€asyPath Diagnosticos

SOX-11 - Anticorpo Monoclonal anti-humano - Clone (MD58/MRQ-58)
Mouse anti-human SOX-11 Monoclonal Antibody (Clone ZM50 also known as MRQ-58)

Cédigo EP-12-52883 iml

e Diluicdo recomendada : 1:50

e Validade e lote do produto : Ver frasco

e  Temperatura de armazenamento : 2 4 8°C (nio congelar)

e Clone : MD58 também conhecido como MRQ-58

e Isotipolg : IgG1

e Imunégeno : -

e  Reatividade : RUO - (Humanos - ndo testados em outras espécies)
e Controle positivo : Linfoma celular

e Marcacao : Nuclear

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

Especifica¢oes:

Linfoma de células do manto (LCM) é responsavel por 5% a 10% das neoplasias de células B maduras e é uma doenca agressiva
geneticamente caracterizada pela superexpressao de ciclina D1 (CCND1) devido a translocacdo especifica t (11; 14) (q13; q32). E necessario
distinguir MCL de potenciais imitadores morfolégicos, incluindo leucemia linfocitica crénica / linfoma linfocitico pequeno (CLL / SLL),
linfoma folicular (FL) e linfoma da zona marginal (MZL) baseado na coloragdo imuno-histoquimica (IHC) para CD5, CD23 e CD10. O MCL e o
CLL expressam CD5, mas o MCL, em contraste com o CLL, geralmente nao possui expressao de CD23 pelo IHQ. O FL carece da expressao de
CD5 e CD23, mas na maioria das vezes expressa CD10, enquanto o MZL é tipicamente negativo para todos os 3 antigenos. A
superexpressao da ciclina D1 é, portanto, a marca do MCL, embora aproximadamente 5% -10% dos MCLs nao tenham expressao da Ciclina
D1 e possam ser diagnosticados erroneamente pelo excesso de confianca na Ciclina D1 IHC. O reconhecimento do MCL negativo para
ciclina D1 é dificil porque pode assemelhar-se a outros pequenos linfomas de células B morfolégica e fenotipicamente. Embora a
informacao clinica sobre o MCL negativo para ciclina D1 seja limitada, os dados publicados indicam que o comportamento da variante sdo
tao agressivo quanto o do MCL convencional. Por outro lado, pacientes com pequenos linfomas de células B mimetizando MCL tém um
resultado significativamente melhor do que aqueles com verdadeiro MCL. Portanto, é importante encontrar biomarcadores confiadveis que
possam permitir a identificacido do MCL negativo para ciclina D1 na pratica clinica. SOX-11, o gene da caixa 11 SRY (regido determinante do
sexo Y), um fator de transcricdo, normalmente é expresso no sistema nervoso central em desenvolvimento, meduloblastoma e glioma. Em
um estudo de série, a expressdo de SOX-11 foi investigada em 54 MCL positivos para ciclina D1 e 209 outras neoplasias linfoides.
Curiosamente, quase todos os MCL foram fortemente positivos para o anti-SOX-11 (50/54, 93%), com um padr&o nuclear. A coloracio foi
intensa e relativamente homogénea na maioria das células. Em comparacao com a coloracao com anti-ciclina D1, a reatividade anti-SOX-11
foi mais forte e mais homogénea. Cinco leucemia / linfomas linfoblasticos de células T e células B mostraram forte expressdo nuclear de
SOX-11. Um caso de linfoma de Hodgkin classico, duas de oito leucemias prolinfociticas de células B e duas de trés de linfocitos T também
foram positivos. A expressao da proteina SOX-11 foi examinada por imunohistoquimica nos 12 MCL negativos para ciclina D1, e todos eles
mostraram forte coloracdo positiva nuclear semelhante aquela ocorrendo em MCL positivo para ciclina D1. A expressdo de SOX-11 em
amigdalas reativas, linfonodo e baco foi estudada. Nenhuma expressido nuclear foi observada em qualquer compartimento linfocitario.
Apenas coloracao citoplasmatica foi observada em células de centros germinativos reativos. Portanto, os autores confirmaram relatos
anteriores de que a expressdo nuclear de SOX-11 era um marcador especifico para o MCL, incluindo o MCL negativo para ciclina D1 com
morfologia tipica. Seu estudo indica que o SOX-11 IHC tem valor na definicdo das caracteristicas patolédgicas de CD5 + DLBCL. O uso
rotineiro de anti-SOX-11 em casos de suspeita de CD5 + DLBCL pode ajudar a identificar casos adicionais de LCM blastéide negativo para
ciclina D1. Em resumo, a expressao de proteina nuclear de SOX-11 esta altamente associada com o MCL positivo e negativo para ciclina D1.
A deteccao deste fator de transcricdo é um biomarcador util para identificar o MCL negativo para ciclina D1. O SOX-11 IHC é importante na
definicao das caracteristicas patolégicas do CD5 + DLBCL. O uso rotineiro de anti-SOX-11 em casos de suspeita de CD5 + DLBCL pode ajudar
a identificar casos adicionais de MCL blastéide negativo para ciclina D1. A SOX-11 também pode ser detectada em alguns BL, LBL e T-PLL,
embora as diferentes caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas dessas malignidades permitam o facil reconhecimento dos casos de LCM
negativos para ciclina D1.

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

LD

Notas do protocolo:

A diluicao ideal do anticorpo e protocolos para uma aplicacao especifica podem variar. Devido a sensibilidade superior destes reagentes
exclusivos, os tempos de incubacdo recomendados ndo sdo aplicaveis a outros sistemas de deteccdo, pois os resultados podem variar. Os
protocolos ideais para uma aplicacdo especifica podem variar. Esses incluem, mas ndo estao limitados a fixacdo, método de recuperacio de
calor, tempos de incubacao, diluicdo de anticorpos, espessura da seccdo de tecido As recomendacgdes e protocolos da literatura sao
baseados em uso exclusivo de produtos EasyPath. Em Gltima andlise, é responsabilidade do pesquisador para determinar as condicoes
ideais. Este produto é apenas para uso profissional. A imuno-histoquimica é um processo de diagnoéstico 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 coloracgdo. A utilizacdo em tecido congelado nio foi validado.

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

2 - Recuperacio antigénica - Colocar 600ml de adgua destilada na cdmara pressurizada (MuscaePlus/ EasyPath) e a(s) lamina(s) no recipiente
com tampio EDTA 10X pH8,5 (Recomendado EP-12-20553/6 EasyPath), tampar a cAmara 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 a luz. Evitar a exposicao desnecessaria.
7 - Preparar o DAB EasyPath com 15 minutos de antecedéncia (Proporcdo: 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 n3o 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).

INSTRUC@ES GERAIS

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

Numero de testes realizados *

O nimero minimo de testes é calculado com 100l gotas de reagente, aconselhamos seguir esta quantidade de reagentes. Em casos de
secOes pequenas, no entanto, pode-se utilizar menos.

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

Coloragao 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 variacao na coloracio 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.
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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 incubacdo comercializada pelo Grupo Erviegas, cédigo EP-51-05022.

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.

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 codigo 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 histoldgicos 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 histologicas comuns (piocromoformol de Bouin, B5), temperatura do processamento, inclusdo e desparafinizaciao
podem interferir na metodologia e tempos de incubacées.

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