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Allgemeine Richtlinien
zur immunhistochemischen Farbung

Zur In-vitro-Diagnostik.

Diese Anweisungen gelten fir immunhistochemische Reagenzien von Dako. Sie gelten nicht notwendigerweise
fur das/die in dieser Packung enthaltene(n) Produkt(e).

Antikdrper von Dako werden im Labor dazu verwendet, mit Lichtmikroskopie Antigene auf oder in Zellen aus
Gewebeproben bzw. Zellpraparaten qualitativ nachzuweisen. Positive oder negative Ergebnisse unterstitzen
die Klassifizierung normaler und abnormaler Zellen bzw. Gewebe und ergénzen die konventionelle
Histopathologie. Die klinische Auswertung vorhandener oder fehlender Farbungen sollte durch morphologische
und histologische Untersuchungen mit entsprechenden Kontrollen ergéanzt werden. Auswertungen muissen von
einem qualifizierten Pathologen unter Beriicksichtigung der Krankengeschichte und anderer Diagnostiktests
des Patienten vorgenommen werden. Bei allen ungewodhnlichen Farbungen den technischen Kundendienst von
Dako verstandigen.

Antikdrper von Dako kdnnen zum Nachweis von Antigenen in Gewebe- bzw. Zellproben in einer Vielzahl
immunhistochemischer Verfahren als primére Antikdrper eingesetzt werden, so z. B. bei LSAB™+ und

Dako LSAB™2 (labelled streptavidin-biotin), markierten Polymeren und erweiterten Polymeren wie EnVision™,
EnVision™+, EnVision™ FLEX und FLEX+, EnVision™ GI2, EnVision™ GI2 Doublestain, ADVANCE™,

Dako Real™ sowie CSA (catalyzed signal amplification). IHC-Farbeverfahren erméglichen im Allgemeinen die
Demaskierung und Darstellung von Antigenen, ggf. beginnend mit einer VVorbehandlung mit proteolytischen
Enzymen oder Warme-Demaskierung, gefolgt von der sequentiellen Anwendung eines spezifischen
Antikodrpers gegen das Antigen (primarer Antikorper), einem sekundaren Antikdrper gegen den priméren
Antikorper (Link-Antikdrper oder markiertes Polymer), eines Enzymkomplexes und eines Chromogensubstrats
mit zwischengeschalteten Waschschritten. Die enzymatische Aktivierung des Chromogens fiihrt zur Ausbildung
eines sichtbaren Reaktionsprodukts an der Antigenstelle. Danach kdnnen die Proben gegengeféarbt und
eingedeckt werden. Die Ergebnisse werden mit einem Lichtmikroskop betrachtet und von einem qualifizierten
Pathologen ausgewertet, um die Diagnostik der mdglicherweise mit einem bestimmten Antigen assoziierten
pathophysiologischen Prozesse zu unterstutzen. (1-4)

Farbereagenzien wie die mit den Dako EnVision™, EnVision™+, EnVision™ GI2, EnVision™ GI2 Doublestain,
EnVision™ FLEX, Dako REAL™, LSAB (Peroxidase- und Alkalische-Phosphatase-Detektionssystemen),
Dako LSAB™+, Dako LSAB™2 sowie den Artisan Staining Systems mitgelieferten, auRerdem Dako Antibody
Diluents und Negativkontrollen. Firr bestimmte Antikorper ist ein empfindlicheres Detektionssystem wie
EnVision™ FLEX+, ADVANCE™, CSA oder CSA Il erforderlich. Informationen tGber Produktverfiigbarkeit sind
von Ihrem Handler erhaltlich.

Weitere erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien sind Gerate, Chemikalien sowie Hilfs- und
Zusatzmittel. Zur Gerateausstattung gehdren Lichtmikroskop, Farbeschalen oder ein automatisiertes
immunhistochemisches Farbesystem von Dako, ein Zeitmesser, der Intervalle zwischen 3 und 40 Minuten
anzeigen kann, sowie Waschflaschen. Bendtigte Chemikalien sind beispielsweise 15 mol/L
Ammoniumhydroxid, verdiinnt auf 0,037 mol/L, Gegenfarbung wie Hamatoxylin, destilliertes Wasser, Ethanol
(absolut und 95 %) sowie Xylol oder Xylosersatz. Zu den Hilfs- und Zusatzmitteln gehéren u.a. absorbierende
Ticher, (positives und negatives) Kontrollgewebe, Deckgléser, wassriges Fixiermittel bzw. nichtwéssriges
permanentes Fixiermittel und elektrostatisch geladene, mit Poly-L-Lysin beschichtete oder silanisierte
Objekttrager. Weitere Hilfsmittel wie Kontroll-Objekttrager konnen erforderlich sein. Produkte von Dako sind
unter anderem Demaskierungslésungen; Verdiinnungsmittel fiir Antikdrper; blockierende Substanzen;
Gegenfarbemittel; proteolytische Enzyme; Chromogensubstrate fir Peroxidase und alkalische Phosphatase;
Waschpufferldsungen; PAP Pen; wassrige Fixiermittel; Silanized Slides und Kontroll-Objekttrager.
Informationen zu den jeweils aktuellen Produkten sind auf der Dako-Website, im Katalog von Dako oder direkt
von Dako erhéltlich.

Antikorper fur die IHC von Dako sollten unter den im jeweiligen Sicherheitsdatenblatt angegebenen
Bedingungen gelagert werden. Unverdunnte (konzentrierte), unkonjugierte Antikérper kdnnen in entsprechende
Aliquote aufgeteilt und bei -20 T eingefroren werd en. Bei Verwendung eingefrorener Antikdrper wiederholtes
Einfrieren und Auftauen vermeiden. Gefrorene Antikdrper kdnnen in kleinen Aliquoten so lange aufbewahrt
werden, bis die regelmafigen Assayverifikationen durch den Anwender inakzeptable
Reaktivitatsveranderungen ergeben. (Siehe Qualitatskontrolle, Abschnitt ,Assayverifikation“). Vor der
Verwendung sollten frische Verdinnungen des Antikdrpers angesetzt werden. Nicht verwendete Mengen
angesetzter Antikdrper sind entsprechend den 6rtlichen Sicherheitsvorschriften zu entsorgen. Die Stabilitéat der
Antikdrper ist vom Anwender zu validieren. Bei Aufbewahrung zwischen 2—8 T sind alle Antikdrper bis zum
Ablauf des auf dem Produktetikett aufgedruckten Verfalldatums verwendbar.

Es gibt keine offensichtlichen Anzeichen fir einen eventuellen Produktzerfall von IHC-Reagenzien. Positiv- und
Negativkontrollen sollten daher zur gleichen Zeit wie die Patientenproben getestet werden. Falls es zu einer
unerwarteten Farbung kommt, die sich nicht durch Unterschiede bei Laborverfahren erkléaren lasst und auf ein
Problem mit dem Antikdrper hindeutet, ist der technische Kundendienst von Dako zu verstandigen.
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Produkte nach Ablauf des Verfalldatums nicht mehr verwenden. Werden die Reagenzien anders als
entsprechend den in der Packungsbeilage angegebenen Bedingungen aufbewahrt, muss deren Verwendung
vom Benutzer validiert werden. (5)

Tribungen und/oder Ausfallungen im Reagenz kénnen auf Zersetzung durch Verlust des Antikorpertiters oder
durch Bakterienwachstum hindeuten. Zur Feststellung eventueller Titer- bzw. Empfindlichkeitsverluste sollten
positive und negative Gewebekontrollproben immer parallel zu den Patientenproben getestet werden. Falls
eine unerwartete Farbung auftritt, die sich nicht durch Unterschiede bei Laborverfahren erkléaren lasst und auf
ein Problem mit dem Antikorper hindeutet, ist der technische Kundendienst von Dako zu versténdigen.

Vor der IHC-Farbung muss das Gewebe fixiert und verarbeitet werden. Eine Fixierung schiitzt vor Autolyse und
Zerfall des exzidierten Gewebes, erhalt die Antigenitét, verstarkt den Refraktionsindex der Gewebeteile und
steigert die Resistenz der Zellelemente gegen Gewebeverarbeitung. Zur Gewebeverarbeitung gehort
Dehydrierung, Abscheidung von Dehydrierungsmitteln, Infiltration des Einbettungsmediums, Einbetten und
Schneiden des Gewebes. Die am haufigsten verwendeten Fixiermittel fur IHC-Gewebepréaparate werden unten
erortert.

Diese Angaben sind nur Richtlinien. Optimale Verfahren missen vom Anwender selbst ermittelt und verifiziert
werden. Spezielle Angaben zur Gewebefixierung und -verarbeitung bitte den Literaturhinweisen 1 und 6
entnehmen. Ortliche Sicherheitsbestimmungen beachten.

Paraffineingebettete Gewebe

Allgemeine Bemerkungen

Neutral phospatgepuffertes Formalin in einer Konzentration von 10 % (v/v) (in der EU im Allgemeinen als

4 %iges wiv gepuffertes Formalin bezeichnet) ist zwar das gebrauchlichste Fixiermittel, allerdings sind die
Detektionssysteme von Dako (wie unter ,Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien“ aufgefuhrt)
erfolgreich mit Geweben verwendet worden, die mit verschiedenen anderen Fixiermitteln verarbeitet wurden.
Infolgedessen sollte das Fixiermittel unter Berlicksichtigung der Beschrankungen des priméren Antikorpers und
der institutionellen bzw. labortechnischen Gegebenheiten des Anwenders gewahlt werden.

Art und Konzentration des Fixiermittels sowie Fixierdauer und GroRe des zu fixierenden Gewebeschnitts
beeinflussen die Erhaltung der Gewebeantigene fur die Immunfarbung. (7) Fir eine reproduzierbare Farbung
ist es ist daher wichtig, mdglichst immer unter optimalen standardisierten Fixierbedingungen zu arbeiten.
Empfohlen werden méglichst diinne Probenschnitte und kurze Fixierzeiten. Eine zu lange Einwirkzeit von
Fixiermitteln kann zur Abschwachung der Farbung durch Antigenmaskierung, -beeintrachtigung oder
-zerstorung fuhren. Als alternative Fixiermittel zur Erhaltung der gegen eine routinemagige Formalinfixierung
(10 %iges neutral gepuffertes Formalin) empfindlichen Gewebeantigene werden oft Zenker'sche Lésung,
B-5 und Fixiergemisch nach Bouin empfohlen. (8,9) Weitere Informationen zur Gewebefixierung den
Literaturhinweisen 1 und 6, den Packungsbeilagen des/der priméren Antikdrper(s) und den Protokollen der
Fixiermittel entnehmen.

Gewebefixierung auf Formalinbasis (Neutral gepuffertes Formalin und Fixiergemisch nach Bouin)

Die meisten Fixiermittel auf Formalinbasis enthalten 10 % Formalin, ein neutrales Salz zur Tonizitatserhaltung
und ein gepuffertes System zur pH-Stabilisierung. Diese Fixiermittel werden von Geweben gut toleriert und
zeigen eine gute histologische Penetration. Bei schlecht fixierten bzw. eingebetteten Gewebeproben kann es
allerdings zu Schrumpfungen oder Verformungen kommen. Kleine Gewebebldcke (10,0 x 10,0 x 3,0 mm) in
5-10 mL neutral gepuffertem Formalin pro Block bis zu 24 Stunden fixieren. Das Fixiergemisch nach Bouin ist
ein alternatives Fixiermittel auf Formalinbasis. Es enthalt Pikrinséure und ist fur alle Gewebe aul3er
Nierengewebe geeignet. Je nach Gewebestarke kdnnen die Proben fiir eine Dauer von 1 bis 12 Stunden fixiert
werden. UbermaRige Fixierung macht die Gewebe sprode und wirkt sich negativ auf Aussehen und Quantitét
von Lipiden aus. Vor den Waschschritten mit Wasser die Fixierung mit einem Bad in 70 %igem Ethanol
abschlieBen, um I6sliche Pikrate auszufallen.

Quecksilberchloridhaltige Fixiermittel (B-5 und Zenker'sche Losung)

Quecksilberchloridhaltige Fixiermittel wie B-5 und Zenker'sche Lésung enthalten haufig ein neutrales Salz zur
Tonizitatserhaltung; sie sind mit anderen Fixiermitteln mischbar. Die histologische Eindringfahigkeit von
Quecksilberchlorid-Fixiermitteln ist generell schlecht, auch werden sie von Gewebeproben nicht gut toleriert.
Aus diesem Grund werden kleine Gewebebldcke (7,0 x 7,0 x 2,5 mm) und kurze Fixierzeiten (1 bis 6 Stunden
fur B-5 und 2 bis 15 Stunden fiir Zenker’'sche Losung) empfohlen. Nach dem Fixieren sollten die
Gewebebldcke grindlich mit Wasser gespdlt und in 70 %igem Ethanol nass aufbewahrt bzw. so lange gelagert
werden, bis die Gewebeverarbeitung abgeschlossen werden kann. Die Fixierung mit Gewebeverarbeitung und
Paraffineinbettung abschlieRen (siehe Abschnitt ,Verarbeitung und Paraffineinbettung“). Vor der Immunfarbung
Quecksilberablagerungen mit einer Jod/Ethanol/Natriumthiosulfat-Losung entfernen. (10) Die entsprechenden
VorsichtsmaRnahmen fiir den Umgang mit Reagenzien beachten, die Quecksilberverbindungen enthalten.
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Gewebefixierung in Ethanol

Aufgrund seiner geringen Eindringfahigkeit ist Ethanol als Fixiermittel fiir routinemaRige histologische Verfahren nicht
weit verbreitet. Allerdings lassen sich kleine Gewebestiicke schnell fixieren und zeigen eine gute zytologische
Konservierung. Gewebebldcke (5,0 x 5,0 x 2,0 mm) 48 Stunden bei Raumtemperatur

(20—25 T) in absolutem Alkohoal fixieren, anschliel end zweimal je eine Stunde in frisches Xylol und zweimal
nacheinander je eine Stunde in flissiges Paraffin eintauchen. Die Paraffininfiltration mit der Einbettung abschlief3en.

Verarbeitung und Paraffineinbettung

Nach der Fixierung kann die Verarbeitung mit einem automatisierten Gewebeprozessor abgeschlossen
werden. Die Gewebeproben werden mit Alkohol in verschiedenen Verdinnungsstufen dehydriert, mit Xylol oder
Xylolersatz gereinigt und in Paraffin getrankt. AnschlieBend wird das Gewebe zur Erleichterung des
Schneidens in Formen oder Kassetten in Paraffin eingebettet. Um die Antigendenaturierung zu minimieren, die
Gewebe wahrend der Verarbeitung keinen Temperaturen tber 60 T aussetzen. Gewebebldcke kdnnen nach
dem Einbetten gelagert oder geschnitten werden. Korrekt fixierte und einbettete Gewebe sind bei
Aufbewahrung an einem kihlen Ort unbegrenzt haltbar.

Objekttrager mit paraffineingebetteten Geweben kénnen bei Temperaturen zwischen 2—-8 T je nach Antigen
1 bis 3 Jahre aufbewahrt werden. (11)

Haftung paraffineingebetteter Gewebeschnitte an Objekttrager

Aus paraffineingebetteten Blocken entnommene Gewebeschnitte auf saubere Objekttrager aus Glas
aufbringen. Eine Stunde lang in einem Brutschrank bei hochstens 60 C dehydrieren. Fur eine bessere Ha ftung
der Gewebeschnitte wahrend des IHC-Farbeverfahrens werden FLEX IHC Slides (Code K8020),
elektrostatisch geladene oder mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager bzw. Silanized Slides (Code S3003)
empfohlen. Bei Verwendung elektrostatisch geladener, mit Poly-L-Lysin beschichteter oder silanisierter
Objekttrager auf jeden Fall Haftmittel wie Gelatine, Klebstoff und/oder kommerzielle proteinhaltige Produkte in
der Fixierflussigkeit vermeiden. Fir Farbeverfahren, die eine proteolytische Andauung oder warmeinduzierte
Epitopdemaskierung (Demaskierung) erfordern, werden beschichtete Objekttrager ausdriicklich empfohlen.

Entparaffinierung und Rehydrierung

Zur Entfernung des Einbettungsmediums mussen die Gewebeschnitte vor der Farbung entparaffiniert und
anschlieBend rehydriert werden. Eine unvollstandige Entfernung von Paraffin ist zu vermeiden. Reste des
Einbettungsmediums kdnnen eine unspezifische oder verminderte Farbung zur Folge haben.

1. Die Objekttrager in ein Xylolbad stellen und 5 (1) Minuten inkubieren. Den Vorgang in einem frischen Bad
wiederholen.

2. Uberschiissige Fliissigkeit durch Abklopfen entfernen und die Objekitriager 3 (+1) Minuten in absolutes
Ethanol eintauchen. Den Vorgang in einem frischen Bad wiederholen.

3. Uberschiissige Fliissigkeit durch Abklopfen entfernen und die Objekitrager 3 (1) Minuten in 95 %iges
Ethanol eintauchen. Den Vorgang in einem frischen Bad wiederholen.

4. Uberschissige Fliissigkeit durch Abklopfen entfernen und Objekttrager mindestens 30 Sekunden in
destilliertes oder entionisiertes Wasser eintauchen. Wenn weder proteolytische Andauung noch
Demaskierung erforderlich sind, mit dem Farbeverfahren beginnen.

Xylol und Alkohollésungen wdchentlich oder spatestens nach 200 Objekttragern auswechseln. Anstelle von
Xylol kann Toluol oder ein Xylolersatz wie Histoclear verwendet werden; in diesem Fall kdnnen langere
Inkubationszeiten und haufigeres Wechseln der Lésung erforderlich sein.

Gegebenenfalls kdnnen die rehydrierten Gewebe bis zu 18 Stunden vor Verwendung bei 2-8 T in
Pufferlésung aufbewahrt werden. Die Gewebe vor dem Farben Raumtemperatur (20-25 C) annehmen lassen.

Proteolytische Andauung und Demaskierung

Es ist bekannt, dass Formaldehyd durch Bildung intermolekularer Vernetzungen konformative Veranderungen
an den Antigenmolekilen ausldst. Zu starke Formalinfixierung kann Antigenerkennungsstellen maskieren und
die spezifische Farbung vermindern. Diese Stellen kdnnen allerdings vor der Immunféarbung durch
proteolytische Gewebeandauung oder ,Target Retrieval“ der Gewebeschnitte demaskiert werden. Das jedem
primaren Antikorper beiliegende Sicherheitsdatenblatt enthalt Informationen Uber die Eignung einer dieser
Gewebevorbehandlungen.

Vor dem Farben kdnnen entparaffinierte und rehydrierte Gewebeschnitte mit proteolytischen Enzymen
vorbehandelt werden. Dazu eignen sich proteolytische Enzyme wie Dako Proteinase K, RTU

(Code S3020), Pepsin (Code S3002) oder Proteolytic Enzyme, RTU (Code S3007). Die Dauer der Andauung
betragt normalerweise 6 Minuten. Die empfohlene Zeit der jeweiligen Packungsbeilage des Enzyms
entnehmen. ACHTUNG: Eine zu lange Andauung kann zu unspezifischer Farbung und/oder inakzeptabler
Morphologie fuhren. Grindlich mit destilliertem Wasser abspiilen, dann das Farbeverfahren nach den
Anweisungen des Detektionssystems durchfiihren.
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Warmeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER/Target Retrieval) vor IHC-Féarbeverfahren verstarkt bei vielen
priméren Antikdrpern die Farbungsintensitét. Bei einigen Antikdrpern ist dieses Verfahren erforderlich.

Die empfohlene Demaskierungsmethode dem Sicherheitsdatenblatt des Antikérpers entnehmen.

Zur warmeinduzierten Epitopdemaskierung gehort ein Eintauchen der Gewebeschnitte in eine vorgewarmte
Pufferlésung, deren Temperatur in einem PT Link, Wasser- bzw. Dampfbad (95-99 °C), einem Dampfdrucktopf
(121 C) oder einem anderen Laborgerat mit kontroll ierbarer Temperatur beibehalten wird. Fur optimale
Ergebnisse mit einem PT Link entweder Demaskierungslésung von EnVision™ FLEX und FLEX+ Kits (Codes
K8000, K8002, K8010, und K8012) verwenden, oder Optional EnVision™ FLEX Target Retrieval

Solutions (Codes K8004 und K8005). Weitere Demaskierungsldésungen von Dako sind Target Retrieval
Solution, pH 9 (10x), (3-in-1)* (Code S2375), Target Retrieval Solution (Code S1699 und S1700) und Target
Retrieval Solution, Citrate pH 6 (Code S2369 und S2031). Die jeweiligen Bedienungsanleitungen beachten.

Wird ein PT Link entweder zusammen mit Target Retrieval Solution von EnVision™ FLEX and FLEX+ Kits oder
mit K8004, K8005, S2375, S1699 verwendet, kdnnen Entparaffinisierung, Rehydrierung und Demaskierung in
einem Schritt durchgefuhrt werden. Nach dem PT Link-Durchlauf ein Quick Dip-Verfahren durchfiihren und
dazu Waschpuffer von EnVision™ FLEX und FLEX+ Kits, Optional EnVision™ FLEX Waschpuffer (20x)

(Code K8007), oder Dako Waschpuffer 10x (Code S3006) verwenden.

Mit dem Dako EnVision™+ System, dem Dampfdrucktopfverfahren oder anderen Laborgeréaten mit
kontrollierbarer Temperatur werden stéarkere Farbungen erzielt als mit der Wasserbadmethode. Die
Gebrauchsanleitung der Target Retrieval Solution oder Literaturhinweis 12 beachten.

Wird fiir die Demaskierung ein Wasserbad verwendet, kann bei manchen Antigenen vor der Erwarmung eine
zuséatzliche Vorbehandlung mit proteolytischen Enzymen erforderlich sein. Gewebeschnitte kbnnen 10 Minuten
bei Raumtemperatur (20-25 C) mit Dako Proteinase K (Code S3004), verdunnt im Verhéltnis 1:500 in Tris-HCI
Puffer, pH 7,2—7,6, angedaut werden.

In bestimmten Hohenlagen (oberhalb 1372 m [4500 Fuf3]) kann die Demaskierungsldésung kochen, noch ehe
die gewiinschte Optimaltemperatur erreicht ist. Unter diesen Umstanden wird als Alternative die Erwarmung
der Objekttrager auf die hdchste erreichbare Temperatur und eine langere Inkubationszeit der Objekttrager in
der Demaskierungslésung empfohlen, bis die gewlinschte Farbungsintensitat erreicht ist. (11) Wahlweise kann
auch ein geschlossenes Drucksystem wie ein Dampfdrucktopf verwendet werden, um 121 <C zu erzielen.

Es liegt allerdings in der Zusténdigkeit jedes einzelnen Labors, das beste Verfahren und die optimale
Demaskierungszeit fur die jeweiligen Bedingungen zu ermitteln.

Gefrierschnitte

Gefrierschnitte sollten von schockgefrorenen Gewebebldcken (etwa 1,0 x 1,0 x 0,5 cm) entnommen und 2 bis
24 Stunden an der Luft getrocknet werden. Getrocknete Schnitte kdnnen 10 Minuten in raumtemperiertem
(20-25 ) Azeton oder 30 Sekunden in gepuffertem F ormylazeton fixiert werden. Die Schnitte an der Luft
trocknen lassen, bis sie vollstandig dehydriert sind. Mit der Immunfarbung fortfahren oder die Objekttréager in
Aluminiumfolie einpacken und bis zu sechs Monate bei -20 T aufbewahren. Vor der Verwendung die
eingewickelten Gefrierschnitte Raumtemperatur annehmen lassen. Schnitte 10 Minuten in kaltem Azeton
(2-8 C) nachfixieren. Objekttrager in ein TBS-Bad einlegen. Das TBS-Bad mehrmals vorsichtig wechseln,
um Azetonreste zu entfernen.

Sind die Schnitte zu dick (mehr als 4-6 pum), nicht korrekt fixiert oder ungleichméafig getrocknet, kbnnen
Artefakte auftreten, die die Auswertung der Farbung beeinflussen. Es kann beispielsweise zur Zerstdrung der
Zellmembran und zur Chromatolyse kommen. Bei einer Gegenfarbung mit Hamatoxylin kdnnen die Zellkerne
ein angeschwollenes Aussehen haben und einheitlich blau geféarbt sein.

Weitere Proben

Dako Detektionssysteme eignen sich auch fir die Antigenfarbung bei Knochenschnitten und Proben von
Knochenmark, Blutausstrichen, Cytospins und Imprints. Ausstriche kénnen 2—24 Stunden an der Luft
getrocknet und dann fir die sofortige Farbung verarbeitet und fixiert bzw. in Aluminiumfolie eingewickelt und
bei héchstens -20 T bis zu sechs Monate aufbewahrt werden. Luftgetrocknete oder aufgetaute Ausstriche
kénnen 90 Sekunden in Azeton-Methanol (1:1) fixiert werden. Zulassig ist auch die Fixierung in Azeton oder
Azeton-Methanol-Formalin (10:10:1).

Knochengewebe missen vor dem Schneiden und der Weiterverarbeitung entkalkt werden, um das Schneiden
des Gewebes zu erleichtern und Schaden an den Mikrotomklingen zu vermeiden. (1) Die Entkalkung kann sich
auf die IHC-Féarbung auswirken.

Fir Fachpersonal in den USA gilt laut Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988 (CLIA von
1988)(42 CFR 493.1259(b)), ,dass das Labor gefarbte Objekttrager mindestens 10 Jahre und Probenblécke
mindestens zwei Jahre ab Untersuchungsdatum aufbewahren muss.*

Weitere Details zur Vorbereitung der Proben sind dem Dako Hochschulfuhrer: Immunhistochemical Staining
Methods (6) oder den Literaturangaben 1 und 2 zu entnehmen.

# In den USA sind die Dako Target Retrieval Solution, S1699, (10x) und EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution Low pH, K8005 nicht fir den Verkauf als ,3-in-1“-Puffer zur
Verwendung bei ,3-in-1“-Verfahren erhaltlich. Méglicherweise ist eine Lizenzierung unter US-Patent Nr. 6,649,368 B1 erforderlich.

(120807-001)
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Vorsichtsmal3hahmen

Farbeverfahren

Qualitatskontrolle

(120807-001)

Nur fur Fachpersonal bestimmt.

Die Produkte kénnen Natriumazid (NaNs) enthalten, eine in reiner Form auRerst giftige Chemikalie. NaN3

kann auch in Konzentrationen, die nicht als geféhrlich klassifiziert sind, mit Blei- und Kupferabflussrohren

reagieren und hochexplosive Ansammlungen von Metallaziden bilden. Nach der Entsorgung stets mit viel

Wasser nachspulen, um Ansammlungen von Metallaziden in den Leitungen vorzubeugen. (12)

3. Mit biologischen Proben, sowohl vor als auch nach der Fixierung, und allen Materialien, die damit in
Beriihrung gekommen sind, ist so umzugehen, als kénnten sie Krankheiten Gbertragen. Bei der Entsorgung
sind angemessene VorsichtsmalRnahmen zu beachten. (14) Reagenzien nie mit dem Mund pipettieren und
Haut- bzw. Schleimhautkontakt mit Reagenzien und Proben vermeiden. Empfindliche Bereiche nach
Kontakt mit den Reagenzien mit reichlich Wasser waschen. Bei der Handhabung biologischen Materials
von Patienten und wéhrend des Farbevorgangs Schutzkleidung tragen.

4. Auf Anfrage sind fir Fachpersonal Sicherheitsdatenblatter erhéltlich.

5. Andere als die angegebenen Inkubationszeiten bzw. -temperaturen kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen
fuhren. Jede derartige Ab&nderung ist vom Anwender zu validieren.

6. Nicht verwendete L6sung ist entsprechend drtlichen, bundesstaatlichen und staatlichen Richtlinien zu entsorgen.

N

Fir hochmoderne Farbeverfahren FLEX gebrauchsfertige Antikdrper verwenden. Wenn sie mit EnVision™
FLEX und FLEX+ Visualisierungssystemen optimiert wurden, liefern diese Antikorper bei Anwendung auf PT
Link und Autostainer Link oder Dako Autostainer-Instrumenten die gewtinschten Ergebnisse.

Angaben zur Verwendung konzentrierter (unverdinnter) Antikdrper der jeweiligen Packungsbeilage, und
Hinweise zum empfohlenen Vorgehen den Anweisungen des Detektionssystems entnehmen.

Fur gebrauchsfertige Antikorper der N-Serie die produktspezifischen Packungsbeilagen und den Abschnitt
JFarbeverfahren“ der Anweisungen fur die Dako Detektionssysteme EnVision™+, EnVision™ GI2, Doublestain,
LSAB™2 und LSAB™+ beachten.

Unterschiede in der Gewebeverarbeitung und den technischen Verfahren im Labor des Anwenders kénnen zu
sehr unterschiedlichen Ergebnissen fiihren, daher sind zuséatzlich zu den folgenden Verfahren regelmagige
Leistungskontrollen entsprechend den geltenden Richtlinien vorzunehmen. Fur Fachpersonal in den USA sind
weitere Informationen den Richtlinien zur Qualitatskontrolle des College of American Pathologists (CAP)
Accreditation Program for Immunohistochemistry, NCCLS Quality Assurance for Inmunocytochemistry,
Approved Guideline (15), und Literaturhinweis 7 zu entnehmen.

Positives Kontrollgewebe

Als Kontrollen dienen frische, durch Autopsie, Biopsie oder einen operativen Eingriff gewonnene Proben, die in
der gleichen Weise fixiert, verarbeitet und eingebettet werden wie die Patientenprobe(n). Positive
Kontrollgewebe zeigen sachgemaf vorbereitete Gewebe und geeignete Farbetechniken an. In jedem
Farbedurchlauf sollte fur jedes Set von Testbedingungen ein positives Kontrollgewebe mitgefuhrt werden.

Die als Positivkontrolle verwendeten Gewebe sollten eine schwach positive Farbung aufweisen, damit feine
Veranderungen der primaren Antikorpersensitivitat nachweisbar sind. Im Handel erhéltliche Gewebeschnitte
oder Proben, die anders als die Patientenprobe(n) verarbeitet werden, validieren zwar die Leistung der
Reagenzien, bestatigen jedoch nicht die Gewebevorbereitung. Angaben zu normalen Gewebeschnitten, die als
positive Gewebekontrollen verwendbar sind, dem Abschnitt ,Leistungsmerkmale“ der produktspezifischen
Packungsbeilage entnehmen.

Bekanntermalen positive Kontrollgewebe sollten nur zur Uberpriifung der korrekten Funktionsweise der
verarbeiteten Geweben und Testreagenzien verwendet werden, NICHT aber zur Unterstltzung der
spezifischen Diagnose anhand von Patientenproben. Weisen die positiven Kontrollgewebe keine Farbung auf,
so mussen die Ergebnisse der Testprobe fur ungultig erkléart werden.

Negative Kontrollgewebe

Um die Spezifitat des primaren Antikdrpers zu verifizieren und Hinweise auf eine spezifische
Hintergrundfarbung zu erhalten, ist bei jedem Farbedurchlauf eine bekanntermaf3en gegen das getestete
Antigen negative (siehe Abschnitt ,Leistungsmerkmale” der produktspezifischen Packungsbeilage), normale
Gewebeprobe, die in der gleichen Weise wie die Patientenprobe fixiert, verarbeitet und eingebettet wurde,
einzusetzen. Aufgrund der in den meisten Gewebeschnitten anzutreffenden Vielzahl verschiedener Zelltypen
existieren interne negative Kontrollstellen (dieses ist vom Benutzer zu verifizieren).

Falls das negative Kontrollgewebe Farbungen aufweist, sollten die Ergebnisse der Patientenprobe fir ungiiltig
erklart werden.
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Negativkontrolle

Zur Beurteilung unspezifischer oder unerwiinschter Farbung und im Hinblick auf eine bessere Interpretation der
spezifischen Farbung an der Antigenstelle fur jede Patientenprobe eine Negativkontrolle mitfuhren.

Ein negatives Kontrollreagenz enthélt im Idealfall entweder einen Antikorper, der keine spezifische Reaktivitat
mit menschlichen Geweben aufweist (nicht-reaktiv mit Humangewebe) in der gleichen Grundsubstanz/Lésung
wie der verdunnte primére Antikdrper. Bei dem mit Humangewebe nicht-reaktiven Antikdrper sollte es sich um
denselben Isotyp handeln und er sollte derselben Tierart entstammen wie der primére Antikorper. Er ist auf
dieselbe Immunglobulin- oder Proteinkonzentration wie dieser zu verdinnen. Geeignet ist je nach Typ des
verwendeten priméren Antikdrpers normales/nichtimmunes Serum desselben tierischen Ursprungs wie der
primére Antikorper in einer dem verdiinnten primaren Antikdrper &quivalenten Proteinkonzentration in der
gleichen Grundsubstanz/Lésung. Spezielle Empfehlungen der Packungsbeilage jedes priméren Antikérpers
und Tabelle 1 entnehmen. Das Verdiinnungsmittel allein kann ebenfalls verwendet werden, ist aber eine
weniger wiinschenswerte Alternative als die oben beschriebenen Negativkontrollen. Die Inkubationszeit fir die
Negativkontrolle sollte mit der fiir den priméren Antikorper Ubereinstimmen.

Tabelle 1. Beispiele fur Negativkontrollreagenzien fur konzentrierte Antikdrper

Typ des priméren Antikbrpers Empfohlene Negativkontrolle

Monoklonaler FLEX Universelle Negativkontrolle fir primare Maus-Antikdrper, Code

gebrauchsfertiger Maus-Antikorper.  IR750 (fiir Autostainer Link-Instrumente) und 1S750 (fur Dako
Autostainer-Instrumente).

Polyklonaler oder monoklonaler Universelle Negativkontrolle fur primére Kaninchen-Antikérper, Code
FLEX gebrauchsfertiger Kaninchen-  IR600 (fiir Autostainer Link-Instrumente) und 1S600 (fir Dako
Antikbrper. Autostainer-Instrumente).*

In Aszites erzeugter monoklonaler In Aszites erzeugter, mit Humangewebe nicht-reaktiver monoklonaler
Maus-Antikorper. Antikorper. Dieser Antikdrper zur Negativkontrolle sollte demselben

Isotyp angehoéren wie der primére Antikérper. Wahlweise kann
normales/nichtimmunes Mausserum, Code X0910, verwendet

werden.
In Gewebekultur erzeugter In Gewebekultur erzeugter, mit Humangewebe nicht-reaktiver
monoklonaler Maus-Antikorper. monoklonaler Maus-Antikdrper. Dieser Antikdrper zur

Negativkontrolle sollte demselben Isotyp angehdren wie der primére
Antikodrper. Dako Codes X0931 (1gG1), X0943 (1gG2,), X0944
(1gG2y), X0942 (IgM). Wahlweise kann fotales Rinderserum
verwendet werden.*

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper,  Kaninchen-Immunglobulinfraktion (normal), Dako Code X0903.

Immunglobulinfraktion.

Festphasengebundener, Kaninchen-Immunglobulinfraktion (festphasengebunden), Dako Code

polyklonaler Kaninchen-Antikérper, ~ X0936.

Immunglobulinfraktion.

Polyklonaler Kaninchen-Antikdrper,  Normales/nichtimmunes Kaninchen-Serum, Vollserum, Dako Code

Vollserum. X0902.

* Fotales Rinderserum eignet sich, wenn es nach der Verarbeitung noch im priméren Antikdrper erhalten bleibt.

Bei Verwendung von Antikdrper-Panels an seriellen Gewebeschnitten kbnnen die Bereiche eines
Objekttragers, die eine negative Farbung aufweisen, fiir andere Antikorper als Negativkontrolle bzw. Kontrolle
einer unspezifischen Hintergrundbindung dienen, sofern sie in gleicher Verdiinnung vorliegen und gleichen
tierischen Ursprungs sind.

Zur Unterscheidung zwischen endogener Enzymaktivitét bzw. unspezifischer Enzymbindung und einer
spezifischen Immunreaktivitéat kdnnen weitere Patientengewebe nur mit Substratchromogen oder einer
Kombination aus Enzymkomplexen (Avidin-Biotion, Streptavidin, markiertes Polymer) und Substratchromogen
gefarbt werden. Das genaue Vorgehen beim technischen Kundendienst von Dako erfragen.
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Tabelle 2. Zweck der taglichen Qualitatskontrolle

Gewebe: Fixiert und verarbeitet wie  Spezifischer Antikdrper & Negativkontrolle* oder Puffer mit

die Patientenprobe Detektionssystem demselben Detektionssystem
wie beim spezifischen
Antikorper

Positivkontrollen: Das Kontrolliert alle Analyseschritte. Nachweis unspezifischer

nachzuweisende Zielantigen Validiert Reagenz und Hintergrundfarbung.

bekanntermal3en enthaltende Immunfarbungsverfahren.

Gewebe oder Zellen
(mdoglicherweise im
Patientengewebe). Gewebe, das
eine schwach positive Farbung
aufweist, ist am empfindlichsten
gegenuber Antikérperabbau bzw.
Fehlern am Detektionssystem.

Negativkontrolle: Vermutlich Nachweis unbeabsichtigter Nachweis unspezifischer
negative Gewebe oder Zellen (im Antikorper-Kreuzreaktivitat mit Hintergrundféarbung.
Patientengewebe oder im Gewebe Zellen und Zellbestandteilen.

der positiven Kontrollprobe).

Patientengewebe. Nachweis spezifischer Farbung. Nachweis unspezifischer
Hintergrundfarbung.

* Gleiche Tierart und gleicher Isotyp wie der spezifische Antikdrper, aber nicht gegen dasselbe
Zielantigen gerichtet.
Zum Nachweis unspezifischer Bindung, z.B. Bindung des Fc-Fragments des Antikdrpers an das Gewebe.

Assayverifikation

Vor dem erstmaligen Gebrauch eines Antikorpers oder Immunfarbungssystems in einem diagnostischen
Verfahren sollte der Anwender die Spezifitdt des Assays durch Tests an einer Reihe vorhandener Gewebe mit
bekannten IHC-Leistungsmerkmalen, unter denen sich bekannt positive und negative Gewebe befinden,
verifizieren. Siehe die zuvor in diesem Abschnitt der Allgemeinen Richtlinien erérterten
QualitatskontrollmaRnahmen und, fur Anwender in den Vereinigten Staaten, die Qualitatskontrollanforderungen
des CAP Certification Program for Immunohistochemistry und NCCLS Quality Assurance for
Immunocytochemistry, Approved Guideline. (15) Diese Manahmen sind fur jede neue Antikdrpercharge bzw.
immer dann zu wiederholen, wenn die Assayparameter verandert werden. Die in der produktspezifischen
Packungsbeilage, Abschnitt ,Leistungsmerkmale®, aufgefiihrten Gewebe sind fiir die Assayverifikation geeignet.

Bei ungewdhnlichen Farbungen zur Méngelbeseitigung im Abschnitt ,Fehlersuche und -behebung” im Dako
Hochschulfiihrer: Immunohistochemical Staining Methods, Fourth Edition (6) nachschlagen, den Technischen
Kundendienst von Dako verstandigen oder tber unsere Website www.dako.com melden.

Positives Kontrollgewebe

Zuerst sollte das Positivkontrollgewebe untersucht werden, damit gewahrleistet ist, dass alle Reagenzien
korrekt funktionieren. Positive Reaktivitat wird durch ein rotes (3-Amino-9-Ethylkarbazol, AEC), leuchtend
rosafarbenes (Neu-Fuchsin oder Fast Red) oder braunes (3, 3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid, DAB)
Reaktionsprodukt an der Zielantigenstelle angezeigt. Fir spezifische Farbemuster siehe die Abschnitte
LAuswertung der Farbung” oder ,Leistungsmerkmale* der produktspezifischen Packungsbeilagen. Weisen die
positiven Kontrollgewebe nicht das erwartete Farbemuster auf, so missen alle Ergebnisse der Testprobe fir
ungultig erklart werden.

HINWEIS: Die Farbe des Reaktionsprodukts kann abweichen, wenn andere Substratchromogene als
angegeben verwendet werden. Die erwartete Farbreaktion der Packungsbeilage des Substrats entnehmen.
Bei Abweichungen vom Farbeverfahren kann Metachromie auftreten. (16)

Je nach Inkubationszeit und Starke des Hamatoxylins ergibt die Gegenfarbung eine blaue Farbung der
Zellkerne. UbermafRige oder unvollstandige Gegenfarbungen kénnen die sachgeméafie Auswertung der
Ergebnisse beeintrachtigen.

Negative Kontrollgewebe

Zur Verifizierung der spezifischen Markierung des Zielantigens durch den priméaren Antikdrper sollte die
Negativkontrolle nach dem positiven Kontrollgewebe untersucht werden. Die Abwesenheit einer spezifischen
Farbung in den Negativkontrollproben bestétigt das Fehlen einer Antikorper-Kreuzreaktivitat mit Zellen und
Zellkomponenten. Falls das negative Kontrollgewebe andere als die vorgenannten Farbungen aufweist, sollten
die Ergebnisse der Patientenproben fiir ungliltig erklart werden. Bei negativen Geweben sollte Hdmatoxylin
eine blau-violette Farbung hervorrufen.

Eine eventuelle unspezifische Farbung erscheint diffus. Bei iberméRig formalinfixierten Gewebeschnitten kann es

gelegentlich zur Einfarbung des Bindegewebes kommen. Fur die Auswertung der Farbeergebnisse nur intakte
Zellen verwenden. Nekrotische oder degenerierte Zellen kdnnen eine unspezifische Farbung aufweisen. (7)
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Aufgrund nicht-immunologischer Bindung von Proteinen oder Substrat-Reaktionsprodukten kénnen
falsch-positive Resultate auftreten. Diese kdnnen auch, insbesondere bei Gefrierschnitten bzw. in Abhéangigkeit
vom Typ des zur Darstellung der Reaktion verwendeten Enyzmmarkers, durch endogene Enzyme wie
Myeloperoxidase, alkalische Leukozytenphosphatase und Hamoglobinpseudoperoxidase. (17)

Patientengewebe

Die Patientenproben sollte zuletzt untersucht werden. Die Intensitat der positiven Farbung ist im Kontext einer
eventuellen unspezifischen Hintergrundfarbung mit der Negativkontrolle zu bewerten. Wie bei allen IHC-Tests
bedeutet ein negatives Ergebnis, dass das Antigen nicht nachgewiesen wurde, nicht aber, dass das Antigen in
den getesteten Zellen/Geweben nicht vorhanden war. Gegebenenfalls ein Antikdrper-Panel zum Nachweis
falsch-negativer Reaktionen verwenden.

Angaben zur Immunreaktivitat des priméaren Antikdrpers der produktspezifischen Packungsbeilage entnehmen.

Allgemeine 1. IHC ist ein diagnostisches Mehrfachschritt-Verfahren, das hinsichtlich Auswabhl, Fixierung und Verarbeitung
Beschrankungen von Geweben, Auswahl der geeigneten Reagenzien sowie Vorbereitung des
IHC-Objekttragers und Auswertung der Farbungsergebnisse ein Spezialtraining erfordert.

2. Gewebefarbungen héangen von der sachgeméfRen Handhabung und Verarbeitung des Gewebes vor der
Farbung ab. UnsachgemafRes Fixieren, Einfrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder
Verunreinigung durch andere Gewebe oder Flussigkeiten kann zu Artefakten, Antikbrper-Trapping oder
falsch negativen Ergebnissen fiihren. Widersprichliche Ergebnisse kdnnen auf Unterschiede bei den
Fixierungs- und Einbettungsmethoden oder auf Unregelmafigkeiten innerhalb des Gewebes
zuruickzufuhren sein.

3. UbermaRige oder unvollstandige Gegenfarbung kann die sachgeméRe Auswertung der Ergebnisse
beeintrachtigen.

4. Die klinische Auswertung einer Farbung oder deren Ausbleiben muss durch morphologische Studien und
geeignete Kontrollen sowie durch andere diagnostische Tests erganzt werden. Fir die Auswertung der
gefarbten Praparate ist ein qualifizierter Pathologe zustandig, der mit Antikdrpern, Reagenzien und den zur
Auswertung der geférbten Praparate angewandten Methoden vertraut ist. Die Farbung muss in einem
offiziell zugelassenen, lizenzierten Labor unter Aufsicht eines Pathologen erfolgen, dessen Aufgabe es ist,
die geféarbten Objekttréager zu tUberprifen und die Eignung der positiven und negativen Kontrollen zu
gewahrleisten.

5. Unerwartete negative Reaktionen bei schlecht differenzierten Neoplasien kbénnen durch Verlust oder
deutliches Nachlassen der Antigenexpression bzw. durch Verluste oder Mutation(en) des Gens/der Gene,
die das Antigen kodieren, hervorgerufen werden. Unerwartete positive Farbungen in Tumoren kénnen
durch die Expression eines normalerweise in morphologisch gleichen normalen Zellen nicht exprimierten
Antigens, bzw. durch Persistenz oder Aneignung eines Antigens in einem Neoplasma, das mit einer
unterschiedlichen Zellabstammung assoziierte morphologische und immunhistochemische Eigenschaften
entwickelt (divergente Differenzierung), verursacht werden. Die histopathologische Klassifizierung von
Tumoren ist keine exakte Wissenschaft, daher sind Angaben zu unerwarteten Farbungen in der
Fachliteratur gelegentlich widerspriichlich.

6. Gewebe von mit dem Hepatitis-B-Virus infizierten Personen und Gewebe mit Hepatitis-B-Virus-
Oberflachenantigen (HBsAg) kdnnen mit Meerrettichperoxidase eine unspezifische Farbung aufweisen. (18)

7. Reagenzien kénnen in zuvor nicht getesteten Geweben unerwartete Reaktionen zeigen. Selbst in
getesteten Gewebegruppen kdnnen unerwartete Reaktionen aufgrund biologischer Unterschiede bei der
Antigen-Expression in Neoplasmen oder anderen pathologischen Geweben nicht véllig ausgeschlossen
werden. (19) Bitte bei dokumentierten unerwarteten Reaktionen den technischen Kundendienst von Dako
verstandigen.

8. Normale/nichtimmune Sera, die von derselben Tierart stammen wie die in den Blockierungsschritten
verwendeten sekundaren Antiseren, kdnnen durch Auto-Antikérper oder natirliche Antikorper falsch-
negative oder falsch-positive Ergebnisse auslosen.

9. Aufgrund der nicht-immunologischen Bindung von Proteinen oder Substrat-Reaktionsprodukten kénnen falsch-
positive Resultate auftreten. Diese kdnnen auch, insbesondere bei Gefrierschnitten bzw. in Abhéangigkeit vom
Typ des zur Immunféarbung verwendeten Markers, durch endogenes Biotin oder Enzyme wie Myeloperoxidase,
alkalische Leukozytenphosphatase und Hamoglobinpseudoperoxidase hervorgerufen werden. (17)

10. Die warmeinduzierte Epitopdemaskierung (Target Retrieval) kann zu HIER-Lipofuszin-Artefakten fihren.
Target Retrieval kann auch unerwartete oder unerwiinschte Stellen demaskieren.

11. Werden primére Antikdrper mit einem bestimmten Farbesystem in zu hoher Konzentration verwendet,
kénnen falsch-negative Farbungsergebnisse mit oder ohne Hintergrund auftreten.

12. Gebrauchsfertige primare Antikorper sind vorverdiinnt und fir die Verwendung mit einem speziellen
Farbungssystem optimiert. Werden sie mit anderen Detektionssystemen von Dako oder anderen
Herstellern verwendet, sind sie nicht gebrauchsfertig und missen erneut optimiert und gemaf dem IHC-
Protokoll des klinischen Labors validiert werden.

13. Sofern in den Anweisungen nicht spezifisch angegeben, sind die Leistungsmerkmale der zur IHC
verwendeten Antikorper nicht fur andere Laborverfahren vorgesehen.
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