€asyPath Diagnosticos

LEF1 - Anticorpo Monoclonol anti-humano - Fator Linfécito de Ligacao ao Potenciador
Rabbit anti-human LEF1 (Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1) Monoclonal Antibody (Clone EP310)

Cédigo EP-12-51893 iml

e Diluicdo recomendada : 1:50

e Validade e lote do produto : Ver frasco

e  Temperatura de armazenamento :  22a8°C(nao congelar)

e Clone : EP310°

e Isotipolg : Coelho 1gG

e Imundgeno : Peptideo sintético correspondente a residuos em humanos LEF1.
e  Reatividade : RUO - (Humanos - ndo testados em outras espécies)

e Controle positivo : Amigdala

e  Marcacio : Nuclear

Aplicacoes conhecidas
Em Imuno-histoquimica (IHQ) para uso em tecidos embebidos em parafina. Nao testado em tecidos congelados e técnicas de western-
blotting.

Especificacoes:

LEF1 é uma proteina nuclear de 42 kDa de peso molecular que é codificada pelo gene LEF1 localizado na regido cromossémica 4q25.
Pertence a uma familia de proteinas reguladoras que compartilham homologia estrutural com proteinas do grupo de alta mobilidade
(HMG1). A LEF1 é expressa em linfocitos pré-B e pré-T, onde, através da via de sinalizacdo Wnt, atua como um fator essencial de
transcricdo para a proliferacao e sobrevivéncia dessas células. As ativacées da via Wnt levam ao acimulo de B-catenina e, eventualmente,
a transcricdo génica envolvida na sobrevivéncia e no ciclo celular. A ativacdo sustentada com superexpressao de LEF1, como ocorre na
leucemia linfoide cronica, tem comprovadamente importante papel na carcinogénese molecular, onde sua inibicio em modelos animais
experimentais leva a apoptose das células neoplasicas. Em tecidos linfoides normais, observa-se que a coloracdo nuclear de LEF1 é
predominante nas células T das regides paracorticais sem ser detectada nas células B, onde sua diferenciacdo em relacdo aos elementos
maduros e plasmocitos é acompanhada pela perda da expressdo de LEF1. Nas neoplasias linfoides, a presenca de mais de 10% de células
tumorais coradas é considerada como positiva e o LEF1 é um marcador com alta especificidade para o diagnéstico de leucemia linfoide
cronica (LLC) / linfoma linfocitico pequeno, incluindo tanto o CD5 positivo quanto o CD5 negativo casos, se a morfologia celular for
concordante. A coloracdo de LEF1 estd em correlacdo direta com a expressdo de ZAP70 e implica um progndstico mais favoravel para a
neoplasia sem observar correlacdo com a expressao de CD38, a delecio de p53 ou a trissomia 12. No entanto, e em provavel relacdo com a
sensibilidade e especificidade dos métodos e anticorpos utilizados para a deteccdo de LEF1, em outros linfomas, resultados positivos e
variaveis foram obtidos, de modo que o anticorpo tem coloracio focal em até 50% do alto grau linfomas foliculares e 40% dos linfomas
difusos de grandes células B, dos quais 18% estido associados a transformacdo de LLC na sindrome de Richter. Neste Ultimo caso, a
coloracao é geralmente mais intensa nas areas com mais atipia. Embora a maioria das publicacdes confirme a negatividade dos linfomas de
células marginais e da cornija, estudos mais recentes comprovaram a coloracdo focal em casos isolados. Além disso, e como o LEF1 oferece
coloragdo simultanea nos linfécitos T reativos, muitas vezes aprisionados dentro do processo proliferativo clonal, a correlacio da coloracio
de LEF1 com outro marcador T como CD3, bem como outros marcadores especificos, € muito aconselhavel. A expressdo de LEF1 em outras
neoplasias, como adenocarcinomas do célon ou pancreatico, foi mencionada em estudos isolados.

Armazenagem e estabilidade:
Armazenar entre 2°C e 8°C, porém o uso é feito em temperatura ambiente.

Contetdo:
1. Ver frasco.

Notas técnicas importantes:

1. Evitar contato dos reagentes com os olhos e membranas mucosas. Caso os reagentes entrarem em contato com areas sensiveis lavar
abundantemente com agua.

Esse produto é prejudicial se ingerido.

Consulte as autoridades locais ou estaduais com relacdo ao método recomendado de descarte

Evitar a contaminacdo microbiana dos reagentes

Recomendado para uso em pesquisa (RUO)
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Notas do protocolo:

A diluicdo ideal do anticorpo e protocolos para uma aplicacdo especifica podem variar. Devido a sensibilidade superior destes reagentes
exclusivos, os tempos de incubacido recomendados ndo sio aplicaveis a outros sistemas de deteccao, pois os resultados podem variar. Os
protocolos ideais para uma aplicacdo especifica podem variar. Esses incluem, mas ndo estao limitados a fixacdo, método de recuperacao de
calor, tempos de incubacio, diluicio de anticorpos, espessura da seccdo de tecido As recomendacdes e protocolos da literatura sdo
baseados em uso exclusivo de produtos EasyPath. Em ultima analise, é responsabilidade do pesquisador para determinar as condicdes
ideais. Este produto é apenas para uso profissional. A imuno-histoquimica € um processo de diagnéstico de multiplas etapas que consiste
em treinamento especializado na selecdo dos reagentes apropriados, selecdo de tecidos, fixacdo e em processamento, preparacdo da
lamina IHQ e interpretacdo do resultado de coloracao. A utilizacdo em tecido congelado nao foi validado.

Protocolo:
1 - Desparafinizacdo - Estufa 60-65 C por 3 horas, depois bateria de Xilol e diluicées decrescentes de alcool e lavar em agua destilada

2 - Recuperacdo antigénica - Colocar 600ml de adgua destilada na camara pressurizada (MuscaePlus/ EasyPath) e a(s) lamina(s) no recipiente
com tampao EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath), tampar a cdmara e deixar 15 minutos em 110 C, conforme pré-
programado, esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos no préprio tampao.
3 - Bloqueador de Peroxidase EasyPath por 5 minutos, lavar com TBS e em seguida secar a lamina com papel macio.
4 - Anticorpo primario (Biocare ou EasyPath) por 30-60 minutos (Conforme padronizacdo do laboratério), lavar com TBS e em seguida secar
a lamina com papel macio.
5 - Amplificador do anticorpo EasyPath por 15 minutos, lavar com TBS e em seguida secar a lamina com papel macio.
6 - Polimero PolyFusion-HRP EasyPath por 30 minutos, lavar com TBS e em seguida secar a lamina com papel macio. Nota: O polimero é
sensivel 3 luz. Evitar a exposicao desnecessaria.
7 - Preparar o DAB EasyPath com 15 minutos de antecedéncia (Proporcio: 1ml de DAB Substrato para 1 gota de DAB Cromégeno).
8 - DAB EasyPath por 5 minutos, lavar com TBS, depois com lavar com agua deionizada e secar a lamina com papel macio.
9 - Potencializador do DAB EasyPath (etapa ndo obrigatéria) por 2 minutos, lavar com TBS, depois com lavar com agua deionizada e secar a
lamina com papel macio.
10 - Hematoxilina EasyPath por 1 minuto e lavar em agua corrente por 1 minuto.
11 - Bateria de alcool e xilol.
12 - Montar a(s) lamina(s).

INSTRUCGES GERAIS

Para a obtencdo de um melhor resultado da metodologia e uma completa compreensdo da terminologia utilizada, nés recomendamos as
seguintes indicacdes:

Numero de testes realizados *
O niimero minimo de testes é calculado com 100ul gotas de reagente, aconselhamos seguir esta quantidade de reagentes. Em casos de
secdes pequenas, no entanto, pode-se utilizar menos.

Tempo de execucao
O tempo de execucdo foi calculado somando-se a duracdo de todas as etapas do método. Ele ndo inclui o tempo de desparafinizar, hidratar
e desidratar o corte.

Coloracao final

A metodologia foi padronizada a uma temperatura média de 20°C e em condi¢des normais de trabalho, utilizando-se os produtos indicados
nesta literatura. Pode ocorrer uma pequena variagdo na coloracao final, devido principalmente a variacdo da temperatura, ocorrendo esta
variacao, deve-se alterar o tempo utilizado em cada reagente, com o objetivo de intensificar ou diminuir a coloracao.

Validade
Indica o tempo em que produto permanece inalterado a partir de sua fabricacdo, se armazenado adequadamente. Cada produto possui
uma etiqueta com identificacdo do lote e data de vencimento.

Equipamento basico

Bandeja de coloracao horizontal, comercializada pelo Grupo Erviegas, cédigo EP-51-05021.

Camara pressurizada MuscaePlus (EasyPath) para recuperacio antigénica com controle de pressio, temperatura e tempo.

Duas séries de solventes, conforme metodologia de cada kit:

e  DESCENDENTE: para desparafinizar e levar os cortes das secdes para agua destilada, composta de: xilol (x2), etanol absoluto (x2),
etanol a 96%, etanol a 70% e agua destilada.
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e  ASCENDENTE: para desidratar e limpar, composta de: etanol a 70%, etanol a 96%, etanol absoluto (x2) e xilol (x2).

Aconselhamos o uso do meio de montagem ERV-MOUNT, comercializado pela Grupo Erviegas cédigo EP-51-05042 frasco com 500ml e EP-
51-05041 frasco com 100ml.

Equipamento complementar

Podem-se ser utilizadas micropipetas para reduzir a quantidade de reagentes utilizados durante o processo, bem como outros sistemas de
recuperacgado antigénica como micro-ondas, panela de pressido, banho maria ou sistema automatizados para imuno-histoquimica como
intelliPATH (Biocare).

Fixacdo e meios de inclusao

Os tempos dos métodos foram determinados a partir de cortes histologicos de fragmentos fixados em formol tamponado com pH 7 com
tampéo fosfato e inclusos em parafina, pelo tempo minimo de fixacdo (Recomendado - Histofix, fixador EasyPath). A utilizacdo de outros
fixados nas praticas histolégicas comuns (piocromoformol de Bouin, B5), temperatura do processamento, inclusdo e desparafinizacao
podem interferir na metodologia e tempos de incubacgdes.

Garantia Grupo Erviegas
O Grupo Erviegas garante o funcionamento do produto conforme especificado nesta literatura. Para mais informacées sobre o produto ou
detalhes sobre outras técnicas e produtos acesse nosso site www.grupoerviegas.com.br.
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