no especifica. Hay que colocar los portaobjetos en una cdmara himeda
durante incubaciones prolongadas.

Recuperacion de epitopes
8.2.1.  Desparafinice los portaobjetos en 3 cambios de xilol (cinco minutos cada
uno) seguido por 3 cambios de alcohol 100% (cinco minutos cada uno).

8.2.2.  Vuelva a hidratar los portaobjetos enjuagandolos en H,O desionizada.

8.2.3.  Sumerja los portaobjetos en una solucién tamponada de EDTA preparada
1X y coloque el contenedor en una olla de presiéon. Caliente los
portaobjetos en la olla a presién durante 30 segundos.

8.2.4. Cuando se alcance el punto de calentamiento, deje los portaobjetos con el
tampon en la olla de presién y deje que se enfrien 10 minutos.

8.2.5.  Enjuague los portaobjetos con H,O desionizada y transfiéralos a una jarra
Coplin limpia que contenga tampén de lavado 1X.

Reactivo inhibidor de peroxidasa
8.3.1.  Vacie el tampén de lavado sobrante.

8.3.2.  Coloque los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas o gasas humedecidas en agua).

8.3.3.  Aplique 200uL de reactivo inhibidor de peroxidasa para cubrir la seccién de
tejido.

8.3.4.  Incubelo durante 5 minutos (+1 minuto).

8.3.5.  Enjuague los portaobjetos en el tampén de lavado 1X, con 3 cambios, de
2 minutos cada uno.

Reactivo Anticuerpo Primario
8.4.1.  Vacie el tampén de lavado sobrante.

8.4.2.  Coloque los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas o gasas humedecidas en agua).

8.4.3.  Aplique 200 pl del anticuerpo primario ProEx™ C para cubrir por completo
la seccién de tejido.

8.4.4.  Incubelo durante 40 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

8.4.5.  Enjuague cada portaobjetos de manera individual con el tampén de lavado
utilizando una botella de lavado (no dirija el flujo directamente a la seccién
de tejido).

8.4.6.  Enjuague los portaobjetos en el tampén de lavado, con 3 cambios, de 2
minutos cada uno.

Sistema de deteccion (EnVision®+)
8.5.1.  Vacie el tampén de lavado sobrante.

8.5.2.  Coloque los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas o gasas humedecidas en agua).

8.5.3.  Aplique 200uL de reactivo polimero HRP para cubrir por completo la
seccion de tejido.

8.5.4.  Incubelo durante 30 minutos (+1 minuto).

8.5.5.  Enjuague los portaobjetos en el tampén de lavado, con 3 cambios, de 2
minutos cada uno.

8.5.6.  Vacie el tampon sobrante.

8.5.7.  Coloque los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas o gasas humedecidas en agua).

8.5.8. Aplique 200uL de reactivo en solucién de trabajo DAB para cubrir la
seccion de tejido.

8.5.9.  Incubelo durante 5 minutos (+1 minuto).

8.5.10. Enjuague durante 5 minutos los portaobjetos con H,O desionizada que
esté corriendo.

8.5.11. Enjuague los portaobjetos en el tampén de lavado, con 1 cambio durante 2
minutos.

Contratincion

10.

11.

12.

8.6.1.  Coloque los portaobjetos en una camara de humedad preparada (llena de
toallas o gasas humedecidas en agua).

8.6.2.  Aplique 200uL de contratincién de hematoxilina para cubrir por completo la
seccion de tejido.

8.6.3.  Incubelo durante 5 minutos (+10 minutos).

8.6.4.  Enjuague los portaobjetos durante 3 minutos en H20 del tubo.

8.7. Montaje
8.7.1.  Sumerja los portaobjetos en etanol de 95% durante 1 minuto o realice 25
inmersiones.
8.7.2. Sumerja los portaobjetos en alcohol absoluto, con 4 cambios, durante
1 minuto cada uno, o realice 25 inmersiones.
8.7.3.  Aclare en xilol con 3 cambios, durante 1 minuto cada uno o realice 25
inmersiones.
8.7.4. Monte los portaobjetos con medio de montaje permanente no acuoso
utilizando cubreobjetos de vidrio.
ESTABILIDAD
9.1. Si se almacenan a las temperaturas recomendadas, los viales de los reactivos no
abiertos son estables hasta la fecha de caducidad que se indica en el vial.
9.2. Una vez abiertos, los reactivos son estables durante noventa (90) dias si se

almacenan a las temperaturas recomendadas.

CONTROL DE CALIDAD

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Las variaciones en los resultados suelen deberse a diferencias en el tratamiento de
las muestras con respecto a los procedimientos de prueba recomendados. Para
obtener informacién adicional, consulte las directrices de control de calidad del
programa de certificacién para inmunohistoquimica del Colegio de Patologia
Norteamericano (CAP).

Con cada proceso de tincion se deberia incluir un control de tejido positivo para
verificar el ensayo. Si el control de tejidos positivo no indica que la tincién es
positiva, los resultados de las otras muestras de prueba se deberian considerar
sospechosos o no validos.

Hay que incluir un control de tejido negativo con cada proceso de tincién para
verificar la especificidad del anticuerpo primario y para obtener una indicacién de la
tincién de fondo. Si el control de tejido negativo indica que la tincién especifica es
positiva, los resultados de las otras muestras de prueba se deberian considerar
sospechosos o no validos.

También se puede utilizar un reactivo de control negativo no especifico en lugar del
anticuerpo primario para evaluar la tincién de fondo o no especifica.

INTERPRETACION

La tincion marrén / café de moderada a intensa en el ndcleo de las células indica la
presencia de una induccién aberrante de fase S. Los portaobjetos con tincién deberan ser
evaluados por un patélogo con un microscopio 6ptico. La interpretacién de los resultados
debe ser realizada por un profesional certificado en el contexto del historial del paciente y
otras pruebas diagndsticas.

LIMITACIONES

12.1.

12.2.

12.3.

12.4.

12.5.

La tincién inmunohistoquimica requiere de entrenamiento especializado para
seleccionar y aplicar reactivos.

Este reactivo realizara 25 pruebas suponiendo que se aplican 200uL de reactivo por
portaobjetos.

Algunas células normales pueden indicar una tincién positiva para la induccién
aberrante de fase S.

La tincién 6ptima de tejidos depende de la fijacién y el procesamiento de la muestra.

La tincién de fondo puede aumentar o ser no especifica debido (aunque sin limitarse
a estas causas) a variaciones en el procedimiento, a un enjuague incorrecto entre
los pasos del ensayo y/o al procesamiento inadecuado de las muestras.
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13. RESOLUCION DE PROBLEMAS

positivo

incorrecto.

Probl Posible causa Accion
No hay tincién en los Los reactivos se han Revise el protocolo de
portaobjetos de control aplicado en el orden tincion.

Se ha olvidado aplicar
algln reactivo.

Repita el protocolo de tincion.

ElI DAB se ha
preparado
incorrectamente.

Prepérelo de acuerdo con las
especificaciones del
fabricante y repita el
protocolo de tincién.

Tincién débil en los
portaobjetos de control
positivos

La recuperacion de
antigenos es
insuficiente.

Revise los tiempos de
incubacién y la temperatura
del tamp6n de recuperacién
de los antigenos/epitopes
(consulte la seccién 8.2).

Se ha utilizado un
tampoén de
recuperacion de
antigenos incorrecto.

Revise el protocolo de tincién
y prepare el tampén de
acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

La incubacion del
anticuerpo primario es
inadecuada.

Revise el protocolo de tincion
y ajuste los tiempos de
incubacion de la manera
correspondiente.

El anticuerpo primario

Utilice el anticuerpo primario

se ha diluido. de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.
Ha quedado Repita el protocolo de tincién.

demasiado tampén de
lavado en el
portaobjetos antes de
aplicar el siguiente
reactivo.

Tépelo y limpie el exceso de
tampén de lavado.

La tincién de fondo es
excesiva

El enjuague entre los
pasos del ensayo es
inadecuado.

Repita el protocolo de tincién.
Anada mas pasos para
enjuagar el tampén de
lavado.

Se han utilizado
tiempos de incubacién
excesivos con
reactivos clave.

Revise el protocolo de tincion
y ajuste los tiempos de
incubacion de la manera
correspondiente.

Los portaobjetos se
secan durante la
incubacion del ensayo
o los pasos de
enjuague.

Repita el protocolo de tincién.
Revise la cdmara de
humedad.
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DESCRIZIONE DEI REAGENTI
Classe Ig 19G4
Immunogeno TOP2A e MCM2 umani ricombinanti

USO PREVISTO
Per uso diagnostico in vitro.

Da utilizzare per la colorazione manuale o automatica impiegando le soluzioni di rilevazione
Dako Envision®+.

Il test immunoistochimico ProEx™ C & destinato alla valutazione qualitativa dellinduzione
della fase S aberrante in biopsie fissate in formalina e incluse in paraffina. L'interpretazione
dei risultati deve essere affidata ad un patologo e deve avvenire tenendo presente i risultati
di altri test diagnostici e I'anamnesi del paziente.

RIEPILOGO E INFORMAZIONI DI BASE

Le proteine di mantenimento del minicromosoma (MCM) e la topoisomerasi 2 alfa (TOP2A)
rivestono un ruolo importante nella replicazione del DNA eucariotico. Per esempio, le
oncoproteine HPV E6 e E7 evitano il punto di controllo di un ciclo cellulare critico causando
un ciclo di induzione della fase S prolungato e aberrante. Durante I'attivazione trascrizionale
del ciclo cellulare aberrante, i livelli delle proteine MCM2 e TOP2A aumentano nelle cellule
proliferanti.

E’ stato dimostrato che entrambe le proteine MCM2 e TOP2A sono sovraespresse in diversi
tessuti displasici e maligni, inclusa la neoplasia cervicale.™ La sovraespressione di queste
proteine in cellule morfologicamente anomale, come dimostrato da una colorazione
nucleare da moderata a intensa durante I'utilizzo di tecniche immunoistochimiche (IHC), &
indice dell'induzione della fase S aberrante.

REAGENTE FORNITO

Il reagente anticorpale ProEx™ C contiene anticorpi monoclonali da topo anti-MCM2 e anti-
TOP2A purificati da sovranatante di coltura tissutale diluito in soluzione salina tamponata
con stabilizzatori delle proteine e sodio azide allo 0,09%.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

| campioni di tessuto fissati in formalina e inclusi in paraffina sono sezionati, depositati su
vetrino e sparaffinati. | campioni sezionati sono trattati preliminarmente con un tampone al
fine di smascherare i siti antigenici. Vengono aggiunti degli agenti bloccanti per minimizzare
la colorazione di fondo causata da perossidasi endogena. Il campione viene quindi incubato
con il reagente anticorpale C ProEx™. L'aggiunta di un sistema di rilevazione basato su
anticorpi legati ad un enzima provoca la formazione di un prodotto cromogenico visibile,
localizzato nei siti di legame antigene-anticorpo. Il campione viene sottoposto a colorazione
di contrasto con ematossilina. Quindi, viene montato il coprioggetto. | risultati vengono
interpretati al microscopio ottico da un patologo.

Il test immunoistochimico ProEx™ C & applicabile alla colorazione sia manuale che
automatica.

MATERIALI E REAGENTI NECESSARI MA NON FORNITI (per la procedura manuale)
. EDTA 5X — Codice CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ Kit — Codice K4007 (Dako)

. Ematossilina di Mayer — Codice S3309 (Dako)

. Tampone di lavaggio 10X — Codice S3006 (Dako)

. Controllo negativo universale di topo — Codice N1698 (Dako)
. Pentola a pressione

. Vetrini (SuperFrost® Plus o equivalenti)

. Mezzo di montaggio (ShurMount® o equivalenti)

. Pipette e punte per pipette (in grado di erogare volumi da 20 pl, 200 pl e 1000 ul)
. Timer (con intervalli di 1-60 minuti)

. Acqua deionizzata

. Etanolo (95% e 100%)

. Vetrini coprioggetti

. Pennarello da laboratorio
. Bottiglione da 10L (Nalgene® o equivalente)
. Flaconi monouso sterili

. Essiccatore per vetrini

. Rack per vetrini con vaschette di colorazione

. Xilene o sostituti dello xilene

. Microscopio ottico (obiettivi da 10x, 20x [opzionale], 40x)
PRECAUZIONI

6.1. Per uso diagnostico in vitro.

6.2. Le procedure di pulizia dei vetrini che richiedono xilene devono essere eseguite sotto
una cappa certificata per I'abbattimento di vapori chimici.

6.3. Il DAB (3,3-diaminobenzidine) & classificato come prodotto sospetto di essere
cancerogeno. Evitare il contatto fisico ed esposizioni prolungate o ripetute. Da
utilizzare con una cappa per I'abbattimento di vapori chimici.

6.4. Il reagente anticorpale C ProEx™ contiene sodio azide (NaN3), una sostanza chimica
fortemente tossica in forma pura. Alle condizioni indicate, sebbene non sia
classificata come prodotto a rischio, la sodio azide puo reagire con il rame o il
piombo delle tubature formando accumuli di azidi metalliche altamente esplosive.
Durante lo smaltimento, sciacquare le tubature con abbondante acqua per prevenire
I'eventuale accumulo di azidi metalliche.

6.5. | campioni e tutti i materiali che entrano in contatto con essi devono essere trattati
come materiali potenzialmente infetti e pertanto devono essere smaltiti assumendo
tutte le precauzioni necessarie. Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare
che reagenti e campioni entrino in contatto con la pelle e le membrane mucose. In
caso di contatto dei reagenti con zone sensibili, lavare con abbondante acqua.

6.6. Evitare la contaminazione batterica dei reagenti, onde evitare una colorazione
aspecifica.

6.7. Tempi, temperature e modalita di incubazione diversi da quelli specificati possono
generare risultati erronei.

6.8. Non utilizzare il reagente anticorpale C ProEx™ dopo la data di scadenza indicata
sulla confezione. Nel caso in cui i reagenti vengano conservati in condizioni diverse
da quelle specificate nel foglietto illustrativo, I'utente dovra convalidarne lo stato.

6.9. Per evitare il contatto del reagente con occhi e cute, indossare adeguatipresidi di
protezione individuale. Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza
del materiale (MSDS).

ISTRUZIONI PER L'USO
7.1. Preparazione dei campioni
7.1.1.  Tagliare dal blocco tissutale delle sezioni di 4 um e posizionarle su vetrini
SuperFrost® Plus.

7.1.2.  Etichettare i vetrini.
7.1.3.  Porre i vetrini in un forno a convezione d'aria forzata per 20 minuti.

7.2. Preparazione dei reagenti
7.21.  Tampone di lavaggio 1X, 10L

7.2.1.1. Unire 9 litri di H,O deionizzata ad 1 litro di tampone di lavaggio
10X.

7.2.1.2. Chiudere bene e miscelare capovolgendo pil volte.

7.2.1.3. Etichettare calcolando una data di scadenza di 5 giorni dalla data
di preparazione.

7.2.1.4. Conservare a temperatura ambiente (20-25 °C).
7.2.2. 1XEDTA (da preparare fresco quotidianamente)
7.2.2.1. Aggiungere 40 mL di 5X EDTA ad una beuta pulita da 250 mL.
7.2.2.2. Aggiungere 160 mL di H,O deionizzata.
7.2.2.3. Miscelare mescolando delicatamente.
7.2.3. Ematossilina (da preparare fresca quotidianamente)
7.2.3.1. Aggiungere 20 mL di H,O distillata ad una provetta da 25 mL.
7.2.3.2. Aggiungere 1 mL di ematossilina Mayer.
7.2.3.3. Chiudere bene la provetta e miscelare capovolgendola piti volte.

PROTOCOLLO DI COLORAZIONE (manuale o automatica)
8.1. Note sulla procedura di colorazione
8.1.1.  Questo protocollo pud essere utilizzato con colorazione manuale o
automatica impiegando le soluzioni di rilevamento Dako Envision®+.

8.1.2.  Tutti i reagenti devono essere equilibrati a temperatura ambiente (20-25°C)
prima dellimmunocolorazione.

8.1.3.  Tutte le incubazioni devono essere eseguite a temperatura ambiente se
non diversamente specificato.

8.1.4.  Evitare l'essiccamento dei vetrini durante la procedura di colorazione.
Preparazioni essiccate possono presentare una maggiore colorazione
aspecifica. Per incubazioni prolungate, porre i vetrini in una camera
umidificata.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

Smascheramento degli epitopi

8.2.1.  Sparaffinare i vetrini con 3 cambi di xilene (cinque minuti ciascuno) seguiti
da 3 cambi di alcol al 100% (cinque minuti ciascuno).

8.2.2.  Reidratare i vetrini con un risciacquo in H,O deionizzata.

8.2.3. Immergere i vetrini nella soluzione tampone 1X EDTA e sistemare il
contenitore in una pentola a pressione. Scaldare i vetrini nella pentola a
pressione per 30 secondi.

8.2.4. Al termine, lasciare i vetrini nella soluzione tampone nella pentola a
pressione e farli raffreddare per 10 minuti.

8.2.5.  Sciacquare i vetrini con acqua deionizzata e trasferirli in una vaschetta

portavetrini pulita contenente il tampone di lavaggio 1X.

Reagente bloccante della perossidasi

8.3.1.  Scuotere per eliminare il tampone di lavaggio in eccesso.

8.3.2.  Caricare i vetrini in una camera umidificata precedentemente preparata
(riempita con salviette o garze inumidite con acqua).

8.3.3.  Applicare 200uL di reagente bloccante della perossidasi coprendo la
sezione di tessuto.

8.3.4.  Incubare per 5 minuti (+1 minuto).

8.3.5.  Sciacquare i vetrini nel tampone di lavaggio 1X (3 cambi, 2 minuti

ciascuno).

Reagente anticorpale primario

8.4.1.  Scuotere per eliminare il tampone di lavaggio in eccesso.

8.4.2.  Caricare i vetrini in una camera umidificata precedentemente preparata
(riempita con salviette o garze inumidite con acqua).

8.4.3. Applicare 200 pL di reagente anticorpale C ProEx™ coprendo
completamente la sezione di tessuto.

8.4.4.  Incubare per 40 minuti a temperatura ambiente (20-25 °C).

8.4.5.  Sciacquare ciascun vetrino singolarmente con tampone di lavaggio usando
una spruzzetta (non indirizzare il flusso direttamente sulla sezione di
tessuto).

8.4.6.  Sciacquare i vetrini nel tampone di lavaggio (3 cambi, 2 minuti ciascuno).

Soluzioni di rilevazione (utilizzando i reagenti EnVision®+)

8.5.1.  Picchiettare per eliminare il tampone di lavaggio in eccesso.

8.5.2.  Caricare i vetrini in una camera umidificata precedentemente preparata
(riempita con salviette o garze inumidite con acqua).

8.5.3.  Applicare 200 pL di reagente poli-HRP per coprire completamente la
sezione di tessuto.

8.5.4. Incubare per 30 minuti (+1 minuto).

8.5.5.  Sciacquare i vetrini nel tampone di lavaggio (3 cambi, 2 minuti ciascuno).

8.5.6.  Picchiettare per eliminare il tampone in eccesso.

8.5.7.  Caricare i vetrini in una camera umidificata precedentemente preparata
(riempita con salviette o garze inumidite con acqua).

8.5.8.  Applicare 200 pL di soluzione di lavoro DAB coprendo la sezione di tessuto.

8.5.9.  Incubare per 5 minuti (+1 minuto).

8.5.10. Sciacquare i vetrini per 5 minuti in acqua corrente deionizzata.

8.5.11. Sciacquare i vetrini nel tampone di lavaggio (1 cambio per 2 minuti).

Colorazione di contrasto

8.6.1.  Caricare i vetrini in una camera umidificata precedentemente preparata
(riempita con salviette o garze inumidite con acqua).

8.6.2.  Applicare 200 pL di colorazione di contrasto con ematossilina coprendo
completamente la sezione di tessuto.

8.6.3.  Incubare per 5 minuti (+10 secondi).

8.6.4.  Sciacquare i vetrini per 3 minuti in acqua corrente.

Montaggio

8.7.1.  Immergere i vetrini in etanolo 95% (1 minuto o 25 immersioni).

8.7.2.  Immergere i vetrini in alcol assoluto (4 cambi, 1 minuto ciascuno o 25
immersioni).

8.7.3.  Chiarificare con xilene (3 cambi, 1 minuto ciascuno o 25 immersioni).

8.7.4.  Applicare i coprioggetti con mezzo di montaggio permanente non acquoso

usando coprioggetti in vetro.

10.

11.

12

STABILITA

9.1.

9.2.

Se conservati alle temperature consigliate, i reagenti chiusi rimangono stabili fino alla
data di scadenza indicata sul flacone.

Una volta aperti, i reagenti sono stabili per novanta (90) giorni se conservati alle
temperature consigliate.

CONTROLLO DI QUALITA

10.1.

10.2.

10.4.

La variabilita dei risultati dipende spesso da una manipolazione dei campioni che si
discosta dalle procedure consigliate. Per ulteriori informazioni, consultare le linee
guida per il controllo di qualita nel Certification Program for Immunohistochemistry
del College of American Pathologists (CAP).

Per verificare la performance del saggio, deve essere incluso un controllo di tessuto
positivo in ogni procedura di colorazione. Se il controllo di tessuto positivo non
mostra una colorazione positiva, i risultati ottenuti per gli altri campioni sono da
considerarsi inattendibili 0 non validi.

Un controllo di tessuto negativo deve essere incluso in ogni fase di colorazione per
verificare la specificita dell'anticorpo primario e per fornire indicazioni sulla
colorazione di fondo. Se il controllo di tessuto negativo mostra una colorazione
specifica positiva, i risultati ottenuti per gli altri campioni sono da considerarsi
inattendibili o non validi.

Per valutare la colorazione di fondo aspecifica, si puo utilizzare anche un reagente di
controllo negativo aspecifico al posto dell'anticorpo primario.

INTERPRETAZIONE

Una colorazione marrone da moderata a intensa nei nuclei delle cellule indica la presenza
di induzione della fase S aberrante. Il tecnico di patologia deve valutare i vetrini colorati al
microscopio ottico. L'interpretazione dei risultati deve essere affidata ad un patologo e deve
avvenire tenendo presente i risultati di altri test diagnostici e 'anamnesi del paziente.

LIMITAZIONI

12.1.

12.2.

12.3.

12.4.

12.5.

La colorazione immunoistochimica richiede un corso di formazione specifico per la
selezione e |'applicazione dei reagenti.

Applicando 200 L di reagente per vetrino, si ha una quantita di reagente necessaria
per eseguire 25 test.

Alcune cellule normali possono assumere una colorazione positiva indicando
induzione della fase S aberrante.

Una colorazione ottimale del tessuto dipende dal fissaggio e dal trattamento del
campione.

Puo verificarsi una colorazione aspecifica o aumentata del colore di fondo in alcune
condizioni, tra cui, ma non solo, variazioni nella procedura, risciacquo inadeguato
durante le varie fasi del saggio e/o trattamento inadeguato del campione.

14 -
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RISOLUZIONE DEI PROBLEMI

Problema Possibile causa Rimedio
Non ha luogo alcuna L'ordine di Rivedere il protocollo di
colorazione dei vetrini di applicazione dei colorazione.

controllo positivo.

reagenti & scorretto.

Omissione di un
reagente.

Ripetere il protocollo di
colorazione.

Preparazione
inadeguata del DAB.

Preparare secondo le
specifiche del produttore e
ripetere il protocollo di
colorazione.

La colorazione dei vetrini
di controllo positivo &
molto debole.

Insufficiente
smascheramento
dell'antigene.

Controllare i tempi di
incubazione e la temperatura
del tampone di
smascheramento
dell'antigene/epitopo
(consultare |a sezione 8.2).

E stato utilizzato il
tampone sbagliato di
smascheramento
dell'antigene.

Rivedere il protocollo di
colorazione e preparare il
tampone attenendosi alle
istruzioni del produttore.

L'incubazione
dell'anticorpo primario
€ inadeguata.

Rivedere il protocollo di
colorazione e adattare
opportunamente i tempi di
incubazione.

L'anticorpo primario &
stato diluito.

Utilizzare I'anticorpo primario
attenendosi alle istruzioni del
produttore.

Eccessiva quantita di
tampone di lavaggio
residuo sul vetrino
prima dell'applicazione
del reagente

Ripetere il protocollo di
colorazione. Scuotere ed
eliminare il tampone di
lavaggio in eccesso.

successivo.
La colorazione di fondo & Il risciacquo tra le fasi Ripetere il protocollo di
eccessiva. del saggio & colorazione. Prevedere
inadeguato. ulteriori fasi di risciacquo con

tampone di lavaggio.

| tempi di incubazione
dei reagenti chiave
SONo eccessivi.

Rivedere il protocollo di
colorazione e adattare
opportunamente i tempi di
incubazione.

| vetrini si sono
essiccati durante le
fasi di incubazione o
risciacquo.

Ripetere il protocollo di
colorazione. Controllare la
camera umidificata.
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15. GLOSSARIO DEI SIMBOLI

Codice

L Codice lotto

L - ><pBE

Produttore

INFORMAZIONI TECNICHE
USA

Telephone: 1-877-822-7771

Fax: 1-336-290-8333

Europe

Telephone: +32 (0)53 720 673
Fax: +32 (0)53 720 678

sl

TriPath Imaging, Inc.
780 Plantation Drive

Burlington, NC 27215 USA

[EC|REP)

Benex Limited
Rineanna House
Shannon Free Zone
Shannon, County Clare
Ireland

Ce

Per uso diagnostico in vitro
Consultare le istruzioni per I'uso

Contiene 7 mL

Attenzione, consultare la documentazione allegata

Limiti di temperatura per la conservazione

Utilizzare entro AAAA-MM-GG o AAAA-MM

Sviluppato con tecnologia di Millennium Pharmaceuticals, Inc.

VN MILLENNIUM

A e MILLENNIUM' sono marchi di fabbrica di Millennium Pharmaceuticals, Inc.

Millennium Pharmaceuticals, Inc.

40 Landsdowne Street
Cambridge, MA 02139 USA
www.millennium.com

ProEx & un prodotto e marchio commerciale di TriPath Imaging, Inc.

-15-

©2011TriPath Imaging Inc. Tultti i diritti riservati.
779-06555-01 Rev G



ProEy ¢
ﬁmnt S-Phase induction Voor HISTOLOGIE
490502 \WARL

005-1000-40

g A el

REAGENSBESCHRIJVING
Ig-klasse 19G4
Immunogeen Recombinant Humaan MCM2 en TOP2A

1. BEOOGD GEBRUIK
Voor in-vitrodiagnostiek.

Voor gebruik met manuele kleuring of geautomatiseerde kleuring met behulp van de Dako
Envision®+ detectiechemie.

De ProEx™ C immunohistochemische test is bedoeld voor de kwalitatieve evaluatie van
afwijkende S-fase-inductie van in formaline gefixeerde en in paraffine ingebedde
weefselbiopsieén. De resultaten moeten door een bevoegde deskundige worden
geinterpreteerd, rekening houdend met de klinische anamnese van de patiént en andere
diagnostische tests.

2. SAMENVATTING EN UITLEG
Minichromosome maintenance (MCM) en topo-isomerase Il alfa (TOP2A) eiwitten spelen
een belangrijke regulerende rol bij eukaryotische DNA-replicatie. De HPV-oncoproteinen E6
en E7 bijvoorbeeld, slaan essentiéle controlepunten uit de celcyclus over, hetgeen
resulteert in een verlengde en afwijkende cyclus van de S-fase-inductie. Tijdens de
transcriptionele activering van de afwijkende celcyclus nemen de niveaus van MCM2- en
TOP2A-eiwitten in de prolifererende cellen toe.

Bij zowel MCM2- als TOP2A-eiwitten is overexpressie aangetoond in een aantal
verschillende dysplastische en maligne weefsels waaronder cervicale neoplasie. De
overexpressie van deze eiwitten in morfologisch abnormale cellen, zoals aangetoond door
een matig-tot-intens nucleair kleuringspatroon met behulp van immunohistochemische (IHC)
technieken, wijst op de aanwezigheid van afwijkende S-fase-inductie.

3. GELEVERD REAGENS
ProEx™ C-antilichaamreagens bevat muis-monoklonale anti-MCM2 en anti-TOP2A,
gezuiverd uit weefselcultuursupernatans en verdund in gebufferde zoutoplossing met
proteinestabilisatoren en 0,09% natriumazide.

4. PRINCIPES VAN DE PROCEDURE
In formaline gefixeerde en in paraffine ingebedde weefselmonsters worden geprepareerd,
op glazen objectglaasjes geplaatst en gedeparaffineerd. De geprepareerde monsters
worden voorbehandeld met een buffer om antigene gebieden bloot te stellen. Er worden
blokkeermiddelen toegevoegd om achtergrondkleuring veroorzaakt door endogene
peroxidase tot een minimum te beperken. Het monster wordt vervolgens geincubeerd met
het ProEx™ C-antilichaamreagens. Toevoeging van een aan enzym gekoppeld
chromogeensysteem resulteert in de vorming van een zichtbaar chromogeenproduct in de
antigeen-antilichaam bindende gebieden. Op het monster wordt vervolgens
achtergrondkleuring toegepast met hematoxyline en op het objectglaasje wordt een
dekglaasje geplaatst. De resultaten worden geinterpreteerd door een getraind deskundige
met behulp van een lichtmicroscoop.

ProEx™ C immunohistochemische test kan worden gebruikt voor zowel handmatige als
geautomatiseerde kleuring.

5. VEREISTE MAAR NIET BIUGELEVERDE MATERIALEN EN REAGENTIA (voor
handmatige procedure)

. EDTA 5X — Cat #CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ Kit — Cat # K4007 (Dako)

. Mayer’s hematoxyline — Cat # S3309 (Dako)

. Wasbuffer 10X — Cat # S3006 (Dako)

. Universele muis-negatieve controle — Cat # N1698 (Dako)
. Hogedrukpan

. Glazen objectglaasjes (SuperFrost® Plus of gelijkwaardig)
. Preparatiemedium (ShurMount® of gelijkwaardig)

. Pipetten en pipettips (voor volumeafgifte van 20 , 200 en 1000 )
. Timer (met mogelijkheid voor intervallen van 1-60 minuten)
. Gedemineraliseerd water

. Ethanol 95%, 100%

. Glazen dekglaasjes

. Markeerstift voor het laboratorium

. 10 L fles (Nalgene® of gelijkwaardig)

. Steriele wegwerpflessen

. Objectglaasjesdroger

. Obijectglaasjesrek met kleuringschaaltjes

. Xyleen of xyleenvervangers
. Lichtmicroscoop (10x, 20x (optioneel), 40x objectieven)
VOORZORGSMAATREGELEN

6.1. Voor in-vitrodiagnostiek.

6.2. Het reinigen van objectglaasjes met gebruik van xyleen moet gebeuren onder een
goedgekeurde afzuigkap voor giftige gassen.

6.3. DAB (3,3-diaminobenzidine) is geclassificeerd als vermoedelijk carcinogeen. Vermijd
lichamelijk contact en langdurige of herhaalde blootstelling. Gebruik onder een
goedgekeurde afzuigkap voor giftige gassen.

6.4. Het ProEx™ C-antilichaamreagens bevat natriumazide (NaNj;), een chemische stof
die in zuivere vorm uiterst giftig is. Hoewel natriumazide in productconcentraties niet
wordt geclassificeerd als gevaarlijk, kan het toch reageren met loden en koperen
leidingen, waarbij uiterst explosieve metaalaziden worden gevormd. Bij het afvoeren
spoelen met ruime hoeveelheden water om ophoping van metaalaziden in de
leidingen te voorkomen.

6.5. Monsters en alle aan monsters blootgestelde materialen dienen te worden behandeld
als potentiéle overdragers van infecties en met inachtneming van de juiste
voorzorgsmaatregelen te worden verwijderd. Reagentia nooit met de mond
pipetteren en contact van reagentia en monsters met de huid en slijmvliezen
vermijden. Indien reagentia in contact komen met gevoelige plekken op het lichaam,
dient u deze met een ruime hoeveelheid water te wassen.

6.6. Beperk microbiéle verontreiniging van reagentia tot een minimum om niet-specifieke
kleuring te vermijden.

6.7. Andere incubatietijden, -temperaturen of —methoden dan vermeld kunnen leiden tot
onjuiste resultaten.

6.8. Gebruik het ProEx™ C-antilichaamreagens niet na de uiterste gebruiksdatum zoals
die op de verpakking vermeld staat. Als reagentia bewaard worden onder andere
omstandigheden dan vermeld in de productbijsluiter, moeten de omstandigheden
door de gebruiker worden gecontroleerd.

6.9. Draag de juiste beschermende uitrusting om contact van reagentia met ogen en huid
te vermijden. Zie het veiligheidsinformatieblad voor verdere informatie.

INSTRUCTIES VOOR GEBRUIK
7.1. Voorbereiding van het monster
7.11.  Snijd coupes van 4 uit het weefselblokje en plaats de coupes op
SuperFrost® Plus glazen objectglaasjes.

7.1.2.  Voorzie de objectglaasjes van een etiket.
7.1.3. Laat de objectglaasjes gedurende 20 minuten drogen in een heteluchtoven.

7.2. Reagensvoorbereiding
7.21. 1Xwasbuffer, 10 L

7.2.1.1. Meng 9 liter gedemineraliseerd H,O met 1 liter 10X wasbuffer.
7.2.1.2. Sluit af en meng door een paar keer om te keren.

7.2.1.3. Voorzie de fles van een etiket met een gebruiksdatum van 5
dagen vanaf de bereidingsdatum.

7.2.1.4. Bewaar bij kamertemperatuur (20-25 °C).

7.22. 1X EDTA (dagelijks vers klaarmaken)
7.2.2.1. Voeg 40 ml 5X EDTA toe aan een schone beker van 250 ml.
7.2.2.2. Voeg 160 ml gedemineraliseerd H,O toe.
7.2.2.3. Meng door voorzichtig te roeren.

7.2.3.  Hematoxyline (dagelijks vers klaarmaken)
7.2.3.1. Vul een reageerbuisje van 25 ml met 20 ml gedestilleerd H,0.
7.2.3.2. Voeg 1 ml Mayer's hematoxyline toe.

7.2.3.3. Sluit het reageerbuisje af en meng door een paar keer om te
keren.
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8.

KLEURINGSPROTOCOL (hand of geat i d)
8.1. Opmerkingen kleuringsprocedure

8.1.1.  Dit protocol kan worden gebruikt voor handmatige kleuring of
geautomatiseerde kleuring met behulp van de Dako Envision®+
detectiechemie.

8.1.2. Alle reagentia dienen voorafgaand aan immunokleuring op
kamertemperatuur (2025 °C) te worden gebracht.

8.1.3.  Alle incubaties moeten bij kamertemperatuur worden uitgevoerd, tenzij
anders vermeld.

8.1.4. Laat de preparaten tijdens de kleuringsprocedure niet uitdrogen.
Uitgedroogde preparaten kunnen een verhoogde niet-specifieke kleuring
vertonen. Objectglaasjes dienen in een bevochtigingskamer te worden
geplaatst voor langdurige incubaties.

8.2. Epitoopversterking

8.2.1.  Deparaffineer de preparaten in xyleen, in 3 wisselbeurten (van elk vijf
minuten), gevolgd door 100% alcohol, in 3 wisselbeurten (van elk vijf
minuten).

8.2.2.  Rehydrateer de preparaten door ze te spoelen in gedemineraliseerd H,O.

8.2.3.  Dompel de objectglaasjes in bereide 1X EDTA-bufferoplossing en plaats de
houder in een hogedrukpan. Verhit de objectglaasjes in de hogedrukpan
gedurende 30 seconden.

8.2.4. Laat de objectglaasjes na het verstriken van de verhittingstijd nog
10 minuten in de buffer in de hogedrukpan afkoelen.

8.2.5.  Spoel de objectglaasjes af met gedemineraliseerd H,O en breng ze over
naar een schone Coplin jar met 1X wasbuffer.

8.3. Peroxidase blokkeerreagens

8.3.1.  Tik overmatige wasbuffer af.

8.3.2.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.3.3.  Gebruik 200 pl peroxidase blokkeerreagens om de weefselcoupe te
bedekken.

8.3.4.  Incubeer gedurende 5 minuten (+1 minuut).

8.3.5. Spoel de objectglaasjes in 1X wasbuffer, in 3 wisselbeurten van elk
2 minuten.

8.4. Primaire antilichaamreagens

8.4.1.  Tik overmatige wasbuffer af.

8.4.2. Laad de objectglaasjes in de voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.4.3.  Gebruik 200 pul ProEx™ C-antilichaamreagens om de weefselcoupe volledig
te bedekken.

8.4.4.  Incubeer gedurende 40 minuten bij kamertemperatuur (20-25 °C).

8.4.5.  Spoel elke objectglaasje afzonderlijk af met wasbuffer met behulp van een
wasfles (richt de stroom niet rechtstreeks op de weefselcoupe).

8.4.6.  Spoel de objectglaasjes in wasbuffer, in 3 wisselbeurten van elk 2 minuten.

8.5. Detectiechemie (met behulp van EnVision®+ reagentia)

8.5.1.  Tik overmatige wasbuffer af.

8.5.2.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.5.3.  Gebruik 200 ul HRP-polymeerreagens om de weefselcoupe volledig te
bedekken.

8.5.4.  Incubeer gedurende 30 minuten (+1 minuut).

8.5.5.  Spoel de objectglaasjes in wasbuffer, in 3 wisselbeurten van elk 2 minuten.

8.5.6.  Tik overmatige buffer af.

8.5.7.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met
met water bevochtigde keukenrol of gaas).

8.5.8.  Gebruik 200 pl DAB-werkoplossingsreagens om de weefselcoupe te
bedekken.

8.5.9.  Incubeer gedurende 5 minuten (+ 1 minuut).

8.5.10. Spoel de objectglaasjes in stromend gedistilleerd H,O gedurende 5
minuten.

8.5.11. Spoel de objectglaasjes 1 maal in wasbuffer gedurende 2 minuten.

8.6. Achtergrondkleuring

8.6.1.  Laad de objectglaasjes in een voorbereide bevochtigingskamer (gevuld met

met water bevochtigde keukenrol of gaas).

10.

11.

12

8.7.

8.6.2.  Gebruik 200 ul hematoxyline achtergrondkleuring om de weefselcoupe

volledig te bedekken.

8.6.3.  Incubeer gedurende 5 minuten (+10 seconden).

8.6.4.  Spoel de objectglaasjes gedurende 3 minuten af in stromend H,O.

Preparatie
8.7.1.  Dompel de objectglaasjes onder in 95% ethanol, gedurende 1 minuut of 25
onderdompelingen.

8.7.2.  Dompel de objectglaasjes onder in absolute alcohol, in 4 wisselbeurten van

elk 1 minuut of 25 onderdompelingen.

8.7.3. Reinig met xyleen, in 3 wisselbeurten van elk 1 minuut of 25

onderdompelingen.

8.7.4. Bedek de objectglaasjes met glazen dekglaasjes met een niet-waterig,

permanent preparatiemedium.

STABILITEIT

9.1.

9.2,

Ongeopende reagentiaflacons zijn stabiel tot de op de flacon vermelde uiterste
gebruiksdatum, mits bewaard bij de aanbevolen temperaturen.

Na opening zijn de reagentia stabiel gedurende negentig (90) dagen, mits bewaard
bij de aanbevolen temperaturen.

KWALITEITSCONTROLE

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Variabiliteit in de resultaten is vaak te wijten aan verschillen in monsterbehandeling,
die afwikt van de aanbevolen testprocedures. Raadpleeg de richtliinen voor
kwaliteitscontrole van het College of American Pathologists (CAP) Certification
Program for Immunohistochemistry voor aanvullende informatie.

Gebruik met elke kleuringsrun een positieve weefselcontrole om de werking van het
assay te controleren. Als de positieve weefselcontrole geen positieve kleuring
vertoont, moeten de resultaten met de andere testmonsters als verdacht of ongeldig
worden beschouwd.

Gebruik met elke kleuringsrun een negatief controleweefsel om de specificiteit van de
primaire antistof te controleren en een indicatie van specifieke achtergrondkleuring te
krijgen. Als de negatieve weefselcontrole een positieve specifieke kleuring vertoont,
moeten de resultaten met de andere testmonsters als verdacht of ongeldig worden
beschouwd.

Voor de evaluatie van niet-specifieke of achtergrondkleuring kan in plaats van de
primaire antistof ook een niet-specifiek negatieve controlereagens worden gebruikt.

INTERPRETATIE

Matig-tot-intens bruine kleuring in de celkernen wijst op de aanwezigheid van afwijkende S-
fase-inductie. De gekleurde objectglaasjes dienen door een patholoog te worden
beoordeeld met behulp van een lichtmicroscoop. De resultaten moeten door een bevoegde
deskundige worden geinterpreteerd, rekening houdend met de klinische anamnese van de
patiént en andere diagnostische tests.

BEPERKINGEN

12.1.

12.2.

12.3.

12.4.

12.5.

Immunohistochemische kleuring vereist speciale training voor de selectie en
toepassing van reagentia.

Met dit reagens kunnen 25 tests worden uitgevoerd op basis van 200 pl reagens per
objectglaasje.

Sommige normale cellen kunnen positief kleuren voor afwijkende S-fase-inductie.
Optimale weefselkleuring is afhankelijk van de fixatie en verwerking van het monster.

Niet-specifieke of toegenomen achtergrondkleuring kan zich voordoen als gevolg
van, maar niet beperkt tot, variaties in de procedure, inadequate spoeling tussen
assaystappen en/of niet correct verwerkte monsters.
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13.

PROBLEEMOPLOSSING

Probleem

Mogelijke
oorzaak

Actie

Geen kleuring op objectglaasjes
positieve controle

Reagentia niet in
de juiste
volgorde
gebruikt.

Bekijk kleuringsprotocol
opnieuw.

Weglaten van
een reagens.

Herhaal
kleuringsprotocol.

Incorrecte
bereiding DAB.

Bereid conform de
specificaties van de
fabrikant en herhaal het

kleuringsprotocol.
Zwakke kleuring op objectglaasjes Onvoldoende Controleer
positieve controle antigeenversterki | incubatietijden en
ng. temperatuur
antigeen/epitoopverster
kingsbuffer (zie
paragraaf 8.2).
Verkeerde Bekijk kleuringsprotocol
antigeenversterki | opnieuw en bereid
ngsbuffer buffer conform de
gebruikt. richtlijnen van de

fabrikant.

Ontoereikende
incubatie
primaire antistof.

Bekijk kleuringsprotocol
opnieuw en pas
incubatietijden aan.

Primaire antistof

Gebruik primaire

is verdund. antistof conform de
richtlijnen van de
fabrikant.

Er blijft Herhaal

overmatige kleuringsprotocol. Tik

wasbuffer achter
op objectglaasje
voor gebruik

en veeg overmatige
wasbuffer af.

volgende
reagens.
Overmatige achtergrondkleuring Inadequate Herhaal

spoeling tussen kleuringsprotocol. Voeg

assaystappen. extra spoelstappen toe
om wasbuffer af te
spoelen.

Te lange Bekijk kleuringsprotocol

incubatietijden opnieuw en pas

met incubatietijden aan.

hoofdreagentia.

Objectglaasjes
drogen uit tijdens
assay-incubatie
of spoelstappen.

Herhaal
kleuringsprotocol.
Controleer
bevochtigingskamer.
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REAGENSBESKRIVELSE
Ig-klasse 19G4
Immunogen Rekombinant humant MCM2 og TOP2A

1. ANVENDELSE
Til in vitro-diagnostisk brug.

Til brug til manuel farvning eller automatisk farvning vha. Dako Envision®+ detektionskemi.

ProEx™ C-immunhistokemisk test er beregnet til kvalitativ evaluering af afvigende S-
faseinduktion i formalinfikserede, paraffinindstebte vaevsbiopsier. Fortolkning af resultaterne
skal foretages af en faguddannet person under hensyn til patientens kliniske historie samt
andre diagnostiske prover.

2. RESUME OG FORKLARING
Minikromosomvedligeholdelse (MCM) og topoisomerase Il alpha (TOP2A)-proteiner spiller
en vigtig regulerende rolle ved eukaryotisk DNA-replikation. Eksempelvis resulterer HPV
oncoprotein E6- og E7-bypass af kritiske cellecyklus-testpunkter i en forlaenget og afvigende
S-faseinduktionscyklus. Under den transkriptionale aktivering af den afvigende cellecyklus
oges niveauerne af MCM2- og TOP2A-proteiner i de prolifererende celler.

Bade MCM2- og TOP2A-proteinerne har vist sig at veere overudtrykte i et antal forskellige
dysplastiske og maligne veevspraver, herunder cervical neoplasi"s. Overudtrykket af disse
proteiner i morfologisk abnorme celler, der udtrykkes som et moderat-til-intens nuklezert
farvningsmenster ved brug af immunhistokemiske (IHC) teknikker, indikerer
tilstedeveerelsen af afvigende S-faseinduktion.

3. MEDFOLGENDE REAGENS
ProEx™ C antistofreagens indeholder monoklonalt anti-MCM2 og anti-TOP2A fra mus,
oprenset fra veevskultursupernatant og fortyndet i en bufferet saltvandsoplesning, som
indeholder proteinstabilisatorer og 0,09% natriumazid.

4. PROCEDUREPRINCIPPER

Formalinfikserede, paraffinindstebte vaevspraver skeeres i snit, deponeres pa objektglas og
afparaffineres. Prgvesnit er forbehandlede med en buffer, der eksponerer antigene steder.
Der er tilsat blokeringsstoffer for at minimere baggrundsfarvning, der skyldes endogen
peroxidase. Prgven inkuberes derefter med ProEx™ C-antistofreagens. Tilfgjelsen af et
enzym-keedet antistofkromogensystem resulterer i dannelsen af et synligt kromogent
produkt, lokaliseret ved antigen-antistoffets bindingssteder. Praven kontrastfarves derefter
med haematoxylin, og der seettes daekglas pa. Resultaterne skal fortolkes af en faguddannet
person ved hjeelp af lysmikroskop.

ProEx™ C immunhistokemisk test er egnet til bAde manuel og automatisk farvning.

5. NODVENDIGE, IKKE MEDFGLGENDE MATERIALER OG REAGENSER (til manuelle
procedurer)

. EDTA 5X — Kat. nr. CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ saet — Kat. nr. K4007 (Dako)

. Mayer’s Hematoxylin — Kat. nr. S3309 (Dako)

. Wash Buffer 10X — Kat. nr. S3006 (Dako)

. Universal Mouse Negative Control — Kat. nr. N1698 (Dako)
. Trykkoger

. Objektglas (SuperFrost® Plus eller tilsvarende)

. Monteringsmedie (ShurMount ® eller tilsvarende)

. Pipetter og pipettespidser (som kan levere volumenmaengder p& 20uL, 200uL og
1000pL)

. Minutur (skal kunne indstilles til intervaller pa 1-60 minutter)

. Demineraliseret vand

. Ethanol 95%, 100%

. Daekglas

. Laboratorie-maerkepen

. 10 | glasballon (Nalgene® eller tilsvarende)
. Sterile engangsflasker

. Tarrerack til objektglas
. Objektglasrack med farvningsskiver
. Xylen eller xylenerstatninger

. Lysmikroskop (10x, 20x [valgfrit], 40x objektiver)

FORSIGTIGHEDSREGLER
6.1.  Til in vitro-diagnostisk brug

6.2. Objektglasrensetrin, der kraever xylen, skal udfgres i et certificeret stinkskab.

6.3. DAB (3,3-diaminobenzidin) er klassificeret som et muligt kreeftfremkaldende stof.
Undga fysisk kontakt og leengerevarende eller gentagen eksponering af stoffet.
Anvend det i et certificeret stinkskab.

6.4. ProEx™ C antistofreagenset indeholder natriumazid (NaNj), et kemikalie, der er
meget giftigt i ren form. Selvom koncentrationen i produktet ikke er klassificeret som
farlig, kan natriumazid reagere med bly og kobber og danne meget eksplosive
ophobninger af metalazider. Efter bortskaffelse skylles med rigelige meengder vand
for at hindre ophobning af metalazid i aflab.

6.5. Prover og alle materialer, der kommer i kontakt med prover, skal behandles som
potentielt smittefarlige og bortskaffes i overensstemmelse med passende
forholdsregler. Brug aldrig mundpipette, og undga, at hud og slimhinder kommer i
kontakt med reagenser og praeparater. Hvis reagenser kommer i kontakt med
folsomme omrader, skal de afvaskes med rigelige maengder vand.

6.6. Minimér mikrobiel kontaminering af reagenser for at undga non-specifik farvning.

6.7. Andre inkubationstider, -temperaturer eller -metoder end de angivne kan medfare
fejlagtige resultater.

6.8. Anvend ikke ProEx™ C-antistofreagenset efter den udlgbsdato, der er trykt pa
emballagen. Brugeren skal validere forholdene, hvis reagenser opbevares under
andre forhold end dem, der er angivet i pakningsindlaegget.

6.9. Brug egnet personligt beskyttelsesudstyr for at undga kontakt med gjne og hud. Se
materialesikkerhedsdatabladet (MSDS) vedr. yderligere oplysninger.

BRUGSANVISNING
7.1. Proveforberedelse
7.1.1.  Skaer snit pa 4 um af vaevsblokken, og placér snittene pa SuperFrost® Plus-
objektglas.

7.1.2.  Meerk objektglassene.
7.1.3. Bag glassene i en ovn med varmluft i 20 minutter.

7.2. Reagensforberedelse
7.2.1. 1X vaskebuffer, 10 |

7.2.1.1. Bland 9 liter demineraliseret HoO med 1 liter 10X vaskebuffer.
7.2.1.2. Paseet heette, og bland ved at vende ballonen flere gange.
7.2.1.3. Meerk med en udlgbsdato, der er 5 dage efter blandingsdatoen.
7.2.1.4. Opbevar ved rumtemperatur (20-25 °C).
7.22. 1X EDTA (forberedes frisk hver dag)
7.2.2.1. Tilszet 40 ml 5X EDTA til et rent 250 ml-baeger.
7.2.2.2. Tilseet 160 ml demineraliseret H,0.
7.2.2.3. Bland ved forsigtig omraring.
7.2.3.  Heematoxylin (forberedes frisk hver dag)
7.2.3.1. Tilseet 20 ml destilleret H,O til et 25 ml testglas.
7.2.3.2. Tilszet 1 ml Mayers haematoxylin.
7.2.3.3. Paseet heette, og bland ved at vende testglasset flere gange.

FARVNINGSPROTOKOL (manuel eller automatisk)
8.1. Noter om farvningsproceduren
8.1.1.  Denne protokol kan anvendes til manuel farvning eller automatisk farvning
vha. Dako Envision®+ detektionskemi.

8.1.2. Alle reagenser skal have opndet stuetemperatur (20-25°C), inden
immunfarvning foretages.

8.1.3.  Alle inkubationer skal udferes ved stuetemperatur, medmindre andet er
angivet.

8.1.4. Lad ikke objekiglassene torre ud under farvningsproceduren. Udterrede
prever kan udvise foreget uspecifik farvning. Objektglas skal anbringes i et
fugtkammer ved leengerevarende inkubationer.
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8.2,

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

Epitop-retrieval

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

Afparaffinér objektglassene i 3 hold xylen (fem minutter hver gang)
efterfulgt af 3 hold 100% alkohol (fem minutter hver gang).

Genhydrér objektglassene ved at skylle med demineraliseret H,O.

Nedsaenk objektglassene i forberedt 1X EDTA bufferoplasning, og placér
beholderen i en trykkoger. Opvarm objektglassene i trykkogeren i 30
sekunder.

Nar opvarmningen er feerdig, skal objektglassene forblive i trykkogeren og
kole ned i 10 minutter.

Skyl objektglassene med demineraliseret H,O, og lzeg dem i en ren Coplin-
skal, der indeholder 1X vaskebuffer.

Peroxidaseblokeringsreagens

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

8.3.4.

8.3.5.

Bank overskydende vaskebuffer af.

Placér objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandkleeder eller gaze).

Tilseet 200 pl-peroxidaseblokeringsreagens, sa det daekker vaevssnittet.
Inkubér i 5 minutter (+1 minut).

Skyl objektglassene i 1X vaskebuffer, 3 hold, 2 minutter i hvert hold.

Primeer antistofreagens

8.4.1.

8.4.2.

8.4.3.

8.4.4.

8.4.5.

8.4.6.

Bank overskydende vaskebuffer af.

Placér objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandklaeder eller gaze).

Tilseet 200 ul ProEx™ C-antistofreagens, sa det fuldsteendigt deekker
veevssnittet.

Inkubér i 40 minutter ved rumtemperatur (20-25°C).

Skyl hver enkelt objektglas individuelt med vaskebuffer vha. en vaskeflaske
(ret ikke flowet direkte mod veevssnittet).

Skyl objektglassene i 1X vaskebuffer, 3 hold, 2 minutter i hvert hold.

Detektionskemi (vha. EnVision®+ reagenser)

8.5.1.

8.5.2.

8.5.3.

8.5.4.

8.5.5.

8.5.6.

8.5.7.

8.5.8.

8.5.9.

8.5.10.

8.5.11.

Bank overskydende vaskebuffer af.

Placér objekiglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandkleeder eller gaze).

Tilseet 200 pl polymerreagens, sa det deekker vaevssnittet.

Inkubér i 30 minutter (+1 minut).

Skyl objektglassene i 1X vaskebuffer, 3 hold, 2 minutter i hvert hold.
Bank overskydende buffer af.

Placér objekiglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandkleeder eller gaze).

Tilseet 200 pl DAB-arbejdsoplosningsreagens, sa vaevssnittet er deekket.
Inkubér i 5 minutter (+1 minut).
Skyl objektglassene i rindende destilleret H,O i 5 minutter.

Skyl objektglassene i vaskebuffer, 1 hold, i 2 minutter.

Kontrastfarvning

8.6.1.  Placér objektglassene i et forberedt fugtkammer (fyldt med vandfugtede
papirhandkleeder eller gaze).

8.6.2.  Tilseet 200 ul haematoxylinkontrastfarvning, sa det daekker vaevssnittet
fuldsteendigt.

8.6.3.  Inkubéri5 minutter (+10 sekunder).

8.6.4.  Skyl objektglassene i 3 minutter i rindende H,0.

Montering

8.7.1.  Nedszenk objekiglassene i 95% ethanol i 1 minut eller 25 dyp.

8.7.2.  Nedseenk objektglassene i ren alkohol, 4 hold, 1 minut hver eller 25 dyp.

8.7.3. Rens med xylen, 3 hold, 1 minut hver eller 25 dyp.

8.7.4. Dk objektglassene med ikke-vandholdig, permanent monteringsmedie

ved hjeelp af deekglas.

10.

11.

12

13.

HOLDBARHED

9.1.

9.2.

Ved opbevaring ved anbefalede temperaturer er udbnede reagensheetteglas
holdbare, indtil den udlgbsdato, der er angivet pa haetteglasset.

Efter abning er reagenserne holdbare i halvfems (90) dage, hvis de opbevares ved
de anbefalede temperaturer.

KVALITETSKONTROL

10.1.

10.2.

10.4.

Varians i resultater skyldes ofte forskelle i provehandteringen, som afviger fra de
anbefalede testprocedurer. Se retningslinjerne for kvalitetskontrol fra College of
American Pathologists (CAP) Certification Program for Immunohistochemistry for at
fa yderligere oplysninger.

Der bor udferes en positiv veevskontrol ved hver farvningskersel for at verificere
analysens effektivitet. Hvis den positive vaevskontrol ikke udviser positiv farvning,
skal resultaterne med de gvrige praver betragtes som mistaenkelige eller ugyldige.

. Der bor udfgres en negativ veevskontrol ved hver farvningskersel for at verificere det

primeere antistofs specificitet samt for at give en indikation af baggrundsfarvningen.
Hvis den negative vaevskontrol udviser positiv specifik farvning, ber resultaterne med
de avrige prover betragtes som veerende misteenkelige eller ugyldige.

Der kan ogsa anvendes en uspecifik negativ kontrolreagens i stedet for det primaere
antistof til evaluering af uspecifik farvning eller baggrundsfarvning.

FORTOLKNING

Moderat-til-intens brunfarvning i cellekernerne indikerer tilstedevaerelse af afvigende
S-faseinduktion. De farvede objektglas ber evalueres af en patolog vha. et lysmikroskop.
Fortolkning af resultaterne skal foretages af en faguddannet person under hensyn til
patientens kliniske historie samt andre diagnostiske prover.

BEGRANSNINGER

12.1. Immunhistokemisk farvning kraever specialuddannelse i udveelgelse og anvendelse
af reagenser.

12.2. Dette reagens kan anvendes til 25 test, forudsat at der anvendes 200 ul reagens pr.
objektglas.

12.3. Visse normale celler kan blive farvet positive for afvigende S-faseinduktion.

12.4. Optimal vaevsfarvning afhaenger af fiksering og behandling af praven.

12.5. Der kan forekomme uspecifik eller gget baggrundsfarvning pa grund af, men ikke
begraenset til, procedureafvigelser, utilstraekkelig rensning mellem analysetrin og/eller
utilstraekkeligt behandlede prover.

FEJLFINDING

Problem Mulige arsager Afhjeelpning

Ingen farvning pa positive Reagens anvendt i Gennemga

kontrolglas forkert reekkefolge. farvningsprotokollen.
Udeladelse af et Gentag farvningsprotokollen.
reagens.
Forkert forberedelse af Forbered i henhold til
DAB. producentens specifikationer,

og gentag
farvningsprotokollen.

Svag farvning pa positive
kontrolobjektglas

Utilstraekkelig antigen-
retrieval.

Kontrollér inkubationstider og
temperatur for antigen-
/epitop-retrievalbuffer (se
afsnit 8.2).

Gennemga
farvningsprotokollen, og
forbered buffer i henhold til
producentens anvisninger.
Gennemga
farvningsprotokollen, og
justér inkubationstiderne i
henhold til protokollen.
Anvend primaert antistof i

Forkert antigen-
retrievalbuffer er
anvendt.

Utilstraekkelig
inkubation af primaert
antistof.

Primaeert antistof er

blevet fortyndet. overensstemmelse med
producentens anvisninger.
For megen Gentag farvningsprotokollen.

vaskebuffer resterer
pa objektglasset inden
péfering af det naeste
reagens.

Bank og ter overskydende
vaskebuffer af.

Kraftig baggrundsfarvning

Utilstreekkelig rensning
mellem analysetrin.

Gentag farvningsprotokollen.
Tilfej yderligere skylletrin
med vaskebuffer.
Gennemga
farvningsprotokollen, og
justér inkubationstiderne i
henhold til protokollen.
Gentag farvningsprotokollen.
Kontrollér fugtkammeret.

Lange inkubationstider
med noglereagenser.

Objektglas tarrer ud
under
analyseinkubation eller
skylletrin.
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DESCRICAO DO REAGENTE
Classe Ig 19G4
Imunogénio Recombinante Humano MCM2 e TOP2A

1. FINALIDADE
Para utilizacdo em diagnéstico in vitro.

Para utilizagdo com a coloragdo manual ou a coloragdo automatica utilizando o kit de
detecgao quimica Dako Envision®+.

A Andlise imuno-histoquimica ProEx™ C destina-se a ser utilizada para uma avaliacao
qualitativa da indugdo aberrante de uma fase S em biopsias de secgdes de tecido fixado
em formol e impregnado em parafina. A interpretacéo dos resultados tem de ser efectuada
por um profissional qualificado, dentro do contexto do historial do doente e através de
outros testes de diagnéstico.

2. RESUMO E EXPLICAGCAO
A proteina de manutengao de minicromossomas (MCM) e a proteina alfa topoisomerase |l
(TOP2A) desempenham um importante papel regulador na replicagdo de ADN eucariético.
Por exemplo, o desvio das oncoproteinas E6 e E7 HPV dos pontos de verificagdo critica do
ciclo celular, que resulta num ciclo de indugdo de uma fase S prolongado e aberrante.
Durante a activagdo da transcrigao do ciclo celular aberrante, os niveis de proteinas MCM2
e TOP2A aumentam nas células proliferativas.

Demonstrou-se que tanto a proteina MCM2 como a TOP2A apresentam uma
sobreexpressdo em diversos tecidos malignos e displasicos diferentes, incluindo em
neoplasias cervicais'®. A sobreexpressdo destas proteinas em células morfologicamente
anémalas, conforme demonstrado por um padréo de coloragdo nuclear moderado a intenso
utilizando técnicas de imuno-histoquimica (IHC), é indicadora da presenga de indugéo
aberrante de uma fase S.

3. REAGENTES FORNECIDOS
O Reagente de Anticorpo ProEx™ C contém anti-MCM2 monoclonal de ratinho e anti-
TOP2A purificado de sobrenadante de cultura de tecidos e foi diluido numa solugéo salina
de tampao, que contém estabilizadores de proteinas e 0,09% de azida de sédio.

4. PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

As amostras de tecido fixadas em formol e impregnadas em parafina sdo seccionadas,
depositadas em laminas de vidro e desparafinizadas. As amostras seccionadas sdo pré-
tratadas com um tamp&o para expor os locais antigénicos. Sao adicionados bloqueadores
para minimizar a coloragdo de fundo causada por peroxidase endégena. A amostra é, em
seguida, incubada com Reagente de Anticorpo ProEx™ C. A adigdo de um sistema de
cromogénio de anticorpos ligados a enzima resulta na formagdo de um produto
cromogénico visivel localizado nos locais de ligagdo do antigénio-anticorpo. A amostra é,
em seguida, sujeita a contrastagdo com hematoxilina e a lamina é protegida com uma
lamela. Os resultados sdo interpretados por um profissional qualificado utilizando um
microscopio 6ptico.

A Andlise imuno-histoquimica ProEx™ C é aplicavel tanto para a coloragdo manual como
para a automatica.

5. MATERIAIS E REAGENTES NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS (para
Procedimento Manual)

. EDTA 5X — Cat #CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ Kit — Cat # K4007 (Dako)

. Mayer’s Hematoxylin — Cat # S3309 (Dako)

. Wash Buffer 10X — Cat # S3006 (Dako)

. Universal Mouse Negative Control — Cat # N1698 (Dako)

. Panela de pressdo

. Laminas de vidro (SuperFrost® Plus ou equivalente)

. Meio de montagem (ShurMount® ou equivalente)

. Pipetas e pontas de pipeta (com capacidade para administrar volumes de 20pL,
200pL e 1000uL)

. Cronémetro (com intervalos de 1 a 60 minutos)

. Agua desionizada

. Etanol 95%, 100%

. Lamelas de vidro

. Marcador de laboratério

. Garrafao de 10L (Nalgene® ou equivalente)
. Frascos descartaveis esterilizados

. Secador de laminas

. Suporte de laminas com placas de coloragéo

. Xilol ou substitutos de xilol

. Microscépio éptico (objectivas de 10x, 20x [opcional], 40x )
PRECAUGOES

6.1. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

6.2. Os passos de limpeza das laminas que requerem xilol tém de ser efectuados numa
campanula de fumos quimicos certificada.

6.3. A DAB (3,3-diaminobenzidina) é classificada como um suposto carcinogénico. Evitar
o contacto fisico e exposicdo repetida ou prolongada & mesma. Utilizad-la numa
campanula de fumos quimicos certificada.

6.4. O Reagente de Anticorpo ProEx™ C contém azida de sédio (NaN3), um produto
quimico altamente téxico na forma pura. Em situagdes de concentragao do produto,
embora ndo sendo classificada como perigosa, a azida de sédio pode reagir com as
canalizagdes de chumbo e de cobre, formando acumulagdes de azidas metélicas
altamente explosivas. Ao eliminar o produto, adicionar &gua abundante para evitar a
acumulagdo de azidas metdlicas na canalizagéo.

6.5. As amostras e todos os materiais expostos as amostras deverdo ser manuseados
como materiais passiveis de transmitir infeccdo e devem ser eliminados com as
devidas precaugdes. Nunca pipetar os reagentes com a boca e evitar o contacto da
pele e membranas mucosas com os reagentes e as amostras. Se os reagentes
entrarem em contacto com areas sensiveis, lavar com dgua abundante.

6.6. Minimizar a contaminagdo microbiana dos reagentes para evitar uma coloragdo nao
especifica.

6.7. Os tempos e as temperaturas de incubagdo ou métodos diferentes dos especificados
podem originar resultados erréneos.

6.8. Nao utilizar o Reagente de Anticorpo ProEx™ C apds o fim do prazo de validade
impresso na embalagem. O utilizador devera validar as condicdes, caso os
reagentes sejam conservados noutras condigdes que nao as especificadas no
folheto informativo incluido na embalagem.

6.9. Usar equipamento de proteccdo pessoal adequado para evitar o contacto do
reagente com a pele e os olhos. Consultar a Ficha de Dados de Seguranga do
Material (MSDS) para obter informagdes adicionais.

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
7.1. Preparacao das amostras
7.1.1.  Cortar secgdes com 4 um do bloco de tecido e coloca-las em laminas de
vidro SuperFrost® Plus.

7.1.2.  Rotular as laminas com etiquetas.
7.1.3.  Aquecer as laminas numa estufa de ar forgado durante 20 minutos.

7.2. Preparacao dos reagentes
7.2.1. Tampao de lavagem 1X, 10L

7.21.1. Misturar 9 litros de H,O desionizada com 1 litro de 10X Wash
Buffer.

7.2.1.2. Fechar atampa e misturar, invertendo diversas vezes.

7.2.1.3. Rotular com uma etiqueta indicando um prazo de validade de 5
dias a contar da data de preparagéo.

7.2.1.4. Conservar a temperatura ambiente (entre 20 e 25 °C).

7.2.2. EDTA 1X (preparar uma nova solugéo diariamente)
7.2.2.1. Adicionar 40 mL de EDTA 5X a uma proveta de 250 mL limpa.
7.2.2.2. Adicionar 160 mL de H,O desionizada.
7.2.2.3. Misturar, mexendo suavemente.

7.2.3.  Hematoxilina (preparar uma nova solugéo diariamente)
7.2.3.1. Adicionar 20 mL de H,O destilada a um tubo de ensaio de 25 mL.
7.2.3.2. Adicionar 1 mL de Mayer’s Hematoxylin.

7.2.3.3. Fechar a tampa do tubo de ensaio e misturar, invertendo diversas
vezes.
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8.

PROTOCOLO DE COLORAGAO (Manual ou Automatico)

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Notas ao procedimento de coloragdo
8.1.1.  Este protocolo pode ser utilizado com a coloragdo manual ou a coloragao
automatica utilizando o kit de detecgao quimica Dako Envision®+.

8.1.2.  Antes da imunocoloragdo, todos os reagentes devem estar a temperatura
ambiente (entre 20 e 25 °C).

8.1.3.  Todas as incubagdes devem ser efectuadas a temperatura ambiente, salvo
indicagdo em contrario.

8.1.4. Durante o procedimento de coloragdo, ndo permitir a secagem das
laminas. As preparagdes secas poderdo apresentar um aumento da
coloragé@o nao especifica. As laminas devem ser colocadas numa camara
humida para incubagdes prolongadas.

Recuperacao do epitopo
8.2.1.  Desparafinizar as laminas em 3 banhos de xilol (cinco minutos cada),
seguidas de 3 banhos de alcool a 100% (cinco minutos cada).

8.2.2.  Rehidratar as laminas, lavando-as em H,O desionizada.

8.2.3. Mergulhar as laminas numa solugdo tampdo de EDTA 1X e colocar o
recipiente numa panela de pressdo. Aquecer as laminas na panela de
pressao durante 30 segundos.

8.2.4. Quando o ponto da duragdo de aquecimento estiver concluido, deixar as
laminas permanecerem na solugdo tampdo na panela de pressdo a
arrefecerem durante 10 minutos.

8.2.5. Lavar as laminas com H,O desionizada e transferir para um frasco Coplin
limpo que contenha Tampao de lavagem 1X.

Reagente de bloqueio de peroxidase
8.3.1.  Remover o tampé&o de lavagem em excesso com pequenas pancadas.

8.3.2.  Colocar as laminas numa camara himida preparada (cheia de gazes ou
folhas de papel absorvente embebidas em agua).

8.3.3.  Aplicar 200uL de Peroxidase Block Reagent de modo a cobrir a secgédo de
tecido.

8.3.4.  Incubar durante 5 minutos (+1 minuto).
8.3.5.  Lavar as laminas num Tampé&o de lavagem 1X, 3 banhos, 2 minutos cada.

Reagente de anticorpo primario
8.4.1.  Remover o tamp&o de lavagem em excesso com pequenas pancadas.

8.4.2.  Colocar as laminas na camara himida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.4.3.  Aplicar 200uL de Reagente de Anticorpo ProEx™ C de modo a cobrir
totalmente a secgéo de tecido.

8.4.4.  Incubar durante 40 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

8.4.5. Lavar cada lamina individualmente com Tampao de lavagem utilizando um
frasco de lavagem (n&o incidir o fluxo directamente sobre a secgdo de
tecido).

8.4.6. Lavar as laminas num Tampé&o de lavagem, 3 banhos, 2 minutos cada.

Quimica de detecgo (utilizando os Reagentes EnVision®+)
8.5.1.  Remover o tampé&o de lavagem em excesso com pequenas pancadas.

8.5.2.  Colocar as laminas na cadmara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.5.3.  Aplicar 200uL de reagente HRP-Polymer de modo a cobrir totalmente a
seccdo de tecido.

8.5.4.  Incubar durante 30 minutos (+1 minuto).
8.5.5.  Lavar as laminas num Tamp&o de lavagem, 3 banhos, 2 minutos cada.
8.5.6. Remover o tampdo em excesso com pequenas pancadas.

8.5.7.  Colocar as laminas na camara huimida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.5.8.  Aplicar 200uL de reagente da solugdo de trabalho de DAB de modo a
cobrir a secgao de tecido.

8.5.9.  Incubar durante 5 minutos (+1 minuto).
8.5.10. Lavar as laminas com H,O destilada corrente durante 5 minutos.

8.5.11. Lavar as laminas com um Tampao de lavagem, 1 banho durante 2 minutos.

Contrastante

10.

11.

12

8.6.1.  Colocar as laminas na cadmara humida preparada (cheia de gazes ou folhas
de papel absorvente embebidas em agua).

8.6.2.  Aplicar 200uL de contrastante de Hematoxilina de modo a cobrir totalmente
a seccao de tecido.

8.6.3.  Incubar durante 5 minutos (+10 segundos).
8.6.4. Lavar as laminas com H,O corrente durante 3 minutos.

8.7. Montagem
8.7.1.  Imergir as laminas em etanol a 95%, durante 1 minuto ou 25 vezes.

8.7.2.  Imergir as laminas em &lcool absoluto, 4 banhos, 1 minuto cada ou 25
vezes.

8.7.3.  Limpar com xilol, 3 banhos, 1 minuto cada ou 25 imersdes.

8.7.4.  Cobrir com meios de montagem permanentes ndo aquosos, utilizando
lamelas de vidro.

ESTABILIDADE
9.1. Quando conservados as temperaturas recomendadas, os frascos fechados de
reagente permanecem estaveis até a data indicada no frasco.

9.2. Uma vez aberto o frasco, os reagentes permanecem estaveis durante noventa (90)
dias quando conservados as temperaturas recomendadas.

CONTROLO DE QUALIDADE

10.1. A variabilidade nos resultados deriva frequentemente de diferengas no
manuseamento das amostras, que se desviam dos procedimentos de teste
recomendados. Consultar as directrizes de controlo de qualidade do College of
American Pathologists (CAP) Certification Program for Immunohistochemistry para
obter mais informagodes.

10.2. Em cada processo de coloragéo efectuado deverd ser incluido um controlo tecidular
positivo para confirmar o desempenho do ensaio. Se o controlo tecidular positivo ndo
apresentar uma coloragdo positiva, os resultados das outras amostras de teste
deverdo ser considerados suspeitos ou invalidos.

10.3. Em cada processo de coloragédo efectuado devera ser incluido um controlo tecidular
negativo para confirmar a especificidade do anticorpo primario e fornecer uma
indicacdo da coloracdo de fundo. Se o controlo tecidular negativo apresentar
coloragéo positiva especifica, os resultados das outras amostras de teste deverdo
ser considerados suspeitos ou invalidos.

10.4. Pode também ser utilizado um reagente de controlo negativo ndo especifico em vez
do anticorpo primario para avaliar a coloragéo de fundo ou nao especifica.

INTERPRETAGCAO

Uma coloragéo castanha moderada a intensa no nucleo das células indica a presenca de
indugdo aberrante de uma fase S. Um patologista deverd avaliar as laminas coradas
utilizando um microscépio 6ptico. A interpretagdo dos resultados tem de ser efectuada por
um profissional qualificado, dentro do contexto do historial do doente e através de outros
testes de diagndstico.

LIMITACOES
12.1. A coloragao imuno-histoquimica requer uma formagdo especializada na selecgao e
aplicagao dos reagentes.

12.2. Este reagente sera suficiente para efectuar 25 testes, partindo do principio que se
aplica 200 pL de reagente por lamina.

12.3. Algumas células normais podem apresentar uma coloragdo positiva quanto a
indugéo aberrante de uma fase S.

12.4. A coloragdo tecidular ideal estd dependente da fixagdo e processamento da
amostra.

12.5. Pode ocorrer uma coloragao de fundo ndo especifica ou um aumento da coloragéo
de fundo devido a, mas ndo se limitando a, variagdes no procedimento, lavagem
inadequada entre as etapas do ensaio e/ou amostras processadas
inadequadamente.
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13.

14.

RESOLUCAO DE PROBLEMAS

Problema Possivel causa Medida

As laminas de controlo Reagentes aplicados Rever protocolo de

positivo ndo apresentam pela ordem incorrecta. coloragéo.

qualquer coloragéo. Omisséo de qualquer Repetir protocolo de
um dos reagentes. coloragéo.

Preparag&o incorrecta
da DAB.

Preparar de acordo com as
especificagdes do fabricante
e repetir o protocolo de
coloragéo.

As laminas de controlo
positivo apresentam uma
coloragéo fraca.

Recuperacao
insuficiente do
antigénio.

Verificar tempos de
incubacao e temperatura do
tampao de recuperagao do
antigénio/epitopo (consultar
secgdo 8.2).

O tampéo utilizado
para a recuperagdo do
antigénio é incorrecto.

Rever protocolo de coloragéao
e preparar o tampao de
acordo com as instrugdes do
fabricante.

Incubagéo inadequada
do anticorpo primario.

Rever protocolo de coloracao
e ajustar os tempos de
incubagao em conformidade.

O anticorpo primario
foi diluido.

Utilizar o anticorpo primario
de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Excesso de tampéao de
lavagem que resta na
lamina antes da
aplicagao do préximo
reagente.

Repetir protocolo de
coloragdo. Remover com
pequenas pancadas e limpar
o tampé&o de lavagem em
excesso.

Coloragéo de fundo

Lavagem inadequada

Repetir protocolo de

excessiva entre as etapas do coloragéo. Acrescentar mais

ensaio. passos de lavagem de
tampao de lavagem.

Tempos de incubacédo Rever protocolo de coloracao

excessivos com 0s e ajustar os tempos de

principais reagentes. incubacao em conformidade.

As laminas secaram Repetir protocolo de

durante a incubagéo colorag&o. Verificar a camara

do ensaio ou dos himida.

passos de lavagem.
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15.  GLOSSARIO DE SiMBOLOS
[@ Numero de catalogo
Para utilizagdo em diagnéstico in vitro
[:E] Consultar as instrucdes de utilizagdo
W Contém 7 mL
A Cuidado, consultar a documentagao fornecida
% Limitagdes da temperatura de conservagao
Lor Codigo do lote
B Utilizar até AAAA-MM-DD ou AAAA-MM
“ Fabricante
INFORMACOES TECNICAS

Desenvolvido com tecnologia da Millennium Pharmaceuticals, Inc.
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MEPIFPA®H ANTIAPAZTHPIOY
Tagn lg 19G
Avoooyovo Avaouvduaouéveg MCM2 kai TOP2A avBpwirou

MPOOPIZOMENH XPHZH
Ma in vitro diayvwaTIKA Xprion.

Mo xprion pe Xelpokivnn i autoparotroinuévn xpwaon otn diadikacia evrotiopoy Dako
Envision®+.

H avoooioToxnuiki eg¢étaon ProEx™ C mrpoopileTal yia TOV TIOIOTIKG TTPOCdIOPIoHS TNG
évapéng Tng TrapekkAivouoag S-gdong o€ Bloyieg 10TOU HOVIUOTTOINPEVOU PE POPUOAIVN Kal
eykAeiopévou oe Trapagivn. H gpunveia Twv ammoTeAEoPATWY TTPETTEN VO TTPAYUOTOTTOIEITA
aTrd TIOTOTIOINUEVO ETTAYYEAPQTIO KAl EVTOG TwV TTAQICIWY TOU IGTOPIKOU TOu aoBevoUg Kal
GAAWYV JIaYVWOTIKWY EGETATEWV.

MEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

H ouvtipnon Twv pivi xpwpoowpdrwy (MCM) kai o a TpwTeiveg TG ToTroicopepdong Il
(TOP2A) diadpaparifouv onuavtikd poAo otn puBuion g avrypagrg Tou DNA oTta
EUKOPUWTIKG  KUTTapa. [Ma  mapddeiyya, of oykompwreiveg E6 kai E7 Ttou HPV
TTAPAKGUTITOUV TA KPIOIO ONUEia EAEYXOU TOU KUTTAPIKOU KUKAOU GUVTEAWVTAG oTnV évapgn
€vVOG KUKAOU [E TrapoTeTapévn Kkal TrapekkAivouoa S ¢daon. Kard tn  peTaypagikn
EVEPYOTTOINGN TOU QVWMOAOU KUTTOPIKOU KUKAOU, augdvovTal Ta €TTTEDA TWV TTPWTEVWY
MCM2 ka1 TOP2A ota TToAatrAacialdpeva KUTTapa.

‘Exel diamiotwlei 611 1600 n MCM2 600 ka1 n TOP2A umepekppdlovial oe TAfiBog
SIPOPETIKWV SUCTTAACTIKWY KAl KAOKONBWY I0TWYV, HETAGU TWV OTTOIWV Kal Ol VEOTTAATIEG TOU
TpaxnAou NG pr’npqg"s. Omwg diamoTwenke pe TexvikéG  avoooioToxnueiag (IHC)
XPNOIPOTIOIWVTAG TO OXAMA TNG METPIAG €wG €VTOVNG TTUPNVIKAG XPWONG, N UTTEPEKPPACT
TWV TTOPATTAVW TTPWTEVWY O€ HOPPOAOYIKA avwpaia KUTTapa gival eVOEIKTIKA TNG UTTapgng
TrapekkAivouoag évapgng TG S @daong.

MAPEXOMENO ANTIAPAZTHPIO

To avTidpaaoTripio avTiowpatog ProEx™ C TrepIéxel HOVOKAWVIKO avTiowua TTOVTIKOU évavTi
Twv MCM2 kai TOP2A, Ta otroia €Xouv atropovwBei atrd uTrepKeiuevo 10TOKAANIEPYEIag Kal
gival apaiwpéva oe pubpIoPEVo SIGAUPA QUOIOAOYIKOU 0poU PE OTABEPOTTOINTEG TIPWTEIVWV
Kai vatpagidio 0,09%.

Ol APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

Topég amod deiyyaTta I0TWV POVILOTIOINUEVWY PE POPHAAIVN KAl EYKAEIOPEVWY OE TTapa@ivn,
TOTTOBETABNKAV ETTAVW O€ YUBAIVEG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKES Kal atroTrapa@ivwenkayv. Ol
Topég Twv delyudTwy uttoBAfBnkav oe TTpoeTegepyaaia Ye puBMIOTIKG SIGAuPa yia TV
ATTOKGAUYN TwV avTiyovIKWy Béoewv. O1 TTapdyovTieg atroKAEIoPOU TTPOCTIBEVTal yia TNV
€AaXIOTOTTOINGN TNG XPWONG TOU UTTORABPOU TTOU TTPOKAAEI N EVBOYEVAG UTTEPOGEIDAAN. ZTN
OuVEXEID TO Beiypa ETTWACTNKE Pe TO AvTIdpacTripio avTiowuatog ProEx™ C. H mpooBrikn
£VOG OUCTANATOG XPWHOYOVOU PE QVTIOWHO OUVOEDEPEVO OE EVOUPO €XEI WG ATTOTEAEOUA
TOV OXNUATIOPO Kal TOV EVIOTIONG €VOG 0paToU XPWHOYOVIKOU TTPOIGVTOG OTIG BEoelg
SEopEUONG  AVTIYOVOU-OVTIOWHATOG.  ZTn  OUVEXeld, To deiyda  avTixpwpartidetal  pe
aigatofuAivn  Kal N avTIKEIJEVOPOPOG KOAUTITETaI pE KaAuTITpida. Ta armoteAéopata
£pUNVeUOVTal OTTO EKTTAISEUPEVO ETTAYYEAPATIO XPNOIUOTTOIWVTAG QWTOVIKO HIKPOTKOTTIO.

H avoooiotoxnuiki e&étaon ProEx™ C epappdletal TO00 OTN XEIPOKivNTn 600 Kal oTnv
QUTOPATOTIOINMEVN XPWaT.

YAIKA KAI ANTIAPAZTHPIA MOY AMAITOYNTAI AAAA AEN MAPEXONTAI (yia Tn
XeipokivnTn Siadikaoia)

. EDTA 5X — Ap. kar. CB9172 (BioCare)

. Kit EnVision®+ — Ap. kat. K4007 (Dako)

. Mayer’s Hematoxylin — Ap. kat. S3309 (Dako)

. PuBpioTiké didAupa TAUong 10X — Ap. kat. S3006 (Dako)

. [evikdg apvnTIKOG papTupag TovTikoU — Ap. kar. N1698 (Dako)

. X0tpa TaxutnTag

. TUGAIVEG QVTIKEINEVOPOPOI TIAGKES (SuperFrost® Plus i GAo 10080vapo)
. YAIk6 kéGAuyng (ShurMount® Ay Ao Io050vapo)

. MiréTeg kal pUyxn TITTETWV (IKAVEG va peTagépouv dykoug 20ul, 200uL kai 1000uL)
. Xpovopetpo (pe duvatdtnTa dlaotnudtwy 1-60 Aetrrd)

. ATTioviopévo vepd

. AiBavoAn 95%, 100%

. FudAiveg KaAUTITPIdEG

. Mapkaddpog epyaaTnpiou

. rudAivn @iaAn 10L (Nalgene® Ay GAo Io050vapo)

. ATTOOTEIPWHEVEG PIGAES HIOG XPHONG

. ZNpavTipaAg avTIKEINEVOPOPWY

. ZTATAPAG AVTIKEINEVOPOPWYV HE BITKOUG XPWaong

. ZuAévio 1} utokatdaTaTa {uAeviou

. MikpookdTTIo opaToU (avTIKeIpEVIKOUG pakoug 10x, 20x [TrpoaipeTikd], 40x)
NPO®YAAZEIZ

6.1. Ta in vitro dlayvwaoTKA xprion.

6.2. Ta oT6dIa dlO0yaong TWV — QAVTIKEIMEVOPOPWY  PE  GUAéviO  TTpETTEl  va
TTPAYUOTOTIOIOUVTAI OE TIIOTOTTOINKEVO ATTAYWYO XNHIKWY AgPiwV.

6.3. To DAB (3,3-AlapivoBevqidivn) €éxer TagivounBei wg UTTOTITO  KAPKIVOYOVO.
ATTOQEUYETE TN CWWATIKA ETTOPH KOl TNV TTOpOTETAPEVN A eTTaveIAnuuévn €kBean.
XpPNOIUOTIOINCTE O TTOTOTTOINKEVO ATTAYWYO XNHUIKWY AgPiwV.

6.4. To AvmidpaoTrpio avtiowpatog ProEx™ C Tepiéxel vatpagidio (NaNg), pia xnpikn
évwon TOAU TOgIKA o€ KaBapr] Hop@r. ZTIG CUYKEVIPWOEIG TOU TIPOIGvVTOG, TO
vatpadidio av kal Sev KATATACOETAl WG ETIKIVOUVO, UTTOPE va avTIdpdoel pE TIG
HOAUBOIVEG  Kal  XAAKIVEG  OWANVWOEIG  OXNUOTI(OVTOG  TOAU  EKPNKTIKG
oucoWPaTWHATA PETAANIKWY aidiwv. OTav To atmoppimTeTe, SETTAEVETE PE PEYAAEG
ToadTNTEG VEPOU WOTE VA TIPOAGBETE TOV OXNUATIONO WETAMIKWY adidiwv OTIG
OWANVWOEIG.

6.5. [lpémer va xeipifeoTe Ta deiypata kar OAa Ta UAIKG TTOU ekTiBevTal oTa deiydata wg
mOavd Aoipoydva Kal va Ta aTToppiTITETE PE TIG KATAAANAEG TTPOQUAGEEIS. MoTé unv
avappoPAaTe Ta avTIdPACTAPIa Kal Ta deiypara Pe TO OTOPA Kal ATTOQEUYETE TNV
£TTAQA TOug peE To Oéppa kal TiG BAevvoydvoug pepfpaves. Edv ta avridpaoThipia
€NBouv o€ £TTaPr pE euaioBbnTEG TTEPIOXES, EETTAUVETE e ApBovo vepd.

6.6. EAaxiototromote Tn pikpoBiakr €MIHOAUVON Twv avTIOPACTNPIWY yia TNV atmoguyn
NG HN €IBIKNAG XPWONG.

6.7. Xpodvol emwaong, Beppokpaaieg kal PéBodoI DIAPOPETIKOI aTTé EKEVOUG TTOU €XOUV
KaBopIoTei uTTOPEi va 0dnNyAo0oUV 0€ ECQAAUEVA ATTOTEAETUATO.

6.8. Mnv xpnoipoTroigite To AVTISPaACTHPIO avTIoWwUaTog ProEX™ C petd Tnv nuepounvia
AAgNG TToU avaypageTal eMavw aTn ouokeuaaia. O XpAOTNG TTIPETTEN va EAEYXE TIG
OUVBNKEG €AV Ta avTIOPACTAPIO QUAGTTOVTAI UTTO CUVONRKESG SIAPOPETIKEG OTTO EKEIVEG
TToU KaBopidel To €VBETO TNG CUOKEUATIOG.

6.9. Na @opdrte Tov KATAAANAO TTPOOWTTIKG £EOTTAIONG TTPOCTACIAG VIO VA aTTOQUYETE TNV
£TTAQPR TOU avTIdPACTNPIoU PE Ta PATIa Kal TO Oéppa. Mo TTEPIOCOOTEPEG TTANPOPOPIES
avaTtpégte aTo PUANO dedopévwy aopaheiag uikou (MSDS).

OAHFIEZ XPHZHZ
7.1. MpoeToipacia Tou Seiyparog
7.1.1. AT 1O TEPAYIO TOU I0TOU KOWTE TOUEG TTAXOUG 4 um Kl TOTTOBETAOTE TIG OF
YUBAIVEG QVTIKEIHEVOPOPOUG TTAGKEG SuperFrost® Plus.

7.1.2.  EMONPAVETE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGIKEG.
7.1.3. ©OgppAveTe TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O€ KAIBavo pe agpa eTTi 20 AeTrTd.

7.2. MpoeToipacia Tou avTidpaocTnpiou
7.21.  1XPubpioTiké didAupa Along, 10L

7.21.1. Avapigte 9 Aitpa amoviopévou H,O pe 1 Aitpo puBpioTikou
SiaAUpaTog TTAGong 10X.

7.2.1.2. Z@payioTe KOl avapigTe, avaoTPEPOVTAG TTOAEG POPEG.

7.2.1.3. TomoBetioTe pia  €TIKéTA OTNV oToia Ba  avaypd@eTe TNV
nuepopnvia ARENG 5 NUEPEG PETA TNV NUEPOPNVIO TTAPACKEUNG.

7.2.1.4. ®uhagre og Beppokpaaia Swyatiou (20-25 “C).
7.2.2. 1X EDTA (Trapackeudete kaBnuepivé @péoko SidAupa)
7.2.2.1. Tpoobéote 40 mL EDTA 5X o€ éva kaBapd 1motpi Eoewg 250 mL.
7.2.2.2. MpooBéoTe 160 mL amoviopévou HyO.
7.2.2.3. Avapigte nmma e avadeuon.
7.2.3.  AipatofuAivn (TTapackeuddeTe kaBnuepIva GpECKo SIGAUpQ)

7.2.3.1. MpooBéote 20 mL amootayyévou H,O o€ évav SoKIpaoTiKd
owArva 25 mL.

7.2.3.2. TMpooBéate 1 mL Mayer’s Hematoxylin.

7.2.3.3. ZppayioTe TOV SOKIMOGOTIKO CWAAVA KOl QVOMIETE avaaTpéPovTag
TTOAAEG QOpEG.

NPQTOKOAAO XPQZHZ (XeipokivnTn 1} auTOpOTOTTOINMEVN)
8.1. ZInupeiwoseig yia T Siadikacia xpwong
8.1.1.  To mapdv TPwWTOKOAAO WPTTOPEi va XpnoIPOTIOINGEi PE TN XEIPOKivNTN A TNV
QUTOPATOTIOINUEVN XPWON 0N SladiKaaia eviommapou Dako Envision®+.

8.1.2. OAa Ta avmidpaoTApia TIPETIEl VA AQAVOVTIAl Va  I00PPOTIOUV  OF
Beppokpacia dwpartiou (20-25°C) TIPIV TNV AvoCOXPWOT).

©2011 TriPath Imaging, Inc. Me em@UAagn TavTog SIkaWPaTOG.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.1.3. OAeg o emwdoeig TPETTEl va  TTpaydatoTroiolvTal  Oof  Beppokpadia
SwpaTiou, EKTOG €AV ONUEIVETAI DIOPOPETIKA.
8.1.4.  Mnv aQrveTe TIG QVTIKEINEVOPOPOUG VA OTEYVWOOUV KATA T JIAPKEID TNG

Siadikaoiog Xpwong. Ta TTaPOOKEUGOUATA TTOU £XOUV OTEYVWOEI EVOEXETAI
va epeavigouv augnuévn un 10IKA XPWon. ZTIG TTOPATETAPEVEG ETTWACEIS, Ol
QVTIKEIUEVOPOPOI TTPETTEI va TOTTOBETOUVTAI O BAAapo Uypavong.

Avdktnon emrTotriou

8.2.1.  TpoxwpnAoTe Ot OTTOTTAPAPIVWON TWV AVTIKEIMEVOPOPWY HE 3 aAAayég
guAeviou (TTévTe AemrTdl ékaoTn) akoAouBoupevn ammd 3 alAayég o€ aAkooAn
100% (1révTe AeTITd €KOTN).

8.2.2.  EvudatwoTe Eavd Tig avTIKEINEVOPOPOUG e EKTTAUCT o€ atTioviopévo HyO.

8.2.3.  BubioTe TIg avTikElyevoPopoug aTo didAupa pubpioTikoU dioAuparog 1X
EDTA Tmou Tapaokeudoare Kol TOTTOBETAOTE TO doxeio o€ pia XUTpa
Tax0TnTag. OepUAVETE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OTN XUTpa Taxutntag emmi 30

OeuTePOAETTTA.

8.24. ©Ortav olokAnpwbei TO XpoOviKO Onueio Bépuavong, aQAOTE  TIG
QVTIKEIJEVOPOPOUG OTO puBPIOTIKG JIGAupa TTou UTTapxel oTn  XUTpa

Tax0TNTag Kal aQAoTe TIG VA KPUWOoouV £TTi 10 AeTrTd.

8.2.5.  ZEeTAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG UE aTTIoVIoUEVO HoO Kal HETAQEPETE TIG OF
éva kaBapd doxeio TUTTOU coplin Tou TepiExel 1X puBpIOTIKG BIGAUpa

TTAUONG.

AvTiSpaoTipio amrokAgiopoU utrepoeIdaong

8.3.1.  KrutmioTe eAa@pd yia va ammopOaKpUVETE TNV TTEPICOEIN TOU PUBMICTIKOU
SiaAUpaTog TTAUONG.

8.3.2.  TOTOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O évav BAAapo Uypavong Trou €XETE
€TOINATEI (YEPATO OTIO XAPTOTTETOETEG 1} YALEG VOTIOUEVEG PE VEPD).

8.3.3. TpooBéoTe 200uL avmidpaoTtnpiou aTTOKAEIOPOU UTTEPOEEIBAONG YIa Va
KAAUWETE TNV TOr) TOU 10TOU.

8.3.4. EmwdoTe emri 5 Aemrdl (+1 AeTTTO).

8.3.5.  ZemAlvere TIG avTikelyevo@opoug ot 1X pubpioTikd didAupa TTAUong, 3

aAAayEg, 2 AeTTTA €kaaTn.

AvTISpaoTAPIO TTPWTOTAYOUG OVTICWHATOG

8.4.1.  KrutmioTe eAa@pd yia va OTTOPOKPUVETE TNV Trepicoeia Tou PuBuioTikoU
SiaAUpaTOog TTAUONG.

8.4.2.  TomoBeTAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG Ot évav BAAapo Uypavong Trou €XeETe
€TOINACEI (YEPATO OTTO XAPTOTTETOETEG 1} YALEG VOTIOUEVEG PE VEPD).

8.4.3. TMpooBéoTe 200uL avridpaoTnpiou avtiowpatog ProEx™ C yia va KaAUyeTe
TAAPWG TNV TOWr| TOU IGTOU.

8.4.4. Emwdorte emi 40 Aetrta o€ Beppokpaaia dwpariou (20-25 °C).

8.4.5. ZemAUvere avefdptnTa KABe QVTIKEINEVOPOPO HE PUBPIOTIKG  SidAupa
TAUONG Pe évav UdPOBOAET (UNV ETTIKEVTPWVETE TN ponf OTTeudbEiag emavw
TNV TOWR Tou 10TOU).

8.4.6.  ZeTMAUVETE TIG OVTIKEINEVOPOPOUG OE PuBUIOTIKG didAupa TTAUoNng, 3

aAayég, 2 AeTrTd €kaoTn.

Aladikagia eviomiopol (XpRon Twv avridpaocTtnpiwyv EnVision®+)

8.5.1.  KrutrioTe eAa@pd yia va ammOUOKPUVETE TNV TTEPICOEIN TOU PUBMIOTIKOU
SiaAUpaTog TTAUONG.

8.5.2.  ToToBeTAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O€ évav BAAapo Uypavong Trou €XETe
€TOINAOE! (YEUATO OTTO XOPTOTTETOETEG 1) YALEG VOTIOUEVEG HE VEPOD).

8.5.3.  TMpooBéate 200uL avridpaotnpiou HRP-Polymer yia va kaAUyeTe TNV Topn
Tou 10T0U.

8.5.4. Emwdorte €1ri 30 AeTrTd (+1 AeTITO).

8.5.5.  ZemAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG Of PubpIoTIKG BidAupa TAUong, 3
aAayég, 2 AeTTTd €kaoTn.

8.5.6. KrutrioTe eAa@pd yia va ammOUOKPUVETE TNV TTEPICOEIN TOU PUBMIOTIKOU
SiaAlpaTog.

8.5.7.  ToTrOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG Ot évav BAAapo Uypavong Trou €XETe
€TOINAOE! (YEUATO OTTO XOPTOTTETOETEG 1) YALEG VOTIOUEVEG HE VEPOD).

8.5.8. TpooBéaTe 200uL avmidpacTnpiou Tou dlaAuparog epyaciag DAB yia va
KaAUWETE TNV TOWN 10TOU.

8.5.9. EmwdoTe €1i 5 AeTrTd (+1 AeTTT0).

8.5.10. ZemAUVETE TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG OE TPEXOUMEVO amooTaypévo H,O emi 5
AetrTd.

8.5.11.  ZemAUVeTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG 0 PuBpIoTIKG SidAupa TTAUoNG, 1 aAhayr
€TTi 2 AeTTTd.

Avrixpwon

10.

11.

12.

8.7.

8.6.1.  ToTOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O évav BAAapo Uypavong TTou €XETE

€TOINACEI (YEPATO OTTO XAPTOTTETOETEG 1} YALEG VOTIOUEVEG PE VEPD).

8.6.2.  TpooBéate 200uL avrixpwaong aigatofuAivng yia va KaAUWeTe TTARPwS TNV

TOWN Tou I0TOU.

8.6.3. Emwdorte emi 5 Aemrtdl (+10 deuTepOAeTTTa).

8.6.4.  ZeTAUVETE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG €TTi 3 AeTITd O TpEXOUEVO HoO.

KdAuyn
8.7.1.  EpBamTioTe TG avTIKEIHEVOQOPOUg ot aiBavoAn 95%, 1 Aemtdo n 25

eppaTTioEIS.

8.7.2.  EPBamMTIOTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG O€ atTOAUTN aAKOOAN, 4 aAhayég, 1 AeTrTd

ékaoTn ) 25 epParTiosig.

8.7.3.  AiauydoTe pe §UAévio, 3 aAhayég, 1 AeTTTO €kaoTn i 25 euBarTTioelg.

8.7.4.  KaoAUyTe TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG HE MN USATIKO HOVIMOTTOINTIKG UAIKS

KGAUYNG XPNOILOTTOIVTAG YUAAIVEG KOAUTITPIOEG.

ITAGEPOTHTA

9.1.

9.2,

Otav Ta @IoAidIa avTidpaoTnpiwy Tou dev €xouv avoixTei (QUAGooOVTOl OTIG
TTPOTEIVOUEVEG BEPUOKPATIEG TTApapEVOUV OTABEPA Ewg TNV NUEPOpNVia ARgNg TTou
avaypageeTal aTo QIaAidio.

MoAig avoixBouv Ta avridpacTtripia TTapapévouv oTabepd emi evevivia (90) nuépeg
éTav QUAGOCOVTaI GTIG TTIPOTEIVOPEVEG BEPUOKPATIEG.

EAEMXOZ MNOIOTHTAZ

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

H peTaBAnTOTNTA OTO ATTOTEAETUATA CUXVA TTIPOEPXETAI ATTO SIAPOPEG OTOV XEIPIOUO
Twv SelyPATWY, N ool ATTOKAIVEI OTTO TIG TTPOTEIVOUEVEG DIadIKaoieg TNG €EETaong.
Mo TepIoodTEPEG TTANPOPOPIEG CUUBOUAEUTEITE TIG KATEUBUVTHPIEG 0Onyieg TOU
College of American Pathologists (CAP) Certification Program (CAP).

Z€ KGBE KUKAO Xpwang TTPETTel va TrepIAapBaveTal évag 10Tog BeTIKOU papTupa yia TV
emaAnBeuon tng amédoong Tng Sokiyaciag. Otav o 10T6G BeTIKOU pdpTUpa Oev
TOPOUCIAoEl BETIKA XPWOn, T ATTOTEAéOHATA TWV UTTOAOITTWY JEYPGTWY TG
egéraong TpéTrel va BswpnBolv UTToTITa A dKUpa.

e KGBe KUKAO Xpwong TTPETTEl va TTEPINAPBAVETE Kal évav 10T apvnTikoU pdpTupa
yia va eTTaAnBeUETE TNV €I5IKATNTA TOU TIPWTOTAYOUG GVTICWHATOG Kol wg EvOEIgn yia
™ xpwon Tou utéBabpou. Otav o 10TOG apPVNTIKOU PAPTUPA TTAPOUCIACE! BETIKN
€I0IKN) XpWan, Ta atmoTeAéopaTa TwV UTTOAOITTWY JEIYPATWY TNG €EETAONG TTPETTEI VO
BewpnBoUv UtroTITa fj dKupa.

Mo v agloAdynon Tng pn €1BIKAG XPWong A TNG Xpwong Tou utréBabpou, YTTopEiTE
oTn Béon Tou TTPWTOTAYOUG AVTICWHATOG VA XPNCIUOTTOINCETE TO AVTIOPACTAPIO TOU
Hn €181KoU apvnTIKOU pdpTupa.

EPMHNEIA

H pétpia éwg éviovn Ka@E Xpwon Tou TTUPHVA TwV KUTTApwY atroTeAei £vOeIgn TTapouaiag
TrapekkAivouoag évapgng g S @daong. O1 XpwHATIOUEVEG QVTIKEIUEVOPOPOI TIPETTEI VA
aglohoynBouv atro €I181KS I0TOTTABOAGYO XPNOIUOTIOIWVTAG HIKPOOKATTIO opaTtou. H epunveia
TWV OTTOTEAEOUATWY TTPETTEI VO TTPAYUATOTIOIEITAI OTIO TTIOTOTTOINPEVO ETTAYYEAATIO Kal
£VTOG TWV TTAAICiWY TOU I0TOPIKOU TOU a0BevoUg Kal GAAWY dIOYVWOTIKWY ECETATEWV.

MEPIOPIZMOI

12.1.

12.2.

12.3.

12.4.

12.5.

H avoooioToxnuIK Xpwon atraitei eISIKEUPEVN EKTTAIDEUON yia TNV €TTIAOYH Kal TV
£QapUOYH TwV avTIdpacTNPiwWV.

To Tapdv avTidpaoTAPIO ETTAPKET yia 25 €§ETAOEIG PE TNV UTTOBEON OTI EQUPUOLETE
200uL avTidpacTnpiou ava avTIKEINEVOPOPO TTAGKA.

Opiopéva QualoAoyIKa KUTTOPA PTTOPED va XpwHaTifovTal BETIKG yia TTapekKAivouoa
évapén S gdaong.
H BéATIOTN Xpwon Tou 10ToU £§aPTATAI OTTG TN HOVIMOTTOINGN Kal TNV ETTEEPYATia Tou

SeiypaTog.

H pn €81kA 1 augnuévn xpwaon Tou uTTdRaBpou PTToPEi va o@eileTal, PETAagy GAAwy,
oe amokAioeig oTn diadikaoia, aveTapkég GETMAupa peTagl Twv Bnudtwv Tng
SoKIyaaoiog /KAl AVETTAPKN ETTECEPYATia TV OEIYHATWY.
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13.  ANTIMETQMIZH NPOBAHMATQN

MpoéBAnpa

Meavn aitia

Evépyeia

Kapia xpwon oTig
QAVTIKEIHEVOPOPOUG
BeTIKOU pdpTUpa

Ta avTidpaoTipia
£QAPUOOTNKAV HE

EgetaoTe kail TéAI TO
TPWTOKOAAO XPWONG.

A&Bog oeipd.

MapdAeiyn kamolou EmavaAdBeTe To TPWTOKOAO
avTIdpaoTnpiou. XPWwong.

Eogahpévn MapaokeudoTe T0 GUPPWVA

Trapaokeur) Tou DAB.

UE TIG TTpOdIaypagEég Tou
KOTOOKEUAOTH Kal
£TTAVAAGBETE TO TTPWTOKOAAO
XPWong.

AoBevig xpwan o€

HdpTUpEg

BETIKEG AVTIKEINEVOPOPOUG

AveTTapKAG avakTnon
avTiyévou.

EAéy&re Toug xpovoug
£TTWOONG Kal TN Beppokpaaia
Tou puBUIoTIKOU SiaAUpaTOG
avAakTnong
avTIyGVOU/eTTITOTIOU
(avaTpéETe aTnv evéTnTa 8.2).

Xprion eo@aipévou
PUBMIOTIKOU
SI0AUPATOG avAKTNONG
avTiyévou.

EgetdoTe kal TGAI TO
TPWTOKOAAO XPWONG Kal
TTPOETOINGOTE TO PUBUIOTIKG
SiGAupa oUPPWVA PE TIG
0odnyiEg TOU KATAOKEUAOTH.

AveTrapkng eTTwaon
TOU TTpwTOoTaYOUSg
QAVTIOWHATOG.

EgetaoTe Kal TéAI TO
TTPWTOKOAAO XPWong Kal
TTPOCAPHOOTE AVAAdYWG TOUG
XPOVOUG ETTWACNG.

Apaiwbnke To

TPWTOTAYEG AVTIOWHA.

XpnOoIYOTIOIROTE TO
TPWTOTAYEG AVTIOWHA
oUpewva PE TIG 0dnyieg Tou
KATOOKEUQOTH.

ZTNV QVTIKEINEVOPOPO
TTapEPEIVE TTEPIoTEIa
pubuioTIKOU
SiaAUpaTog TTAUONG,
TTPIV TNV TTPOCORKN
TOU ETTOPEVOU
avTIdpaoTnpiou.

EmavaAdBeTe To TPWTOKOAAO
Xpwong. KtutrioTte eAappda
Kal OKOUTTIOTE TNV TrEpioaeia
Tou puBUIoTIKOU SiaAUpaTog
TTAUONG.

YepBoAIKR xpwaon Tou
uTT6Babpou

Avetrapkég EETTAupa
HETAEU TWV BnudTwy
NG doKIyaoiag.

EmravaAdBete To TpwTOKoAAO
xpwong. MpooBéoTe
emA¢ov BApaTa pe EETAUPA
pubpioTIKOU diaAlpaTtog
TAUONG.

YmrepBoAikoi xpdvol
£TTWOONG HE Ta BACIKG
avTIdpacThpIa.

EgetaoTe kail TéAI TO
TPWTOKOAAO XPWong Kal
TTPOCAPHOOTE AVAAdYWG TOUG
XPOVOUG ETTWAONG.

O1 avTIKEIHEVOPSPOI
OTEYVWIVOUV KATA TN
SIGPKEID TNG ETTACNG
NG doKiyaaiog A Twv
BnuaTwy EeTAUPaATOG.

EmravaAdBete To TpwTOKoAAO
xpwong. EAéygre Tov BdAapo
Uypavong.
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Progy C

abe;rant S-Phase induction For HISTOLOGI
490502 \WARL

005-11000-40

g A el

REAGENSBESKRIVNING
Ig-klass 19G4
Immunogen Rekombinant humant MCM2 och TOP2A

1. AVSEDD ANVANDNING
For in vitro-diagnostik.

Foér anvéndning med manuell eller automatisk fargning med anvandning av Dako
Envision®+ detekteringskemi.

ProEx™ C immunohistokemiskt test &r avsett for kvalitativ utvardering av avvikande S-
fasinduktion i formalinfixerade paraffininbdddade vavnadsbiopsier. Tolkning av resultaten
méaste ske av certifierad personal i kombination med patientens anamnes och andra
diagnostiska tester.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING
Minikromosomunderhall (MCM) och topisomeras Il alfa (TOP2A)-proteiner spelar en viktig
reglerande roll vid eukaryotisk DNA-replikation. HPV-onkoproteinerna E6 och E7 leder t.ex.
forbi kritiska kontrollpunkter for cellcykeln vilket resulterar i en langre och avvikande S-
fasinduktionscykel. Under transkriptionsaktiveringen av den avvikande cellcykeln 6kar
nivaerna av MCM2 och TOP2A vid celldelningen.

Bade MCM2- OCH TOP2A-proteiner har visat sig vara éverrepresenterade i ett antal olika
dysplastiska och maligna vavnader, tex. cervixneoplasier.'"® Overrepresentationen av
dessa proteiner i morfologiskt abnorma celler vilket pavisas av ett mattligt till intensivt
karninfargningsmonster med immunohistokemiska (IHC)-tekniker indicerar forekomst av
avvikande S-fasinduktion.

3. REAGENSER SOM TILLHANDAHALLS
ProEx™ C antikroppsreagens innehéller musmonoklonalt anti-MCM2 och anti-TOP2A som
renats fran vavnadskultursupernatant och spatts med buffrad koksaltldsning som innehaller
proteinstabilisatorer och 0,09 % natriumazid.

4. PROCEDURPRINCIPER

Formalinfixerade paraffininbaddade vavnadsprover sektioneras, placeras pa objektglas och
deparaffineras. De sektionerade proverna férbehandlas med en buffert fér att exponera
antigenplatser.  Blockerande medel tillsatts for att minimera bakgrundsfargning som
orsakats av endogent peroxidas. Provet inkuberas déarefter med ProEx™ C
antikroppsreagens. Tillsats av ett enzymlankat antikroppskromogensystem resulterar i
bildning av en synlig kromogen produkt som &r lokaliserad till bindningsstéllena for
antigener-antikroppar.  Provet kontrollfargas dérefter med hematoxylin. Ett blafdrgande
medel appliceras och objektglaset forses med ett tdckglas. Resultaten tolkas av utbildad
personal med hjélp av ett ljusmikroskop.

ProEx™ C immunohistokemiskt test &r tillampligt for bade manuell och automatiskt fargning.

5. MATERIAL OCH REAGENSER SOM KRAVS MEN SOM INTE MEDFOLJER (for manuell
procedur)

. EDTA 5X — kat.nr. CB9172 (BioCare)

. EnVision®+ kit — kat. nr K4007 (Dako)

. Mayers Hematoxylin — kat. nr. S3309 (Dako)

. Tvéttbuffert 10X — kat. nr S3006 (Dako)

. Universell musnegativ kontroll — kat. nr. N1698 (Dako)

. Tryckkokare

. Objektglas av glas (SuperFrost® Plus eller motsvarande)
. Monteringsmedia (ShurMount® eller motsvarande)

. Pipetter och pipettspetsar (klarar att avge volymer pa 20 pL, 200 pL och 1 000 pL)
. Timer (klarar intervaller pa 1 — 60 minuter)

. Avjoniserat vatten

. Etanol 95 % och 100 %

. Téackglas av glas

. Laboratoriemarkpenna

. 10 L damejeanne (Nalgene®eller motsvarande)
. Sterila engangsflaskor

. Objektglastork
. Objektglasstall med fargningsfat
. Xylen eller Xylenersattningar

. Ljusmikroskop (10x-, 20x- [tillval], 40x-objektiv)

6.  FORSIKTIGHETSATGARDER

6.1.

6.2

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

For in vitro-diagnostik.

Klargoringsprocedurer av objektglas som kréver xylen maste genomféras i godkanda
dragskap.

DAB (3,3-Diaminobenzidin) ar klassat som en misstankt karcinogen. Undvik fysisk
kontakt och langvarig eller upprepad exponering. Anvand i ett godkant dragskap.

ProEx™ C antikroppsreagens innehaller natriumazid (NaN3), en mycket toxisk
kemikalie i ren form. Trots att det inte klassificerats som farligt vid
produktkoncentration, kan natriumazid reagera med bly- och kopparledningar och
bilda hégexplosiva ansamlingar av metallazider. Vid bortskaffning skall man spola
med stora méngder vatten for att forhindra metallazidansamling i ledningarna.

Proverna och alla material som utsatts for proverna ska hanteras som om de kan
overféra infektion och kasseras med tillampliga forsiktighetsatgarder. Pipettera aldrig
reagenser med munnen och undvik kontakt med hud och slemhinnor. Tvétta rikligt
med vatten om reagenserna kommer i kontakt med kansliga omraden.

Minimera den mikrobiella kontaminationen av reagenser for att undvika ej specifik
fargning.

Andra inkubationstider, temperaturer eller metoder &n vad som anges kan ge
felaktiga resultat.

Anvénd inte ProEx™ C antikroppsreagens efter det utgangsdatum som &r stamplat
pa férpackningen. Anvandaren maste validera tillstindet om reagensen forvaras
under andra férvaringsvillkor &n de som anges pa férpackningsinlagan.

Anvand tillamplig personlig skyddsutrustning fér att undvika att reagenset kommer i
kontakt med 6gonen eller huden. Se databladet for materialsékerhet for ytterligare
information.

7. BRUKSANVISNING

7.1.

7.2

Provberedning
7.1.1.  Skér ut 4 um sektioner fran vévnadsblocket och placera sektionerna pa
SuperFrost® Plus objektglas av glas.

7.1.2.  Mark objektglasen.
7.1.3.  Torka objektglasen i varmluftsugn i 20 minuter.

Reagensberedning
7.2.1. 1X Tvéattbuffert, 10 L

7.2.1.1. Kombinera 9 liter avjoniserat H,O med 1 liter 10X tvattbuffert.

7.2.1.2. Satt kork pa och blanda genom att vanda upp och ner flera
ganger.

7.2.1.3. Mark med ett utgangsdatum pa 5 dagar fran beredningsdatum.
7.2.1.4. Forvaras i rumstemperatur (20 — 25 °C).
7.2.2. 1XEDTA (bered farskt varje dag)
7.2.2.1. Tillsatt 40 mL 5X EDTA till en ren 250 mL bagare.
7.2.2.2. Tillsatt 160 mL avjoniserat H,O.
7.2.2.3. Blanda genom att réra om forsiktigt.
7.2.3.  Hematoxylin (bered farskt varje dag)
7.2.3.1. Tillsatt 20 mL destillerat H,O till ett 25 mL provrér.
7.2.3.2. Tillsatt 1 mL Mayers hematoxylin

7.2.3.3. Sétt kork pa provréret och blanda genom att vanda upp och ner
flera ganger.

8. FARGNINGSPROTOKOLL (manuellt eller automatiskt)

8.1.

Anmarkningar om fargningsprocedurer
8.1.1.  Detta protokoll kan anvédndas med manuell eller automatisk fargning med
anvandning av Dako Envision®+ detekteringskemi.

8.1.2. Alla reagenser ska ekvilibreras till rumstemperatur (20 — 25 °C) fére
immunfargning.

8.1.3.  Allainkubationer ska genomféras i rumstemperatur om inget annat anges.

8.1.4. Lat inte objekitglasen torka nagon gang under fargningsproceduren.
Torkade cellberedningar kan uppvisa o©kad ospecificerad fargning.
Objektglasen ska placeras i en fuktkammare vid l&ngre inkubationer.
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8.2.

Epitopatervinning

8.2.1.  Avparaffinera objektglasen med 3 byten av xylen (5 minuter vardera) f6ljt av
3 byten med 100 % alkohol (5 minuter vardera).

8.2.2.  Rehydrera objekiglasen genom att skélja dem i avjoniserat H,O.

8.2.3. Sank ned objektglasen i beredd 1X EDTA-buffertldsning och placera
behallaren i en tryckkokare. V&arm upp objektglasen i tryckkokaren i 30
sekunder.

8.2.4.  Nar uppvarmningen ar klar later du objektglasen vara kvar i bufferten i
tryckkokaren och later dem svalna i 10 minuter.

8.2.5.  Skolj objektglasen med avjoniserat H,O och &verfor till ett rent coplinkarl

som innehaller 1X tvéattbuffert.

8.3. Peroxidasblockerande reagens
8.3.1.  Knacka bort all kvarvarande tvattbuffert.
8.3.2.  Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med pappershanddukar
eller kompresser fuktade med vatten).
8.3.3. Applicera 200 uL peroxidasblockeringsreagens sa att det técker
véavnadssektionen.
8.3.4. Inkuberai5 minuter (+1 minut).
8.3.5.  Skdlj objektglasen i 1X tvattbuffert, 3 byten, 2 minuter vardera.
8.4. Primar antikroppsreagens
8.4.1.  Knacka bort all kvarvarande tvéattbuffert.
8.4.2. Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med pappershanddukar
eller kompresser fuktade med vatten).
8.4.3. Applicera 200 pL ProEx™ C antikroppsreagens sa att det técker
vévnadssektionen helt.
8.4.4.  Inkubera 40 minuter vid rumstemperatur (20 — 25 °C).
8.4.5.  Skolj varje objektglas individuellt med tvattbuffert genom att anvanda en
tvattflaska (rikta inte flodet direkt mot vévnadssektionen).
8.4.6.  Skolj objektglasen i tvattbuffert, 3 byten, 2 minuter vardera.
8.5. Detekteringskemi (med anvéndning av EnVision®+ reagenser)
8.5.1.  Knacka bort all kvarvarande tvattbuffert.
8.5.2.  Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med pappershanddukar
eller kompresser fuktade med vatten).
8.5.3.  Applicera 200 uL HRP-polymerreagens s att det técker vévnadssektionen
helt.
8.5.4.  Inkubera i 30 minuter (+1 minut).
8.5.5.  Skdlj objektglasen i tvattbuffert, 3 byten, 2 minuter vardera.
8.5.6.  Knacka bort all kvarvarande buffert.
8.5.7.  Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med pappershanddukar
eller kompresser fuktade med vatten).
8.5.8. Applicera 200 pL DAB-arbetsldsning med reagens sa att det técker
véavnadssektionen.
8.5.9.  Inkuberai5 minuter (+1 minut).
8.5.10. Skolj objektglasen i 5 minuter i rinnande destillerat H,O.
8.5.11. Skolj objektglasen i tvattbuffert, 1 byten, 2 minuter vardera.
8.6. Kontrollfirg
8.6.1.  Ladda objektglasen i en beredd fuktkammare (fylld med pappershanddukar
eller kompresser fuktade med vatten).
8.6.2. Applicera 200 upL hematoxylin kontrollfarg sa att det tacker
véavnadssektionen.
8.6.3.  Inkubera i 5 minuter (+10 sekunder).
8.6.4.  Skolj objektglasen i 3 minuter i rinnande vatten.
8.7. Montering
8.7.1.  Sank ned objektglasen i 95 % etanol, 1 minut eller 25 doppningar.
8.7.2.  Sank ned objektglasen i absolut alkohol, 4 byten, 1 minut vardera eller 25
doppningar.
8.7.3.  Klargdr med xylen, 3 byten, 1 minut vardera eller 25 doppningar.
8.7.4. Téack objektglasen med permanent ej vattenldsligt monteringsmedel med
hjalp av tackglas av glas.
STABILITET
9.1. Vid forvaring vid de rekommenderade temperaturerna ar odppnade reagensvialer

stabila till det utgangsdatum som anges pa vialen.

10.

11.

12

13.

9.2.

Né&r de dppnats ar reagenserna stabila i nittio (90) dagar nar de férvarats vid de
rekommenderade temperaturerna.

KVALITETSKONTROLL

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Variabilitet i resultaten héarleds ofta fran skillnader i provhantering som avviker fran de
rekommenderade testprocedurerna. Ytterligare information finns i riktlinjerna for
kvalitetskontroll i Certification Program for Immunohistochemistry fran College of
American Pathologists (CAP).

En positiv vavnadskontroll ska inga vid varje fargningskorning for att verifiera
analysens prestanda. Om den positiva vavnadskontrollen inte visar positiv fargning
ska resultaten fér de andra testproverna betraktas som suspekta eller ogiltiga.

En negativ vavnadskontroll ska inga i varje fargningskorning for att verifiera
specificiteten fér den primédra antikroppen och foér att ge en indikation pa
bakgrundsfargning. Om den negativa vévnadskontrollen visar positiv specifik
fargning ska resultaten foér de andra testproverna betraktas som suspekta eller
ogiltiga.

En icke-specifik negativ kontrollreagens kan ocksa anvandas i stallet fér den priméra
antikroppen for att utvardera icke-specifik fargning eller bakgrundsféargning.

TOLKNING

Mattlig till intensiv brun fargning i cellkdrnorna anger férekomst av avvikande S-fasinduktion.
En patolog boér utvardera de fargade objektglasen med ett ljusmikroskop. Tolkning av
resultaten maste ske av certifierad personal i kombination med patientens anamnes och
andra diagnostiska tester.

BEGRANSNINGAR

12.1. Immunohistokemisk fargning kréver specialiserad utbildning i val och applicering av
reagenser.

12.2. Detta reagens genomfdr 25 tester och antar att 200 pL reagens appliceras per
objektglas.

12.3. Vissa normala celler kan fa positiv fargning fér avvikande S-fasinduktion.

12.4. Optimal vavnadsfargning ar beroende av fixering och bearbetning av provet.

12.5. Icke-specifik eller 6kad bakgrundsfargning kan intraffa pa grund av, men inte
begransat till variationer i proceduren, otillracklig skéljning mellan analysstegen
och/eller felaktigt bearbetade prover.

FELSOKNING

Problem Méjlig orsak Atgard
Ingen fargning pa Reagenserna har Granska
positiva applicerats i felaktig fargningsprotokollet.
kontrollobjektglas ordning.
Utelamnande av nagot Upprepa
reagens. fargningsprotokollet.
Felaktig beredning av Bered enligt tillverkarens
DAB. specifikationer och upprepa
fargningsprotokollet.
Svag fargning pa Otillracklig Kontrollera
positiva antigenatervinning. inkuberingstiderna och

kontrollobjektglas

temperaturen for antigen-
/epitopatervinningsbufferten
(se avsnitt 8.2).

Felaktig Granska fargningsprotokollet
antigenatervinningsbuffert | och bered buffert enligt
anvands. tillverkarens specifikationer.

Felaktig inkubation av
primar antikropp.

Granska fargningsprotokollet
och justera
inkuberingstiderna dérefter.
Anvand priméar antikropp

Primar antikropp har

spatts. enligt tillverkarens
anvisningar.
For mycket tvattbuffert Upprepa

kvar pa objektglaset fére
appliceringen av nésta
reagens.

fargningsprotokollet. Knacka
och torka bort all
kvarvarande tvéttbuffert.

For mycket
bakgrundsfargning

Otillracklig skéljning
mellan analysstegen.

Upprepa
fargningsprotokollet. Tillsatt
ytterligare steg med
skéljning av tvéattbuffert.
Granska fargningsprotokollet
och justera
inkuberingstiderna dérefter.
Upprepa
fargningsprotokollet.
Kontrollera fuktkammaren.

For langa inkubationstider
med nyckelreagenser.

Obijektglasen har torkat ut
under analysens
inkuberings- eller
skdljningssteg.
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15. SYMBOLFORTECKNING

Katalognummer
For in vitro-diagnostik
Se bruksanvisningen
Innehaller 7 mL

Forsiktigt! Se medféljande dokumentation

- B<DEE

Begrénsningar for férvaringstemperaturen

LoT Batchkod

E Anvand senast AAAA-MM-DD eller AAAA-MM
| Tillverkare
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Europe
Telephone: +32 (0)53 720 673
Fax: +32 (0)53 720 678
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TriPath Imaging, Inc.
780 Plantation Drive
Burlington, NC 27215 USA
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Benex Limited
Rineanna House
Shannon Free Zone
Shannon, County Clare
Ireland

e

Utvecklat med teknik fran Millennium Pharmaceuticals, Inc.
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MNVA och MILLENNIUM" &r varuméarken som tillhér Millennium Pharmaceuticals, Inc.

Millennium Pharmaceuticals, Inc.
40 Landsdowne Street
Cambridge, MA 02139 USA
www.millennium.com

ProEx &r en produkt och ett varuméarke som tillhér TriPath Imaging, Inc.
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