Novocastra .
Novolink Max Polymer Detection System (1250 tests) Ref. y

Nr. produs RE7280-K

Novolink Polymer Detection System (500 tests)

Nr. produs RE7150-K

Novolink Polymer Detection System (250 tests)

Nr. produs RE7140-K

Novolink Min Polymer Detection System (50 tests)
Nr. produs RE7290-K

Novolink Max Polymer (1250 tests)

Nr. produs RE7260-K

Novolink Polymer (250 tests)

Nr. produs RE7200-K

Novolink Max DAB (Polymer) 1250 tests
Nr. produs RE7270-K
Novolink DAB (Polymer) 250 tests

Nr. produs RE7230-K

&

Utilizare prevazuta ]“ P f ['
Pentru diagnosticare invitro. © 7

Novalink Polymer Detection Systems sunt utilizate pentru vizualizarea anticorpilor primari IgG de soarece, IgM de soarece si IgG de

iepure, Novolink Polymer si Novolink DAB (Polymer) contin reactivi componenti ai acestor sisteme si sunt prevazute pentru utilizare R i Q\
in procedura descrisa mai jos. Interpretarea clinica a oricérei coloréri sau a absentei acesteia trebuie completaté cu studii morfologice i(__ .
utilizénd controale adecvate si trebuie evaluatd in contextul istoricului clinic al pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare

efectuate de catre un patolog calificat.

Principiul procedurii

Prima tehnica cu imunoperoxidaza a fost raportatd de Nakane si Pierce', De atunci au avut loc multe evolutii care au dus la cresterea
sensibilitétii fatd de tehnicile mai vechi, O evolutie recenta a fost utilizarea etichetarii polimerice. Aceasta tehnologie a fost aplicata atat
la anticorpii primari* cat si la sistemele de detectie. Novolink Polymer Detection Systems utilizeaza o tehnologie nous de polimerizare
controlatd pentru prepararea conjugatelor de anticorp de legaturd HRP, Prin urmare, nu apare problema coloratiei nespecifice care se
poate produce cu sistemele de detectie cu Streptavidind/Biotina din cauza biotinei endogene.,

Aceste produse sunt utilizate intr-o procedurd imunohistochimics (IHC), care permite identificarea calitativa prin microscopie optica a Qeig
antigenilor in sectiuni de tesut fixat cu formaling, incorporat in parafina, prin etape secventiale cu etape de spalare intercalate. Daca este
necesar pentru anticorpul primar, sectiunile sunt supuse recuperérii epitopilor inainte de coloratie. Activitatea peroxidazei endogene este
neutralizatd utilizand Peroxidase Block. Acesta este urmat de aplicarea Novocastra Protein Block pentru a reduce legarea nespecifics a
anticorpului primar si a polimerului Sectiunea este apoi incubati cu anticorp primar in dilutie optima. Apoi se utilizeazé Post Primary (IgG
de iepure anti soarece) pentru detectarea anticorpilor de goarece. Novolink Polymer recunoaste imunoglobulinele de iepure, detecteaza
Post Primary si orice anticorpi primari de iepure legati de tesut. Sectiunile sunt apoi incubate in continuare cu substratul/cromogen, 3,3’ -
diamincbenzidina (DAB), preparat din DAB Chromogen si Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer), dupa cum se descrie mai jos. Reactia
Cu peroxidaza produce un precipitat cafeniu vizibil la situl antigenului. Sectiunile sunt contracolorate cu Hematoxylin si acoperite cu lamele.
Rezuiltatele sunt interpretate folosind un microscop optic si ajuta la diagnosticul diferential al proceselor patofiziologice, care pot sau nu
sé fie asociate cu un anumit antigen.

Reactivi furnizati
Deatalii reactivilor din lista urmétoars care sunt furnizati in fiscare produs sunt date in tabelul de mai jos.
1. Peroxidase Block. apa oxigenata 3-4% (v/v).

2. Protein Block. 0.4% cazeina in solutie salina tamponata cu fosfat, cu stabilizatori, surfactant si 0,2% Bronidox L drept conservant.

3. Post Primary. I9G de iepure anti scarece (<10 pg/ml) in ser animal 10% (v/v) in solutie salina tamponata cu trometamina/0,1%
ProClin™ 950,

4. Novolink Pelymer. Poly-HRP-IgG anti-iepure (<25ug/ml) continand 10% (v/v) ser animal in solutie salind tampenata cu trometamin&/0,1%
ProClin™ 850,

. DAB Chromogen. 1,74% wi/v 3,3 - diaminobenzidina, in solutie stabilizatoare.
6. Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer). Solutie tamponata continand apé oxigenata = 0,1% si conservant.
7. Hematoxylin. Hematoxylin <0,1%.
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Reactiv Numar Novolink Max Novolink Polymer Novolink Polymer Novolink Min
produs Polymer Detection D ion Sy 1 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 2x25ml 1x25ml

Protein Block RE7102 2x25ml 1x25ml

Post Primary RE7111 2x25ml 1x25mi

Novolink Polymer RE7112 2x25ml 1x25mi

DAB Chromogen RE7105 1% 3ml 1% 3ml

Novolink DAB RE7143 2 x 30ml 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Palymer)

Hematoxylin RE7107 2x25ml 1x25ml

Peroxidase Block RE7157 1x125ml

Protein Block RE7158 1 x 125mi

Post Primary RE7159 1 x 125ml

Novalink Polymer RE7161 1 x 125ml

DAB Chromogen RE7162 1x8ml

Novolink DAB RE7163 1 % 150ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7164 1 x 125m|

Peroxidase Block RE7165 1x5ml

Protein Block RE7166 1x5ml

Post Primary RE7167 1 x 5ml

Novolink Polymer RE7168 1 x 5ml

DAB Chromogen RE7169 1% 1ml

Novolink DAB RE7171 1 x 5ml

Substrate Buffer

(Polymer)

Hematoxylin RE7172 1% 5ml

Reactiv Numar Novolink Max Novolink Polymer Novolink Max DAB Novolink DAB

produs 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

Paost Primary RE7159 1 x125ml

Novolink Polymer RE7161 1 x125ml

DAB Chromogen RE7105 1% 3ml

Novolink DAB RE7143 1 x 30ml

Substrate Buffer

(Polymer)

DAB Chromogen RE7162 1 x 8ml

Novolink DAB RE7163 1 x 150m|

Substrate Buffer

(Palymer)
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Reconstituire, amestecare, diluare, titrare

Peroxidase Block, Protein Block, Post Primary, Novolink Polymer si Hematoxylin sunt prediluate, Reconstituirea, amestecarea, diluarea

sau titrarea acestor reactivi nu sunt recomandate. Diluarea poate duce la pierderea colorarii antigenilor. Utilizatorul trebuie s3 valideze
orice astfel de schimbare.

DAB Chromogen necesita diluare la 1/20 in Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer) inainte de utilizare. Diluarea poate duce la pierderea
colordrii antigenilor. Utilizatorul trebuie s valideze orice astfel de schimbare.

Depozitare si stabilitate

A se depozita la 2-8 °C. A nu se congela, A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare, A nu se utiliza dupa data expirarii indicats pe
eticheta produsului. Alte conditii de depozitare decat cele specificate trebuie verificate de cétre utilizator. Nu exista semne evidente care s&
indice instabilitatea acestui produs, astfel ¢4 trebuie rulate controale pozitive si negative simultan cu esantioanele pacientului.
Pregitirea specimenului

Fixativul recomandat este formalini tamponata neutru 10% pentru sectiunile de tesut incerporate in parafing.

Avertismente si precautii
O Fisa tehnic de securitate a materialului este disponibila la cerere sau poate fi oblinuta de pe site-ul www.LeicaBiosystems.com

Pentru utilizatori profesionisti.
Nu amestecati reactivi din sisteme de detectie diferite.

Specimenele, inainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul de a
transmite infectii si trebuie eliminate luand masurile de precautie adecvate.*

Nu pipetali niciodata reactivii cu gura si evitati contactul reactivilor si specimenelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau
probele vin in contact cu suprafetele sensibile, spalati cu ap3 din abundenta.

Consultati reglementdrile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea la deseuri a oricdror componente cu
potential toxic.

Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate apérea o crestere a coloratiei nespecifice. Timpii sau

temperaturile de incubatie care diferd de valerile specificate pot genera rezultate eronate, Orice astfel de modificare trebuie validats de
céatre utilizator.

Procedura

A. Reactivi necesari care nu sunt ins furnizati

1. Solventi standard folositi in imunohistochimie.

2. Solutie salina tamponata cu trometaming 50 mM (SSTT) pH 7,6,
3. Solutie(i) de recuperare cu antigen.

4. Solutie(i) de recuperare cu enzime.

5. Diluant pentru anticorpi.

6. Anticorp primar.

7. Mediu de montare.

B. Echipamente necesare care nu sunt insé furnizate
1. Echipament necesar pentru recuperarea cu antigen, dacé este recomandaté pentru anticorpul primar,
2. Echipament de laborator general pentru imunchistochimie.

C. Metodologie
inainte de a aplica aceasts metodologie, utilizatorii trebuie s fie instruiti in ceea ce priveste tehnicile imunohistachimice.
Toti pasii trebuie urmati conform instructiunilor, in caz contrar putand fi afectats performanta.

Combinatia intre anticorpul primar, dilutia acestuia, impreuna cu sistemul de detectie, trebuie validata de utilizator pe o serie de controale
pozitive si negative cunoscute,

Dacé nu se indica altfel, toate etapele se efectueaza la temperatura camerei (25 °C).

Pentru utilizare pe tesut congelat, taiati sectiuni si fixati conform recomandarilor pentru anticorp primar, incepeti la pasul 11.
1. Taiali si montati sectiunile pe lame acoperite cu un adeziv tisular adecvat,

. Deparafinizati sectiunile in xilen sau substitute de xilen.

. Rehidratati cu ajutorul alcoolilor cu gradatie descrescitoare,

. Spélati lamele cu apa de la robinet,

. Realizali recuperarea antigenilor dupa cum este necesar(a se vedea Recomandari de utilizare pentru anticorpul primar).
. Spalati lamelele in apa deionizata.

. Neutralizati peroxidaza endogen3 utilizand Peroxidase Block timp de 5 minute.

. Spélati in SSTT timp de 2 x 5 minute.

. Incubali cu Protein Block timp de 5 minute.

10.Spélati in SSTT timp de 2 x 5 minute.

1. Incubali cu anticorp primar diluat optim (a se vedea Recomandiri de utilizare pentru anticorpul primar).

12.8palati in SSTT timp de 2 x 5 minute.

13.Incubati cu Post Primary timp de 30 de minute,

14.Spalati in SSTT timp de 2 x 5 minute.
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15.Incubati cu Novolink Polymer timp de 30 de minute.

16.Spalati in solutie tampon SSTT timp de 2 x 5 minute, legdnand uscr.

17.Dezvoltati activitatea peroxidazei cu solutie de lucru DAB (a se vedea Solutie de lucru DAB) timp de 5 minute,
18.Clatiti lamele in apa.

19.Contracolorati cu Hematoxylin.

20.Clatiti lamelele in apé timp de 5 minute,

21.Deshidratati, curatati si montati sectiunile.

Solutie de lucru DAB
Adéugati 50ul de DAB Chromogen la 1ml de Novolink DAB Substrate Buffer (Polymer). Utilizati in maxim sase ore de la preparare.

Controlul calitétii

Diferentele in ceea ce priveste procesarea tesutului si procedurile tehnice in laboratorul utilizatorului pot cauza o variabilitate semnificativa
a rezultatelor, necesitand efectuarea cu regularitate de controale inteme, in plus fata de urmatoarele proceduri, Probele de control trebuie
sé& fie probe proaspete de autopsie/biopsie/chirurgicale, fixate in formaling, procesate si incorporate in ceara de parafind cat mai curand
posibil si in aceeasi maniera ca si esantioanele pacientului.

Tesutul de control pozitiv

Folosit pentru a indica tesuturile pregétite corect si tehnicile de colorare adecvate. O proba de tesut de control pozitiv trebuie s fie inclusa
pentru fiecare set de conditii de testare/anticorp primar in fiecare etap4 de coloratie. Un tesut cu coloralie pozitiva slaba este mai adecvat
decat un tesut cu coloratie pozitiva puternica pentru controlul optim al calitatii si pentru a detecta nivele minore de degradare a reactivilor,s
Pentru tesutul de control pozitiv recomandat a se vedea Recomandari de utilizare, Daci tesutul de control pozitiv nu demonstreazs
coloratia pozitiva, rezultatele obtinute cu acele probe de testare trebuie considerate nevalide.

Tesutul de control negativ

Trebuie examinat dupa tesutul de control pozitiv pentru a verifica specificitatea informatiilor de etichetare ale antigenului tintd in functie
de anticorpul primar. Pentru tesutul de control negativ recomandat, a se vedea Instructiunile de utilizare pentru anticorpul primar Ca
alternativa, varietatea de tipuri diferite de celule prezente in majoritatea seciiunilor tisulare ofera frecvent locuri de control negativ, dar acest
lucru trebuie verificat de cAtre utilizator. Coloratia nespecifics, dac este prezent, are, de obicei, un aspect difuz. Coloratia sporadics a
tesutului conjunctiv poate fi observata, de asemenea, in sectiuni de tesuturi fixate in mod excesiv in formalina. Folositi celule intacte pentru
interpretarea rezultatelor de colorafie. Celulele necrotice sau degenerate se coloreaza deseori intr-un mod nespecific.® Se pot observa
rezultate fals pozitive ca urmare a legarii non-imunologice a proteinelor sau produsilor de reactie ai substratului. Acestea pot fi cauzate,
de asemenea, de enzimele endogene precum pseudoperoxidaza (eritrocite), peroxidaza endogena (citocromul C) sau bictina endogena’
(de exemplu, ficat, san, creier, rinichi), Pentru a diferentia activitatea enzimelor endogene sau legarea nespecifica de imunoreactivitatea
specificd, pot fi colorate tesuturi suplimentare de la pacient numai cu substrat-cromogen, cu polimer eticha.at si cu substrat-cromogen sau
cu Post Primary, polimer etichetat si substrat-cromogen. In cazul in care coloratia specifica are loc in tesutul de control negativ, rezultatele
obtinute pe esantioanele pacientului trebuie 3 fie considerate nevalide.

Reactivul de control negativ

Folesiti un reactiv de control negativ nespecific in locul anticorpului primar cu o sectiune din fiecare specimen al pacientului pentru a evalua
coloratia nespecifica si a permite o mai bun4 interpretare a colorérii specifice la situl antigenului.

Tesutul pacientului

Examinati specimenele pacientului ultimele. Intensitatea colorarii pozitive trebuie evaluatd in contextul oricirei coloratii de fundal
nespecifice a reactivului de control negativ. La fel ca in cazul oricérui test imunohistochimic, un rezultat negativ inseamna ¢ antigenul
nu a fost detectat, si nu c antigenul a fost absent in celulele/tesuturile analizate, Dac este necesar, folositi un panel de anticorpi pentru
identificarea reactiilor fals negative.

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

Coloratia tisulard depinde de manipularea si pracesarea tesutului inainte de coloratie. Fixarea, congelarea, dezghetarea, spélarea,
uscarea, incélzirea, sectionarea necorespunzétoare sau contaminarea cu alte tesuturi ori fluide pot cauza artefacte, captura anticorpilor
sau rezultate fals negative. Rezultatele inconsecvente pot fi atribuite diferentelor in ceea ce priveste metadele de fixare si incorporare, ori
neregularitatilor inerente ale tesutului.®

Contracoloratia excesiva sau incomplet poate compromite interpretarea adecvatd a rezultatelor.

Interpretarea clinica a oricarei colorari sau a absentei acesteia trebuie completata cu studii morfologice utilizénd controale adecvate si
trebuie evaluatd in contextul istoricului clinic al pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de catre un patolog calificat.

Novolink Polymer Detection Systems si componentele acestora sunt pentru utilizare pe sectiuni incorporate in parafina cu cerinte specifice
de fixare, Poate apérea expresia neasteptatd a antigenului, in special in necplasme. Interpretarea clinica a oricarei sectiuni tisulare
colorate trebuie s& includa analiza morfologica si evaluarea probelor de control adecvate.

Caracteristici de performanta

Performanta Novolink Polymer Detection Systems, Novolink Polymer si Navalink DAB (Polymer) a fost validata utilizand o varietate de
anticorpi primari Nevocastra IgG de soarece, IgM* de soarece IgG de iepure.

*Se poate observa o colorare slaba cu unii anticorpi din izotipul IgM.
Aceste produse sunt stabile pana la data expirarii indicata pe eticheta produsului.
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