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Anti-Human COX-2
Clone CX-294

ENGLISH
Code M3617

Intended use
For In Vitro Diagnostic Use.

This antibody is intended for laboratory use to identify qualitatively by light microscopy COX-2 expressing cells in normal and neoplastic
tissues using immunohistochemical (IHC) test methods. The clinical interpretation of any positive staining or its absence should be
complemented by morphological and histological studies with proper controls. Evaluations should be made within the context of the patient's
clinical history and other diagnostic tests by a qualified individual.

Synonym
Cyclooxygenase-2

Summary and explanation

The cyclooxygenase (COX) enzymes, COX-1 and COX-2, are critical in the biosynthesis of prostaglandins from arachidonic acid. The
human COX-1 protein is constitutively expressed in most tissues and functions in the maintenance of tissue homeostasis. Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) are effective in decreasing the inflammatory response by blocking both COX enzymes. COX-2 is a 70 kD
inducible enzyme that is responsible for prostaglandin synthesis at the site of inflammation.® COX-2 expression has also been linked to
carcinogenesis, and specific COX-2 inhibitors have been shown to have antitumor effects.**

Expression of COX-2, as determined by immunohistochemistry, has been reported in a variety of normal and neoplastic tissues. Among
neoplastic tissues, heterogeneous cytoplasmic expression of COX-2 was demonstrated in colorectal adenocarcinoma, while normal adjacent
tissue showed weak staining, and normal colon was negative.®” COX-2 protein was found to be expressed in a subset of breast
adenocarcinomas and adjacent ductal carcinoma in situ. Using RT-PCR, COX-2 mRNA from breast tumors exhibited an increase above
mMRNA expression in paired normal specimens.? Increased COX-2 expression was observed in lung adenocarcinomas when compared to
normal bronchial epithelial cell expression.”’® A majority of esophageal squamous cell carcinomas and squamous adenocarcinomas
demonstrated heterogeneous cytoplasmic COX-2 expression, whereas weak and no expression was found in normal esophageal squamous
epithelium and Barrett's mucosa, respectively.! COX-2 protein expression has been detected in both normal neurons and astrocytic
gliomas.*? The majority of primary malignant melanomas were found to express COX-2, while benign nevi and adjacent normal epithelium
were negative.”> COX-2 has also been demonstrated in: gastric adenocarcinoma,™ head and neck squamous cell carcinoma,™ pancreatic
carcinoma,*®*” malignant pheochromocytoma,® testicular cancer,* and squamous cell carcinoma of the urinary bladder.”®> COX-2 was also
demonstrated in subsets of: ovarian carcinoma,? prostate carcinoma,? invasive transitional cell carcinoma of the urinary bladder,? renal cell
carcinoma,” and hepatocellular carcinoma.”

Refer to Dako’s General Instructions for Immunohistochemical Staining or the detection system instructions of IHC procedures for:
1) Principle of Procedure, 2) Materials Required, Not Supplied, 3) Storage, 4) Specimen Preparation, 5) Staining Procedure, 6) Quality
Control, 7) Troubleshooting, 8) Interpretation of Staining, 9) General Limitations.

Reagent provided
Monoclonal Mouse antibody provided in liquid form as tissue culture supernatant in 0.05 mol/L Tris-HCI, pH 7.2 and 0.015 mol/L sodium
azide. This product contains stabilizing protein.

Clone: CX-294'%  Isotype: IgG;, kappa
Mouse IgG concentration mg/L: See label on vial.

M3617 may be used at a dilution of 1:100 when performing IHC using the EnVision+™ detection system. These are guidelines only. Optimal
antibody concentrations may vary depending on specimen and preparation method, and should be determined individually in each
laboratory.

Immunogen
Synthetic peptide corresponding to human COX-2 amino acids 580-598"2

Specificity

Clone CX-294 is specific to the peptide used for immunization. In Western blotting and immunoprecipitation experiments CX-294 was shown
to identify the inducible human COX-2 using IL-1a or PMA stimulated human umbilical vein endothelial cells (HUVEC); peptide blocking of
the antibody with the COX-2 immunogen eliminated all reactivity."?

Materials required, but not supplied
Refer to Dako’s General Instructions for Immunohistochemical Staining and/or the detection system instructions. Required diluent(s) for IHC
procedures:
Antibody Diluent (code S0809)
The following negative control is recommended for IHC procedures:
Mouse IgG; (code X0931)
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Precautions

1. For professional users.

2. This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardous, NaN3; may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush with
large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

3. As with any product derived from biological sources, proper handling procedures should be used.

4.  Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid contact with eyes and skin.

5. Unused reagents should be disposed of according to local, State, and Federal regulations.

Storage

Store at 2—8 C. Do not use after expiration date stamped on vial. If reagents are stored under any conditions other than those specified, the
conditions must be verified by the user. There are no obvious signs to indicate instability of this product. Therefore, positive and negative
controls should be run simultaneously with patient specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by variations in
laboratory procedures and a problem with the antibody is suspected, contact Dako Technical Support.

Specimen preparation

Paraffin Sections

Anti-COX-2 can be used on formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections. Pretreatment of tissue with proteolytic enzymes is not
recommended.

The deparaffinized tissue sections must be treated with heat prior to the IHC staining procedure. Heat-induced epitope retrieval (HIER)
involves immersion of tissue sections in a pre-heated buffer solution and maintaining heat in a water bath or steamer (95-99 °C). Use a 20-
minute heating protocol for HIER performed at 95-99 °C; after thermal treatment, allow the jar with buffer and slides to cool for 20 minutes at
room temperature. Rinse well with buffer or deionized water. For greater adherence of tissue sections to glass slides, the use of Silanized

Slides (code S3003) is recommended. Target Retrieval Solution pH 9.0 (code S2367 concentrated 10x) is recommended.

Cryostat Sections And Cell Smears
Anti-COX-2 can be used for labelling acetone-fixed cryostat sections or fixed cell smears.

Staining procedure

Follow the recommended procedure for the detection system selected.

Staining interpretation

The cellular staining pattern for anti-COX-2 is cytoplasmic.

Performance characteristics

Normal Tissues %

Tissue Type (# tested)

Positively Staining Tissue E  lements

Adrenal (3)

3/3 cytoplasm of adrenal cortical cells

Bone Marrow (3)

1/3 cytoplasm of granulocyte precursors

Brain, cerebellum (3)

0/3

Brain, cerebrum (3)

3/3 faint cytoplasmic staining of neurons

Breast (3) 3/3 cytoplasm of breast epithelial cells
Cervix (3) 0/3
Colon (2) 1/2 cytoplasm of rare glandular cells

Endometrium (3)

3/3 cytoplasm of endometrial glandular epithelial cells

Esophagus (3)

3/3 cytoplasm of skeletal muscle

Heart (3) 3/3 faint cytoplasmic staining of myocytes

Kidney (3) 3/3 cytoplasm of renal tubule cells
2/3 faint staining of glomerular mesangium
1/3 faint cytoplasmic staining of glomeruli

Liver (3) 3/3 cytoplasm of hepatocytes and bile duct epithelial cells
1/3 cytoplasm of Kupffer cells

Lung (3) 3/3 membrane and cytoplasm of the intra-alveolar membrane
2/3 cytoplasm of bronchial epithelial cells

Mesothelial Cells (3) 0/3

Nerve, peripheral (3) 0/3

Ovary (3)

1/3 cytoplasm of cells of inclusion cysts

Pancreas (3)

3/3 cytoplasm of acinar cells and ducts
2/3 cytoplasm of islet cells

Parathyroid (3)

3/3 cytoplasm of chief cells

Pituitary (3)

3/3 cytoplasm of pituicytes in adenohypophysis

Prostate (3)

3/3 cytoplasm and some membrane of prostatic glandular epithelial cells

Salivary Gland (3)

3/3 cytoplasm and some membrane of ductal epithelial cells
2/3 cytoplasm of acini

Skeletal Muscle (3)

1/3 cytoplasm of perimysium

Skin (3)

3/3 cytoplasm of sebaceous gland

Small Intestine (3) 0/3

Spleen (3) 0/3

Stomach (3) 3/3 cytoplasm of chief and parietal cells
Testis (3) 0/3

Thymus (3) 3/3 cytoplasm of epithelial cells
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Thyroid (3) 1/3 cytoplasm of follicular epithelial cells

Tonsil (3) 0/3

FRANCAIS
Réf. M3617

Utilisation prévue
Pour utilisation en diagnostic in vitro.

Cet anticorps est concu pour étre utilisé en laboratoire en vue de l'identification qualitative par microscopie optique des cellules exprimant la
COX-2 dans les tissus sains et néoplasiques en utilisant des méthodes immunohistochimiques (IHC). L’interprétation clinique de tout
marquage positif ou de toute absence doit étre complétée par des études morphologiques et histologiques a I'aide de témoins appropriés.
Les évaluations doivent étre réalisées uniqguement par un professionnel agréé dans le contexte de I'historique clinique du patient et d'autres
examens.

Synonyme
Cyclooxygenase-2

Résumé et explications

Les enzymes de la cyclooxygénase (COX), COX-1 et COX-2, jouent un réle crucial dans la biosynthése des prostaglandines a partir de
I'acide arachidonique. La protéine COX-1 humaine est exprimée de fagon constitutive dans la plupart des tissus et participe a la
conservation de I'homéostase des tissus. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) permettent de réduire efficacement la réponse
inflammatoire en bloquant les deux enzymes de la COX. La COX-2 est une enzyme inductible de 70 kD responsable de la synthese des
prostaglandines sur le site de I'inflammation.® Son exPressmn est également liée a la carcinogeneése et il a été démontré que des inhibiteurs
spécifiques de la COX-2 avaient un effet antitumoral.

L’expression de la COX-2, telle que déterminée par immunohistochimie, a été notée dans divers tissus sains et néoplasiques. Parmi les
tissus néoplasiques, I'expression cytoplasmigue hétérogeéne de la COX-2 a été demontree dans I'adénocarcinome colorectal, alors que le
tissu adjacent sain présentait une coloration faible et que le célon sain était négatif.®” Il s’avére que la protéine COX-2 est exprimée dans un
sous-groupe d’adénocarcinomes du sein et dans les carcinomes canalaires in situ adjacents. En utilisant la RT-PCR, '’TARNm de la COX-2
provenant des tumeurs mammaires montrait une augmentation supérieure a I'expression de I'ARNm dans des échantillons normaux
appariés.® L'augmentation de I'expression de la COX-2 a été observée dans les adénocarcinomes pulmonaires lors de la comparaison avec
I'expression de cellules épithéliales bronchiques normales.>®® Une majorité de carcinomes cesophagiens a cellules squameuses et
d’adénocarcinomes squameux ont présenté une expression cytoplasmique hétérogéne de la COX-2, alors qu’'une expression faible ou
I'absence d'expression ont été observées dans I eplthellum squameux cesophagien sain et dans la muqueuse de Barrett, respectivement.*
L’expression de la protéine COX-2 a été détectée a la fois dans les neurones sains et dans les gliomes astrocytaires.” La majorité des
mélanomes malins primaires s'est révélé exprimer la COX-2, alors que les naevi bénins et I'épithélium sain adjacent étaient négatifs.” La
COX-2 a été également observée dans les cancers suivants : adenocarcmome gastrlque * carcinome & cellules squameuses du cou et de
la téte," carcinome pancréatique,®'” phéochromocytome malin,*® cancer du testicule™ et carcmome a cellules squameuses de la vessie.”
La COX-2 a par alilleurs été observee dans des sous-groupes de : carcmome de I'ovaire,?* carcmome prostatique,? carcinome invasif &
cellules transitionnelles de la vessie,? carcinome des cellules rénales® et carcinome hépatocellulaire.”

Se référer aux Instructions générales de coloration immunohistochimique de Dako ou aux instructions du systéeme de détection concernant
les procédures IHC pour : 1) Principe de procédure, 2) Matériaux requis mais non fournis, 3) Conservation, 4) Préparation des échantillons,
5) Procédure de coloration, 6) Controle qualité, 7) Dépannage, 8) Interprétation de la coloration, 9) Limites générales.

Réactifs fournis
Anticorps monoclonal de souris fourni sous forme liqguide comme surnageant de culture tissulaire dans un tampon Tris-HCI a 0,05 mol/L, de
pH 7,2, contenant de l'azide de sodium & 0,015 mol/L. Ce produit contient une protéine stabilisante.

Clone: CX-294"%  |sotype: 1G4, kappa
Concentration des 1gG de souris en mg/l : Voir I'étiquette sur le flacon.

Le M3617 peut &tre utilisé & une dilution de 1:100 lors de la procédure IHC faisant appel au systéme de détection EnVision+™. Il ne s'agit 1a
que de conseils. Les concentrations d’anticorps optimales peuvent varier en fonction de I'échantillon et de la méthode de préparation et
doivent étre déterminées par chaque laboratoire de maniére indépendante.

Immunogéne
Peptide de synthése correspondant aux acides aminés de la COX-2 humaine 580-598"°

Spécificité

Le clone CX-294 est spécifigue du peptide utilisé pour I'immunisation. Dans les expériences faisant appel au Western blot et a
immunoprécipitation, le CX-294 s’est révélé identifier la COX-2 humaine inductible en utilisant I'lL-a ou des cellules endothéliales de veines
ombilicales humalnes (HUVEC) stimulées par du PMA ; le blocage peptidique de I'anticorps avec I'immunogéne de la COX-2 élimine en effet
toute réactivité."

Matériels requis mais non fournis
Se référer aux Dako’s Instructions Générales relatives a la procédure de Marquage Immunohistochimique et/ou aux instructions du systeme
de détection. Diluant recommandé pour les procédures IHC :
Antibody Diluent (Diluant d’anticorps) (réf. S0809)
Le contrble négatif suivant est recommandé pour les procédures IHC :
Mouse IgG; (IgG; de souris) (réf. X0931)
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Précautions

1. Pour utilisateurs professionnels.

2. Ce produit contient de 'azide de sodium (NaNs), produit chimique hautement toxique dans sa forme pure. Aux concentrations du
produit, bien que non classé comme dangereux, le NaNs peut réagir avec le cuivre et le plomb des canalisations pour former des
azides métalligues hautement explosifs. Lors de I'élimination, rincer abondamment a I'eau pour éviter toute accumulation d’azide
métalliqgue dans les canalisations.

3. Comme avec tout produit d’origine biologique, respecter les procédures de manipulation appropriées.

4. Porter un vétement de protection approprié pour éviter le contact avec les yeux et la peau.

5. Les réactifs non utilisés doivent étre éliminés conformément aux réglementations locales et nationales.

Conservation

Conserver entre 2 et 8 T. Ne pas utiliser aprés la date de péremption imprimée sur le flacon. Si les réactifs sont conservés dans des
conditions autres que celles indiquées, celles-ci doivent étre validées par I'utilisateur. Il n’y a aucun signe évident indiquant I'instabilité de ce
produit. Par conséquent, les contrdles positifs et négatifs doivent étre testés en méme temps que des échantillons de patient. Si une
coloration inattendue est observée, qui ne peut étre expliquée par un changement des procédures du laboratoire, et en cas de suspicion
d’'un probleme lié a I'anticorps, contacter I'assistance technique de Dako.

Préparation des échantillons

Coupes en paraffine

L’anti-COX-2 peut étre utilisé sur des coupes de tissus fixés au formol et inclus en paraffine. Le prétraitement des tissus par des enzymes
protéolytiques n’est pas recommandé.

Les coupes de tissus déparaffinées doivent étre traitées a la chaleur avant de démarrer la procédure de coloration (IHC). La restauration de
I’épitope par la chaleur (HIER) implique I'immersion des coupes de tissus dans une solution tampon préchauffée et le maintien de la chaleur
dans un bain-marie ou un incubateur(95-99 ). Lais ser 20 minutes de démasquage au bain-marie a une température comprise entre 95 et
99 T, apres traitement thermique, laisser la cuve contenant le tampon et les lames refroidir pendant 20 minutes a température ambiante.
Rincer abondamment a 'aide de tampon ou d'eau déionisée. Pour une meilleure adhérence des coupes de tissus sur les lames de verre, il
est recommandé d'utiliser des Silanized Slides (lames silanisées) (réf. S3003). La Target Retrieval Solution (Solution de restauration des
cibles) de pH 9,0 (réf. S2367 concentrée 10x) est recommandée.

Coupes cryostat et frottis cellulaires
L’anti-COX-2 peut étre utilisé pour des coupes cryostat fixées a I'acétone ou des frottis cellulaires fixés.

Procédure de coloration
Suivre la procédure recommandée pour le systéme de détection sélectionné.

Interprétation de la coloration
La localisation du marquage avec I'anti-COX-2 est cytoplasmique.

Caractéristiques de performance
Tissus sains *°

Type de tissus (nbre testé) Eléments de tissus colo  rés positivement

Surrénale (3)

3/3 cytoplasme de cellules corticosurrénales

Moelle osseuse (3)

1/3 cytoplasme de précurseurs granulocytaires

Cerveau, cervelet (3)

0/3

Cerveau, cerebrum (3)

3/3 coloration cytoplasmique faible de neurones

Sein (3)

3/3 cytoplasme de cellules épithéliales mammaires

Col de l'utérus (3)

0/3

Célon (2)

1/2 cytoplasme de cellules glandulaires rares

Endomeétre (3)

3/3 cytoplasme de cellules épithéliales glandulaires
endométriales

Esophage (3)

3/3 cytoplasme de muscle squelettiqgue

Ceeur (3) 3/3 coloration cytoplasmique faible de myocytes
Rein (3) 3/3 cytoplasme de cellules tubulaires rénales
2/3 coloration faible de mésangium glomérulaire
1/3 coloration cytoplasmique faible de glomérules
Foie (3) 3/3 cytoplasme d’hépatocytes et de cellules épithéliales du canal
biliaire
1/3 cytoplasme de cellules de Kupffer
Poumon (3) 3/3 membrane et cytoplasme de la membrane intra-alvéolaire
2/3 cytoplasme de cellules épithéliales bronchiques
Cellules mésothéliales (3) 0/3
Nerf périphérique (3) 0/3

Ovaire (3)

1/3 cytoplasme de cellules de kystes d’inclusion

Pancréas (3)

3/3 cytoplasme de cellules et canaux acinaires
2/3 cytoplasme d'llots de Langerhans

Parathyroide (3)

3/3 cytoplasme de cellules principales

Hypophyse (3)

3/3 cytoplasme de pituicytes de I'adénohypophyse

Prostate (3)

3/3 cytoplasme et certaines membranes de cellules épithéliales
glandulaires prostatiques
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Glande salivaire (3) 3/3 cytoplasme et certaines membranes de cellules épithéliales

canalaires
2/3 cytoplasme d’acini
Muscle squelettique (3) 1/3 cytoplasme de périmysium
Peau (3) 3/3 cytoplasme de glande sébacée
Intestin gréle (3) 0/3
Rate (3) 0/3
Estomac (3) 3/3 cytoplasme de cellules principales et pariétales
Testicule (3) 0/3
Thymus (3) 3/3 cytoplasme de cellules épithéliales
Thyroide (3) 1/3 cytoplasme de cellules épithéliales folliculaires
Amygdale (3) 0/3
DEUTSCH
Code M3617
Verwendungszweck

Zur In-vitro Diagnostik.

Dieser Antikorper dient Laborzwecken, um mit Lichtmikroskopie anhand immunohistochemischer (IHC) Testmethoden COX-2 exprimierende
Zellen in normalem und neoplastischem Gewebe qualitativ nachzuweisen. Die klinische Bewertung einer vorhandenen oder fehlenden
positiven Farbung sollte durch morphologische und histologische Studien mit entsprechenden Kontrollen ergénzt werden. Die Interpretation
muss unter Berlcksichtigung der klinischen Anamnese des Patienten und im Kontext weiterer diagnostischer Verfahren durch einen
erfahrenen Pathologen erfolgen.

Synonym
Cyclooxygenase-2

Zusammenfassung und Erklarung

Die Cyclooxygenase (COX)-Enzyme COX-1 und COX-2 sind bei der Biosynthese von Prostaglandinen der Arachidonsdure von groBer
Bedeutung. Humanes COX-1-Protein wird in den meisten Geweben und Funktionen zur Erhaltung der Homdostase des Gewebes
exprimiert. Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAIDs) verringern die Entziindungsreaktion, indem sie beide COX-Enzyme blockieren. COX-
2 ist ein 70 kD induzierbares Enzym, das fir die Prostaglandinsynthese an der Entziindungsstelle verantwortlich ist.> COX-2-Expression
steht auch in Verbindung mit Karzinogenese und spezifische COX-2-Inhibitoren wiesen Antitumor-Effekte auf.*®

Die COX-2-Expression, wie sie immunohistochemisch bestimmt wird, wurde bei verschiedenen normalen und neoplastischen Geweben
beschrieben. Bei den neoplastischen Geweben wurde in kolorektalen Adenokarzinomen eine heterogene zytoplasmische Expression von
COX-2 nachgewiesen, wahrend das normale angrenzende Gewebe eine schwache, und normales Gewebe des Darms keine Farbung
aufwies.®” Es wurden Expressionen des COX-2-Proteins in einigen Brust-Adenokarzinomen und angrenzenden Duktalkarzinomen in situ
gefunden. Mit RT-PCR wies COX-2 mRNA von Brusttumoren einen Anstieg iber die mRNA-Expression in gepaarten normalen Proben auf.®
Eine erhohte COX-2-Expression wurde in Lungenadenokarzinomen im Vergleich zur Expression normaler Bronchialepithelzellen
beobachtet.”® Die meisten Osophagus-Plattenepithelzellkarzinome und squamdsen Adenokarzinome wiesen eine heterogene
zytoplasmische COX-2-Expression auf, wahrend normale Osophagus-Plattenepithelzellen und Barrett-Mukosa eine schwache oder keine
Expression aufwiesen.'* Eine COX-2-Proteinexpression wurde sowohl in normalen Neuronen als auch in Astrozytomen nachgewiesen.'? Die
meisten primar malignen Melanome wiesen eine COX-2-Expression auf, wahrend benigne Naevi und das umliegende normale
Epithelgewebe negativ waren.® COX-2 wurde ebenfalls in folgenden Konditionen nachgewiesen: Adenokarzinom des Magens,*
Plattenepithelzellkarzinom des Kopfs und Nackens,® Pankreaskarzinom,®"” malignes Phaochromozytom,’®* Hodenkrebs™ und
Plattenepithelzellkarzinom der Blase.”® COX-2 wurde ebenfalls in einem Teil der Tumoren nachgewiesen: Ovarialkarzinom,
Prostatakarzinom,? invasives Transitionalzellkarzinom der Blase,? Nierenkarzinom* und Leberzellkarzinom.?

Folgende Angaben bitte den Allgemeinen Richtlinien zur immunhistochemischen Farbung von Dako bzw. den Anweisungen des
Detektionssystems fiur IHC-Verfahren entnehmen: 1) Verfahrensprinzipien, 2) Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien,
3) Aufbewahrung, 4) Vorbereitung der Probe, 5) Farbeverfahren, 6) Qualitatskontrolle, 7) Fehlerbehebung, 8) Auswertung der Farbung,
9) Allgemeine Beschrankungen.

Mitgelieferte Reagenzien
Monoklonaler Maus-Antikdrper in flussiger Form als Gewebekulturiiberstand in 0,05 mol/L Tris-HCI-Puffer, pH 7,2 und 0,015 mol/L
Natriumazid. Dieses Produkt enthélt ein Stabilisatorprotein.

Klon: CX-294* Isotyp : 1G4, kappa
Konzentration Maus-IgG mg/l: Siehe Flaschchenetikett.

M3617 kann in der IHC mit dem EnVision+™ Detektionssystem bei einer Verdinnung von 1:100 verwendet werden. Diese Angaben sind
nur Richtlinien. Optimale Antikdrperkonzentrationen kdnnen je nach Probe und Vorbereitungsmethode unterschiedlich sein und sollten von
jedem Labor selbst bestimmt werden.

Immunogen :
Synthetisches Peptid, entsprechend der Human-COX-2 Aminosauren 580-598"2
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Spezifitat

Klon CX-294 ist spezifisch fir das zur Immunisierung verwendete Peptid. In Experimenten mit der Western-Blot-Technik und der
Immunoprazipitation wurde gezeigt, dass CX-294 das induzierbare humane COX-2 mit IL-la oder PMA stimulierten humanen
Endothelzellen der Umbilikalvene identifiziert; Peptid-Blocking des Antikorpers mit dem COX-2 Immunogen eliminierte alle Reaktivitat.

Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien
Siehe Allgemeine Richtlinien zur immunhistochemischen Farbung von Dako und/oder Anweisungen des Detektionssystems. Empfohlene
Verdunnungsmittel fur IHC-Verfahren:
Antibody Diluent (Code S0809)
Die folgende Negativkontrolle wird fur IHC-Verfahren empfohlen:
Mouse IgG; (Code X0931)

Vorsichtsmafinahmen

1.  Nur fur Fachpersonal bestimmt.

2. Dieses Produkt enthalt Natriumazid (NaNs), eine in reiner Form auRerst giftige Chemikalie. Ansammlungen von NaN; kdnnen auch in
Konzentrationen, die nicht als gefahrlich klassifiziert sind, mit Blei- und Kupferabflussrohren reagieren und hochexplosive Metallazide
bilden. Nach der Entsorgung stets mit viel Wasser nachspilen, um Azidansammlungen in den Leitungen vorzubeugen.

3. Wie alle Produkte biologischen Ursprungs missen auch diese entsprechend gehandhabt werden.

4. Entsprechende Schutzkleidung tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.

5. Nicht verwendete Losung ist entsprechend 6rtlichen, bundesstaatlichen und staatlichen Richtlinien zu entsorgen.

Aufbewahrung

Bei 2-8 € aufbewahren. Nach Ablauf des auf dem Flaschchen aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr verwenden. Werden die
Reagenzien nicht entsprechend den angegebenen Bedingungen aufbewahrt, missen die Bedingungen vom Anwender gepruft werden. Es
gibt keine offensichtlichen Anzeichen fiir eine eventuelle Produktinstabilitat. 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
erklaren lasst und auf ein Problem mit dem Antikdrper hindeutet, ist der technische Kundendienst von Dako zu verstandigen.

Vorbereitung der Probe

Paraffinschnitte

Anti-COX-2 kann auf formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitten verwendet werden. Eine Vorbehandlung des Gewebes mit
proteolytischen Enzymen wird nicht empfohlen.

Vor dem IHC-Féarbeverfahren missen die entparaffinierten Gewebeschnitte mit Hitze behandelt werden.  Zur hitzeinduzierten
Epitopdemaskierung (heat-induced epitope retrieval, HIER) gehort ein Eintauchen der Gewebeschnitte in eine vorgewarmte Pufferlésung
und Wéarmeerhaltung in einem Wasser- oder Dampfbad(95-99 °C). Fur die bei 95-99 °C durchgefiihrte HIER ein 20-minutiges
Hitzeprotokoll verwenden; das Gefal mit Puffer und Objekttragern nach der Hitzebehandlung 20 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen
lassen. Grundlich mit Puffer oder entionisiertem Wasser spulen. Zur besseren Haftung der Gewebeschnitte an den Glasobjekttrager wird
die Verwendung von Silanized Slides (Code S3003) empfohlen. AuBerdem wird Target Retrieval Solution pH 9,0 (Code S2367 10-fach
konzentriert) empfohlen.

Gefrierschnitte und Zellausstriche
Anti-COX-2 kann zur Markierung von azetonfixierten Gefrierschnitten und Zellausstrichen verwendet werden.

Farbeverfahren
Das empfohlene Verfahren des ausgewahlten Detektionssystems befolgen.

Auswertung der Farbung
Das zellulare Farbemuster fiir Anti-COX-2 ist zytoplasmatisch.

Leistungsmerkmale
Normales Gewebe®

Gewebetyp (Anz. getestet) Gewebeelemente mit positi  ver Farbung

Adrenal (3) 3/3 Zytoplasma der Nebennierenrindenzellen
Knochenmark (3) 1/3 Zytoplasma der Granulozyten-Vorlaufer

Gehirn, Zerebellum (3) 0/3

Gehirn, Zerebellum (3) 3/3 schwache zytoplasmatische Farbung von Neuronen
Brust (3) 3/3 Zytoplasma der Brustepithelzellen

Zervix (3) 0/3

Darm (2) 1/2 Zytoplasma seltener Glandulazellen

Endometrium (3) 3/3 Zytoplasma der endometrialen glanduldren Epithelzellen
Osophagus (3) 3/3 Zytoplasma der skelettalen Muskeln

Herz (3) 3/3 schwache zytoplasmatische Farbung von Myozyten
Niere (3) 3/3 Zytoplasma der Nierentubuli

2/3 schwache Farbung des glomeruléaren Mesangiums
1/3 schwache zytoplasmatische Férbung von Glomeruli

Leber (3) 3/3 Zytoplasma der Hepatozyten und Epithelzellen des
Gallengangs
1/3 Zytoplasma der Kupffer-Zellen
Lunge (3) 3/3 Membran und Zytoplasma der intra-alveolaren Membran
2/3 Zytoplasma der Bronchialepithelzellen
Mesothelzellen (3) 0/3
Nerv, peripher (3) 0/3
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Eierstock (3)

1/3 Zytoplasma von Einschlusszystenzellen

Pankreas (3)

3/3 Zytoplasma von Azinuszellen und Gangen
3/3 Zytoplasma von Inselzellen

Nebenschilddriise (3)

3/3 Zytoplasma von Hauptzellen

Hypophyse (3)

3/3 Zytoplasma von Pituizyten in Adenohypophyse

Prostata (3)

3/3 Zytoplasma und ein Teil der Membrane von glandularen
Epithelzellen der Prostata

Speicheldrise (3)

3/3 Zytoplasma und ein Teil der Membrane von duktalen
Epithelzellen
2/3 Zytoplasma von Azinuszellen

Skelettmuskel (3)

1/3 Zytoplasma des Perimysiums

Haut (3)

3/3 Zytoplasma der Talgdriisen

Dunndarm (3) 0/3
Milz (3) 0/3
Magen (3) 3/3 Zytoplasma von Haupt- und Parietalzellen
Hoden (3) 0/3
Thymus (3) 3/3 Zytoplasma von Epithelzellen
Schilddruse (3) 1/3 Zytoplasma von Follikelepithelzellen
Mandeln (3) 0/3
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