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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per L’'uso
Si prega di leggere, prima di usare il prodotto.

Gebrauchsanweisung
Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.

Instrucciones de Uso
Por favor, leer antes de utilizar este producto.

Instrugoes de Utilizagao
Leia estas instrugdes antes de utilizar este produto.

Instruktioner vid Anvidndning
Var god las innan ni anvander produkten.

Brugsanvisning
Leaes venligst for produktet tages i brug.

O3nyieg xpriong

MapakahoUue diaBAaaTe TIG 0dNYieg TIPIV XPNOIMOTIOIACETE TO TTPOIOV aUTO.

Instructies voor gebruik
Lees deze informatie voordat u dit product gebruikt.

Check the integrity of the packaging before use.

Veérifier que le conditionnement est en bon état avant I'emploi.
Prima dell'uso, controllare I'integrita della confezione.

Vor dem Gebrauch die Verpackung auf Unversehrtheit Uberprifen.
Comprobar la integridad del envase, antes de usarlo.

Verifique a integridade da embalagem antes de utilizar o produto.
Kontrollera att paketet &r obrutet innan anvéandning.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget for brug.

EAéyETe TNV aKEPQAIOTNTO TNG OCUCKEUATIAG TTPIV ATTO TN XPron.
Controleer vooér gebruik de integriteit van de verpakking.

www.LeicaBiosystems.com
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Product No: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Product No: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Product No: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Product No: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Product No: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Product No: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Product No: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Product No: RE7230-K

Intended Use

For in vitro diagnostic use.

Novolink™ Polymer Detection Systems are used for the visualization of mouse IgG, mouse IgM and rabbit IgG primary antibodies. Novolink™
Polymer and Novolink™ DAB (Polymer) contain component reagents of these systems and are intended for use in the procedure described
below. The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies using proper controls
and should be evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Principle of Procedure

The first immunohistoperoxidase technique was reported by Nakane and Pierce." Since then many developments have occurred, leading
to increased sensitivity over earlier techniques. A recent development has been the use of polymeric labeling. This technology has
been applied to both primary antibodies? and detection systems. The Novolink™ Polymer Detection Systems utilize a novel controlled
polymerization technology to prepare polymeric HRP-linker antibody conjugates. Therefore, the problem of non-specific staining that can
occur with Streptavidin/Biotin detection systems due to endogenous biotin does not occur.

These products are used in an immunohistochemical (IHC) procedure, which allows the qualitative identification by light microscopy of
antigens in sections of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue, via sequential steps with interposed washing steps. If required by the
primary antibody, sections are subjected to epitope retrieval prior to staining. Endogenous peroxidase activity is neutralized using the
Peroxidase Block. This is followed by application of the Novocastra™ Protein Block to reduce non-specific binding of primary and polymer.
The section is subsequently incubated with optimally diluted primary antibody. Post Primary (Rabbit anti Mouse IgG) is then used to
detect mouse antibodies. The Novolink™ Polymer recognizes rabbit immunoglobulins, it detects the post primary and any tissue-bound
rabbit primary antibodies. Sections are further incubated with the substrate/chromogen, 3,3’ - diaminobenzidine (DAB), prepared from
DAB Chromogen and Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer), as described below. Reaction with the peroxidase produces a visible
brown precipitate at the antigen site. Sections are counterstained with Hematoxylin and coverslipped. Results are interpreted using a light
microscope and aid in the differential diagnosis of pathophysiological processes, which may or may not be associated with a particular
antigen.

Reagents Provided

Details of which reagents from the following list are supplied in each product are given in the table below.

. Peroxidase Block. 3—4%(v/v) Hydrogen peroxide.

. Protein Block. 0.4% Casein in phosphate-buffered saline, with stabilizers, surfactant, and 0.2% Bronidox L as a preservative.

. Post Primary. Rabbit anti mouse IgG (<10 pg/mL) in 10% (v/v) animal serum in tris-buffered saline/0.09% ProClin™ 950.

. Novolink™ Polymer. Anti-rabbit Poly-HRP-IgG (<25ug/mL) containing 10% (v/v) animal serum in tris-buffered saline/0.09% ProClin™ 950.
. DAB Chromogen. 1.74% w/v 3,3’ - diaminobenzidine, in a stabilizer solution.

. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Buffered solution containing <0.1% hydrogen peroxide and preservative.

. Hematoxylin. <0.1% Hematoxylin.
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Substrate Buffer
(Polymer)

Reagents Product Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
Number Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection

System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Reagents Product Novolink™ Max Novolink™ Polymer Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB

Number Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)

(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1x25ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x 125ml

DAB Chromogen RE7105 1 x 3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1 x 150ml
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Reconstitution, Mixing, Dilution, Titration

The Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer and Hematoxylin are prediluted. Reconstitution, mixing, dilution,
or titration of these reagents is not recommended. Further dilution may result in loss of antigen staining. The user must validate any such
change.

The DAB Chromogen requires dilution to 1/20 in Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) prior to use. Further dilution may result in loss
of antigen staining. The user must validate any such change.

Storage and Stability

Store at 2-8 °C. Do not freeze. Return to 2—-8 °C immediately after use. Do not use after expiration date indicated on the product label.
Storage conditions other than those specified must be verified by the user. There are no obvious signs to indicate instability of this product
therefore positive and negative controls should be run simultaneously with patient samples.

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

Warnings and Precautions

DAB Chromogen H341: Suspected of causing genetic  P201: Obtain special instructions before use.

Contains <10% Biphenyl-3,3',  defects. P202: Do not handle until all safety precautions have been

4,4’ -Tetrayltetraamine. H350: May cause cancer. read and understood.

GHSO08: Health hazard. P281: Use personal protective equipment as required.

Signal words: Danger. P308+313: IF exposed or concerned: Get medical advice/
attention.

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

A Material Safety Data Sheet is available upon request or available from www.LeicaBiosystems.com

For professional users.
Do not mix reagents from different detection systems.

Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them, should be handled as if capable of transmitting infection and
disposed of with proper precautions.*

Never pipette reagents by mouth and avoid contacting the skin and mucus membranes with reagents and specimens. If reagents or
specimens come in contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water.

Consult Federal, State or local regulations for disposal of any potentially toxic components.

Minimize microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur. Incubation times or temperatures other
than those specified may give erroneous results. Any such change must be validated by the user.

Procedure

A. Reagents required but not supplied

1. Standard solvents used in immunohistochemistry.
2. 50mM tris-buffered saline (TBS) pH7.6.

. Antigen retrieval solution(s).

. Enzyme retrieval solution(s).

. Antibody diluent.

. Primary antibody.

. Mounting medium.

. Equipment required but not supplied
. Equipment required for antigen retrieval, if recommended for the primary antibody.

N =2 NO O AW

. General immunohistochemistry laboratory equipment.

C. Methodology
Prior to undertaking this methodology, users must be trained in immunohistochemical techniques.
All steps must be followed as directed or performance may be impaired.

The combination of the primary antibody, its dilution, together with the detection system should be validated by the user on a series of
known positive and negative controls.

Unless indicated, all steps are performed at room temperature (25 °C).

For use on frozen tissue, cut sections and fix according to recommendations for primary antibody, commence at step 11.
. Cut and mount sections on slides coated with a suitable tissue adhesive.

. De-paraffinize sections in xylene or xylene substitutes.

. Re-hydrate through graded alcohols.

. Wash slides in running tap water.

. Perform antigen retrieval as required (see Recommendations for Use for primary antibody).

. Wash slides in de-ionized water.

. Neutralize endogenous peroxidase using Peroxidase Block for 5 minutes.

. Wash in TBS for 2 x 5 minutes.
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9. Incubate with Protein Block for 5 minutes.

10.Wash in TBS for 2 x 5 minutes.

11.Incubate with optimally diluted primary antibody (see Recommendations for Use for primary antibody).
12.Wash in TBS for 2 x 5 minutes.

13.Incubate with Post Primary for 30 minutes.

14.Wash in TBS for 2 x 5 minutes.

15.Incubate with Novolink™ Polymer for 30 minutes.

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

17.Develop peroxidase activity with DAB working solution (see DAB Working Solution) for 5 minutes.
18.Rinse slides in water.

19.Counterstain with Hematoxylin.

20.Rinse slides in water for 5 minutes.

21.Dehydrate, clear and mount sections.

DAB Working Solution
Add 50pl of DAB Chromogen to 1ml of Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Use within six hours of preparation.

Quality Control

Differences in tissue processing and technical procedures in the user’s laboratory may produce significant variability in results, necessitating
regular performance of in-house controls in addition to the following procedures. Controls should be fresh autopsy/biopsy/surgical
specimens, formalin-fixed, processed and paraffin wax-embedded as soon as possible in the same manner as the patient sample(s).

Positive Tissue Control
Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques. One positive tissue control should be included for each set of
test conditions/primary antibody in each staining run. A tissue with weak positive staining is more suitable than a tissue with strong positive
staining for optimal quality control and to detect minor levels of reagent degradation.® For recommended positive control tissue see primary
antibody Recommendations for Use. If the positive tissue control fails to demonstrate positive staining, results with the test specimens
should be considered invalid.

Negative Tissue Control

Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of the target antigen by the primary antibody. For
recommended negative control tissue see primary antibody Instructions for Use. Alternatively, the variety of different cell types present in
most tissue sections frequently offers negative control sites, but this should be verified by the user. Non-specific staining, if present, usually
has a diffuse appearance. Sporadic staining of connective tissue may also be observed in sections from excessively formalin-fixed tissues.
Use intact cells for interpretation of staining results. Necrotic or degenerated cells often stain non-specifically.® False-positive results may
be seen due to non-immunological binding of proteins or substrate reaction products. They may also be caused by endogenous enzymes
such as pseudoperoxidase (erythrocytes), endogenous peroxidase (cytochrome C), or endogenous biotin’ (eg. liver, breast, brain, kidney).
To differentiate endogenous enzyme activity or non-specific binding from specific immunoreactivity, additional patient tissues may be
stained exclusively with substrate-chromogen, with labeled polymer and substrate-chromogen or with Post Primary, labeled polymer and
substrate-chromogen. If specific staining occurs in the negative tissue control, results with the patient specimens should be considered
invalid.

Negative Reagent Control

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

Patient Tissue

Examine patient specimens last. Positive staining intensity should be assessed within the context of any non-specific background staining
of the negative reagent control. As with any immunohistochemical test, a negative result means that the antigen was not detected, not that
the antigen was absent in the cells/tissue assayed. If necessary, use a panel of antibodies to identify false-negative reactions.

Limitations

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

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

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

Novolink™ Polymer Detection Systems and their components are for use on paraffin-embedded sections with specific fixation requirements.
Unexpected antigen expression may occur, especially in neoplasms. The clinical interpretation of any stained tissue section must include
morphological analysis and the evaluation of appropriate controls.

Performance Characteristics

The performance of Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer and Novolink™ DAB (Polymer) have been validated using
a range of Novocastra mouse IgG, mouse IgM* and rabbit IgG primary antibodies.

*Weak staining may be seen with some antibodies of IgM isotype.

These products are stable up to the expiry date(s) printed on the product label.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Référence du produit: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Référence du produit: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Référence du produit: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Référence du produit: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Référence du produit: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Référence du produit: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Référence du produit: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Référence du produit: RE7230-K

Utilisation Prévue

Diagnostic in vitro.

Le Novolink™ Polymer Detection Systems sont destinés a la révélation des anticorps primaires de type IgG de souris, IgM de souris et
1gG de lapin. Le Novolink™ Polymer et Novolink™ DAB (Polymer) renferment les composants réactifs de ces systémes et sont destinés a
étre utilisés dans le cadre de la procédure décrite ci-dessous. L'interprétation clinique de tout marquage, ou absence de marquage, doit
étre complétée par des études morphologiques utilisant des controles appropriés et doit étre évaluée par un pathologiste qualifié a la
lumiére des antécédents cliniques du patient et d’autres analyses diagnostiques.

Principe de la Procédure

La premiéere technique immunoperoxydasique a été décrite par Nakane et Pierce." Depuis lors, elle a fait 'objet de nombreux
développements qui ont conduit @ une augmentation de la sensibilité par rapport aux techniques plus précoces. L'emploi d’'un marquage
polymérique constitue un développement récent. Cette technologie a été appliquée aux anticorps primaires? et aux systémes de détection.
Les Novolink™ Polymer Detection Systems emploient une nouvelle technologie de polymérisation contrélée pour préparer des conjugués
polymériques HRP-anticorps de liaison. Par conséquent, le probleme di au marquage non spécifique susceptible de se produire avec les
systémes de détection Streptavidine/Biotine en raison de la présence de biotine endogene, ne se pose plus.

Ces produits sont utilisés dans le cadre d’'une procédure immunohistochimique (IHC) qui permet une identification qualitative des antigenes
par microscopie optique, dans des coupes fixées au formol, incluses en paraffine, par I'intermédiaire d’étapes séquentielles comportant
des étapes de lavage. Préalablement au marquage, les coupes sont soumises a une restauration des épitopes, si I'anticorps primaire le
nécessite. L'activité de la peroxydase endogéne est neutralisée par le Peroxidase Block. Ceci est suivi par I'application du Protein Block
afin de réduire la liaison non spécifique des anticorps primaire et secondaire. Les coupes sont ensuite incubées avec un anticorps primaire
dilué de fagon optimale. Post Primary (IgG de lapin anti-souris) est ensuite utilisé pour détecter les anticorps de souris. Le Novolink™
Polymer reconnait les immunoglobulines de lapin, il détecte les anticorps post-primaires et tout anticorps primaire lié au tissu. Les coupes
sont ensuite incubées avec le substrat chromogéne, la 3,3’ - diaminobenzidine (DAB), préparé a partir du DAB Chromogen et du Novolink™
DAB Substrate Buffer (Polymer) comme indiqué ci-dessous. La réaction avec la peroxydase produit un précipité brun visible au niveau du
site antigénique. Les coupes font I'objet d’une coloration de contraste au Hematoxylin et sont placées sous une lamelle. Les résultats sont
interprétés a I'aide d’'un microscope optique et participent au diagnostic différentiel des processus physiopathologiques, susceptibles, ou
non, d’étre associés a un antigene particulier.

Réactifs Fournis

Le détail des réactifs de la liste suivante fournis avec chaque produit est donné dans le tableau ci-dessous.

1. Peroxidase Block. Peroxyde d’hydrogéne a 3-4 %.

2. Protein Block. Caséine a 0,4 % dans une solution saline tampon phosphate, avec des agents de stabilisation, un surfactant, et un
agent de conservation a 0,2 %, le Bronidox L.

3. Post Primary. IgG de lapin anti-souris (<10 mg/mL) dans 10 % (v/v) de sérum animal dans une solution saline tamponnée de Tris/
ProClin™ 950 a 0,09 %.

4. Novolink™ Polymer. Poly-HRP-IgG anti-lapin (<25 pg/mL) contenant 10 % (v/v) de sérum animal dans une solution saline tamponnée
de Tris/ProClin™ 950 a 0,09 %.

5. DAB Chromogen. 1,74 % w/v 3,3’ - diaminobenzidine , dans une solution stabilisante.

6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Solution tamponnée contenant du peroxyde d’hydrogéne a <0,1 % et un agent de
conservation.

7. Hematoxylin. Hématoxyline a <0,1 %.
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Réactifs Référence Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer | Novolink™ Min
du produit Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection

System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x 25ml 1 x25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x25ml

Post Primary RE7111 2 x 25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x 25ml 1x25ml

DAB Chromogen RE7105 1 x3ml 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x25ml

Peroxidase Block RE7157 1 x 125ml

Protein Block RE7158 1 x 125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1x125ml

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1 x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1 x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1 x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Réactifs Référence du | Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB

produit Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)

(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1 x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1 x25ml

Post Primary RE7159 1x125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1x125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer
(Polymer)
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Reconstitution, Mélange, Dilution, Titrage

Le Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer et Hematoxylin sont prédilués. Il n’est pas recommandé de
reconstituer, mélanger, diluer, ou titrer ces réactifs. Une dilution supplémentaire est susceptible de se traduire par une perte de marquage
des antigénes. Toute modification de ce type doit étre validée par I'utilisateur.

Le DAB Chromogen doit étre dilué au 1/20 dans du Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer) avant emploi. Une dilution supplémentaire
est susceptible de se traduire par une perte de marquage des antigénes. Toute modification de ce type doit étre validée par I'utilisateur.

Conservation et Stabilité

Conserver a 2-8 °C. Ne pas congeler. Remettre immédiatement a 2—8 °C apreés utilisation. Ne pas utiliser aprés la date de péremption
indiquée sur I'étiquette du produit. Les conditions de conservation autres que celles qui sont spécifiées doivent faire I'objet d’'une vérification
par I'utilisateur. Il n’existe aucun signe visible susceptible de signaler une instabilité de ce produit, par conséquent, des controles positif et
négatif doivent étre traités en méme temps que les échantillons du patient.

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

Mises en garde et Précautions

DAB Chromogen H341: Susceptible d'induire P201: Se procurer les instructions avant utilisation.

Contient <10% Biphényl-3,3',4,4'-  des anomalies génétiques. P202: Ne pas manipuler avant d’avoir lu et compris toutes les
Terayltetraamine. H350: Peut provoquer le précautions de sécurité.

GHS08: Danger pour la santé. cancer. P281: Utiliser I'équipement de protection individuel requis.
Mentions d’avertissement: P308+313: EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée:
Danger. consulter un médecin.

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

Une Fiche de données de sécurité est disponible sur demande ou sur le site www.LeicaBiosystems.com

Pour utilisateurs professionnels.
Ne pas mélanger les réactifs provenant de divers systémes de détection.

Les spécimens, avant et apres fixation, ainsi que tous les matériels ayant été en contact avec eux, doivent étre manipulés comme s'ils
étaient susceptibles de transmettre une infection et éliminés conformément aux précautions appropriées en vigueur.*

Ne jamais pipeter les réactifs avec la bouche et éviter de mettre en contact la peau et les muqueuses avec les réactifs et les spécimens.
Rincer avec de grandes quantités d’eau en cas de contact des réactifs ou des spécimens avec des zones sensibles.

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

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

Procédure

A. Réactifs Nécessaires mais non Fournis

1. Solvants standard utilisés en immunohistochimie.

2. Solution saline tamponnée de Tris (TBS) 50 mM, pH 7,6.
3. Solution(s) de restauration des antigenes.

4. Solution(s) de restauration des enzymes.

5. Diluant de I'anticorps.

6. Anticorps primaire.

7. Milieu de montage.

B. Equipements Nécessaires mais non Fournis
1. Equipements nécessaires a la restauration des antigenes, si elle est préconisée pour I'anticorps primaire.
2. Equipements généraux d’'un laboratoire d’immunohistochimie.

C. Méthodologie
Avant d'utiliser cette méthodologie, les utilisateurs doivent avoir été formés aux techniques immunohistochimiques.
Toutes les étapes doivent étre respectées comme indiqué sinon les performances sont susceptibles d’en étre affectées.

L'association de I'anticorps primaire, sa dilution, et le systéme de détection doit étre validée par I'utilisateur sur une série de controles
négatifs et positifs connus.

Sauf mention contraire, toutes les étapes sont réalisées a température ambiante (25 °C).

Pour I'utilisation sur les tissus congelés, découper et fixer les coupes selon les recommandations pour I'anticorps primaire, commencer
a partir de 'étape 11.

1. Couper et monter les coupes sur des lames revétues d’un adhésif adapté aux tissus.

2. Déparaffiner les coupes dans le xyléne ou des substituts de xyléne.

3. Réhydrater par I'intermédiaire d’alcools titrés.

4. Laver les lames a I'eau courante.
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. Mettre en oeuvre la restauration des antigénes si nécessaire (voir Recommandations d’Utilisation de I'anticorps primaire).
. Laver les lames a 'eau désionisée.

. Neutraliser la peroxydase endogéne a I'aide de Peroxidase Block pendant 5 minutes.

. Laver dans du TBS, 2 fois 5 minutes.

9. Incuber avec le Protein Block pendant 5 minutes.

10.Laver dans du TBS, 2 fois 5 minutes.

11.Incuber avec I'anticorps primaire dilué de fagon optimale (voir Recommandations d’Utilisation de I'anticorps primaire).

12. Laver dans du TBS, 2 fois 5 minutes.

13.Incuber avec Post Primary pendant 30 minutes.

14.Laver dans du TBS, 2 fois 5 minutes.

15.Incuber avec Novolink™ Polymer pendant 30 minutes.

16.Laver dans du TBS, 2 fois 5 minutes sous agitation légere.

17.Laisser se développer I'activité de la peroxydase avec la solution de travail DAB (voir Solution de travail DAB) pendant 5 minutes.
18.Rincer les lames a 'eau.

© N o O»

19.Procéder a la coloration de contraste avec le Hematoxylin.
20.Rincer les lames sous I'eau pendant 5 minutes.
21.Déshydrater, assécher et monter les coupes.

Solution de Travail DAB

Ajouter 50 pl de DAB Chromogen a 1 ml de Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Utiliser dans les six heures qui suivent la
préparation.

Controle de Qualité

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

Tissu de Controle Positif

Il est utilisé pour indiquer que les tissus ont été préparés correctement et que les techniques de marquage étaient appropriées. Un controle
tissulaire positif doit étre inclus dans toute opération de marquage pour chaque ensemble d’anticorps primaire/de conditions d’analyse.
Un tissu présentant un marquage faiblement positif est plus adapté a un contréle de qualité optimal qu’un tissu présentant un marquage
fortement positif et il permet de détecter de moindres niveaux de dégradation du réactif.5 Pour le tissu de contrdle positif recommandé, voir
le Recommandations d’Utilisation de I'anticorps primaire. Si le tissu de contrdle positif ne présente pas de marquage positif, les résultats
des spécimens analysés doivent étre considérés comme invalides.

Tissu de Controle Négatif

Il doit étre examiné aprés le tissu de controle positif afin de vérifier la spécificité du marquage de I'antigéne cible par I'anticorps primaire.
Pour le tissu de contréle négatif recommandé, voir le Mode d’emploi de I'anticorps primaire. Sinon, la diversité des types cellulaires
présents dans la plupart des tissus permet de disposer fréquemment de sites de contréle négatif, mais ils doivent étre vérifiés par
I'utilisateur. S'il est présent, le marquage non spécifique prend habituellement une apparence diffuse. Un marquage sporadique du tissu
conjonctif peut également étre observé sur des coupes de tissus qui ont été fixées par un exces de formol. Utiliser des cellules intactes
pour l'interprétation des résultats du marquage. Les cellules nécrotiques ou dégénérées sont souvent marquées de fagon non spécifique.®
Des résultats faussement positifs peuvent étre observés en raison d’une liaison non immunologique a des protéines ou a des produits de
réaction du substrat. lls peuvent également étre provoqués par des enzymes endogénes comme la pseudoperoxydase (érythrocytes),
la peroxydase endogéne (cytochrome C), ou la biotine endogéne’ (foie, sein, cerveau, rein, par exemple). Pour différencier I'activité des
enzymes endogenes ou la liaison non spécifique de 'immunoréactivité spécifique, des tissus supplémentaires du patient peuvent étre
marqués exclusivement avec le substrat chromogéne, avec le polymére marqué et le substrat chromogéne, ou avec Post Primary, le
polymére marqué et le substrat chromogéne. Si un marquage spécifique se produit dans le tissu de controle négatif, les résultats des
spécimens du patient doivent étre considérés comme invalides

Réactif de Controle Négatif

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

Tissu du Patient

Examiner en dernier lieu les spécimens du patient. L'intensité du marquage positif doit étre évaluée a la lumiére du bruit de fond du
marquage non spécifique du réactif de contréle négatif. Comme pour toutes les analyses immunohistochimiques, un résultat négatif
signifie que I'antigeéne n’a pas été détecté mais ne signifie pas qu'il est absent des cellules/tissus testés. Si nécessaire, employer un panel
d’anticorps pour identifier les réactions faussement négatives.

Limites

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

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

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

Les Novolink Polymer Detection Systems et leurs composants doivent étre utilisés sur des coupes incluses en paraffine avec des exigences
spécifiques en matiére de fixation. Une expression antigénique inattendue est susceptible de se produire, en particulier au niveau des
néoplasmes. Linterprétation clinique de toute coupe tissulaire marquée doit comporter une analyse morphologique et I'évaluation des
controles appropriés.

Caractéristiques de Performance

Les performances du Novolink™ Polymer Detection Systems, du Novolink™ Polymer et du Novolink™ DAB (Polymer) ont été validées a
I'aide d’'une gamme d’anticorps primaires de type IgG de souris, IgM* de souris et IgG de lapin Novocastra.

*Un marquage faible peut étre observé avec les anticorps d’isotype IgM.

Ces produits sont stables jusqu’a la (aux) date(s) de péremption indiquée(s) sur I'étiquette du produit.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Cod. prodotto: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Cod. prodotto: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Cod. prodotto: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Cod. prodotto: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Cod. prodotto: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Cod. prodotto: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Cod. prodotto: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Cod. prodotto: RE7230-K

Uso Previsto
Per uso diagnostico in vitro.

Novolink™ Polymer Detection Systems sono destinati alla visualizzazione degli anticorpi primari IgG di topo, IgM di topo e IgG di coniglio.
Novolink™ Polymer e Novolink™ DAB (Polymer) contengono reagenti componenti di tali sistemi e sono destinati all'uso nella tecnica
descritta di seguito. Linterpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi morfologici che utilizzino i
controlli appropriati e deve essere valutata da un patologo qualificato, nel contesto della storia clinica del paziente e delle altre metodiche
diagnostiche adoperate.

Principio Della Procedura

La prima tecnica immunoistochimica con perossidasi € stata descritta da Nakane e Pierce." A partire da quel momento sono stati fatti
molti progressi, che hanno portato al miglioramento della sensibilita rispetto alle tecniche precedenti. Un recente sviluppo & stato I'impiego
della marcatura polimerica. Questa tecnica & stata applicata sia agli anticorpi primari,? sia ai sistemi di determinazione. Novolink™ Polymer
Detection Systems impiegano una nuova tecnica di polimerizzazione controllata, per la preparazione di coniugati anticorpali polimerici
leganti HRP. Di conseguenza, non si presenta il problema della colorazione aspecifica, che si pud verificare con i sistemi di determinazione
che utilizzano streptavidina/biotina e che e dovuta alla biotina endogena.

Questi prodotti vengono impiegati nel corso di una tecnicaimmunoistochimica (IHC), che consente I'identificazione qualitativa in microscopia
ottica degli antigeni in sezioni tissutali fissate in formalina e incluse in paraffina, attraverso fasi sequenziali intervallate da fasi di lavaggio.
Se I'anticorpo primario lo richiede, prima della colorazione le sezioni tissutali vengono sottoposte a smascheramento degli epitopi. L'attivita
perossidasica endogena viene neutralizzata utilizzando Peroxidase Block. Segue quindi I'applicazione di Protein Block, per ridurre il
legame aspecifico degli anticorpi primari e polimerici. La sezione tissutale viene successivamente incubata con anticorpo primario diluito in
maniera ottimale. Post Primary (IgG di coniglio anti-topo) viene quindi utilizzato per rilevare anticorpi di topo. Novolink™ Polymer riconosce
le immunoglobuline di coniglio e rileva gli anticorpi post-primari e qualsiasi anticorpo primario di coniglio legato ai tessuti. Le sezioni
vengono poi incubate con il substrato/cromogeno, 3,3’ — diaminobenzidina (DAB), preparato da DAB Chromogen e da Novolink™ DAB
Substrate Buffer (Polymer), come descritto piu avanti. La reazione con la perossidasi produce un precipitato visibile di colore marrone in
corrispondenza del sito antigenico. Le sezioni tissutali vengono controcolorate con Hematoxylin e coperte da vetrino coprioggetto. | risultati
vengono interpretati mediante un microscopio ottico e sono utili nella diagnosi differenziale di processi fisiopatologici, che possono essere
pitl 0 meno associati ad un particolare antigene.

Reagenti Forniti

Per ulteriori informazioni su quali reagenti della seguente lista siano forniti in ciascun prodotto, vedere la tabella in basso.
1. Peroxidase Block. Perossido di idrogeno 3—4%(v/v).

2. Protein Block. Caseina 0,4% in tampone fosfato, con stabilizzatori, surfattante e Bronidox L 0,2% come conservante.

3. Post Primary. IgG di coniglio anti-topo (<10 pg/mL) in siero animale al 10% (v/v) in soluzione salina tamponata con Tris/ProClin™ 950
allo 0,09%.

4. Novolink™ Polymer. Poly-HRP-IgG anti-coniglio (<25 pg/mL) contenente siero animale al 10% (v/v) in soluzione salina tamponata con
Tris/ProClin™ 950 allo 0,09%.

5. DAB Chromogen. 3,3’ - diaminobenzidina all'1,74% (p/v) in soluzione stabilizzante.
6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Soluzione tampone contenente lo <0,1% di perossido di idrogeno e conservante.
7. Hematoxylin. Ematossilina <0,1%
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Substrate Buffer
(Polymer)

Reagenti Cod. Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
prodotto Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection

System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Reagenti Cod. Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB

prodotto Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)

(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1 x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1 x25ml

Post Primary RE7159 1x125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1x125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml
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Ricostituzione, Miscelazione, Diluizione, Titolazione

Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer e Hematoxylin sono prediluiti. Non si consiglia la ricostituzione, la
miscelazione, la diluizione o la titolazione di questi reagenti. L'ulteriore diluizione potrebbe causare una perdita di colorazione dell’antigene.
Tali eventuali variazioni devono essere convalidate dall'utente.

Prima dell’'uso, DAB Chromogen va diluito 1/20 in Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). L'ulteriore diluizione potrebbe causare una
perdita di colorazione dell’antigene. Tali eventuali variazioni devono essere convalidate dall’'utente.

Conservazione e Stabilita

Conservare a 2-8 °C. Non congelare. Immediatamente dopo l'uso, riportare a 2-8 °C. Non usare dopo la data di scadenza indicata
sull’etichetta del prodotto. Condizioni di conservazione diverse da quelle sopra specificate vanno verificate dall'utente. Non essendoci
segni evidenti che indichino l'instabilita del prodotto, i controlli positivi e negativi vanno eseguiti in parallelo al test sui campioni del
paziente.

Preparazione del Campione Biologico
|l fissativo raccomandato € la formalina tamponata neutra al 10% per sezioni tissutali incluse in paraffina.

Avvertenze e Precauzioni

DAB Chromogen H341: Sospettato di provocare P201: Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso.

Contiene <10% Biphenyl-3,3’,  alterazioni genetiche. P202: Non manipolare prima di avere letto e compreso tutte le

4,4'-Tetrayltetraamine. H350: Puo provocare il cancro. avvertenze.

GHSO08: Pericolo per la salute. P281: Utilizzare il dispositivo di protezione individuale richiesto.
Avvertenze: Pericolo. P308+313: IN CASO di esposizione o di possibile esposizione,

consultare un medico.

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

Una scheda di sicurezza del prodotto (MSDS) & disponibile su richiesta o dal sito www.LeicaBiosystems.com

Per uso professionale.
Non miscelare con reagenti di altri sistemi di determinazione.

Prima e dopo la fissazione, i campioni biologici e tutti i materiali ad essi esposti vanno trattati come potenzialmente infettanti e smaltiti con
le appropriate precauzioni.*

Non pipettare i reagenti con la bocca ed evitare il contatto dei reagenti e dei campioni biologici con la pelle e con le mucose. Se i reagenti
o i campioni biologici vengono a contatto con zone sensibili, sciacquare abbondantemente le parti interessate.

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

Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti, allo scopo di evitare un aumento di colorazione aspecifica. Tempi o
temperature d’incubazione diversi da quelli specificati possono condurre a risultati non veritieri. Tali eventuali variazioni devono essere
convalidate dall'utente.

Procedura

A. Reagenti Necessari ma non Forniti

1. Solventi standard utilizzati in immunoistochimica.
2. Tampone Tris salino (TBS) 50 mM a pH 7,6.

. Soluzione/i per lo smascheramento antigenico.

. Soluzione/i per lo smascheramento con enzimi.

. Diluente per anticorpi.

. Anticorpo primario.

. Mezzo di montaggio.

. Attrezzature Necessarie ma non Fornite
. Attrezzatura necessaria per lo smascheramento antigenico, se consigliato per I'anticorpo primario.
. Attrezzatura di base del laboratorio di immunoistochimica.

N2 NO O AW

C. Metodologia
Prima di intraprendere questa metodologia, I'utente deve aver acquisito esperienza con le tecniche immunoistochimiche.
Tutte le fasi devono procedere come indicato, per non compromettere il rendimento.

La combinazione dell'anticorpo primario, la sua diluizione, assieme al sistema di determinazione vanno convalidate dall’'utente su una
serie di controlli positivi e negativi noti.

Se non indicato diversamente, tutte le fasi vanno condotte a temperatura ambiente (25 °C).

Per I'uso su tessuto congelato, tagliare e fissare le sezioni seguendo le raccomandazioni per I'anticorpo primario; cominciare dal punto 11.
. Tagliare e montare le sezioni sui vetrini rivestiti da un adatto adesivo tissutale.

. Deparaffinare le sezioni mediante xilene o suoi analoghi.

. Reidratare mediante passaggi in alcool a gradazione decrescente.

. Lavare i vetrini con acqua corrente.

. Eseguire lo smascheramento antigenico come descritto (vedere Raccomandazioni per I'uso per I'anticorpo primario).

. Lavare i vetrini con acqua deionizzata.

o s WN =
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7. Neutralizzare la perossidasi endogena usando Peroxidase Block per 5 minuti.

8. Lavare 2 volte in TBS per 5 minuti.

9. Incubare con Protein Block per 5 minuti.

10. Lavare 2 volte in TBS per 5 minuti.

11.Incubare con anticorpo primario diluito in maniera ottimale (vedere Raccomandazioni per I'uso per I'anticorpo primario).
12.Lavare 2 volte in TBS per 5 minuti.

13.Incubare con Post Primary per 30 minuti.

14. Lavare 2 volte in TBS per 5 minuti.

15. Incubare con Novolink™ Polymer per 30 minuti.

16. Lavare 2 volte in TBS per 5 minuti, scuotendo delicatamente.

17.Sviluppare l'attivita perossidasica con soluzione di lavoro DAB (vedere Soluzione di lavoro DAB) per 5 minuti.
18.Sciacquare i vetrini.

19.Controcolorare con Hematoxylin.

20.Sciacquare i vetrini per 5 minuti.

21.Disidratare, chiarificare e montare le sezioni.

Soluzione di Lavoro DAB
Aggiungere 50 pl di DAB Chromogen a 1 ml di Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Utilizzare entro sei ore dalla preparazione.

Controllo Qualita

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

Controllo Positivo del Tessuto

E usato per indicare tessuti correttamente preparati e tecniche di colorazione appropriate. Per ogni gruppo di condizioni del test/anticorpo
primario e per ogni ciclo di colorazione, deve essere incluso un controllo positivo del tessuto. Un tessuto a debole colorazione positiva &
pit adatto di uno a colorazione positiva intensa per un ottimale controllo qualita e per mettere in evidenza livelli inferiori di degradazione
del reagente.® Per il tessuto raccomandato come controllo positivo, vedere le Raccomandazioni per I'uso per I'anticorpo primario. Se il
controllo positivo del tessuto non dimostra colorazione positiva, i risultati con i campioni biologici del test vanno considerati non validi.

Controllo Negativo del Tessuto

Va esaminato dopo il controllo positivo, per verificare la specificita della marcatura dell’antigene bersaglio da parte dell’anticorpo primario.
Per il tessuto raccomandato come controllo negativo, vedere le Istruzioni per I'uso per I'anticorpo primario. In alternativa, la varieta dei
tipi cellulari presenti nella maggior parte delle sezioni tissutali offre spesso siti di controllo negativo, ma questo va verificato dall’utente.
La colorazione aspecifica, se presente, assume di solito aspetto diffuso. La colorazione sporadica del tessuto connettivo pud anche
manifestarsi in seguito ad iperfissazione di sezioni di tessuto in formalina. Per I'interpretazione dei risultati della colorazione, usare cellule
intatte. Le cellule necrotiche o degenerate si colorano spesso in maniera aspecifica.® Si possono osservare risultati falsamente positivi,
dovuti a legame non immunologico delle proteine o a prodotti di reazione del substrato. Tali falsi positivi possono essere anche causati
da enzimi endogeni quali la pseudoperossidasi (eritrociti), la perossidasi endogena (citocromo C) o la biotina endogena’ (es. fegato,
mammella, cervello, rene). Per differenziare I'attivita enzimatica endogena o il legame non specifico dallimmunoreattivita specifica, si
possono colorare ulteriori tessuti del paziente esclusivamente con substrato cromogeno, con polimero marcato e substrato cromogeno
o con Post Primary, polimero marcato e substrato cromogeno. Se nel controllo negativo del tessuto compare una colorazione specifica, i
risultati sui campioni biologici ottenuti dal paziente devono essere considerati non validi.

Controllo Negativo del Reagente

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

Tessuto del Paziente

Per ultimi, esaminare i campioni biologici del paziente. L'intensita della colorazione positiva va analizzata nel contesto di qualsiasi
colorazione aspecifica di fondo del controllo negativo del reagente. Come per tutti gli altri test immunoistochimici, un risultato negativo
significa che I'antigene non & stato determinato, ma non necessariamente che fosse assente dalle cellule o dal tessuto esaminato. Se
necessario, usare un pannello di anticorpi per identificare reazioni falsamente negative.

Limitazioni

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

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

L'interpretazione clinica di ogni colorazione o della sua assenza va integrata da studi morfologici che utilizzino i controlli appropriati e deve
essere valutata da un patologo qualificato, nel contesto della storia clinica del paziente e delle altre metodiche diagnostiche adoperate.
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Novolink Polymer Detection Systems e i loro componenti sono destinati all'uso su sezioni tissutali incluse in paraffina con specifici requisiti
di fissazione. Un’espressione antigenica inattesa pud manifestarsi in particolare nelle neoplasie. Linterpretazione clinica di ogni sezione
tissutale colorata deve includere I'analisi morfologica e la valutazione dei controlli appropriati.

Caratteristiche di Rendimento
Il rendimento di Novolink™ Polymer Detection Systems, di Novolink™ Polymer e Novolink™ DAB (Polymer) & stato convalidato utilizzando
una gamma di anticorpi primari Novocastra™ IgG di topo, IgM* di topo e IgG di coniglio.

*Con anticorpi di isotipo IgM, si pud osservare una debole colorazione.
Questi prodotti sono stabili fino alla data di scadenza indicata sull’etichetta.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Produkt Nr.: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Produkt Nr.: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Produkt Nr.: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Produkt Nr.: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Produkt Nr.: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Produkt Nr.: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Produkt Nr.: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Produkt Nr.: RE7230-K

Verwendungszweck

Fr in-vitro-Diagnostik.

Novolink™ Polymer Peroxidase Detection Systems sind zur Visualisierung primérer Maus-IgG-, Maus-IgM- und Kaninchen-IgG-Antikdrper
bestimmt. Novolink™ Polymer und Novolink™ DAB (Polymer) enthalten Komponentenreagenzien dieser Systeme und sind fiir die
Verwendung im unten beschriebenen Verfahren bestimmt. Die klinische Bewertung einer vorliegenden bzw. fehlenden Farbung sollte
durch morphologische Studien mit entsprechenden Kontrollen ergénzt und im Kontext der Krankengeschichte des Patienten und anderer
diagnostischer Tests von einem qualifizierten Pathologen vorgenommen werden.

Verfahrensgrundlage

Die erste Immunperoxidasetechnik wurde von Nakane und Pierce beschrieben.! Seitdem haben viele Entwicklungen auf diesem Gebiet
zu einer erhéhten Empfindlichkeit heutiger Methoden gegeniiber friiheren Techniken gefiihrt. Die Verwendung der polymeren Markierung
wurde in jlngerer Zeit eingefiihrt. Diese Technologie ist sowohl auf primére Antikérper? als auch Nachweissysteme angewandt worden.
Die Novolink™ Polymer Detection Systems verwenden eine neuartige Technologie der kontrollierten Polymerisation zur Vorbereitung
von polymeren HRP-Linker- Antikdrperkonjugaten. Daher tritt das Problem einer unspezifischen Farbung, die bei Streptavidin/Biotin-
Nachweissystemen aufgrund des endogenen Biotins vorkommen kann, hier nicht auf.

Diese Produkte werden in einem immunhistochemischen (IHC-) Verfahren verwendet, das den qualitativen Nachweis von Antigenen
in formalinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebeschnitten in mehreren aufeinander folgenden Schritten mit dazwischen liegenden
Waschschritten mittels Lichtmikroskopie gestattet. Falls der primére Antikorper dies verlangt, werden die Schnitte vor der Farbung
einer Epitopdemaskierung unterworfen. Die endogene Peroxidaseaktivitat wird mithilfe des Peroxidase Block neutralisiert. Daraufhin
wird der Protein Block angewandt, um die unspezifische Bindung von primarem Antikdrper und Polymer zu verringern. Der Schnitt
wird daraufhin mit dem optimal verdiinnten primaren Antikdrper inkubiert. Post Primary (Kaninchen-anti-Maus-lgG) wird dann zum
Nachweis der Mausantikérper verwendet. Das Novolink Polymer erkennt Kaninchenimmunglobuline und weist die postpriméaren sowie
alle gewebegebundenen Kaninchen-Primarantikorper nach. Die Schnitte werden mit dem Substrat/Chromogen 3,3-Diaminobenzidin
(DAB), das aus DAB Chromogen und Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) wie im Folgenden beschrieben vorbereitet wurde, weiter
inkubiert. Die Reaktion mit der Peroxidase produziert ein sichtbares braunes Prazipitat an der Stelle des Antigens. Die Schnitte werden
mit Hematoxylin gegengeférbt und abgedeckt. Die Ergebnisse werden mithilfe eines Lichtmikroskops interpretiert und unterstiitzen die
Differentialdiagnose pathophysiologischer Prozesse, die mit einem bestimmten Antigen assoziiert sein konnten.

Gelieferte Reagenzien

Die Einzelheiten der in jedem Produkt enthaltenen Reagenzien aus der folgenden Liste werden in der unten aufgeflihrten Tabelle
angegeben.

1. Peroxidase Block. 3—4%(v/v) Wasserstoffperoxid.

2. Protein Block. 0,4% Casein in einer phosphatgepufferten physiologischen Kochsalzlésung mit Stabilisatoren, oberflachenaktiver
Substanz und 0,2% Bronidox L als Konservierungsmittel.

3. Post Primary. Kaninchen-anti-Maus-1gG (<10 ug/mL) in Tris-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung/0,09% ProClin™ 950, die
10% Tierserum enthaélt.

4. Novolink™ Polymer. Anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG (<25 pg/mL) in Tris-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung/0,09% ProClin™
950, die 10% Tierserum enthalt.

5. DAB Chromogen. 1,74 Gew.-% 3,3-diaminobenzidin in einer Stabilisatorldsung.
6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Pufferldsung mit <0,1% Wasserstoffperoxid und Konservierungsmittel.
7. Hematoxylin. <0,1% Hamatoxylin.
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Reagenzien Produkt Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
Nr. Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection

System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Reagenzien Produkt Novolink™ Max Novolink™ Polymer Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB

Nr. Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)

(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1 x 25ml

Post Primary RE7159 1x125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1x125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer
(Polymer)
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Rekonstitution, Mischen, Verdiinnung, Titration

Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer und Hematoxylin sind vorverdiinnt. Rekonstitution, Mischen,
Verdlnnung oder Titration dieser Reagenzien wird nicht empfohlen. Eine weitere Verdiinnung kénnte zum Verlust der Antigenfarbung
fiihren. Der Benutzer muss solche Anderungen zuvor validieren.

Das DAB Chromogen muss vor dem Gebrauch in Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) auf 1/20 verdinnt werden. Eine weitere
Verdiinnung kénnte zum Verlust der Antigenfarbung fiihren. Der Benutzer muss solche Anderungen zuvor validieren.

Lagerung und Stabilitat

Bei 2—-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Nach Gebrauch sofort wieder bei 2—8 °C lagern. Nach Ablauf des Verfallsdatums (auf dem Behalteretikett
angezeigt) darf das Produkt nicht mehr verwendet werden. Lagerbedingungen, die von den oben genannten Bedingungen abweichen,
missen vom Benutzer verifiziert werden. Es gibt keine offensichtlichen Anzeichen fiir die Instabilitdt dieses Produkts. Daher sind die
positiven und negativen Kontrollen gleichzeitig mit den Patientenproben durchzufiihren.

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

Warnhinweise und SicherheitsmaRnahmen

DAB Chromogen H341: Kann vermutlich P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
Enthalt 10% Biphenyl-3,3',4,4-  genetische Defekte verursachen.  p202: Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und
Tetrayltetraamine. H350: Kann Krebs erzeugen. verstehen.

GHS08: Gesundheitsgefahr. P281: Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung
Signalworter: Gefahr. verwenden.

P308+313: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

P501: Inhalt / Behalter der Problemabfallentsorgung zufiihren.

Ein Materialsicherheits-Datenblatt ist auf Anfrage von www.LeicaBiosystems.com erhéltlich.

Fiir geschultes Fachpersonal.

Reagenzien aus unterschiedlichen Nachweissystemen diirfen nicht gemischt werden.

Vor und nach der Fixierung sind die Proben sowie alle Materialien, die mit ihnen in Kontakt gekommen sind, als potentiell infektios zu
behandeln und daher mit entsprechender Vorsicht zu entsorgen.*

Reagenzien diirfen niemals mit dem Mund pipettiert werden, und jeglicher Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und Schleimhauten
ist zu vermeiden. Falls Reagenzien oder Proben mit empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, missen diese mit reichlich
Wasser gesplilt werden.

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

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

Verfahren

. Zusétzlich bendétigte, aber nicht mitgelieferte Reagenzien

. In der Immunhistochemie Ubliche Standardlésungsmittel.

. 50 mmol/l Tris-gepufferte physiologische Kochsalzlésung (Tris-Buffered Saline, TBS) pH7,6.
. Antigendemaskierungslsung(en).

Enzymdemaskierungslosung(en).

. Antikérperverdiinnung.

. Primarer Antikdrper.

. Aufbringungsmedium.

. Zusétzlich bendétigte, aber nicht mitgelieferte Ausriistung
. Fur die Antigendemaskierung benétigte Ausriistung, falls fir den primaren Antikérper empfohlen.
. Allgemeine immunhistochemische Laborausstattung.

O NS m NOOA®N =D

. Vorgehensweise
Vor Anwendung dieser Vorgehensweise miissen die Benutzer mit immunhistochemischen Techniken vertraut sein.
Alle Schritte miissen geméaR Anweisung befolgt werden, anderenfalls kénnte die Leistungsfahigkeit beeintrachtigt werden.

Die Kombination aus dem primaren Antikérper und seiner Verdlinnung zusammen mit dem Nachweissystem ist vom Benutzer auf einer
Reihe bekannter positiver und negativer Kontrollen zu validieren.

Sofern nicht anderweitig vorgegeben, werden alle Schritte bei Raumtemperatur (25 °C) durchgefiihrt.

Zur Anwendung an gefrorenem Gewebe Schnitte wie fiir den Erstantikorper empfohlen fertigen und fixieren, Beginn mit Schritt 11.
1. Das Praparat schneiden und auf Objekttrager aufbringen, die mit einem geeigneten Gewebekleber beschichtet sind.

2. Schnitte mit Xylol oder Xylolersatzstoffen von Paraffin sdubern.

3. Mit abgestuft konzentriertem Alkohol rehydrieren.

4. Die Objekttrager unter laufendem Leitungswasser abspiilen.
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. Antigendemaskierung wie erforderlich durchfiihren (siehe Gebrauchsempfehlungen fiir den primaren Antikdrper).
. Die Objekttrager unter entionisiertem Wasser abspiilen.

. Die endogene Peroxidase 5 Minuten lang mit Peroxidase Block neutralisieren.

. 2 x5 Minuten lang in TBS waschen.

9. 5 Minuten lang mit Protein Block inkubieren.

10.2 x 5 Minuten lang in TBS waschen.

11.Mit dem optimal verdiinnten primaren Antikdrper inkubieren (siehe Gebrauchsempfehlungen fiir den priméren Antikorper).
12.2 x 5 Minuten lang in TBS waschen.

13.Mit Post Primary 30 Minuten lang inkubieren.

14.2 x 5 Minuten lang in TBS waschen.

15.Mit Novolink™ Polymer 30 Minuten lang inkubieren.

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

17.Die Peroxidaseaktivitat mit DAB-Arbeitslosung (sieche DAB-Arbeitslésung) 5 Minuten lang entwickeln.
18.0bjekttrager in Wasser splilen.

19.Mit Hematoxylin gegenfarben.

20.0bjekttrager 5 Minuten lang in Wasser abspiilen.

21.Schnitte dehydrieren, reinigen und aufbringen.

DAB-Arbeitslosung

50 pl DAB Chromogen zu 1 ml Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) hinzugeben. Innerhalb von sechs Stunden nach Vorbereitung
verwenden.

© N o O»

Qualitatskontrolle

Unterschiede bei der Gewebebearbeitung und den technischen Verfahren im Labor des Benutzers kdnnen zu signifikanten Schwankungen
bei den Ergebnissen flihren. Daher ist es wichtig, zusatzlich zu den folgenden Verfahren regelmaRige laborinterne Kontrollen durchzufiihren.
Die Kontrollen sollten mit frischen Autopsie-/Biopsie-/chirurgischen Proben vorgenommen werden, die so bald wie mdglich und auf
dieselbe Weise wie die Patientenprobe(n) in Formalin fixiert, behandelt und in Paraffin eingebettet worden sind.

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an. In jedem Farbelauf sollte fiir jeden Satz Testbedingungen/
primarer Antikrper eine positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden. Gewebe mit schwach positiver Farbung ist fir die optimale
Qualitatskontrolle und den Nachweis kleiner Minderungen in der Reagenzleistung besser geeignet, als ein Gewebe mit stark positiver
Farbung.’ Informationen Uiber das positive Kontrollgewebe sind in den Gebrauchsempfehlungen zum priméren Antikorper zu finden. Falls
das positive Kontrollgewebe keine positive Farbung nachweisen kann, sollten die mit den Testproben erzielten Ergebnisse als ungliltig
betrachtet werden.

Negative Gewebekontrolle

Die negative Gewebekontrolle sollte nach der positiven Gewebekontrolle erfolgen, um die Spezifitat der Zielantigenmarkierung durch den
primaren Antikdrper zu verifizieren. Informationen Uiber das empfohlene negative Kontroligewebe sind in den Gebrauchsanweisungen
zum primaren Antikorper zu finden. Alternativ bietet die Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten vorliegen,
haufig Stellen fiir eine negative Kontrolle. Jedoch sollte dies vom Benutzer verifiziert werden. Liegt eine unspezifische Farbung vor,
hat diese gewohnlich ein diffuses Erscheinungsbild. Eine sporadische Farbung des Bindegewebes kann ebenfalls in Schnitten von
UibermaRig formalinfixierten Geweben beobachtet werden. Zur Bewertung der Farbeergebnisse intakte Zellen verwenden. Nekrotische
oder degenerierte Zellen werden oft unspezifisch gefarbt.® Falsch-positive Ergebnisse kénnen aufgrund einer nichtimmunologischen
Bindung von Proteinen oder Substratreaktionsprodukten beobachtet werden. Solche Ergebnisse kénnen auch durch endogene
Enzyme wie Pseudoperoxidase (Erythrozyten), endogene Peroxidase (Zytochrom C) oder endogenes Biotin’ (beispielsweise Leber,
Mamma, Gehirn, Niere) hervorgerufen werden. Zur Differenzierung der endogenen Enzymaktivitat oder unspezifischen Bindung von der
spezifischen Immunreaktivitat lassen sich zusatzliche Patientengewebe ausschlieflich mit Substrat-Chromogen, mit markiertem Polymer
und Substrat-Chromogen oder mit Post Primary, markiertem Polymer und Substrat-Chromogen farben. Falls im negativen Kontrollgewebe
eine spezifische Farbung auftritt, sollten die Ergebnisse mit den Patientenproben als ungliltig betrachtet werden

Negative Reagenzkontrolle

Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Antigenstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpréparates anstelle des primaren Antikorpers eine unspezifische negative Reagenzkontrolle zu verwenden.

Patientengewebe

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

Beschrankungen

Die Immunhistochemie ist ein mehrstufiger diagnostischer Prozess, der eine spezialisierte Ausbildung auf den folgenden Gebieten
erfordert: Auswahl der entsprechenden Reagenzien; Gewebeauswahl, -fixierung und -verarbeitung; Vorbereitung des IHC-Objekttragers
sowie Bewertung der Farbeergebnisse.
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Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung und Verarbeitung des Gewebes vor dem Farben ab. UnsachgemaRes Fixieren, Einfrieren,
Auftauen, Waschen, Trocknen, Erwarmen, Schneiden oder eine Kontamination mit anderen Geweben oder Flissigkeiten kann zu
Artefakten, Antikérper-Trapping oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Abweichende Ergebnisse kénnen aufgrund von Unterschieden
bei der Fixierung und Einbettung oder intrinsischen UnregelméaRigkeiten im Gewebe selbst entstehen.?

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

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

Novolink™ Polymer Detection Systems und ihre Komponenten sind zur Verwendung auf paraffineingebetteten Schnitten mit spezifischen
Fixierungsanforderungen bestimmt. Es kann insbesondere bei Neoplasmen zu einer unerwarteten Antigenexpression kommen. Die
klinische Bewertung eines gefarbten Gewebeschnitts muss eine morphologische Analyse und die Auswertung der entsprechenden
Kontrollen einschlieRen.

Leistungsmerkmale

Die Leistung von Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer und Novolink™ DAB (Polymer) wurde mithilfe einer Reihe
primarer Novocastra™ Maus-lgG-, Maus-IgM*- und Kaninchen-IgG-Antikorper validiert.

*Bei Antikérpern vom IgM-Isotyp kann eine schwache Farbung beobachtet werden.

Diese Produkte bleiben bis zum auf dem Behalteretikett angegebenen Verfallsdatum stabil.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Referencia: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Referencia: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Referencia: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Referencia: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Referencia: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Referencia: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Referencia: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Referencia: RE7230-K

Indicaciones de uso

Para uso diagnéstico in vitro.

Los productos Novolink™ Polymer Detection Systems estan indicados para la visualizacion de anticuerpos primarios de IgG e IgM murinas,
e IgG de conejo. Los productos Novolink™ Polymer y Novolink™ DAB (Polymer) contienen los reactivos que componen estos sistemas y
estan indicados para su uso en el procedimiento descrito mas abajo. La interpretacién clinica de cualquier tincién o de su ausencia se
debe complementar con estudios morfoldgicos utilizando los controles adecuados, y un patélogo cualificado debe evaluarla en el contexto
de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas.

Principio del procedimiento

La primera técnica de la inmunoperoxidasa fue descrita por Nakane and Pierce." Desde entonces, se han producido muchos avances
que han aumentado la sensibilidad con respecto a las primeras técnicas. Un desarrollo reciente ha sido el uso del marcado polimérico.
Esta tecnologia se ha aplicado tanto a los anticuerpos primarios? como a los sistemas de deteccién. Los productos Novolink™ Polymer
Detection Systems utilizan una novedosa tecnologia de polimerizacién controlada para preparar conjugados poliméricos de anticuerpos
de union con peroxidasa. Por lo tanto, no aparece el problema de la tincion no especifica que puede producirse con los sistemas de
deteccion mediante estreptavidina y biotina, debido a la biotina endégena.

Estos productos se usan en un procedimiento inmunohistoquimico, lo que permite la identificacion cualitativa, por microscopia éptica, de
antigenos en secciones de tejidos fijadas con formol e incluidas en parafina, mediante pasos sucesivos, con pasos intermedios de lavado.
Si se necesita a causa del anticuerpo primario, las secciones se someten a recuperacion de los epitopos antes de la tincion. La actividad
de la peroxidasa endégena se neutraliza con Peroxidase Block. Esto va seguido de la aplicaciéon de Protein Block para reducir la unién
inespecifica de anticuerpos primarios y del polimero. A continuacién, la seccién se incuba con anticuerpo primario con una dilucién éptima.
Post Primary (IgG de conejo anti-ratén) por lo tanto se usa para detectar los anticuerpos murinos. El Novolink™ Polymer reconoce las
inmunoglobulinas de conejo; detecta el anticuerpo post-primario y cualquier anticuerpo primario de conejo unido al tejido. Las secciones
se incuban mas tiempo con sustrato-cromégeno, 3,3'-diaminobenzidina (DAB), preparado a partir de DAB Chromogen y Novolink™ DAB
Substrate Buffer (Polymer) tal y como se describe mas abajo. La reaccién con la peroxidasa produce un precipitado marrén visible en el
lugar donde se encuentra el antigeno. Las secciones se someten a contratincion con Hematoxylin y se les aplica un cubreobjetos. Los
resultados se interpretan utilizando un microscopio éptico y son de ayuda en el diagnéstico diferencial de los procesos fisiopatoldgicos,
que pueden estar o no vinculados a un determinado antigeno.

Reactivos suministrados
En la tabla que aparece mas abajo se ofrecen detalles de cuéles reactivos de la lista siguiente que se suministran con cada producto.
1. Peroxidase Block. Peréxido de hidrégeno al 3—4%(v/v).

2. Protein Block. Caseina al 0,4% en solucién salina con tampén fosfato, con estabilizantes, agente tensioactivo y Bronidox L al 0,2%
como conservante.

3. Post Primary. IgG de conejo anti-ratén (<10 pg/mL) en suero animal al 10% (v/v) en solucién salina tamponada con tris y ProClin™
950 al 0,09%.

4. Novolink™ Polymer. Poly-HRP-IgG anti-conejo (<25 pg/mL) que contiene suero animal al 10% (v/v) en solucién salina tamponada con
tris y ProClin™ 950 al 0,09%.

5. DAB Chromogen. 3,3’-diaminobenzidina al 1,74% peso/volumen, en solucion estabilizante.
6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Solucién tamponada que contiene perdxido de hidrégeno al <0,1% y conservante.
7. Hematoxylin. Hematoxilina al <0,1%.
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Substrate Buffer
(Polymer)

Reactivos Referencia | Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection
System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Reactivos Referencia | Novolink™ Max Novolink™ Polymer Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB
Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)
(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1 x 25ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x 125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1 x 150ml
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Reconstitucion, mezclado, dilucién y titulaciéon

Los productos Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer y Hematoxylin estan prediluidos. No se recomienda
reconstituir, mezclar, diluir o titular estos reactivos. Una mayor dilucién puede provocar la pérdida de la tincién del antigeno. El usuario
debe validar cualquier cambio de este tipo.

Es necesario diluir DAB Chromogen a 1/20 en Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) antes de usarlo. Una mayor dilucién puede
provocar la pérdida de la tincién del antigeno. El usuario debe validar cualquier cambio de este tipo.

Almacenamiento y estabilidad

Almacénelo a una temperatura de 2—8 °C. No lo congele. Devuélvalo a 2—8 °C inmediatamente después de su uso. No lo utilice después de
la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del producto. Cualesquiera condiciones de almacenamiento que no sean las especificadas
deben ser verificadas por el usuario. No existe ninglin signo evidente que indique la inestabilidad de este producto; por lo tanto deberan
realizarse simultdneamente controles positivos y negativos con muestras de pacientes.

Preparacion de las muestras
El fijador recomendado para secciones de tejido incluidas en parafina es formol tamponado neutro al 10%.

Advertencias y precauciones

DAB Chromogen H341: Se sospecha que provoca P201: Pedir instrucciones especiales antes del uso.
Contiene <10% Bifenil-3,3", defectos genéticos. P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y
4,4'-Tetrayltetraamine. H350: Puede provocar cancer. comprendido todas las instrucciones de seguridad.

GHSO08: Peligro para la salud. P281: Utilizar el equipo de proteccion individual obligatorio.
Palabras de advertencia: P308+313: EN CASO DE exposicién manifiesta o presunta:
Peligro. Consultar a un médico.

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

Esta disponible una Hoja de informacién sobre la seguridad del material, previa peticion, o en www.LeicaBiosystems.com

Para usuarios profesionales.
No mezcle reactivos procedentes de sistemas de deteccion diferentes.

Las muestras, antes y después de ser fijadas, asi como todos los materiales expuestos a ellas, deben manipularse como capaces de
transmitir una infeccién, y se deben desechar tomando las precauciones adecuadas

No pipetee nunca los reactivos con la boca; evite el contacto de la piel y de las membranas mucosas con los reactivos y las muestras. Si
los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas sensibles, lave éstas con abundante agua.

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

Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un aumento de la tincién no especifica.
Cualquier tiempo o temperatura de incubacién que no sean los aqui especificados pueden conducir a resultados erréneos. Cualquier
cambio de tal naturaleza debe ser validado por el usuario.

Procedimiento

A. Reactivos necesarios que no se suministran
1. Disolventes estandar utilizados en inmunohistoquimica.

2. Solucién salina tamponada con Tris 50 mM (TBS), pH 7,6.
3. Soluciones de recuperacion del antigeno.

4. Soluciones de recuperacion de la enzima.

5. Diluyente de anticuerpos.

6. Anticuerpo primario.

7. Medio de montaje.

B. Equipo necesario que no se suministra
1. Equipo necesario para recuperar antigenos, si estad recomendado para el anticuerpo primario.
2. Equipo de laboratorio utilizado generalmente para inmunohistoquimica.

C. Metodologia
Antes de poner en practica esta metodologia, los usuarios deben formarse en el uso de las técnicas inmunohistoquimicas.
Se deben cumplir todos los pasos segun lo indicado, ya que de lo contrario la eficacia puede verse menoscabada.

La combinacién del anticuerpo primario, su dilucion, junto con el sistema de deteccion, debe ser validada por el usuario, sobre una serie
de controles positivos y negativos conocidos.

A menos que se indique otra cosa, todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente (25 °C).

Para usarse en tejidos congelados, corte y fije las secciones conforme a las recomendaciones para el anticuerpo primario; comience en
el paso 11.

1. Corte y monte las secciones recubiertas con un adhesivo de tejidos adecuado.
2. Desparafine las secciones en xileno o en sustitutos del xileno.

3. Rehidrate en alcoholes de gradacion decreciente.

4. Lave los portaobjetos en agua del grifo corriente.
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. Realice la recuperacion de los antigenos tal y como se necesite (vea las Recomendaciones de uso del anticuerpo primario).
. Lave los portaobjetos en agua desionizada.

. Neutralice la peroxidasa endégena con Peroxidase Block durante 5 minutos.

. Lave en TBS durante 2 x 5 minutos.

. Incube en Protein Block durante 5 minutos.

10. Lave en TBS durante 2 x 5 minutos.

© N o O»

©

11. Incube con anticuerpo primario de dilucién 6ptima (vea las Recomendaciones de uso del anticuerpo primario).
12. Lave en TBS durante 2 x 5 minutos.

13. Incube con Post Primary durante 30 minutos.

14. Lave en TBS durante 2 x 5 minutos.

15. Incube con Novolink™ Polymer durante 30 minutos.

16. Lave en TBS durante 2 x 5 minutos aplicando una suave oscilacion.

17. Revele la actividad peroxidasica con solucion de trabajo DAB (vea Solucién de trabajo DAB) durante 5 minutos.
18. Aclare los portaobjetos con agua.

19. Realice la contratincién con Hematoxylin.

20. Aclare los portaobjetos durante 5 minutos.

21. Deshidrate, aclare y monte las secciones.

Solucion de trabajo DAB

Afiada 50 pl de DAB Chromogen a 1 ml de Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Usela antes de transcurridas seis horas desde la
preparacion.

Control de calidad

Las diferencias en el procesado de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del usuario pueden producir una variabilidad
significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve a cabo regularmente sus propios controles, ademas de los siguientes
procedimientos. Los controles deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o quirtirgicas fijadas en formol, procesadas e incluidas en
parafina lo antes posible de manera idéntica a la utilizada para la muestra o muestras del paciente o pacientes.

Control tisular positivo

Se utiliza para indicar la preparacién correcta de los tejidos y las técnicas de tinciéon adecuadas. Debera incluirse un control tisular positivo
por cada conjunto de condiciones de ensayo y anticuerpo primario en cada tincién o serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincién
positiva débil es mas adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para un control de calidad éptimo y para detectar niveles
bajos de degradacion del reactivo.® En cuanto al tejido de control positivo recomendado, vea las Recomendaciones de uso del anticuerpo
primario. Si el tejido de control positivo no muestra tincién positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no
validos.

Control tisular negativo

Debe examinarse después del control de tejido positivo, a fin de verificar la especificidad del marcado del antigeno diana por el anticuerpo
primario. En cuanto al tejido de control negativo recomendado, vea las Instrucciones de uso del anticuerpo primario. Como alternativa,
la variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de las secciones de tejido ofrece con frecuencia lugares de control
negativo, pero esto debe ser verificado por el usuario. Si aparece tincién no especifica, tiene generalmente aspecto difuso. En secciones
de tejido fijado excesivamente en formol puede observarse también tincién esporadica del tejido conectivo. Utilice células intactas
para la interpretacion de los resultados de la tincién. A menudo, las células necréticas o degeneradas quedan tefiidas de forma no
especifica.® También pueden observarse falsos positivos causados por la unién no inmunoldgica a proteinas o a productos de reaccion
del sustrato. Estos falsos positivos pueden estar causados también por enzimas endégenas tales como la pseudoperoxidasa (eritrocitos),
la peroxidasa endogena (citocromo C) o la biotina endégena’ (por ejemplo, de higado, mama, cerebro o rifion). Para diferenciar entre
la actividad enzimatica endégena o la unién inespecifica y la inmunorreactividad especifica, pueden tefiirse tejidos adicionales del
paciente exclusivamente con sustrato cromoégeno, con polimero marcado y sustrato cromégeno o con Post Primary, polimero marcado y
sustrato cromégeno. Si se produce tincion especifica del control tisular negativo, los resultados de las muestras de los pacientes deben
considerarse no validos

Control de reactivo negativo

Utilice un control de reactivo negativo no especifico en lugar del anticuerpo primario con una seccién de cada muestra del paciente a fin de
evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la tincién especifica en el lugar en que se encuentra el antigeno.

Tejido del paciente

Examine, por ultimo, las muestras de paciente. La intensidad de la tincién positiva debe valorarse en el contexto de cualquier tincién de
fondo no especifica del control de reactivo negativo. Como con cualquier prueba inmunohistoquimica, un resultado negativo significa
que no se ha detectado antigeno, y no que el antigeno esté ausente en las células o tejido probados. Si es necesario, use un panel de
anticuerpos para identificar falsas reacciones negativas.

Limitaciones

La inmunohistoquimica es un proceso de diagndstico en varias fases que abarca: formacion especializada en la seleccion de los reactivos
apropiados; seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos; preparacion del portaobjeto para IHQ; e interpretacion de los resultados de
la tincion.

RE7140-K
Page 25



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

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

La interpretacion clinica de cualquier tincién o de su ausencia se debe complementar con estudios morfolégicos utilizando los controles
adecuados, y un patélogo cualificado debe evaluarla en el contexto de la historia clinica del paciente y de otras pruebas diagnésticas.
Novolink™ Polymer Detection Systems y sus componentes, estan indicados en secciones incluidas en parafina con requisitos de fijacion
especificos. Puede producirse una expresion inesperada del antigeno, especialmente en las neoplasias. La interpretacion clinica de
cualquier seccién de tejido tefiida debe incluir un analisis morfoldgico y la evaluacion de los controles apropiados.

Caracteristicas de la realizacion

La eficacia de Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer y Novolink™ DAB (Polymer) se ha validado con el uso de una
gama de anticuerpos primarios de IgG e IgM* murinas, e IgG de conejo.

*Se puede observar tincién débil con anticuerpos del isotipo IgM.
Estos productos son estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta del producto.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

N.° do produto: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
N.° do produto: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
N.° do produto: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
N.° do produto: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

N.° do produto: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

N.° do produto: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

N.° do produto: RE7270-K

. ™
Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests
N.° do produto: RE7230-K
Utilizagao prevista
Para utilizagdo em diagndsticos in vitro.
Os sistemas Novolink™ Polymer Detection Systems s&o préprios para a visualizagéo de anticorpos primarios da IgG de ratinho, da IgM de
ratinho e da IgG de coelho. Os produtos Novolink™ Polymer e Novolink™ DAB (Polymer) contém reagentes componentes destes sistemas,
tendo sido concebidos para serem utilizados no procedimento descrito abaixo. A interpretagao clinica de qualquer coloragéo ou da sua
auséncia deve ser complementada por estudos morfolégicos empregando os devidos controlos, e deve ser avaliada por um patologista
qualificado, dentro do contexto do historial clinico do doente e de outros testes de diagndstico.

Principio do procedimento

A primeira técnica de imunohistoperoxidase foi registada por Nakane e Pierce'. Desde essa altura, ocorreram muitos desenvolvimentos
que resultaram nas técnicas de imunoperoxidase normalmente utilizadas actualmente. O emprego de rétulos poliméricos constitui um
desenvolvimento recente. Esta tecnologia tem sido aplicada tanto aos anticorpos primarios? como aos sistemas de detecgéo. Os sistemas
Novolink™ Polymer Detection Systems utilizam uma tecnologia nova de polimerizagéo controlada para a preparagéo de conjugados de
anticorpos poliméricos de ligagdo HRP. Assim, o problema da coloragdo ndo especifica, que pode ocorrer com os sistemas de detec¢do
de estreptavidina/biotina devido a biotina enddgena, ndo ocorre.

Estes produtos sdo utilizados num procedimento imunohistoquimico (IHQ), o qual permite a identificagdo qualitativa de antigenos, por
microscopia dptica, em secgdes de tecido fixado com formalina e envolvido em parafina, através de etapas sequenciais intercaladas com
etapas de lavagem. Caso o anticorpo primario assim o exija, as sec¢des sdo submetidas a recuperagdo de epitopos antes de serem
coradas. A actividade enddgena da peroxidase € neutralizada através da aplicagdo de Peroxidase Block. Segue-se a isto a aplicagéo do
Protein Block, para reduzir a ligagdo nao especifica dos anticorpos primarios e do polimero. Subsequentemente, a secgao é incubada com
um anticorpo primario a uma diluigdo 6pitma. Post Primary (IgG de coelho anti-ratinho) é portanto utilizado para a detecgdo de anticorpos
de ratinho. O Novolink™ Polymer reconhece as imunoglobulinas de coelho e detecta os anticorpos pos-primarios e quaisquer anticorpos
primarios de coelho ligados aos tecidos. As secgdes sdo ainda incubadas com o substrato/cromogéneo 3,3’ - diaminobenzidina (DAB),
um produto da combinagdo de DAB Chromogen com Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer), conforme descrito a seguir. A reacgédo
com a peroxidase produz um precipitado visivel, de cor castanha, no local do antigeno. As secgdes sdo contrastadas com Hematoxylin
e cobertas com uma lamela. Os resultados s&o interpretados por meio de um microscépio 6ptico, e ajudam a formular o diagndstico
diferencial dos processos fisiopatolégicos, os quais podem ou néo estar associados a antigenos especificos.

Reagentes fornecidos
Os pormenores dos reagentes, extraidos da lista que se segue e fornecidos em cada produto, sdo apresentados na tabela a seguir:
1. Peroxidase Block. Peréxido de hidrogénio a 3—4%(v/v).

2. Protein Block. Caseina a 0,4% em soro com tampao fosfato e produtos estabilizadores e surfactantes, bem como Bronidox L a 0,2%
como produto conservante.

3. Post Primary. IgG de coelho anti-ratinho (<10 pg/mL) em soro animal a 10% (v/v) em solugéo salina tamponada com Tris/ProClin™
950 a 0,09%.

4. Novolink™ Polymer. Poly-HRP-IgG anti-coelho (<25 pg/mL) contendo soro animal a 10% (v/v) em solugéo salina tamponada com
Tris/ProClin™ 950 a 0,09%.

5. DAB Chromogen. 3,3’ - diaminobenzidina a 1,74% p/v, numa solugao estabilizadora.
6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Solugdo tamponada contendo peroxido de hidrogénio a <0,1% e um produto conservante.
7. Hematoxylin. Hematoxilina a <0,1%.
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Reagentes N.°do Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
produto Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection

System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Reagentes N.°do Novolink™ Max Novolink™ Polymer Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB

produto Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)

(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1x25ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x 125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1 x 150ml

Substrate Buffer
(Polymer)
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Reconstituicao, mistura, diluigao, titulagao

Os produtos Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer e Hematoxylin encontram-se pré-diluidos. Nao se
recomenda a reconstituicdo, mistura, diluigdo ou titulagdo destes reagentes. Qualquer diluicdo adicional podera resultar na perda de
coloragéo do antigeno. O utilizador deve validar quaisquer alteragdes dessa natureza.

O DAB Chromogen tem de ser diluido a razdo 1/20 em Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) antes de ser utilizado. Qualquer diluigdo
adicional podera resultar na perda de coloragao do antigeno. O utilizador deve validar quaisquer alteragdes dessa natureza.

Armazenamento e estabilidade

Armazenar a 2-8 °C. N&o congelar. Retornar a temperatura de 2-8 °C imediatamente apés a utilizagdo. N&o utilizar apds o prazo de
validade indicado no rétulo do produto. As condi¢gdes de armazenamento que diferirem das que se encontram especificadas devem ser
verificadas pelo utilizador. Nao ha sinais ébvios que indiquem a instabilidade deste produto, portanto os controlos positivos e negativos
devem ser activados em simultaneo com as amostras do doente.

Preparacao das amostras
O fixador recomendado é formol tamponado neutro a 10% para secgdes de tecido envolvidas em parafina.

Avisos e precaugdes

DAB Chromogen H341: Suspeito de provocar P201: Pedir instru¢des especificas antes da utilizagéo.

Contém <10% Bifenil-3,3", anomalias genéticas. P202: Nao manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as
4,4'-Tetrayltetraamine. H350: Pode provocar cancro.  precaugdes de seguranga.

GHSO08: Perigo para a P281: Usar o equipamento de protecgéo individual exigido.

saude. P308+313: EM CASO DE exposigéo ou suspeita de exposigao:
Palavras-sinal: Perigo. consulte um médico.

P501: Eliminar o contetdo / recipiente para a recolha de residuos
perigosos ou especiais.

Encontra-se disponivel uma Ficha de Dados de Seguranga do Material, mediante pedido ou através do site www.LeicaBiosystems.com

Apenas para utilizadores profissionais.
Nao misturar reagentes de diferentes sistemas de detecgao.

As amostras, antes e depois da sua fixagdo, bem como todos os materiais expostos as mesmas, devem ser processados tal como se
tivessem a capacidade de transmitir infecgdes e devem ser descartados com as devidas precaugdes*

Nunca pipetar os reagentes com a boca e evitar o contacto da pele e membranas mucosas com os reagentes e amostras. Caso os
reagentes ou amostras entrem em contacto com areas sensiveis, lavar com grandes quantidades de agua.

Consultar a legislagdo nacional ou europeia em relagdo ao descarte de quaisquer componentes potencialmente téxicos.

Minimizar a contaminagdo microbiana dos reagentes, para evitar a possibilidade do aumento da coloragdo nao especifica. Os periodos
de incubagado ou temperaturas diferentes dos que foram especificados poderéo dar azo a resultados errados. Todas as alteragdes desse
tipo devem ser validadas pelo utilizador.

Procedimento

A. Reagentes necessarios mas nao fornecidos
1. Solventes comuns utilizados em imunohistoquimica.

. 50mM de tris-buffered saline (TBS) pH7,6.

. Solugéo/solugdes para a recuperagdo de antigenos.

. Solugéo/solugdes para a recuperagdo de enzimas.

. Diluente de anticorpos.

. Anticorpo primario.

. Meio de montagem.

. Equipamento necessario mas nao fornecido

. Equipamento necessario para a recuperagéo de antigenos, caso seja indicado para o anticorpo primario.
. Equipamento geral de laboratério de imunohistoquimica.

O N2, @m NO O M ON

. Metodologia
Antes de intentar esta metodologia, o utilizador deve ter recebido a devida formag&o em técnicas de imunohistoquimica.
Seguir todas as etapas conforme indicado, caso contrario o desempenho pode ser prejudicado.

A combinag&o do anticorpo primario, da sua diluigdo, juntamente com o sistema de detecgao deve ser validada pelo utilizador numa série
de controlos positivos e negativos conhecidos.

A ndo ser indicagdo em contrario, todas as etapas devem ser efectuadas a temperatura ambiente (25 °C).

Para utilizagdo em tecido congelado, efectuar os cortes e fixar de acordo com as recomendagdes para o anticorpo primario, comegar na
etapa 11.

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

2. Desparafinizar as secgdes em xileno ou substitutos de xileno.

. Reidratar através de alcoois graduados.

AW

. Lavar as laminas em agua corrente de torneira.

o

. Efectuar a recuperagdo do antigeno conforme necessario (consultar a seccdo Recomendagdes sobre a utilizagao para obter
informagdes sobre o anticorpo primario).
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6. Lavar as laminas em &gua desionizada.

7. Neutralizar a peroxidase enddgena, empregando para tal Peroxidase Block durante 5 minutos.

8. Lavar em TBS durante 2 x 5 minutos.

9. Incubar as secgdes com Protein Block durante 5 minutos.

10.Lavar em TBS durante 2 x 5 minutos.

11.Incubar com anticorpo primario a uma diluigdo éptima (consultar a secgdo Recomendagdes sobre a utilizagdo para obter
informages sobre o anticorpo primario).

12.Lavar em TBS durante 2 x 5 minutos.

13.Incubar com Post Primary durante 30 minutos.

14.Lavar em TBS durante 2 x 5 minutos.

15.Incubar com Novolink™ Polymer durante 30 minutos.

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

17.Desenvolver a actividade da peroxidase com a solugéo de trabalho DAB (consultar Solugao de trabalho DAB) durante 5 minutos.

18.Enxaguar as laminas em agua.

19.Contrastar com Hematoxylin.

20.Enxaguar as laminas em agua durante 5 minutos.

21.Desidratar, soltar e montar as secgoes.

Solugéo de trabalho DAB

Adicionar 50 pl de Novolink™ DAB Chromogen a 1ml de DAB Substrate Buffer (Polymer). Utilizar dentro de seis horas apds a
preparagao.

Controlo da qualidade

As diferengas entre os diferentes métodos e técnicas de processamento de tecidos no laboratério do utilizador podem causar uma grande
variabilidade de resultados, requerendo a realizagéo frequente de controlos internos suplementares aos procedimentos que se seguem.
Os controlos devem ser amostras de autopsia/biopsia/cirurgia frescas, fixadas em formol, processadas e envolvidas em cera parafinica
logo que possivel, da mesma maneira que a(s) amostra(s) do(s) doente(s).

Controlo de tecido positivo

Usado para assinalar os tecidos correctamente preparados e as técnicas de coloragdo indicadas. Por cada conjunto de condi¢des de
testes, em cada processo de coloragdo, deve incluir-se um controlo de tecido positivo. Os tecidos com uma coloragéo positiva fraca sdo
mais apropriados do que os tém uma coloragao positiva forte para proporcionarem um nivel ideal de controlo da qualidade, bem como
para detectarem niveis reduzidos de degradagéo dos reagentes®. Consultar as Recomendagdes de utilizagédo do anticorpo primario para
obter informagdes sobre o tecido de controlo positivo recomendado. Se o controlo de tecido positivo ndo demonstrar uma coloragdo
positiva, os resultados obtidos com as amostras de testes devem ser considerados invalidos.

Controlo de tecido negativo

Este deve ser examinado depois do controlo de tecido positivo, para verificar a especificidade da marcagéo do antigeno objectivado pelo
anticorpo primario. Consultar as Instrugdes de utilizagdo do anticorpo primario para obter informagées sobre o tecido de controlo negativo
recomendado. Alternativamente, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maioria das secgdes de tecidos oferece muitas
vezes locais de controlo negativo, mas isto deve ser verificado pelo utilizador. A coloragéo néo especifica, caso ocorra, tem geralmente
um aspecto difuso. A coloragdo esporadica do tecido conjuntivo pode também ter lugar em secgdes de tecido excessivamente fixado
em formol. Devem utilizar-se células intactas para a interpretagdo dos resultados da coloragdo. As células necréticas ou degeneradas
causam muitas vezes uma coloragéo néo especifica®. Podem verificar-se resultados falso-positivos devido a ligagdo ndo imunolégica de
proteinas ou de produtos da reacgéo do substrato. Esses resultados podem também ser causados por enzimas endégenas tais como a
pseudoperoxidase (eritrocitos), a peroxidase endégena (citocromo C), ou a biotina endégena’ (p. ex. no figado, mama, cérebro ou rim).
Para diferenciar a actividade enzimatica endégena ou a ligagédo ndo especifica da imunoreactividade especifica, podem corar-se tecidos
adicionais dos doentes exclusivamente com cromogénio-substrato, com polimero marcado e cromogénio-substrato ou com Post Primary,
polimero marcado e cromogénio-substrato. Se ocorrer a coloragdo especifica no controlo de tecido negativo, os resultados dos testes
feitos com as amostras do doente devem ser considerados invalidos.

Controlo de reagente negativo

Utilizar um controlo de reagente negativo nao especifico em vez do anticorpo primario com uma secg¢éo de cada amostra de doente, para
avaliar a coloragé@o nédo especifica e permitir uma melhor interpretagdo da coloragéo especifica no local do antigeno.

Tecido do doente

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

Limites

A imunohistoquimica é um processo diagnéstico em muiltiplas etapas, que consta de: uma formagéo especializada na selecgao dos
reagentes apropriados; selecgdo, fixagdo e processamento de tecidos; preparagao das laminas de IHQ; e interpretagdo dos resultados
das coloragdes.

A coloragao de tecidos depende do seu manuseamento e processamento antes da sua coloragdo. A fixagdo, congelagéo, descongelagéo,
lavagem, secagem, aquecimento ou corte incorrectos das amostras, ou a sua contaminagédo com outros tecidos ou fluidos, pode produzir
artefactos, retencéo de anticorpos, ou resultados falso-negativos. Os resultados inconsistentes podem dever-se a variagdes nos métodos
de fixacéo e envolvimento, ou a irregularidades inerentes ao tecido®.
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Uma contrastagdo excessiva ou incompleta pode comprometer a devida interpretagéo dos resultados.

A interpretagéo clinica de qualquer coloragéo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfoldgicos empregando os
devidos controlos, e deve ser avaliada por um patologista qualificado, dentro do contexto do historial clinico do doente e de outros testes
de diagnéstico.

Novolink™ Polymer Detection Systems e os seus componentes sdo proprios para serem empregados em secgdes envolvidas em
parafina com requisitos de fixagéo especificos. Pode ocorrer uma expressao inesperada de antigeno, especialmente em neoplasmas. A
interpretacgéo clinica de qualquer secgdo de tecido colorido devera incluir a analise morfoldgica e a avaliagdo de controlos apropriados.

Caracteristicas de desempenho

O desempenho dos sistemas Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer e Novolink™ DAB (Polymer) foi validado através
do emprego de uma série de anticorpos primarios Novocastra™ de IgG de ratinho, de IgM* de ratinho e de IgG de coelho.

*Pode verificar-se uma coloragéo fraca com anticorpos do isétipo IgM.

Estes produtos permanecem estaveis até ao(s) prazo(s) de validade impresso(s) no(s) rétulo(s) do produto.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Produktnr.: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Produktnr.: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Produktnr.: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Produktnr.: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Produktnr.: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Produktnr.: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Produktnr.: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Produktnr.: RE7230-K

Avsedd Anvandning

For in vitro diagnostisk anvandning.

Novolink™ Polymer Detection Systems ar till for visualiseringen av mus IgG, mus IgM och kanin IgG priméra antikroppar. Novolink™ Polymer
och Novolink™ DAB (Polymer) innehaller reagens som &r bestandsdelar i dessa system och &r avsedda fér anvandning i ovanbeskrivna
procedur. Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro bér kompletteras med morfologiska undersékningar som anvander
korrekta kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen f6r patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.

Metodens Princip

Den férsta immunperoxidastekniken rapporterades av Nakane och Pierce.! Sedan dess har mycket utvecklats vilket har lett till den
immunperoxidastekniken som &ar vanlig idag. Anvéndning av polymermarkning ar en relativt ny utveckling. Denna teknologi har
applicerats pa bade priméra antikroppar? och detektionssystem. Novolink™ Polymer Detection Systems tillampar en ny kontrollerad
polymerisationsteknik for att bereda polymera HRP-lankade antikroppskonjugat. Darfor férekommer inte problemet med ospecifik fargning
som kan ske med Streptavidin/Biotin detektionssystem p.g.a. endogent biotin. Dessa produkter anvands i en immunhistokemisk (IHC)
procedur som tillater kvalitativ identifikation med ljusmikroskopi av antigener i sektioner av formalinfixerad, paraffininbédddad vavnad via
sekvenssteg med inlagda tvattsteg. Om den primara antikroppen sa kréver undergar sektionerna epitopatervinning fore fargning. Endogent
peroxidasaktivitet neutraliseras genom Peroxidase Block. Detta atfljs av applicering av Protein Block for att minska ospecifik bindning av
primara och polymer. Sektionen inkuberas sedan med optimalt utspadd priméar antikropp. Post Primary (anti-mus-IgG fran kanin) anvénds
sedan for detektion av musantikroppar. Novolink™ Polymer igenkanner immunoglobuliner fran kanin, den detekterar postpriméra och alla
vavnadsbundna priméra antikroppar fran kanin. Sektionerna inkuberas vidare med substrat’/kromogen, 3,3’ - diaminobenzidin (DAB) som
bereds med DAB Chromogen och Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) enligt beskrivning nedan. Reaktion med peroxidas ger en
synlig brun precipitering pa antigenomradet. Sektioner kontrastfargas med Hematoxylin och tacks med objektglas. Resultaten tolkas med
ljusmikroskop och bidrar till differentialdiagnosen av patofysiologiska processer som eventuellt kan associeras till ett sarskilt antigen.

Tillhandahallna Reagens
Uppgifter om reagens fran féljande lista som tillhandahalls med varje produkt ges i tabellen nedan.
1. Peroxidase Block. 3-4 % Véateperoxid.

2. Protein Block. 0,4 % kasein i fosfatbuffrad koksaltidsning med stabiliseringsmedel, ytaktivt medel och 0,2 % Bronidox L som
konserveringsmedel.

3. Post Primary. Anti-mus-IgG fran kanin (<10 pg/mL) i 10 volymprocent djurserum i tris-buffrad koksaltidsning/0,09 % ProClin™ 950.

4. NovolinkTM Polymer. Anti-kanin-Poly-HRP-IgG (<25 ug/mL) innehallande 10 volymprocent djurserum i tris-buffrad
koksaltldsning/0,09 % ProClin™ 950.

5. DAB Chromogen. 1,74 % w/v 3,3 - diaminobenzidin , i en stabiliseringsldsning.
6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Buffrad 16sning innehallande <0,1 % véateperoxid och konserveringsmedel.
7. Hematoxylin. <0,1 % Hematoxylin.

RE7140-K
Page 32



Substrate Buffer
(Polymer)

Reagens Produktnr. | Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection
System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x 25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x 125ml

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1 x 5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Reagens Produktnr. | Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB
Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)
(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1 x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1x25ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1x125ml

DAB Chromogen RE7105 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml
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Rekonstitution, Blandning, Spadning, Titrering

Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer och Hematoxylin ar férspadda. Rekonstitution, blandning, spadning
eller titrering av dessa reagens rekommenderas inte. Fortsatt spadning kan resultera i férlust av antigenfargning. Anvéndaren maste
kontrollera sadana foréandringar.

DAB Chromogen kraver utspadning 1/20 i Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) fore anvandning. Fortsatt spadning kan resultera i
forlust av antigenfargning. Anvandaren maste kontrollera sadana foréandringar.

Forvaring och stabilitet

Férvara vid 2-8 °C. Frys inte. Aterga till 2-8 °C direkt efter anvandning. Anvand inte efter det utgangsdatum som anges pa produktens
etikett. Forvaringsforhallanden som skiljer sig fran de ovanndmnda maste kontrolleras av anvandaren. Det finns inga tydliga tecken pa att
denna produkt ar ostabil darfor bor positiva och negativa kontroller kéras samtidigt med patientprover.

Preparation av prov
Det rekommenderade fixeringsmedlet for paraffininbaddade vavnadssnitt &r 10 % neutralbuffrat formalin.

Varningar och forsiktighetsatgarder

DAB Chromogen H341: Missténks kunna orsaka  P201: Inhdmta sarskilda instruktioner fére anvandning.

Innehaller Bifenyl-3,3¢, genetiska defekter. P202: Anvand inte produkten innan du har last och forstatt

4,4’ -Tetrayltetraamine.  H350: Kan orsaka cancer. sakerhetsanvisningarna.

GHS08: Halsofara. P281: Anvand foreskriven personlig skyddsutrustning.

Signalord: Fara. P308+313: Vid exponering eller misstanke om exponering Sok lakarhjalp.

P501: Kassera innehall / behallare till farligt atervinningsstation.
Materialsékerhetsdatablad finns att fa pa begaran eller fran www.LeicaBiosystems.com

For professionella anvandare.

Blanda inte reagens fran olika detektionssystem.

Prover, fére och efter fixering, och alla material som utsatts fér dem, bor hanteras som om de kan 6verfora infektion och kasseras med
lampliga forsiktighetsatgarder.

Pipettera aldrig via mun och se till att hud och slemhinnor inte kommer i kontakt med reagens och prover. Om reagens eller prover kommer
i kontakt med kénsliga omraden skall du tvatta med rikliga méangder vatten.

Radgor med federala, statliga eller lokala bestdammelser fér hantering av potentiellt giftiga komponenter.

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

Procedur

A. Reagens som kravs men inte tillhandahalls
1. Standardiésningar som anvands inom immunhistokemi.
. 50mM tris-buffrad koksaltlésning (TBS) pH7,6.

. Antigenatervinningslésningar.

. Enzymatervinningsldsningar.

. Antikroppsldsning.

. Primar antikropp.

. Monteringsmedium.

. Utrustning som kravs men inte tillhandahalls
. Utrustning som kravs for antigenatervinning om det rekommenderas fér den priméra antikroppen.

NS NO oA WN

. Allman immunhistokemisk laboratorieutrustning.

C. Metod

Innan metoden tillampas maste anvandarna vara utbildade i immunhistokemiska tekniker.

Alla steg maste foljas enligt instruktioner annars kan funktionen férsamras.

Kombinationen av primar antikropp, dess spadning, tillsammans med detektionssystemet bor kontrolleras av anvandare genom en serie
kanda positiva och negativa kontroller.

Om inte annat anges utfors alla steg vid rumstemperatur (25 °C).

For anvandning pa fryst vavnad, skér snitt och fixera enligt rekommendationer fér primara antikroppar, bérja fran steg 11.
. Klipp och montera sektionerna pa objektglas bekladda med lamplig vavnadsklister.

. Avparaffinera sektionerna i xylen eller xylenersattningsmedel.

. Avhydratisera genom graderad sprit.

. Tvatta objektglasen under rinnande kranvatten.

. Utfér antigenatervinning enligt behov (se Rekommendationer vid anvandning for priméra antikroppar).
. Tvatta objektglasen i avjoniserat vatten.

. Neutralisera endogent peroxidas med Peroxidase Block i 5 minuter.

. Tvatta i TBS i 2 x 5 minuter.

. Inkubera med Protein Block i 5 minuter.
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10.Tvatta i TBS i 2 x 5 minuter.

11.Inkubera med optimalt spadd primér antikropp (se Rekommendationer vid anvandning fér primar antikropp).
12.Tvatta i TBS i 2 x 5 minuter.

13.Inkubera med Post Primary i 30 minuter.

14.Tvatta i TBS i 2 x 5 minuter.

15.Inkubera med Novolink™ Polymer i 30 minuter.

16.Tvatta i TBS 2 x 5 minuter och gunga varsamt.

17.Utveckla peroxidasaktivitet med DAB bruksldsning (se DAB bruksldsning) i 5 minuter.
18.Skolj objektglasen i vatten.

19.Kontrastfarga med Hematoxylin.

20.Skolj objektglasen i vatten i 5 minuter.

21.Avhydratisera, rensa och montera sektionerna.

DAB brukslésning
Tillsatt 50ul av DAB Chromogen till 1ml av Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Anvand inom sex timmar efter beredning.

Kvalitetskontroll

Skillnader i vavnadsbehandling och tekniska metoder i anvandarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten vilket kan gora
det nédvandigt att genomféra regelbundna interna kontroller utdver féljande metoder. Kontroller bér vara farska obduktions-/biopsi-/
kirurgiprover som snarast méjligt formalinfixeras, bearbetas och paraffininbdddas pa samma satt som patientprover.

Positiv vavnadskontroll

Anvands for att ange korrekt forberedda vavnader och ratt fargningstekniker. En positiv vavnadskontroll bor inga i varje uppsattning
av testforhallanden/primar antikropp vid varje fargningskérning. En vévnad med svag positiv fargning ar mer passande for optimal
kvalitetskontroll och for att upptécka laga nivaer av reagensdegradering &n en vavnad med stark positiv fargning.5 Fér rekommenderad
positiv kontrollvdvnad se primar antikropp Rekommendationer vid anvandning. Om den positiva vavnadskontrollen misslyckas med att
uppvisa positiv fargning bor resultat med testproverna anses vara ogiltiga.

Negativ vavnadskontroll

Bor undersokas efter den positiva vavnadskontrollen for att faststélla specificiteten for mérkningen av malantigenet med den priméara
antikroppen. For rekommenderad negativ kontrollvavnad se primar antikropp Instruktioner vid anvandning. Alternativt ger ofta en mangd
olika celltyper som finns i de flesta vavnadssnitt negativa kontrollomraden men detta bér kontrolleras av anvéndaren. Ospecifik fargning, om
det forekommer, har ofta ett diffust utseende. Sporadisk fargning av bindvav kan ockséa observeras i snitt fran éverflodigt formalinfixerade
vavnader. Anvand intakta celler for tolkning av fargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler fargar ofta ospecifikt.® Falskt positiva
resultat kan ses p.g.a. icke-immunologisk bindning av proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ocksa orsakas av endogena
enzymer som pseudoperoxidas (erytrocyter), endogent peroxidas (cytokrom C), eller endogent biotin” (t.ex. lever, brdst, hjarna, njure).
For att sarskilja specifik immunoreaktivitet fran endogen enzymaktivitet och icke-specifik binding kan ytterligare patientprover fargas med
enbart substratkromogen, med mérkt polymer och substratkromogen, eller med Post Primary, méarkt polymer och substratkromogen. Om
specifik fargning sker i den negativa vavnadskontrollen bér resultat med patientprover anses vara ogiltiga.

Negativ reagenskontroll

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

Patientvavnad

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

Begransningar

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

Véavnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av vavnaden foére fargningen. Felaktig fixering, nedfrysning, upptining,
tvattning, torkning, uppvarmning, snittning eller kontaminering med andra vavnader eller vatskor kan framstélla artefakter, infangande av
antikroppar eller falskt negativa resultat. Motsagelsefulla resultat kan bero pa variationer av fixerings- och inbaddningsmetoder eller pa
naturliga oregelbundenheter inom vavnaden.®

Overfladig eller ofullstandig kontrastfagning kan &ventyra korrekt tolkning av resultat.

Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro bor kompletteras med morfologiska understkningar som anvander korrekta
kontroller och utvarderas av kvalificerad patolog inom ramen for patientens kliniska anamnes och andra diagnostiska tester.

Novolink™ Polymer Detection Systems samt deras komponenter ar avsedda for att anvéndas pa paraffininbdddade sektioner med specifika
fixeringskrav. Ovantat antigenuttryck kan ske, speciellt i neoplasmer. Morfologisk analys och utvardering av Iampliga kontroller maste inga i
den kliniska tolkningen av alla fargade vavnadssnitt.

Prestanda

Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer och Novolink™ DAB (Polymer) har kontrollerats med en rad Novocastra™ mus
1gG, mus IgM* och kanin IgG primara antikroppar.

*Svag fargning kan méarkas pa IgM-isotypens antikroppar.

Dessa produkter haller sig stabila fram till utgangsdatumet som ar tryckt pa produktens etikett.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Produkt nr.: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Produkt nr.: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Produkt nr.: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Produkt nr.: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Produkt nr.: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Produkt nr.: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Produkt nr.: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Produkt nr.: RE7230-K

Tilsigtet anvendelse

Til in vitro diagnostisk anvendelse.

Novolink™ Polymer Detection Systems anvendes til visualisering af primaere muse-IgG-, muse-IgM- og kanin-lgG-antistoffer. Novolink™
Polymer og Novolink™ DAB (Polymer) indeholder reagenskomponenter fra disse systemer, der er beregnet til anvendelse i proceduren
beskrevet nedenfor. Klinisk fortolkning af farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersggelser under anvendelse
af passende kontroller og ber evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret
patolog.

Procedureprincip

Den ferste immunhistoperoxidaseteknik blev rapporteret af Nakane og Pierce." Siden da er teknikken udviklet flere gange, hvilket har fort
til oget falsomhed i forhold til tidligere teknikker. En ny udvikling har veeret anvendelse af polymermaerkning. Denne teknologi har veeret
anvendt for bade primaere antistoffer? og detektionssystemer. Novolink™ Polymer Detection Systems benytter en hidtil ukendt, kontrolleret
polymeriseringsteknologi til fremstilling af polymere HRP-linker-antistofkonjugater. Derfor opstar problemet med uspecifik farvning, der kan
forekomme med streptavidin/biotin-detektionssystemer pa grund af endogent biotin, ikke.

Disse produkter anvendes i en immunhistokemisk (IHC) procedure, der muligger kvalitativ identifikation af antigener ved lysmikroskopi
i vaevssnit af formalinfikseret, paraffinindstebt vaev via sekventielle trin med indskudte vasketrin. Hvis kraevet af det primeere antistof
underkastes vaevsnittene epitopgenfinding inden farvning. Endogen peroxidaseaktivitet neutraliseres med Peroxidase Block. Dette
efterfolges af tilseetning af Protein Block for at reducere uspecifik binding af primaere antistoffer og polymer. Vaevssnittet inkuberes herefter
med optimalt fortyndet primeert antistof. Post Primary (Kanin anti-mus IgG) anvendes derefter til at pavise museantistoffer. Novolink™
Polymer genkender kanin-immunoglobuliner, den paviser det post-primaere og et hvilket som helst vaevsbundet primeert kaninantistof.
Vaevssnittene inkuberes yderligere med substrat/kromogenet 3,3’ - diaminobenzidin (DAB) fremstillet ud fra DAB Chromogen og Novolink™
DAB Substrate Buffer (Polymer) som beskrevet nedenfor. Reaktion med peroxidasen frembringer et synligt, brunt preecipitat pa stedet
for antigenet. Vaevsnittene kontrastfarves med Hematoxylin og deekkes med et deekglas. Resultaterne fortolkes ved anvendelse af et
lysmikroskop og medvirker til differentiel diagnose af patofysiologiske processer, som muligvis kan vaere associeret med et bestemt
antigen.

Leverede reagenser
Detaljer om hvilke af reagenserne fra falgende liste, der leveres sammen med hvert produkt, er givet i tabellen nedenfor.
1. Peroxidase Block. 3-4 % hydrogenperoxid.

2. Protein Block. 0,4 % Casein i fosfatbufferjusteret saltvandsoplgsning med stabilisatorer, overfladeaktivt middel og 0,2 % Bronidox L
som konserveringsmiddel.

3. Post Primary. Kanin anti-mus IgG (<10 pg/mL) i 10 % (volumen/volumen) animalsk serum i tris-bufferjusteret saltvandsoplesning/0,09 %
ProClin™ 950.

4. Novolink™ Polymer. Anti-kanin Poly-HRP-IgG (<25 pg/mL) indeholdende 10 % (volumen/volumen) animalsk serum i tris-bufferjusteret
saltvandsoplgsning/0,09 % ProClin™ 950.

5. DAB Chromogen. 1,74 % vaegt/vol. 3,3’ - diaminobenzidin i stabiliserende oplasning.
6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Bufferjusteret oplgsning indeholdened <0,1 % hydrogenperoxid og konserveringsmiddel.
7. Hematoxylin. <0,1 % Haematoxylin.
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Reagenser Produkt Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
Nr. Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection

System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1x5ml

Reagenser Produkt Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB

Nr. Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)

(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1 x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1x25ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1x125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1 x30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)
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Rekonstituering, blanding, fortynding, titrering

Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer og Hematoxylin er forfortyndede. Rekonstituering, blanding, fortynding
eller titrering af disse reagenser anbefales ikke. Yderligere fortynding kan resultere i tab af antigenfarvning. Brugeren skal kontrollerer alle
sadanne andringer.

DAB Chromogen skal fortyndes 1/20 i Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) inden brug. Yderligere fortynding kan resultere i tab af
antigenfarvning. Brugeren skal kontrollere alle sadanne eendringer.

Opbevaring og holdbarhed

Opbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Saettes tilbage til 2-8 °C umiddelbart efter brug. Ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen angivet pa
produktets etikette. Andre opbevaringsbetingelser end de angivne skal verificeres af brugeren. Der er ingen tydelige tegn, der indikerer at
produktet er ustabilt. Der skal derfor udfgres positive og negative kontroller samtidigt med patientpraver.

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

Advarsler og forholdsregler

DAB Chromogen H341: Mistaenkt for at forarsage  P201: Indhent szerlige anvisninger fer brug.

Indeholder <10% Biphenyl-3,3', ~ genetiske defekter. P202: Anvend ikke produktet, for alle advarsler er lzest og
4,4’ -Tetrayltetraamine. H350: Kan fremkalde kraeft. forstaet.

GHSO08: Sundhedsfarer. P281: Anvend de pakraevede personlige veernemidler.
Signalord: Fare. P308+313: VED eksponering eller mistanke om eksponering:

Seg leegehjeelp.
P501: Bortskaffelse af indholdet / beholderen indsamlingssted
for farligt affald og Problemaffald.
Et datablad for materialesikkerhed kan fas efter anmodning eller er tilgeengeligt pa www.LeicaBiosystems.com
Ma kun anvendes af uddannet fagpersonale.
Bland ikke reagenser fra forskellige detektionssystemer sammen.
Prover skal for og efter fiksering, lige som alle materialer eksponeret mod prgverne, handteres som potentielt smittefarlige og bortskaffes
under iagttagelse af passende forholdsregler.*
Pipetter aldrig reagenser med munden og undga, at reagenser og prever kommer i kontakt med huden eller slimhinder. Hvis reagenser
eller praver kommer i kontakt med fglsomme omrader, skal der skylles efter med rigelige maengder vand.

Konsulter landsdaekkende og lokale love og regler vedrgrende bortskaffelse af alle potentielt toksiske komponenter.

Minimer mikrobiel kontaminering af reagenserne, da der ellers kan forekomme @get uspecifik farvning. Inkubationstider eller temperaturer
andre end de specificerede kan give fejlagtige resultater. Alle sddanne aendringer skal valideres af brugeren.

Procedure

A. Nodvendige reagenser, der ikke medfolger

1. Standardoplgsningsmidler anvendt i immunhistokemi.

2. 50 mM trisbufferjusteret saltvandsoplgsning (TBS) pH 7,6.
. Antigengenfindingsoplgsning(er).

. Enzymgenfindingsoplasning(er).

. Antistofdiluent.

. Primeert antistof.

. Monteringsmedium.

. Nedvendigt udstyr, der ikke medfalger
. Udstyr nedvendigt til antigengenfinding hvis anbefalet for det primzere antistof.
. Almindeligt laboratorieudstyr til immunhistokemi.

C. Metodologi

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

Alle trin skal folges som angivet, da reaktionen ellers kan forstyrres.

Kombinationen af primaert antistof og dets fortynding sammen med detektionssystemet skal valideres af brugeren pa en serie kendte
positive og negative kontroller.

Med mindre andet er anfert, skal alle trin udferes ved stuetemperatur (25 °C).

Til anvendelse pa frosne vaevssnit og fiksering ifelge anbefalingerne for primaert antistof, begynd pa trin 11.

. Snit og monter vaevssnittene pa objektglas coatet med en passende vaevsadhaesiv.

. Afparaffiner snittene i xylen eller xylensubstituent.

. Rehydrer med klassificeret alkohol.

NS N oMW

. Vask vaevssnittene i rindende vandhanevand.

. Udfer antigengenfinding som ngdvendigt (se Anbefalinger vedrgrende anvendelse for primeert antistof).
. Vask objektglassene i deioniseret vand.

. Neutraliser endogen peroxidase med Peroxidase Block i 5 minutter.

. Vask i TBS i 2 x 5 minutter.
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9. Inkuber med Protein Block i 5 minutter.

10.Vask i TBS i 2 x 5 minutter.

11.Inkuber i optimalt fortyndet primeert antistof (se Anbefalinger vedrgrende anvendelse for primaert antistof).
12.Vask i TBS i 2 x 5 minutter.

13.Inkuber med Post Primary i 30 minutter.

14.Vask i TBS i 2 x 5 minutter.

15.Inkuber med Novolink™ Polymer i 30 minutter.

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

17.Fremkald peroxidaseaktiviteten med DAB-brugsoplgsning (se DAB brugsoplgsning) i 5 minutter.
18.Skyl objektglassene i vand.

19.Kontrastfarv med Hematoxylin.

20.Skyl objektglassene i vand i 5 minutter.

21.Tar, klar og monter vaevssnittene.

DAB brugsoplgsning
Tilszet 50 pl DAB Chromogen til 1 ml Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). Skal anvendes senest seks timer efter fremstillingen.

Kvalitetskontrol

Forskelle i behandlingen af vaev og forskelle i tekniske procedurer i brugerens laboratorium kan frembringe betydeligt varierende resultater
og nedvendiggere regelmaessig udferelse af kontroller pa stedet ud over nedenstaende procedurer. Kontrollerne skal veere friske autopsier/
biopsier/kirurgiske prever fikseret i formalin og behandlet og indstgbt i paraffin sa hurtigt som muligt p4 samme made som patientprgver.

Positiv vaevskontrol

Anvendes til pavisning af, at veevet er fremstillet korrekt, og at der er anvendt korrekte farvningsteknikker. Der begr inkluderes en positiv
vaevskontrol for hvert saet testbetingelser/primaert antistof i hver farvekarsel. Svagt positivt farvet vaev er mere egnet end kraftigt positivt
farvet veev til optimal kvalitetskontrol og pavisning af sma niveauer af reagensnedbrydning®. Se brugsvejledningen for det primaere antistof
vedrgrende det anbefalede positive kontrolvaev. Hvis den positive vaevskontrol ikke udviser positiv farvning, skal resultater af testpraverne
kasseres.

Negativ vaevskontrol

Skal undersgges efter den positive veevskontrol for at sikre, at det primaere antistof maerker malantigenet specifikt. Se brugsvejledningen
for det primzere antistof vedrgrende det anbefalede negative kontrolvaev. Alternativt frembyder de mange forskellige celletyper, der er til
stede i de fleste vaevssnit, ofte negative kontrolsteder, men dette skal verificeres af brugeren. Uspecifik farvning har, hvis til stede, ofte et
diffust udseende. Sporadisk farvning af bindevaev kan ligeledes observeres i vaevssnit af veev, der er fikseret for kraftigt i formalin. Anvend
intakte celler til fortolkning af farvningsresultaterne. Nekrotiske eller degenererede celler farves ofte mere uspecifikt.° Der kan eventuelt
ses falske positive resultater, der skyldes non-immunologisk binding af proteiner eller substratreaktionsprodukter. Dette kan ligeledes
skyldes endogene enzymer, sasom pseudoperoxidase (erytrocytter), endogen peroxidase (cytochrom C) eller endogent biotin” (f.eks.
lever, bryst, hjerne, nyre). For at gore det muligt at skelne specifik immunaktivitet fra endogen enzymaktivitet og uspecifik binding kan
yderligere patientprever farves udelukkende med substratkromogen, med maerket polymer og substratkromogen eller med Post Primary,
maerket polymer og substratkromogen. Hvis der optraeder specifik farvning i den negative vaevskontrol, skal resultaterne af patientpreverne
kasseres.

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

Patientvaev

Eksaminer patientprgver sidst. Intensiteten af positiv farvning ber vurderes i sammenhzeng med eventuel uspecifik baggrundsfarvning
af den negative reagenskontrol. Som med alle immunhistokemiske tests betyder et negativt resultat, at antigenet ikke blev pavist. lkke
at antigenet var fraveerende i de analyserede celler eller det analyserede vaev. Hvis ngdvendigt anvendes et panel af antistoffer til
identifikation af falske negative reaktioner.

Begransninger

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

Veevsfarvning er afthaengig af handteringen og behandlingen af vaevet inden farvning. Forkert fiksering, frysning, optening, vask, terring,
opvarmning, sektionering eller kontaminering med andet vaev eller andre vaesker kan frembringe artefakter, indfangning af antistof
eller falske negative resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variationer i fikserings- og indstgbningsmetoder eller irregulariteter
indeholdt i vaevet.®

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

Klinisk fortolkning af farvning eller mangel derpa skal suppleres med morfologiske undersggelser under anvendelse af passende kontroller
og ber evalueres i sammenhaeng med patientens kliniske historie og andre diagnostiske tests af en kvalificeret patolog.

Novolink™ Polymer Detection Systems og deres komponenter er beregnet til anvendelse pa paraffinindstebte vaevssnit med specifikke
krav til fiksering. Der kan forekomme uventet antigenekspression, navnlig i neoplasmer. Den kliniske fortolkning af alle farvede vaevssnit
skal indbefatte morfologisk analyse og evaluering af passende kontroller.

RE7140-K
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Ydeevne

Ydelsen af Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer og Novolink™ DAB (Polymer) er blevet valideret ved anvendelse af
en reekke primaere Novocastra™ muse-lgG-, muse-IgM*- og kanin-lgG-antistoffer.

*Der kan ses svag farvning med antistoffer af IgM-isotype.
Produkterne er stabile til udlgbsdatoen trykt pa produkternes etiketter.

Bibliografi

1.

Nakane PK and Pierce GB. Enzyme labeled antibodies : Preparations and applications for the localization of antigens. Journal of
Histochemistry and Cytochemistry. 1967; 14:929-931.

. Tsutsumi Y, Serizawa A and Kawai K. Enhanced polymer one-step staining (EPOS) for proliferating cell nuclear antigen and Ki-67

antigen-applications to intraoperative frozen diagnosis. Pathology International. 1995; 45(2):108—115.

. Shan-Rong Shi, Guo J Cote R J et al . Applied Immunohistochemistry & Molecular morphology. 1999; 7:201-208.
. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious diseases transmitted

by blood and tissue; proposed guideline. Villanova, P.A. 1991;7(9). Order code M29-P.

. Battifora H. Diagnostic uses of antibodies to keratins: a review and immunohistochemical comparison of seven monoclonal and

three polyclonal antibodies. Progress in Surgical Pathology. 6:1-15. eds. Fenoglio-Preiser C, Wolff CM, Rilke F. Field & Wood, Inc.,
Philadelphia.

. Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase, part I: the techniques and pitfalls. Laboratory Medicine. 1983; 14:767.
. Mount SL, Cooper K. Beware of biotin: a source of false-positive immunohistochemistry. Current Diagnostic Pathology. 2001;

7:161-167.

. Omata M, Liew CT, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B surface antigen: a

possible source of error in immunohistochemistry. American Journal of Clinical Pathology. 1980; 73:626.

Rettelser til tidligere udgave
Advarsler og forholdsregler.

Udgivelsesdato
16 februar 2015

RE7140-K
Page 41



Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Kw?dikog eidoug: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Kw?dikog eidoug: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Kw?dikog eidoug: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Kw?dikog eidoug: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Kw?dikog eidoug: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Kw?dikog eidoug: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Kwdikog eidoug: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Kw?dikog eidoug: RE7230-K

XpAon yla TRV otroia TpoopigeTal

MNa in vitro dlayvwoTiKA XpAon.

Ta Novolink™ Polymer Detection Systems xpnoigotroloUvTal yia TNV OTITIKOTIOINGN TTPpWTOTAYWY avTiowpdtwy IgG tovtikoU, IgM
TovTIKOU Kai IgG kouvehioU. Ta Novolink™ Polymer kai Novolink DAB (Polymer) Trepiéxouv avTidpaoTrpia GUCTATIKWY TwWV GUGTNHAETWY
QUTWV Kal TTpoopilovTal yia xprion otn dladikacia TTou TTEPIypa@eTal TTapakaTw. H KAvIKA epunveia otmrolaodrmoTe xpwong A Tng
arouaiag TNG Ba TPETTEl va CUPTTANPWVETAI PE HOPPOAOYIKEG HWEAETEG TTOU XPNOIUOTIOIOUV OWOTOUG WEPTUPEG Kal Ba Tpémel va
aglohoyeital oTa TAioIa Tou KAIVIKOU 10TOPIKOU Tou acBevoug Kal GAAwY JIayVWOTIKWY EETACEWY aTTO €IDIKEUPEVO TTaBoAoyoavaTtopo.

Apxn TnG Siadikaoiag

H mpwn TeXvIKR avoooioToUtrepogeiddong avagépBnke amd Toug Nakane kai Pierce.! ‘EkToTe, £xouv onuelwdei TTOAANEG €EeAitelg TTou
odrynoav o€ augnpévn euaiobnoia évavTl Twv TTPOYEVESTEPWY TEXVIKWY. Mia TTpoogatn e¢EAIEN fATav n xprion ToAupepolg orpavong. H
Texvoloyia auTr £xel EQOPUOOTEI TOOO OE TTPWTOTAYN AVTICWHATA? 600 Kal o€ ouaTiuata avixveuang. Ta Novolink™ Polymer Detection
Systems xpnoiuoTroioUV pia véa TeXVOAOyia EAEYXOHEVOU TTOAUMEPIONOU YIa TNV TTApaokeur ouluywy TroAupepols HRP-avTiowpaTog
ouvdETn. ETopévwg, 1o TTPORANa TG un €I8IKAG XpWwong Tou gival Suvatd va oupBei pe Ta cuoTAPATA avixveuong oTpeTTafIdivng/
Biotivng Adyw evdoyevoug BioTivng, dev Trapouciddetal. H TpwTn TEXVIKA avoooioToUTepoeiddong avagépbnke amod Toug Nakane kai
Pierce." ‘EkToTE, £X0UV OnpeIwBei TTOMEG e€eAiCelg TTou odrjynoav oe augnuévn euaiobnaia évavl TwWV TIPOYEVECSTEPWY TEXVIKWYV. Mia
TPoéopatn e§EAIEN fTav n xprion moAupepols ofpavong. H Texvohoyia autr €xel EpappooTei TOOO O€ TTPWTOTAYH AVTICWHATA2 600 Kal
oe oguoTrpata avixveuong. Ta Novolink™ Polymer Detection Systems xpnaoipotolodv pia véa Texvohoyia eAeyxdpevou TToAupepIopoU yia
TNV TTAPOOKEUr ouguywv TToAupepous HRP-avTiowpatog ouvdéTn. ETropévwg, To TTpdBANPa TNG N EIBIKAG XPWONG TTou €ival duvaTo va
oupBei pe Ta cuoTApara avixveuong oTpemtafidivng/Biotivng Adyw evdoyevoug BioTivng, dev TTapouciddeTal.

Ta mpoidvTa autd xpnoipotroloUvTal o€ pia avocoioToxnuikr (IHC) diadikacia, n omoia €mMTPETEl TNV TTOIOTIKA TAUTOTIOINGN UE
HIKPOOKOTTIO QWTAG AVTIYOVWY OE TOPEG IOTOU HOVIUOTIOINKEVOU PE QOPHOAN Kal EYKAEIOPEVOU € TIapa@ivn, PEow SIadOXIKWY BNUATWY
pe apepBardpeva Brpata TAUoNG. Edv atraiTeital atré 1O TTPWTOTAYEG AVTIOWWA, O TOPEG UTTORAAAOVTAI O€ AVAKTNON ETTITATTIOU TTIPIV
atd TN Xpwaorn. H dpacTikétnTa TNG £vO0oYyEVOUG UTTEPOEEIBATNG EOUDETEPWIVETAI PE Xprion Tou Peroxidase Block. Autd akoAouBeital atréd
TV epappoyr Tou Protein Block yia Tn peiwon Tng un €18ikAg déouguong Tou TTPWTOTAYoUg avVTIOWHATOG Kal Tou TToAupgpolg. H Toun
akoAoUBwG eTTwddeTal ue éva BEATIOTA apaiwpévo TTpwToTayEG avTiowpa. To Post Primary (kovikAeiog IgG katd TrovTikoU) xpnoidotrolgital
KATOTIV yia TNV avixveuon avriowpdtwy movTikoU. To Novolink™ Polymer avayvwpilel KOViKAEIOUG avooooQaIpiVEG, avIXVEUEI TO PETO-
TIPWTOYEVH Kal OTToIadNTTOTE SETUEUPEVA OE I0TO TIPWTOYEVH KOViKAgIa avTiowpaTta. Or TOPEG ETWAOVTAI TIEPAITEPW HE TO UTTOOTPWHA/
Xpwpoyovo, 3,3"-8iapivoBev(idivn (DAB), Trou TTapackeuaetal amd To DAB Chromogen kai o Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer),
OTIWG TTrEPIyPAPETal TTOPaKATW. H avTidpaon pe Tnv utrepogeiddon mapdyel éva opatéd kaoTtavo ignua otn Béon Tou avtiyoévou. O1 Topég
avTixpwuarifovialr pe Hematoxylin kar kaAUTITOvVTOl e KaAuTrTpida. Ta amoTeAéopara epunvedovTal PE XPAON HIKPOOKOTIOU QwTOg
kal BonBolv oTn dlagopik didlyvwan TTaBoPUCIOAOYIKWY EEEPYATILIV, Ol OTTOIEG EVOEXETAI I} OXI VO OXETICOVTOI PE €VA OUYKEKPIPEVO
QvTIYOVO.

Napexéueva avridpaoThpia

210V TTApaKATW Trivaka divovTal AETITOPEPEIEG EKEIVWY TWV avTISPACTNPiwyY aTrd TNV ak6Aoudn AioTa TTou TTapéxovTal og KABe TTPoidv.

1. Peroxidase Block. YTrepogeidio Tou udpoydvou 3—4%(v/v).

2. Protein Block. Kageivn 0,4% o€ puBpioTikd aAatoUxo SIGAUNA QuOPOPIKWY, UE OTABEPOTTOINTEG, ETTIPAVEIODPACTIKG TTAPAYOVTA Kal
0,2% Bronidox L wg ouvtnpnTiko.

3. Post Primary. KovikAelog IgG kard mrovTikou (<10 pg/mL) o€ 10% (v/v) {wiké opd oe ahatoUxo puBuiaTiké SidAupa Tris/0,09% ProClin™ 950.

4. Novolink™ Polymer. Poly-HRP-IgG katd kovikhou (<25pug/mL) tou mrepiéxel 10% (v/v) {wikd opd o€ aAatoUxo puBpIoTIKO SiGAupa
Tris/0,09% ProClin™ 950.

5. DAB Chromogen. 1,74% w/v 3,3-diapivoBev{idivn, o€ SidAupa oTabepoTroinTr.

6. Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). PuBpioTiké Sidhupa Trou Trepiéxel utrepogeidio Tou udpoydvou <0,1% kal ouvTnenTiKS.

7. Hematoxylin. AipatoguAivn <0,1%. RE7140-K
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Substrate Buffer
(Polymer)

AvTiSpaoThpia Kwdikog Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
gidoug: Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection

System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

AvTiSpaoThpia Kwdikég Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB

gidoug: Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)

(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1 x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1 x25ml

Post Primary RE7159 1x125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1x125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

RE7140-K
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AvaouoTtaon, avapeign, apaiwaon, TITAodoTnon

Ta Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink™ Polymer kai Hematoxylin eival mpoapaiwpéva. Ae ouviotaral avacioTtaon,
avayeign, apaiwan r TITA0SGTNON TwV AVTIBPACTNPIWY AUTWV. MePAITEPW APAiWON EVOEXKETAI VA £XEI WG OTIOTEAECHA ATTWAEIN XPWONG TOU
avTiyévou. O XprioTng TTPETTEI VO ETTIKUPWOEI TUXOV TEToIa aAAayr.

To DAB Chromogen amaitei apaiwon og avaloyia 1/20 oe Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer) mpiv amé tn xprion. Mepaimépw
apaiwon EVEEXETAI VO £XEI WG ATIOTEAETUA ATTWAEIN XPWONG TOU avTiyévou. O XprioTng TTPETTEN va ETTIKUPWOEI TUXOV TETOIO aAAayH.

PUAagn kal oTABEPOTNTA

Dduldooete aToug 2-8 °C. Mnv katayuxete. ETravagépete otoug 2—8 °C apéowg PETa T Xpron. Mn XpnoIPOTIOIEITE META TNV NUEPOUNVIT
MAENG TToU avaypd@eTal otV ETIKETA TOU TTPOIOVTOG. TuxOv OUVBRKEG QUAaENG OIOPOPETIKEG OTTO eKeivEG TTOU KaBopilovTal TTPETTEl va
£TaAnBeUovTal ammd 1o XPAOTN. AEV UTIAPXOUV EPPAVI) GNEia TTOU va UTToSEIKVUOUV aoTABEIO TOU TTPOIOVTOG QUTOU, ETTOUEVWG TTPETTEI VA
avaAyovTal BTIKOI Kal apvnTIKOi HAPTUPEG TAUTOXPOVA e Ta SEiYPOTA TwV a0BEVWV.

Mapaokeun deiypartog

DAB Chromogen H341:"YTromrTo yia TrpdkAnon P201: EQodiaaTeite PE TIG EIDIKEG OBNYiEG TTPIV ATTO TN

Mepiéxel <10% Biphenyl-3,3',4,4'-  VEVETIKWV eAATTLpATWY. Xpnon.

Tetrayltetraamine. H350: Mmropei va TrpokaAéoel kapkivo.  P202: Mnv 1o XpnoIJOTIOINOETE TIPIV SIGBAOETE Kal

GHS08: KivBuvog yia Tnv uyeia. KOATAVONOETE TIG 0BNYieg TPOPUAAENS.

MpoeidomoinTég Aé€eic: Kivduvog. P281: XpnoipoTrolgite péoa aTopikrg TpooTasiag 6Tav
QTTQITETAI.

P308+313: ZE MEPINTQZH ékBeong fi mOavoTnTag
£€kBeong: ZupPBouleuBeiTe/ETIIOKEPBEITE YIOTPO.

P501: ATToppiyTe Ta TIEPIEXOUEVA / TIEPIEKTN OE
€TTIKIVOUVEG N €101k anuEio oUAOYNG atToBARTWY.

AeAtio dedopévwv aopaheiag UNIKOU diaTiBeTal KaToTIv aitipaTtog i até Tn dielBuvon www.LeicaBiosystems.com

MNa grayyeAparieg XpAoTEG.
Mnv avapelyvieTe avTidpaaTrpia atréd SIaQopETIKE GUCTAHATA aViXVEUTNG.

Ta deiypara, TPIV Kal META TN HOVIPOTTOINON, KABWG Kal 6Aa T UNIKG TTOU eKTIBeVTal O€ QUTE, TTPETTEl va UTTORAAAOVTAI O XEIPIOPO WG
SuvnTIkG PETGdooNG AoidwéENG Kal va atroppitrTovtal e KATaAANAEG TTPOQUAGEEIS.

Mnv avappo@dre TTOTE pe TITTETA TA AVTIOPACTAPIA PE TO OTOPO KAl OTTOPEUYETE TNV ETTAPH Tou dEPPATOg Kal Twv BAevvoydvwy pe
avTidpaoTripia Kai deiypata. Edv Ta avridpaoTipia f Ta deiypata éABouv o€ ETTaQr PE EUAioBNTEG TTEPIOXEG, TTAUVETE e GPBOVEG TTOCOTNTES
vepou.

ZupBouAeuTeiTe TOUG OHOOTIOVOIOKOUG, TIONITEIOKOUG A TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG VI aTToppIyn TUXOV duVNTIKWG TOEIKWY CUCTATIKWY.

EAayioTotroijote T pikpoBiakr uéAuvon Twv avtidpacTnpiwy, dI6TI evOEXeETal va aupBei adgnon Tng pn €9IKAG XpWong. Xpoévol f
Beppokpacieg eTWAONG SIAPOPETIKEG OTTO €KEiveG TTou KaBopilovTal evdéxetal va dwoouv eo@aApéva amoteAéopara. Tuxév Tétoia
HETABOAN TTPETTEI VO ETTIKUPWVETAI OTTO TO XPAOTN.

Ailadikagia

A. AvTiSpaoThpia TTou atraiTouvtal aAAd Sev Trapéxovral
1. MpoTuTIol SIGAUTEG TTOU XPNOIPOTTOIOUVTAl OTNV AVOCOIoTOXNHEID.
2. 50 mM alatouxou puBpioTikoU diaAupatog Tris (TBS) pH 7,6.

AidAupa(Ta) avdkTnong avryovwy.

Aidhupa(ta) avaktnong evqupwy.

ApaiwTIKO avTICWHPATOG.

MpwrtoTayég avriowya.

3.

4.

5.

6.

7. YNKO oTepéwong.
B. ESomAIopog Trou atraiteital aAAd Sev Tapéxerai

1. E§omAIopdG TToU aTTaITEITal VIO TNV avAKTNGN avTIyOVWY, €4V OUVICTATAI YIO TO TIPWTOTAYEG AVTICWHA.

2. Tevikdg epyaoTnpiakdg eOTTAICNAG avoooioToxNUEiag.

. MeBodoAoyia

Mpiv atmd TNV epappoyr| TG peBodoAoyiag autig, oI XPAOTEG TIPETTEI EKTTAIBEUTOUV O AVOOOIOTOXNMIKEG TEXVIKEG.

‘OAa Ta BApaTta TPETel va akoAouBoUvTal GUPQWva PE TIG 0dNYieg, SIAPOPETIKA N aTrédoan eVOEXETAI VA EiVal HEIWHEVN.

O ouvduaopdg Tou TTPWTOTAYOUG AVTICWHATOG, TNG APAiWCTG TOU, O CUVSUAOUS HE TO CUCTNHA QVIXVEUONG TIPETTEI VA ETTIKUPWIVOVTAI
a1ré TO XPOTN O€ OEIPG YVWOTWY BETIKWY KAl OpVNTIKWY HOPTUPWV.

EkT6G €dv utrodeIkvUETal DIOPOPETIKG, OAa Ta BripaTta ekTeAoUvTal o€ Beppokpacia dwpartiou (25 °C).

Ma xpron og Taywpévo 1076, KOWETE TOPEG KAl JOVIUOTIOIROTE CUMPWVA HE TIG CUCTAOEIG VIO TO TIPWTOYEVEG QVTIOWHA, EEKIVAOTE OTO
BrAua 11.

1. KoyrTe Kal OTEPEWOTE TIG TOPEG OE AVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKES ETTIOTPWHEVEG HE KATAAANAO u€Go OUYKOAANONG I0TWV.

2. AgaipéoTe TNV Trapagivn até TIg TOPEG o€ SUAEVIO i UTTOKATAOTATA §UAEViOU.

. EmavevudatwoTe péow dIaBaBPICHEVWY aAKOOAWV.

. TIAOVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG O€ TPEXOUPEVO VEPS BpUong.

. EkTeAéoTe avakTnon avTiydvwy 6TTwg atraiteital (Jeite Tnv evotnTa ZUCTACEIG YIa TN XPAON VIO TO TTPWTOTAYEG aVTICWHA).

. TTAOVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG PE ATTIOVIOHEVO VEPOD.

N o g W

. E€oudetepwoTe TNV evdoyevr) utrepogeiddon pe xprion Tou Peroxidase Block et 5 AetTd.
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8. MAUveTe o€ TBS i 2 x 5 Aetrrd.

9. EmwdoTe pe Protein Block i 5 Aetrrd.

10.MAUveTe o€ TBS eTi 2 x 5 AeTTTa.

11. EmwdoTe pe BEATIOTA apalwpévo TTpwToTayEG avTiowpa (JeiTe TNV evOTNTA ZUCTACEIG YIa TN XPrOT YIA TO TIPWTOTAYEG AVTIoWHA).
12.MAOveTe o€ TBS €Ti 2 X 5 AeTrTd.

13.EmmwdoTe pe 10 Post Primary e1mi 30 AerTd.

14.MAOveTe og TBS eTi 2 x 5 AeTTTd.

15.EmwaoTe pe 1o Novolink™ Polymer €1ri 30 AeTrTd.

16.MA0veTe o€ TBS e 2 x 5 AeTrTél pe ammaAr avakivnon.

17.Avamrtugre dpacTikOTNTa UTTEPOgEIdAONG e didAupa epyaciag DAB (Seite Tnv evotnta Aidhupa epyaciag DAB) eTi 5 AetrTd.
18.EKTTAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAAKEG UE VEPD.

19.AvTixpwpaTioTe ue Hematoxylin.

20.EKTTAOVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TTAGKEG HE VEPO TTI 5 AETTTA.

21.A@udaTwaTe, dIAUYBOTE KOl OTEPEWOTE TIG TOMEG.

AidAvpa epyaciog DAB
MpooBéote 50 ul DAB Chromogen ot 1 ml Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer). XpnoigotroijoTe evidog 6 wpwv atmé v
TIOPOOKEUN).

MoloTikég €Aeyxog

Tuxov Slapopég OTNV ETTEEEPYATTT TWV IOTWV KAl TIG TEXVIKEG DIAdIKATIEG OTO EPYAOTAPIO TOU XPAOTN EVOEXETAI VA TTPOKAAETOUV GNUAVTIKA
HeTaBANTOTNTG OTa ATTOTEAEOHATA, KABIOTWVTAG AvaAYKAia TNV TAKTIKY EKTEAETT ETWTEPIKWV EAEYXWV ETTITTALOV TwV aKOAOUBWY dIASIKACIWV.
O1 pépTupeg Ba TPéTTEl va gival Ppéoka deiypata vekpowiag/Blowiag/XeIPoupyIka deiydarta, Ta OTIoia €ival HOVIMOTIOINUEVA JE QOPHOAN,
emegepyaopéva kal EyKAEIopéva og Knpd TTapaPivng, To GUVTOPOTEPO duvaTd PE Tov iB10 TPATTO pe To(a) deiypa(ta) Tou acBevoug.

OETIKOG HAPTUPAG IGTOU

XpnoiyoTroleital yia va UTTOdEIKVUEI CWOTE TTAPACKEUATHEVOUG I0TOUG KAl OWOTEG TEXVIKEG XPWONG. Oa TPETTel va TTepIAapBAveTal £vag
BEeTIKOG PHAPTUPAG 1GTOU Yia KGBE oUVOAO GUVBNKWY £££TaONG/TTPWTOTAYOUG AVTICWHATOG O€ KABE ekTéAEON Xpwang. Evag 10Tdg pe aobevi
BeTIKA XpWaon gival TTo KaTAAANAOG aTrd €vav 1I0T6 We IoXUpr BETIKA XpWaon yia BEATIOTO TTOIOTIKG £AEYXO Kal yIa TNV QViXVEUGT) TTOAU HIKPWV
EMTEDWV TUXOV aTTOSOUNONG TWV avTISPaoTnpiwv.® Ma Tov ouVICTWHEVO 10T BETIKOU PAPTUPA, BEiTE TNV EVOTNTA ZUCTAOEIG YIa TN XPRON
Y0 TO TTpWTOTaYEG avTiowpa. Edv 0 BeTIKGG papTUpag I0TOU deV TTAPOUCIAZEl BETIKA Xpwan, Ta amoTeAéopaTa Pe Ta Seiyparta Tng £§étaong
Ba mpéTrel va BewpolvTal GKupa.

ApvnTIKOG pApTUPAG 1I0TOU

Oa TpéTel va eEeTAZETAl PETA TOV BETIKO PdpTUpa 1I0TOU yia TNV €TTAARBeUCN TNG €1I8IKOTNTAG TNG ETTICAPAVONG TOU QVTIYOVOU-OTOXOU
até 1o TTpwToTaYEG avTiowpa. Ma To CuUVIOTWHEVO 10TO apvnTIKoU pdptupa, SeiTe TIG 0dnyieg Xpiong Tou TTPWTOTAYOUG AVTICWHATOG.
EVOAAGKTIKG, N TTOIKIAIO SIaQOPWY KUTTAPIKWY TUTIWV TTOU UTTAPXOUV OTIG TTEPICTOTEPEG TOUEG IOTWV TTAPEXEI TUXVA BEEIG apvnTikoU
pdpTupa, aAAG auTd TPETTEl va eTTaAnBeUeTal atrd To XpAoTn. Mn €IBIKA Xpwon, £4v UTTAPXEI, £XEI TUVABWG BidyuTn epgavion. Evdéxetal
£TTIONG VA TTapaTNPEnOEi OTTOPAdIKK XPWON TOU CUVIETIKOU I0TOU O€ TOPEG aTTO 1I0TOUG TTOU £XOUV JOVIMOTTOINGET Je UTTEPROAIKH TTOCOTNTA
@OPHOANG. XpnalpoTroleite ABIKTA KUTTAPA Yia TNV €PUNVEIO TWV ATTOTEAEOUATWY TNG Xpwong. NekpwTikd A ekQUAITPEVa KUTTapa
Trapouciddouv ouxvd pn €IBIKR Xpwon.® EvoéxeTal va TrapatnpnBolv weudwg BeTikd amoteAéopata Adyw pn avoooloyiKhg déapeuong
TWV TTPWTEIVWV A TwV TTPOIGVTWY avTidpaong Tou utTroaTpwuaTog. Evaéxetal emmiong va mpokAnBolv amd evdoyevh éviupa, 6TIwG n
yeudoUTrepogeldaon (epubpokUTTapa), n evioyevrg utrepogelddon (kutoxpwpa C) 1 n evdoyevig BioTivn’ (TT.X. ATTap, HAoTOG, EYKEPAAOG,
veppog). Mpokelgévou va yivel SiagopoTtroinon peTagl Tng evdoyevoUg evqupIKAG dpacTneIdTNTag A TG KN €I8IKAg déopeuong ammod Tnv
€I0IKI) avOooaVTIBPACTIKOTNTA, ETTITTAEOV I0TOi TOU 00BEVOUG PTTOPOUV VA UTTOGTOUV XPWAOT OTTOKAEIOTIKA HE XPWHOYOVO UTTOOTPWHATOG,
HE ONUACPEVO TIOAUPEPEG Kal XPWHOYOVO UTTOOTPWHATOG i He Post Primary, onpacpévo TToAUpEPEG Kal XpwHOYydvo uTrooTpwpaTog. Edv
TIOPOUCIAOTEI EIDIKA XPWOn OToV apvnTIKG PApTupa I0ToU, Ta aTToTeEAéopaTa pe Ta deiypata acBevolg Ba TTPETTel va BewpolvTal GKUpa.

ApvnTIKOG pApTUPOG AVTISPpACTNPioU
XpnoiyoTrolgite évav un €181K6 apvnTIkG HAPTUPA AVTIOPACTNPIOU aVTi TOU TIPWTOTAYOUG AVTICWHATOG HE UIa Topr) KABe deiyuatog aoBevolg
yia TNV agioAdynon Tng pn €I9IKAG XPWOoNG Kal yia va MTPETTETAN KAAUTEPN epuNveia TNG €I8IKAG XPWONG aTn B£0N Tou avTiyovou.

loT6g aoBevoug.

EgetdoTe TeAeuTaia Ta deiypata aoBevolg. H évraan Tng BETIKAG Xxpwong Ba TTPETTEl va eKTINGTAI OTa TTAQCIO TUXOV N €IBIKAG XPWaNg
UTTORGBPOU TOu apVNTIKOU pApTUpPa avTIdpacTnpiou. OTIwg oUPBAIVE! UE OTTOIABHTIOTE AVOTOITTOXNUIKN £EETAON, £Va ApVNTIKO ATTOTEAETHA
onuaivel 611 To avTiyovo dev avixveUTnke, Ox1 6T TO avTiyévo dev UTIpXE oTa KUTTapa/oTov 10T6 TTou e§eTdoTnKe. Edv eival atmrapaitnTo,
XPNOIMOTIOINCTE HIa OEIPE AVTICWHATWY VI TNV avayvwpIon YEUdWS apvNTIKWV avTIdPEoEwY.

Mepiopiopoi

H avoooiotoxnueia eival pia diayvwoTikr) Siepyacia TTOAamAwy Bnudtwy, n otoia atoTeAeiTal amd €I0IKEUPEVN eKTTAIdEUON OTNV
emAoyn Twv KAaTGAANAWY avTIdpaoTnpiwy, ETTIAOYH 10TOU, poviJoTroinan kai eTegepyaaia, Tapaokeur TG TAdkag IHC kai epunveia Twyv
QATTOTEAETUATWYV TNG XPWONG.

H xpwon Tou 10700 €€apTdTal aTmd TO XEIPIOPO Kal TNV €TTEEEPYaaTia Tou 10ToU TIpIV Ot T Xpwan. Tuxév ec@alyévn povigotroinan,
Katdyugn, amoéyugn, TAUCN, oTéyvwpa, BEpuavaon, Topr i HeAuvan pe GAAOUG 10TOUG 1 uypa EVEEXETAI va TTapAyEl HopPWHaTa, TTayideuon
QAVTIOWHATOG i} PEUBWG apvNTIKG aTroTeEAéopaTa. TUXOV QOUVETTH OTTOTEAEOUOTO EVOEXETAI VO OPEIAOVTal Ot TTAPAAAAYEG TwY PEBODWY
HovipoTToinong Kai eyKAEIOUOU 1) O€ yyeveiG avwualieg evidg Tou 10ToU.8

Tux6v utrepBoAIKA A aTeARG avTixpwon evOEXETAI Va SIAKUBEUTEI TN CWOTH EPUNVEIN TWV ATTOTEAECUETWY.
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H KAVIKA epunveia oTToI0aSATIOTE XPWONG I TNG ATTOUCTAG TNG Ba TIPETTEI VA GUNTTANPWVETAI JE HOPPOAOYIKEG HEAETEG TTOU XPNOIHOTIOIOUV
owaToUg HAPTUPES Kal Ba TTPéTTel va agloAoyeital oTa TTACioIa Tou KAIVIKOU 10TOPIKOU Tou aoBevoug Kal GAAWY JIayVWOTIKWY e§ETATEWY
atd e18IKEUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

Ta Novolink™ Polymer Detection Systems kai To ouUGTATIKG TOUG TTpoOpIfovTal YIa XPrioN O€ TOUEG EYKAEIOUEVES HE TTOPAPIVI HE EIDIKEG
ATTAITACEIG PoVIPOTIoINONG. EVOéxeTal va TTapoucIacTei Un avapevopevn ékppaacn avtiyévou, 18Ika ae veormAddopata. H KAVIKY epunveia
OTTOINaBATIOTE KEXPWOUEVNG TOUNG 10TOU TIPETTEN VO TrEPIAABAVEI Hop@OAOYIKH avaAuan Kai TNV agloAdynan Twv KatdAANAwY HapTUpwy.

XapakTnpIoTIKA atrédoong

H amédoon Twv Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer kai Novolink™ DAB (Polymer) £xel eTTIKupwBEei Je xprion piag
O€IPAg TTPWTOTAYWYV avTIowudTwy IgG tTovTiKou, IgM* TrovTikou kai IgG kouveAiod Novocastra.

*EvdéxeTal va TTapatnenBei aoBevig Xpwon Ue avTiowiata Tou IcoTdtrou IgM.
Ta TTpoidévTa autd eival oTaBepd £wg TNV(IG) NuepopNnvia(eg) AENG TTou avaypa@eTai(ovTal) oTnV ETIKETA TOU TTPOIOVTOG.
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Novocastra™
Novolink™ Max Polymer Detection System (1250 tests)

Productnr.: RE7280-K

Novolink™ Polymer Detection System (500 tests)
Productnr.: RE7150-K

Novolink™ Polymer Detection System (250 tests)
Productnr.: RE7140-K

Novolink™ Min Polymer Detection System (50 tests)
Productnr.: RE7290-K

Novolink™ Max Polymer (1250 tests)

Productnr.: RE7260-K

Novolink™ Polymer (250 tests)

Productnr.: RE7200-K

Novolink™ Max DAB (Polymer) 1250 tests

Productnr.: RE7270-K

Novolink™ DAB (Polymer) 250 tests

Productnr.: RE7230-K

Beoogd gebruik

Voor diagnostisch gebruik in-vitro.

Novolink™ Polymer Detection Systems zijn bedoeld voor het visualiseren van muis IgG, muis IgM en konijn IgG primaire antilichamen.
Novolink™ Polymer en Novolink™ DAB (Polymer) bevatten componentreagentia van deze systemen en zijn bedoeld voor gebruik in de
onderstaand beschreven procedure. De klinische interpretatie van elke kleuring of het ontbreken ervan moet worden aangevuld door
morfologische onderzoeken met correcte controles en moet binnen de context van de klinische geschiedenis van de patiént en andere
diagnostische tests worden geévalueerd door een deskundig patholoog.

Principe van de procedure

De eerste immunoperoxidasetechniek is beschreven door Nakane en Pierce’. De daarop volgende ontwikkelingen hebben geleid tot een
hogere gevoeligheid, vergeleken met eerdere technieken. Een recente ontwikkeling is het gebruik van polymeerlabeling. Deze technologie
is toegepast bij zowel primaire antilichamen? als detectiesystemen. De Novolink™ Polymer Detection Systems maken gebruik van een
nieuwe techniek van gecontroleerde polymerisatie waarmee polymere HRP-linker-antilichaamconjugaten worden bereid. Daardoor wordt
het probleem voorkomen van de niet-specifieke kleuring die bij streptavidine/biotinedetectiesystemen kan optreden door endogeen
biotine.

Deze producten worden gebruikt in een immunohistochemische (IHC) procedure waarbij met een lichtmicroscoop een kwalitatieve
identificatie kan worden uitgevoerd van antigenen in coupes van in formaline gefixeerd, in paraffine ingebed weefsel, via opeenvolgende
behandelingen met tussendoor spoelen. Als dit vanwege het primaire antilichaam nodig is wordt er védr de kleuring met de coupes een
epitoopretrieval uitgevoerd. Endogene peroxidaseactiviteit wordt geneutraliseerd met Peroxidase Block. Vervolgens wordt Protein Block
opgebracht waarmee de niet-specifieke binding tussen primaire en polymere antilichamen wordt verminderd. Vervolgens wordt de coupe
geincubeerd met optimaal verdund primair antilichaam. Post Primary (konijnen-anti-muis-IgG) wordt vervolgens gebruikt om muizen-
antilichamen te detecteren. Novolink™ Polymer herkent konijnen-immunoglobulinen, het detecteert post-primaire en weefselgebonden
primaire konijnen-antilichamen. Daarna worden de coupes geincubeerd met substraat/chromogeen, 3,3’ - diaminobenzidine (DAB), bereid
van DAB Chromogen en Novolink™ DAB Substrate Buffer (Polymer), zoals hieronder beschreven. Door de reactie met peroxidase wordt op
de antigeenplaats een zichtbaar bruin precipitaat gevormd. De coupes worden tegengekleurd met Hematoxylin en afgedekt. De resultaten
worden geinterpreteerd met een lichtmicroscoop en ondersteunen de differentiéle diagnose van pathofysiologische processen die al dan
niet verband houden met een bepaald antigeen.

Geleverde reagentia
Details over welke reagentia op de volgende lijst met welk product geleverd worden staan in de onderstaande tabel.
1. Peroxidase Block. 3—4%(v/v) waterstofperoxide.

2. Protein Block. 0,4% caseine in fosfaatgebufferde fysiologische zoutoplossing, met stabilisatoren, surfactans en 0,2% Bronidox L als
conserveermiddel.

3. Post Primary. Konijnen-anti-muis-IgG (<10 pg/ml) in 10% (v/v) dierlijk serum in tris-gebufferde zoutoplossing/0,09% ProClin™ 950.

4. Novolink™ Polymer. Anti-konijn-Poly-HRP-IgG (<25 pg/ml); bevat 10% (v/v) dierlijk serum in tris-gebufferde zoutoplossing/0,09%
ProClin™ 950.

5. DAB Chromogen. 1,74% g/v 3,3’ - diaminobenzidine in een stabilisatoroplossing.
6. Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer). Gebufferde oplossing, bevat <0,1% waterstofperoxide en conserveermiddel.
7. Hematoxylin. <0,1% Hematoxylin.
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Reagentia Productnr. | Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Polymer Novolink™ Min
Polymer Detection Detection System Detection System Polymer Detection
System (1250 tests) | (500 tests) (250 tests) System (50 tests)
RE7280-K RE7150-K RE7140-K RE7290-K

Peroxidase Block RE7101 2 x25ml 1 x 25ml

Protein Block RE7102 2 x 25ml 1 x 25ml

Post Primary RE7111 2 x25ml 1 x 25ml

Novolink™ Polymer RE7112 2 x25ml 1 x25ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml 1 x3ml

Novolink™ DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7107 2 x 25ml 1 x 25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1x125ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7162 1 x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1x 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125ml

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x5ml

Novolink™ Polymer RE7168 1x5ml

DAB Chromogen RE7169 1x1ml

Novolink™ DAB RE7171 1x5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1 x 5ml

Reagentia Productnr. | Novolink™ Max Novolink™ Polymer | Novolink™ Max DAB | Novolink™ DAB
Polymer (250 tests) (Polymer) (Polymer)
(1250 tests) RE7200-K 1250 tests 250 tests
RE7260-K RE7270-K RE7230-K

Post Primary RE7111 1x25ml

Novolink™ Polymer RE7112 1x25ml

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novolink™ Polymer RE7161 1 x 125ml

DAB Chromogen RE7105 1x3ml

Novolink™ DAB RE7143 1x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink™ DAB RE7163 1 x 150ml

Substrate Buffer
(Polymer)
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Reconstitutie, mengen, verdunnen, titreren

Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink Polymer en Hematoxylin zijn voorverdund. Reconstitutie, mengen, verdunnen of
titreren van deze reagentia wordt niet aanbevolen. Verder verdunnen leidt mogelijk tot verlies aan antigeenkleuring. De gebruiker moet
eventuele wijzigingen valideren.

DAB Chromogen moet voor gebruik 1 : 20 worden verdund in Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer). Verder verdunnen leidt mogelijk
tot verlies aan antigeenkleuring. De gebruiker moet eventuele wijzigingen valideren.

Bewaren en stabiliteit

Bewaren bij 2-8 °C. Niet invriezen. Onmiddellijk na gebruik weer bewaren bij 2—8 °C. Niet gebruiken na de op het etiket van het product
vermelde houdbaarheidsdatum. Andere dan de aangegeven bewaarcondities moeten door de gebruiker worden geverifieerd. Er zijn geen
duidelijke tekenen waaraan de instabiliteit van dit product is te herkennen; daarom moeten naast de monsters van de patiént ook steeds
positieve en negatieve controles worden getest.

Specimenbereiding
Het aanbevolen fixatief voor in paraffine ingebedde weefselcoupes is 10% neutraalgebufferde formaline.

Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen

DAB Chromogen H341: Verdacht van het P201: Alvorens te gebruiken de speciale aanwijzingen

Bevat <10% Biphenyl-3,3",4,4"- veroorzaken van genetische raadplegen.

Tetrayltetraamine. schade. P202: Pas gebruiken nadat u alle veiligheidsvoorschriften
GHS08: Gezondheidsgevaar H350: Kan kanker gelezen en begrepen heeft.

Signaalwoorden: Gevaar. veroorzaken. P281: De nodige persoonlijke beschermingsuitrusting gebruiken.

P308+313: NA (mogelijke) blootstelling: een arts raadplegen.

P501: Inhoud / verpakking naar gevaarlijk of bijzonder afval
brengen.

Op verzoek is een veiligheidsinformatieblad leverbaar dat ook kan worden gedownload van www.LeicaBiosystems.com

Beroepsmatig gebruik.
Meng geen reagentia van verschillende detectiesystemen.

Voor en na fixatie moeten specimens en alle eraan blootgestelde materialen worden behandeld alsof ze infectieus zijn; daarom moeten ze
ook met de juiste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd*.

Pipetteer reagentia nooit met de mond en zorg dat de huid en slijmvliezen niet met reagentia en specimens in aanraking komen. Spoel
overvloedig met water als er contact is geweest met reagentia of specimens.

Werk volgens de plaatselijke of landelijke voorschriften voor het afvoeren van mogelijk giftige stoffen.

Beperk de microbiéle verontreiniging van reagentia tot een minimum zodat niet-specifieke kleuring wordt voorkomen. Het afwijken van de
aangegeven incubatietijden of -temperaturen kan leiden tot foutieve resultaten. Eventuele wijzigingen moeten door de gebruiker worden
gevalideerd.

Procedure

A. Benodigde maar niet geleverde reagentia

1. Standaard oplosmiddelen die in de immunohistochemie gebruikt worden.
2. 50 mM tris-gebufferde fysiologische zoutoplossing (TBS) pH 7,6.

. Antigeenretrievaloplossing(en).

. Enzymretrievaloplossing(en).

. Verdunningsvloeistof voor antilichaam.

. Primair antilichaam.

. Plakmiddel.

. Benodigde maar niet geleverde apparatuur
. Voor antigeenretrieval benodigde apparatuur, indien dit voor het primaire antilichaam aanbevolen wordt.

N2 N O AW

. Algemene laboratoriumapparatuur voor immunohistochemie.

C. Methodologie
Gebruikers moeten opgeleid zijn in immunohistochemische technieken voordat ze deze methodologie toepassen.
Als niet alle stappen zoals aangegeven worden uitgevoerd kan dit de prestatie beinvioeden.

Het geheel van het primaire antilichaam en de verdunning ervan, samen met het detectiesysteem moet door de gebruiker worden
gevalideerd op een reeks bekende positieve en negatieve controles.

Tenzij anders aangegeven worden alle stappen uitgevoerd bij kamertemperatuur (25 °C).

Voor gebruik op bevroren weefsel snijdt u vriescoupes en fixeert u volgens de aanbevelingen voor primaire antilichamen. Begin in dat
geval bij stap 11.

. Snij de coupes en plak ze op glaasjes, gecoat met een geschikt plakmiddel voor weefsel.

. Deparaffiniseer coupes in xyleen of xyleenvervangers.

. Rehydreer in aflopende alcoholreeks.

. Spoel de glaasjes onder stromend kraanwater.

. Voer een antigeenretrieval uit zoals vereist (zie Aanbevelingen voor gebruik voor primair antilichaam).

. Spoel de glaasjes in gedemineraliseerd water.

N o s WN =

. Neutraliseer endogeen peroxidase met Peroxidase Block gedurende 5 minuten.
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8. Spoel 2 x 5 minuten in TBS.

9. Incubeer 5 minuten met Protein Block.

10.Spoel 2 x 5 minuten in TBS.

11.Incubeer met optimaal verdund primair antilichaam (zie Aanbevelingen voor gebruik voor primair antilichaam).
12. Spoel 2 x 5 minuten in TBS.

13. Incubeer 30 minuten met Post Primary.

14. Spoel 2 x 5 minuten in TBS.

15. Incubeer 30 minuten met Novolink™ Polymer.

16. Spoel 2 x 5 minuten in TBS met voorzichtig schudden.

17. Ontwikkel peroxidaseactiviteit met DAB werkoplossing (zie DAB Working Solution) gedurende 5 minuten.

18. Spoel glaasjes in water.

19. Tegenkleuren met Hematoxylin.

20. Spoel glaasjes 5 minuten in water.

2

. Dehydreer de coupes, maak ze schoon en plak ze op.

DAB Working Solution
Voeg 50 ul DAB Chromogen toe aan 1 ml Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer). Gebruik binnen zes uur na bereiding.

Kwaliteitscontrole

Door verschillen in het bewerken van weefsel en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen de resultaten sterk
verschillen; daarom is het noodzakelijk om, naast de volgende procedures, regelmatig intern controles uit te voeren. Controles moeten
bestaan uit verse autopsie-/biopsie-/chirurgiespecimens die zo spoedig mogelijk op dezelfde wijze in formaline zijn gefixeerd, bewerkt en
in paraffine ingebed als het/de patiéntmonster(s).

Positief controleweefsel

Dit wordt gebruikt ter controle van correct bereide weefsels en juist uitgevoerde kleuringstechnieken. Bij elke kleuringstest behoort een
positief controleweefsel deel uit te maken van elke set testcondities/primair antilichaam. Weefsel met een zwakke positieve kleuring is
beter geschikt voor een goede kwaliteitscontrole en voor het detecteren van lage niveaus van reagensafbraak dan weefsel met een
sterke positieve kleuring®. Zie voor aanbevolen positief controleweefsel de Aanbevelingen voor primair antilichaam. Als het positieve
controleweefsel geen positieve kleuring vertoont moeten de resultaten van de testspecimens als ongeldig beschouwd worden.

Negatief controleweefsel

Dit moet na het positieve controleweefsel worden onderzocht zodat de specificiteit van de labeling van het targetantigeen door het primaire
antilichaam kan worden geverifieerd. Zie voor aanbevolen negatief controleweefsel de Gebruiksaanwijzing voor primair antilichaam.
Door de variéteit van verschillende celtypes in de meeste weefselcoupes komen er vaak negatieve controleplaatsen voor; dit moet door
de gebruiker worden geverifieerd. Eventuele niet-specifieke kleuring ziet er vaak diffuus uit. Ook in weefselcoupes die zeer sterk in
formaline gefixeerd zijn kan sporadisch kleuring van bindweefsel worden waargenomen. Gebruik intacte cellen voor de interpretatie van
de kleuringsresultaten. Necrotische of gedegenereerde cellen kleuren vaak niet-specifiek®. Niet-immunologische binding van eiwitten
of substraatreactieproducten kan leiden tot vals-positieve resultaten. Zulke resultaten kunnen ook worden veroorzaakt door endogene
enzymen als pseudoperoxidase (erytrocyten), endogeen peroxidase (cytochroom C) of endogeen biotine’ (bv. lever, borst, hersenen en
nier). Om onderscheid te endogene enzym activiteit of niet-specifieke binding van specifieke immunoreactiviteit, kunnen extra patiént
weefsels uitsluitend met substraat-chromogeen worden gekleurd, met gelabelde polymeer en substraat-chromogeen of met Post primaire,
gelabeld polymeer en substraat-chromogeen. Als bij het negatieve controleweefsel specifieke kleuring optreedt moeten de resultaten van
de patiéntspecimens als ongeldig worden beschouwd.

Negatief controlereagens

Behandel een coupe van elk patiéntspecimen met een niet-specifiek negatief controlereagens in plaats van met het primaire
antilichaam; daardoor kan niet-specifieke kleuring worden vastgesteld en kan de specifieke kleuring op de antigeenplaats beter worden
geinterpreteerd.

Patiéntweefsel

Onderzoek gekleurde patiéntspecimens als laatste. Bij de bepaling van de positieve kleuringsintensiteit moet rekening gehouden worden
met alle eventuele niet-specifieke achtergrondkleuring van het negatieve controlereagens. Zoals bij elke immunohistochemische test
geeft een negatief resultaat aan dat het antigeen niet is gedetecteerd, maar niet dat het antigeen niet in de onderzochte cellen of het
onderzochte weefsel voorkomt. Gebruik voor het identificeren van vals-negatieve reacties zonodig een panel antilichamen.

Beperkingen

Immunohistochemie is een diagnostisch proces van meerdere stappen; hiervoor is een gespecialiseerde opleiding vereist in het kiezen
van de juiste reagentia; de keuze, fixatie en bewerking van weefsel; de voorbehandeling van IHC-glaasjes en de interpretatie van de
kleuringsresultaten.

De kleuring van het weefsel is afhankelijk van de manier waarop het weefsel véor de kleuring is behandeld en bewerkt. Het onjuist fixeren,
invriezen, ontdooien, spoelen, drogen, verwarmen, snijden en besmetting met andere weefsels of vloeistoffen kan leiden tot artefacten,
antilichaam-trapping of vals-negatieve resultaten. Inconsistente resultaten zijn mogelijk te wijten aan variaties in de methodes van fixeren
en inbedden of aan weefseleigen afwijkingen®.

Een te sterke of onvolledige tegenkleuring kan de juiste interpretatie van de resultaten in gevaar brengen.

De klinische interpretatie van elke kleuring of het ontbreken ervan moet worden aangevuld door morfologische onderzoeken met correcte
controles en moet binnen de context van de klinische geschiedenis van de patiént en andere diagnostische tests worden geévalueerd
door een deskundig patholoog.
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Novolink™ Polymer Detection Systems en de componenten ervan zijn bedoeld voor gebruik op in paraffine ingebedde coupes die een
specifieke fixatie vereisen. Er kan onverwachte antigeenexpressie optreden, met name bij neoplasmata. Tot het totaal van de klinische
interpretatie van elke gekleurde weefselcoupe behoort ook de morfologische analyse en evaluatie van de overeenkomstige controles.

Eigenschappen
De prestaties van Novolink™ Polymer Detection Systems, Novolink™ Polymer en Novolink™ DAB (Polymer) zijn gevalideerd met een reeks
Novocastra™ muis IgG, muis IgM en konijn IgG primaire antilichamen.

*Er kan een zwakke kleuring optreden bij antilichamen van isotype IgM.
Deze producten zijn stabiel tot de uiterste gebruiksdatum die op het etiket van de producten vermeld staat.
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