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Hudng dan str dung



NovocastraTM Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody
Utrophin (N-terminus)
Mai sian phdm: NCL-DRP2

Muc dich str dung

Chi dung cho cac chén doan in vitro.

NCL-DRP2 duwoc st dung dé dinh tinh protein Utrophin (dau N) bang kinh hién vi quang hoc théng qua k¥ thuat héa mé mién dich. Giai
thich lam sang dwa trén sy hién dién hodc vang mat clia két qua nhuém mau nén két hop véi cac nghién ctvu hinh thai st dung cac déi
chirng thich hop. Ngoai ra, nén danh gia két qua nay cuing bdi canh tién st Iam sang clia bénh nhan va céc xét nghiém chan doan khac
b&i bac si giai phdu bénh cé chuyén mén.

Nguyén ly xét nghiém

Ky thuat héa mé mién dich (IHC) giip quan séat khang nguyén thong qua viéc ap dung tuan ty mot khang thé dac hiéu lién két khang
nguyén (khang thé so cdp), sau d6, mot khang thé thir cép lién két khang thé so cAp va mét phirc hop enzyme véi co chat tao mau, xen
ké voi cac budc riva. Vi tri ciia khang nguyén co thé quan sat théng qua két qua mau khi duwoc hoat héa béi enzyme. Mau sau d6 cé thé
dwoc nhudm dbi mau va phu phién kinh. Két qua dwoc phan tich bing kinh hién vi quang hoc va h tror chan doan phan biét cac qua trinh
bénh ly sinh ly, cé thé lién quan hodc khéng lién quan dén mét khang nguyén cu thé.

Khang thé dong

DRP3/20C5

Chét sinh mién dich

Protein dung hop chira 261 axit amin dau tién cla trinh tw gen DMDL da dwoc cdng bd.

Tinh dac hiéu

Khang thé nhan biét viing dau N cta protein utrophin (con duoc goi la protein lién quan dystrophin hay "DRP") - la déng dang clia dystrophin
& nguoi. Khang thé ciing cé phan trng chéo véi utrophin trong mau mé co clia chudt va ché. Cac loai dong vat khac chua duoc thir nghiém.
Thanh phan thuéc thi

NCL-DRP2 Ia dich nudi cdy mé déng khé chiva chat bao quan la natri azide. K§ thuat vién can hoan nguyén véi ding thé tich nwéc cat vo
trung dwoc ghi trén nhan lo.

L&p khang thé

1gG1

Néng do Protein téng s |
Tham khao nhan lo dé biét néng dd protein tdng s cu thé theo 16.

Noéng do khang thé
Lén hon hodc béng 126,0 mg/L dwoc xac dinh bang phwong phap ELISA. Tham khdo nhan lo dé biét ndng do khang thé cu thé theo 16.

Khuyén nghi Str dung
Héa md mién dich (xem Phwong phap) cho céc lat cat mo dong lanh. Nong do pha loang dé xuét: 1:2—1:10 trong 60 phit & 25 °C. Théng
tin nay chi mang tinh chat tham khao.Vi vay, k§ thuat vién nén ty xac dinh ndng do pha lodng téi wu cho phong xét nghiém.

Bao quan va D 6n dinh

Bao quan lo khang thé chwa mé nép & nhiét do 2-8 °C. Trong nhirng diéu kién nay, hiéu nang clia thuéc thir khong bi suy gidm dang ké cho
dén ngay hét han ghi trén nhan lo. Khong st dung khang thé sau ngay hét han. Khang thé sau khi hoan nguyén 6n dinh it nhat hai thang khi
duoc bdo quan & nhiét dd 2-8 °C. D& bao quan lau dai, nén chia khang thé da hoan nguyén thanh cac phan nhé (aliquots) va bao quan dong
& —20°C (Lwu y khdng st dung ti ddng c6 ché do tw dong xa dong). Tranh thuc hién budc dong va ra dong nhigu 1an. Chuén bi dung dich
pha lodng vao ngay st dung. Bao quan vé nhiét do 2-8 °C ngay sau khi s& dung. Ky thuat vién phai kiém tra va chiju trach nhiém néu cac
didu kién bao quan khac véi nhirng diéu kién néu trén.

Chuén bi mau

Bao quan cac mau moé trong isopentan duoc lam lanh béng nito 16ng & ngén dong (xem Canh bao va Than trong). Cac mau bénh pham
khéng can cb dinh thém nhwng nén dwoc nhing vao hop chat OCT™ (Sakura, Ma san pham: Tissue-Tek 4583).



Canh bao va Than trong

Cac khang thé déng khé  H302: C6 hai néu nuét phai. P261: Tranh hit phai bui/khéi/khi/swong/hoilgiot 1dng.

Novocastra H317: C6 thé gay phan tng P264: Rira tay ky sau khi thao tac.

Chtra hén hop: di tng da. P270: Khéng &n, uéng hodc htt thuéc khi thao tac véi thube thir nay.
Natri azit (<10%), Natri H334: C6 thé gay dij (g, hen P272: Khéng mang quan 4o bao ho nhiém ban ra khéi noi thao tac.
benzylpenicillin (<10%), suyén hodc kho thé néu hit phai. P273: Tranh thai ra méi truong.

Streptomycin sulfat H411: Gay doc lau dai déi véi P280: Deo géng tay/quan &o bao hd/kinh bao ho/mét na.

(<10%). sinh vat thay sinh. P284: Trong trwong hop thong gioé khong du, hay deo thiét bi bao vé
Cac tlr tin hiéu: Nguy EUH032: Tiép xUc voi axit s& duong ho hép.

hiém. giai phong khi rat déc. P301+312: NEU NUOT PHAI: Lién hé TRUNG TAM KIEM SOAT

CHAT BOC/bac si/néu ki thuat vién cam thdy khong khée.
P302+352: NEU DINH VAO DA: Rira sach bang nhiéu xa phong va
nwéc.

P304+340: NEU HIT PHAI: Bua nan nhan ra noi thoang khi va gitr
tw thé thodi mai dé thé.

P330: Stc miéng.

P333+313: Néu bj kich ng da hodc phat ban: Tim kiém tw
van/chdm séc y té.

P342+311: Néu gép cac triéu chiing v& duong hoé hap: Lién hé
TRUNG TAM KIEM SOAT CHAT DOC/béc si.

P362+364: Cdi bd quan 4o bj nhiém ban va gist sach trwéc khi st
dung lai.

P391: Thu gom thudc thtr b dé.

P501: Vit bé thubce thiv/lo thudc thir & diém thu gom chét thai nguy
hai ho&c chét thai déc biét.

Thuéc thir nay dwoc didu ché tir dich nudi cdy té bao va la san phdm cé ngudn gbe sinh hoc, do d6 can dwoc xi ly véi cac bién phap
phong ngira thich hop. San phdm cé chiva sodium azide. Phiéu an toan héa chat (MSDS) c6 sén khi yéu ciu hodc co thé tai vé tir trang
web www.LeicaBiosystems.com. Can tuan thli cac quy dinh cla lién bang, tiéu bang hoéc dia phuong vé viéc x& ly cac thanh phan cé
kha nang doc hai.

Cac mau, trudc va sau khi ¢ dinh, va tat ca cac vat liéu tiép xtc véi ching, phai dwgc x Iy nhw thanh phan cé kha ning lay nhiém va
phai dwoc xt ly bang céac bién phap phong ngira thich hop.! Khdng hat thude thir bang pipet va tranh dé thubc thir va mau tiép xdc véi
da va niém mac. Rira sach bang nhiéu nuwéc néu thude thir hodc mau tiép xdc véi vang nhay cdm. Tham van y té.

C6 thé xay ra hién twong nhuém khong dac hiéu néu thudc thtr nhiém khuan.

Thoi gian G hodc nhiét do 1 khong ding chi dan cé thé cho két qua sai léch. Bat ct sy thay déi nao nhw vay can phai dwgc xac minh bdi
ky thuat vién.

Nito' 16ng v&i nhiét do cuc thap cé thé gay bong lanh, do d6 can st dung trang phuc bao hd bao gém géng tay va tdm che mét khi thao
tac.

Isopentan rt d& chay va cé hai khi nuét phai hoéc hit phai. Chat nay ciing gay kich rng da va mét, va la chat gay mé & ndng dé cao.

Kiém soat chat lwgng

Su khac biét trong quy trinh x& Iy m6 va quy trinh k§ thuat tai phong xét nghiém cé thé tao ra su khac biét dang ké vé két qua, doi hoi
phai thwe hign thwéng xuyén cac bién phap kiém soat ndi bd bén canh cac quy trinh sau.

Mau déi ching nén 1a mau t& thi/sinh thiét/phau thuat méi va duwoc dong lanh cang sém cang tt theo cach da xt ly mau bénh pham.

Mau mé chirng dwong

Dung dé xac nhan rang mé dwoc chuén bj dung céch va ky thuat nhudm phu hop

Nén st dung mét mau mé chirng dwong cho moi didu kién xét nghiém trong méi Ian nhuém.

Mb c6 biéu hién dwong yéu phu hop hon so véi mé ¢ biéu hién dwong manh dé dam bao kiém soat chat lwong ti wu va phat hién cac
murc d6 suy gidm nhé cda thude thir.2

M&u mé chirng duong tinh dwoc khuyén nghi la phan gitra clia co soleus chuét, noi cac méi ndi than kinh co cé thé dwoc danh dau bang
cach sir dung phuong phap nhudém kép véi alpha-bungarotoxin huynh quang dé xac dinh vi tri cu thé caa utrophin.

Néu mau mé chirng dwong khéng cho két qua nhuém dwong, két qua véi cac mau xét nghiém 1a khéng hop 1&.

Mau mé chirng am

Can kiém tra sau mau mo chirng dwong dé xac minh tinh dic hiéu cla viéc danh d4u khang nguyén dich béi khang thé chinh. Mau moé
chirng am dwoc khuyén nghi st dung nén chua dwoc danh gia.

Ngoai ra, sy da dang clia céc loai t& bao khac nhau hién dién trong hau hét cac lat c&t mo thuwerng cung cép cac vi tri chirng &m, nhwng
didu nay can duoc ky thuat vién xac minh.

Két qua nhum khong déc higu thurong c6 dang lan téa. Nhuom réi rac mo lién két cling c6 thé dwoc quan sat thay trén cac lat cat tir cac
mé dwoc cb dinh qua murc béng formalin. Su dung t& bao nguyén ven dé dién giai két qua nhudm. Céc té bao hoai t&r hodc thoai hoa
thwong cho két qua nhuém khéng déc hiéu.® Két qua dwong tinh gia cé thé xuét hién do su lién két khong theo nguyén ly mién dich cta
proteln hoac cac san pham phan (ng véi co chét.

Két qua nay cling c6 thé do cac enzyme ndi sinh nhw pseudoperoxidase (hong cau), pero><|dase ndi sinh (cytochrome C) hoac biotin ndi
sinh (vi du: gan, vu, ndo, than) gay ra, tuy thuéc vao loai thubc nhudm mién dich duoc s dung. pé phan biét hoat dong clia enzyme ndi
sinh ho&c sw lién két khong dac hiéu ctia enzyme véi phan tng mién dich dac hiéu, cac mau mé khac ctia bénh nhan cé thé duwoc nhuém
riéng véi co chét tao mau hoac phirc hop enzyme (aV|d|n -biotin, streptavidin, polymer duoc danh déu) va lién hop chét tao mau-co chét
twong ng. Néu két qua nhudém dac hiéu xuét hién & mau chirng am, két qua trén mau bénh pham 1a khéng hop lé.


http://www.leicabiosystems.com/

Chirng thudc thir am ) o o )
St dung chirng thudc thlr am khong déc hiéu thay cho khang thé chinh véi mot lat cét ciia méi mau bénh phdm dé danh gia két qua
nhudm khéng dac hiéu va cho phép dién giai tot hon vé két qua nhudm dac hiéu tai vi tri khang nguyén.

M6 bénh phadm

Kiém tra cac m&u bénh phdm da dwoc nhuém béng NCL-| DRP2 sau cuing. (Dién giai: kiém tra theo thi tw - mau chirng trwéc, mau bénh
sau) Cuang d6 nhuém duang nén dwoc danh gia trén n&n nhudm khong déc hiéu cia mau mé chirng am. Cung nhuw cac két qua héa
md mién dich khac, két qua am tinh nghta la khang nguyén khong duoc phat hién, khong co nghla la khong co6 khang nguyén trong cac
t& bao/mé duoc xét nghiém. Hay str dung bang khang thé dé xac dinh cac phan (rng am tinh gia néu can.

Két qua mong doi

M6 binh thwcmg

Khang thé dong DRP3/20C5 phat hién vung dau N clia utrophin. Protein utrophin nay la mét protein ddng dang vai dystrophin & ngudi,
dwoc ma héa trén nhiém séc thé sb 6, va con dwoc biét dén voi tén goi 1a protein lién quan dystrophin (dystrophin related protein) hay
"DRP".

Trén co nguoi tredng thanh binh thwong, utrophin dwgc danh déu tai cac méi ndi than kinh co' chir khong phai & toan bd chu vi clia cac
soi co. Cac mach mau, mao mach va day than kinh ciing dwoc danh dau.

D6i v6i nhirng soi co thiéu dystrophm (vi du: ttr bénh nhan hoac ngum mang gen bénh loan dwong co Duchenne - DMD va loan dwéng
co Becker - BMD), khang thé cho thay sy danh dau rong hon trén mang soi co, khién cho hau hét cac soi déu cé mét sb ving dwoc
danh dau.

Utrophin ciing dwoc biéu hién trén mang clia cac sgi co' nhd, dang tai tao, nhirng soi nay ciing danh dau véi cac khang thé cho cac
protein nhw myosin so sinh.

Mb bét thuong

Dong khang thé DRP3/20C5 da duoc s dung trong cac nghién ciru héa mo mién dich trén hon 300 bénh nhan dé xac dinh biéu hién
clia protein lién quan den dystrophm utrophin.

Han ché chung

Hoéa mo6 mién dich & quy trinh chan doan nhiéu buéc, bao gdm dao tao chuyén sau vé& Iya chon thudc thir phu hop; Iwa chon, cé dinh va
x( ly md; chuén bj tiéu ban IHC; va giai thich k&t qua nhuém.

Qua trinh nhuém mé phu thudc vao viéc x Iy va chuén bj mé trvéic khi nhudém. Cé dinh, lam déng, ra dong, riva, say kho, lam nong cét
lat khong dung céch hoac nhiém ban vé&i cac md hodc dich khac co thé tao ra cac hién twgng nhudm gia, bay khang thé hoac ket qua am
tinh gia. Két qua khéng nhét quan c6 thé do s khac biét trong phuong phap cb dinh va nhang, hodc do cac bat thuong vén cé trong
mé.4 Viéc nhudm déi mau qua mirc hodc khong day dd cé thé anh hudng dén dé chinh xac khi dién giai két qua.

Giai thich lam sang dya trén sy hién dién hodc vang mét clia két qua nhudm mau nén két hop véi cac nghién ctru hinh thai st dung cac
déi ching thich hop. Ngoai ra, nén danh gia két qua nay cung bdi canh tién s Iam sang ctia bénh nhan va cac xét nghiém chan doan
khac bdi bac si giai phau bénh c6 chuyén mén

Céc khang thé tir Leica Blosystems Newcastle Ltd s& dung, nhw dé chi dinh, trén cac lat cét dong lanh hodc nhing | paraﬂn VGi cac yéu
cau cb dinh cu thé. Sy biéu hién khang _nguyén khong mong mudn c6 thé xay ra, , ddc biét a trong cac khéi u. Viéc dién giai lam sang bat
ky lat cAt m6 da nhudm nao phai bao gdm phan tich hinh thai va danh gia cac mau ching phu hop.
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Nhirng thay déi so v&i phién ban trwéc

Khéng ap dung.

Ngay phat hanh
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Phwong phap héa md mién dich sir dung khang thé Novocastra™ trén
mo co dong lanh.

Thuéc thir can thiét nhwng khéng dwec cung cap

Dung méi chuan dwoc st dung trong héa mé mién dich.

Dung dich dém Tris 50 mM (TBS) pH 7,6.

Dung dich pha loang khang thé - huyét thanh binh thwéng dwoc pha lodng téi wu trong TBS.

Huyét thanh binh thwong tir loai cé khang thé thir cip duoc nudi céy.

Khang thé lién hop peroxidase thir cap - st dung theo khuyén céo clia nha san xuét.

3,3’ Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) - chuan bj va st dung theo khuyén cdo clia nha san xuét.
Mai tridng gén lam kinh - st dung theo khuyén céo clia nha san xuét.

N o ON

Thiét bj can thiét nhwng khéng dwoc cung cap kém theo
1. TG G dwoc thiét lap & 25 ° C.

2. Thiét bj phong xét nghiém héa mo mién dich thong thuong.

3. Quat dién d& lam kho lam kinh béng khéng khi.

Dung dich phuc héi khang nguyén (xem Khuyén nghi Str dung)
Khoéng dung cho lat cat mé déng lanh.

Phwong phap

Truwéc khi thye hién phwong phap nay, ki thuat vién phai dwoc dao tao vé cac ky thuat héa mé mién dich.

Ky thuat vién nén xac dinh do pha loang t6i wu cho khang thé. Trir khi c6 chi dinh khéac, tat ca cac buéc déu thyc hién & 25 ° C.
Cét va gén cac lat cat day 4-10 um lén cac lam kinh dwoc phl keo dan mé phu hop va d@é khd tw nhién trong it nhat mot gio.
U céc lat cat voi khang thé so cip duoc pha lodng téi wu (xem Khuyén nghi St dung).

Rtra trong dém TBS trong 2 x 5 pht, Iac nhe.

U céc lat cét voi khang thé thir cAp lién két peroxidase phui hop.

RUra trong dém TBS trong 2 x 5 phut, I4c nhe.

U céc lat cét trong DAB.

Trang lam kinh béng nuéc sach.

© N aA N

Khir nwéic, lam trong va gén lam.

Nhirng thay ddi so véi phién ban trwéc
Khéng ap dung.

Ngay phat hanh

Ngay 4 thang 2 nam 2008 (Quy trinh CE/Mé déng lanh).
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