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Intended use For in vitro diagnostic use.

Monoclonal Mouse Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor, Clone E30, is intended for use in immunohistochemistry (IHC). Results
aid in the classification of carcinomas expressing high levels of EGFR (1). Differential classification is aided by the results from a panel of
antibodies. The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies using proper controls
and should be evaluated within the context of the patient's clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist. This antibody
is intended to be used after the primary diagnosis of tumor has been made by conventional histopathology using nonimmunologic
histochemical stains.

Synonyms for antigen ErbB-1, HERL.

Summary and explanation Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) is a 170 kDa transmembrane glycoprotein belonging to a family of receptor tyrosine kinases
comprising four members, EGFR (ErbB-1, HER1), ErbB-2 (HER2/neu), ErbB-3 (HER3), and ErbB-4 (HER4). These receptors are
composed of an extracellular binding domain, a transmembrane lipophilic segment, and an intracellular protein tyrosine kinase domain
(deficient in HER3), with a regulatory carboxyl-terminal segment. They become activated upon homo- or heterodimerization, which could
be promoted either by ligand binding or by high receptor density due to overexpression. The ligands all contain an epidermal growth factor-
like domain, and at least six different ligands have been identified for the EGFR. Activation by dimerization results in receptor
autophosphorylation leading to recruitment of intracellular signalling pathways which are involved in the regulation of cell proliferation (2, 3).
EGFR may be found expressed in a wide range of normal epithelial tissues and in tumors derived thereof (1, 4).

Refer to Dako General Instructions for Immunohistochemical Staining or the detection system instructions of IHC procedures for: Principle
of Procedure; Materials Required, Not Supplied; Storage; Specimen Preparation; Staining Procedure; Quality Control; Troubleshooting;
Interpretation of Staining; General Limitations.

Reagent provided Monoclonal mouse antibody supplied in liquid form as purified 1gG from ascitic fluid. In 0.05 mol/L Tris-HCI, 15 mmol/L NaN3z, 1% bovine
serum albumin, pH 7.2.

Clone: E30. Isotype: IgG1, kappa.
Mouse 1gG concentration: see label on vial.
The protein concentration between lots may vary without influencing the optimal dilution. The titer of each individual lot is compared and

adjusted to a reference lot to ensure a consistent immunohistochemical staining performance from lot-to-lot.

Immunogen Purified, denatured epidermal growth factor receptor.

Specificity In CHO cells transfected with cDNA encoding wild type EGFR or EGFRUVIII protein, membranes are strongly labeled by the antibody,
whereas non-transfected CHO cells are negative.

=

Precautions For in vitro diagnostic use.

N

. For professional users.

This product contains sodium azide (NaNs), a chemical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardous, sodium azide 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.

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

w

o &

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

o

Unused solution 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 user must verify the conditions. 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: The antibody can be used for labeling paraffin-embedded tissue sections fixed in formalin. Pre-treatment of deparaffinized
tissues with proteinase K, trypsin (5) or pronase E (6) is required. Heat-induced epitope retrieval of tissues with Dako Target Retrieval
Solution, Code S1700, 10 mmol/L citrate buffer, pH 6.0, or 10 mmol/L Tris buffer, 1 mmol/L EDTA, pH 9 was found inefficient. The tissue
sections should not dry out during the treatment or during the following immunohistochemical staining procedure.

Frozen sections and cell preparations: The antibody can be used for labeling of acetone-fixed, frozen sections (5). The user must validate
the staining procedure.

Staining procedure These are guidelines only. Optimal conditions may vary depending on specimen type and preparation method, and should be validated
individually by each laboratory. The performance of this antibody should be established by the user when utilized with other manual staining
systems or automated platforms.

Dilution: Monoclonal Mouse Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), Code M7239, may be used at a dilution range of
1:25-1:50 when applied on formalin-fixed, paraffin-embedded sections of tonsil or planocellular carcinoma and using 5 minutes proteolytic
epitope retrieval with proteinase K (Code S3020), and 30 minutes incubation at room temperature with the primary antibody. The
recommended negative control is Dako Mouse IgG1, Code X0931, diluted to the same mouse IgG concentration as the primary antibody.
Unless the stability of the diluted antibody and negative control has been established in the actual staining procedure, it is recommended
to dilute these reagents immediately before use, or dilute in Dako Antibody Diluent, Code S0809.

Quality control: Positive and negative control tissues as well as negative control reagent should be run simultaneously using the same
protocol as the patient specimens.
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Staining interpretation
Performance characteristics

Visualization: Dako EnVision+/HRP kits, e.g. Code K4005, are recommended. Follow the procedure enclosed with the selected
visualization Kit.

Cells labeled by the antibody display staining predominantly of the cell membrane (5).

Normal tissues: In normal oral mucosa, the antibody gives intense membraneous labeling of epithelial cells. The labeling diminishes
progressively from the basal towards the most superficial cell layer (5).

Abnormal tissues: The antibody labeled 21/111 cases of breast cancer (6). In glioblastoma, the antibody showed medium to strong labeling
in about 75% of 55 cases (7). In 100 cases of oral squamous cell carcinomas divided in grade 1, 2 and 3 according to a patho-anatomical
grading of the tumor front, the antibody only labeled the basal layer of the epithelium in grade 1, intensively labeled many tumor cells in
grade 2 and nearly all tumor cells in grade 3 (8).

FRANCAIS

Utilisation prévue

Synonymes de l'antigéne

Résumé et explication

Réactif fourni

Immunogéne

Spécificité

Précautions d'emploi

Conservation

Préparation des échantillons

Procédure de coloration

Pour utilisation diagnostique in vitro.

L'anticorps Monoclonal Mouse Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor, Clone E30 est destiné a étre utilisé en
immunohistochimie (IHC). Les résultats facilitent la classification des carcinomes exprimant des niveaux élevés d'EGFR (1). La
classification différentielle est facilitée par les résultats provenant d'un panel d'anticorps. L'interprétation clinique de toute coloration ou son
absence doit étre complétée par des études morphologiques en utilisant des controles appropriés et doit étre évaluée en fonction des
antécédents cliniques du patient et d'autres tests diagnostiques par un pathologiste qualifié. Cet anticorps est destiné a étre utilisé apres
un diagnostic primaire de tumeur par histopathologie traditionnelle utilisant des colorations histochimiques non immunologiques.

ErbB-1, HER1.

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est une glycoprotéine transmembranaire de 170 kDa appartenant a une famille
de récepteurs tyrosine kinases composée de quatre membres : EGFR (ErbB-1, HER1), ErbB-2 (HER2/neu), ErbB-3 (HER3) et ErbB-4
(HER4). Ces récepteurs sont composés d'un domaine de liaison extracellulaire, d'un segment transmembranaire lipophile et d'un domaine
protéique tyrosine kinase intracellulaire (déficient en HER3) avec un segment carboxyl-terminal de régulation. Ils sont activés par
homodimérisation ou hétérodimérisation, qui peuvent étre favorisées soit par une liaison a un ligand, soit par une forte densité en récepteur
provoquée par une surexpression. Les ligands contiennent tous un domaine semblable au facteur de croissance épidermique et au moins
six ligands différents ont été identifiés pour 'lEGFR. L'activation par dimérisation engendre I'autophosphorylation du récepteur entrainant
alors le recrutement des voies de signalisation intracellulaire qui sont impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire (2, 3).

L'EGFR peut s'exprimer dans de nombreuses sortes de tissus épithéliaux sains et dans les tumeurs dérivées de ces tissus (1, 4).

Consulter le document General Instructions for Immunohistochemical Staining (Instructions générales de coloration immunohistochimique)
de Dako ou les instructions du kit de détection pour les procédures IHC : Principe de la procédure, Matériel requis mais non fourni,
Conservation, Préparation des échantillons, Procédure de coloration, Contréle de qualité, Dépannage, Interprétation de la coloration,
Limites générales.

Anticorps monoclonal de souris fourni sous forme liqguide comme IgG purifiée provenant du liquide d'ascite. Dans un tampon Tris-HCI &
0,05 mol/L, pH 7,2, & 15 mmol/L de NaNs et 1% de sérum albumine bovine.

Clone : E30. Isotype : 1gG1, kappa.
Concentration en 1gG de souris : Voir I'étiquette sur le flacon.

La concentration en protéines peut varier d'un lot a I'autre sans que cela influence la dilution optimale. Le titre de chaque lot est comparé
et ajusté par rapport a un lot de référence pour assurer des performances de coloration immunohistochimiques cohérentes d'un lot a l'autre.

Récepteur du facteur de croissance épidermique dénaturé purifié.

Dans les cellules CHO transfectées par I'ADNc codant pour EGFR de type sauvage ou la protéine EGFRVIII, des membranes sont fortement
marquées par l'anticorps, alors que les cellules CHO non transfectées sont négatives.

1. Pour utilisation diagnostique in vitro.
2. Pour utilisateurs professionnels.

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

4. Comme avec tout produit d'origine biologique, respecter les procédures de manipulation appropriées.
5. Porter un équipement de protection individuelle approprié pour éviter tout contact avec les yeux et la peau.
6. Les solutions non utilisées doivent étre éliminées conformément aux réglementations locales, nationales et européennes.

Conserver entre 2 et 8 °C. Ne pas utiliser apres 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'existe pas de signe particulier pour indiquer
l'instabilité de ce produit. Par conséquent, des contrdles positifs et négatifs doivent étre testés en méme temps que les échantillons de
patient. Si une coloration inattendue est observée, qui ne peut étre expliquée par des différences dans les procédures du laboratoire et
qu'un probléme lié a I'anticorps est suspecté, contacter l'assistance technique de Dako.

Coupes en paraffine : L'anticorps peut étre utilisé pour le marquage des coupes de tissus incluses en paraffine et fixées au formol. Le
prétraitement des tissus déparaffinés par la protéinase K, par la trypsine (5) ou par la pronase E (6) est nécessaire. La restauration
d'épitope induite par la chaleur obtenue avec la solution Dako Target Retrieval Solution, réf. S1700, dans un tampon citrate a 10 mmol/L
a pH 6,0 ou dans un tampon Tris a 10 mmol/L, EDTA a 1 mmol/L, a pH 9 s'est avérée inefficace pour les tissus. Les coupes de tissus ne
doivent pas sécher lors du traitement ni lors de la procédure de coloration immunohistochimique suivante.

Coupes congelées et préparations cellulaires : L'anticorps peut étre utilisé pour marquer des coupes congelées fixées a l'acétone (5).
L'utilisateur doit valider la procédure de coloration.

Il ne s'agit la que de conseils. Les conditions optimales peuvent varier en fonction du type de prélévement et de la méthode de préparation,
et doivent étre validées individuellement par chaque laboratoire. Les performances de cet anticorps doivent étre établies par I'utilisateur
lorsqu'il est utilisé avec d'autres systémes de coloration manuelle ou plates-formes automatisées.

Dilution : Le Monoclonal Mouse Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), réf. M7239, peut étre utilisé a une gamme de
dilution de 1:25 a 1:50 lorsqu'il est appliqué sur des coupes d'amygdale ou de carcinome épidermoide fixées au formol et incluses en
paraffine, en utilisant une restauration d'épitope protéolytique de 5 minutes dans la protéine K (réf. S3020) et une incubation de 30 minutes
avec |'anticorps primaire a température ambiante. Le controle négatif recommandé est le produit Dako Mouse IgG1, réf. X0931, dilué a la
méme concentration en 1gG de souris que l'anticorps primaire. A moins que la stabilité de I'anticorps dilué et du contréle négatif n'‘ait été
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Interprétation de la coloration
Performances

établie dans la procédure de coloration en cours, il est recommandé de diluer ces réactifs immédiatement avant utilisation ou de les diluer
avec le produit Dako Antibody Diluent, réf. S0809.

Contrdle de qualité : Les tissus de contrdle positifs et négatifs, ainsi que le réactif de contrle négatif, doivent étre testés en paralléle selon
le méme protocole que pour les échantillons de patients.

Visualisation : Il est recommandé d'utiliser les kits Dako EnVision+/HRP, réf. K4005. Suivre la procédure incluse dans le kit de visualisation
sélectionnée.

Les cellules marquées par I'anticorps présentent principalement une coloration de la membrane cellulaire (5).

Tissus sains : I'anticorps est a l'origine du marquage membranaire intense des cellules épithéliales des muqueuses buccales saines. Le
marquage diminue progressivement en commencant par la couche cellulaire de base et en direction de la couche la plus superficielle (5).

Tissus anormaux : L'anticorps a marqué 21 cas sur 111 de cancer du sein (6). Sur les 55 cas de gliobastomes, I'anticorps a montré un
marquage moyen a fort dans environ 75% des cas (7). Sur les 100 cas de carcinomes épidermoides buccaux divisés en grades 1, 2 et
3 en fonction d'un classement anatomopathologique du front d'invasion de la tumeur, I'anticorps a uniguement marqué la couche basale
de I'épithélium au grade 1, il a marqué intensivement de nombreuses cellules tumorales au grade 2 et presque toutes les cellules tumorales
au grade 3 (8).

DEUTSCH

Verwendungszweck

Synonyme flr das Antigen

Zusammenfassung
und Erkléarung

Geliefertes Reagenz

Immunogen

Spezifitat

VorsichtsmaRnahmen

Lagerung

Gewebevorbereitung

Zur In-vitro-Diagnostik.

Monoclonal Mouse Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor, Clone E30 ist zur Verwendung in der Immunhistochemie (IHC)
bestimmt. Die Ergebnisse unterstiitzen die Klassifizierung von Karzinomen mit hochgradiger EGFR-Expression (1). Die
Differenzialklassifikation wird durch die Ergebnisse eines Antikérper-Panels unterstitzt. Die klinische Auswertung einer eintretenden oder
ausbleibenden Farbung sollte durch morphologische Studien mit geeigneten Kontrollen ergénzt werden und von einem qualifizierten
Pathologen unter Beriicksichtigung der Krankengeschichte und anderer diagnostischer Tests des Patienten vorgenommen werden. Dieser
Antikorper kommt nach der Priméardiagnose des Tumors durch konventionelle Histopathologie unter Verwendung von nicht
immunologischen histochemischen Farbungen zum Einsatz.

ErbB-1, HER1.

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) ist ein Transmembran-Glykoprotein von 170 kDa und gehort zu einer Familie von
Rezeptor-Tyrosinkinasen mit den vier Mitgliedern EGFR (ErbB-1, HER1), ErbB-2 (HER2/neu), ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 (HER4). Diese
Rezeptoren bestehen aus einer extrazelluldren Bindungsdoméne, einem transmembranérem lipophilem Segment und einer intrazellularen
Protein-Tyrosinkinase-Doméne (in HER3 defizient) mit regulatorischem C-Terminus-Segment. Die Aktivierung erfolgt bei einer Homo- oder
Heterodimerisierung, die entweder durch eine Ligandenbindung oder durch hohe Rezeptordichte aufgrund einer Uberexpression geférdert
wird. Die Liganden enthalten jeweils eine dem epidermalen Wachstumsfaktor &hnelnde Doméane, und mindestens sechs verschiedene
Liganden wurden fiir den EGFR identifiziert. Die Aktivierung durch die Dimerisierung fiihrt zur Auto-Phosphorylierung des Rezeptors und
diese wiederum zur Rekrutierung intrazellularer Signaltransduktionswege, die an der Regulierung der Zellproliferation beteiligt sind (2, 3).

EGFR kann in verschiedensten normalen Epithelgeweben und in den von diesen Geweben abstammenden Tumoren exprimiert werden
1, 4).

Folgende Angaben bitte den General Instructions for Immunohistochemical Staining (Allgemeine Richtlinien zur immunhistochemischen
Farbung) von Dako bzw. den Anweisungen des Detektionssystems fiir IHC-Verfahren entnehmen: Verfahrensprinzipien, Erforderliche,
aber nicht mitgelieferte Materialien, Lagerung, Gewebevorbereitung, Farbeverfahren, Qualitatskontrolle, Fehlerbehandlung, Auswertung
der Farbung, Allgemeine Beschrankungen.

Monoklonale Maus-Antikérper in flissiger Form als gereinigte 1gG aus Aszitesflissigkeit. In 0.05 mol/L Tris/HCI, 15 mmol/L NaNs, 1%
Rinderserum-Albumin, pH 7.2.

Klon: E30. Isotyp: 1gG1, Kappa.
Konzentration von Maus-IgG: Siehe Behaélteretikett.

Die Proteinkonzentration kann zwischen Chargen abweichen, ohne die optimale Verdiinnung zu beeinflussen. Der Titer jeder Charge wird
mit dem einer Referenzcharge verglichen und dieser angeglichen, um konstante immunhistochemische Farbeergebnisse zwischen den
Chargen zu gewabhrleisten.

Gereinigter, denaturierter epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor.

In CHO-Zellen, die mit dem cDNA-codierenden Wilddtyp des EGFR- oder EGFRVIII-Proteins transfiziert wurden, werden Membrane stark
vom Antikérper markiert, wogegen nicht-transfizierte CHO-Zellen negativ sind.

L

Zur In-vitro-Diagnostik.
2. Fur Fachpersonal.

w

. Dieses Produkt enthalt Natriumazid (NaNs), eine in reiner Form &uferst giftige Chemikalie. Bei den in diesem Produkt verwendeten
Konzentrationen kann Natriumazid, obwohl nicht als geféhrlich klassifiziert, mit in Wasserleitungen vorhandenem Blei oder Kupfer
reagieren und zur Bildung von hochexplosiven Metallazid-Anreicherungen fiihren. Nach der Entsorgung muss mit reichlich Wasser
nachgespult werden, um Metall-Azid-Anreicherung zu vermeiden.

. Wie alle Produkte biologischen Ursprungs miissen auch diese entsprechend gehandhabt werden.
. Geeignete personliche Schutzausriistung (PSA) tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.

o O b~

. Nicht verwendete Ldsung ist entsprechend ortlichen, staatlichen und EU-rechtlichen Richtlinien zu entsorgen.

Bei 2-8 °C lagern. Nach Ablauf des auf dem Behélter aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr verwenden. Werden die Reagenzien unter
anderen als den angegebenen Bedingungen aufbewahrt, missen diese Bedingungen vom Benutzer Uberprift werden. Es gibt keine
offensichtlichen Anhaltspunkte fur die mogliche Instabilitat dieses Produkts. Es sollten daher die Positiv- und Negativkontrollen gleichzeitig
mit den Patientengewebeproben mitgefiihrt werden. Wenn eine unerwartete Anfarbung beobachtet wird, welche durch Anderungen in den
Labormethoden nicht erklart werden kann, und falls Verdacht auf ein Problem mit dem Antikorper besteht, ist Kontakt mit dem technischen
Kundendienst von Dako aufzunehmen.

Paraffinschnitte: Der Antikdrper kann fur die Markierung von paraffineingebetteten, formalinfixierten Gewebeschnitten verwendet werden.
Die Vorbehandlung entparaffinierten Gewebes durch Proteinase K, Trypsin (5) oder Pronase E (6) ist erforderlich. Die hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung mit Dako Target Retrieval Solution, Code-Nr. S1700, 10 mmol/L Citratpuffer, pH 6.0 oder 10 mmol/L Tris-Puffer,
1 mmol/L EDTA, pH 9.0 erwies sich als wirkungslos. Wahrend der Gewebevorbehandlung oder wéhrend des anschlieRenden
immunhistochemischen Farbeverfahrens diirfen die Gewebeschnitte nicht austrocknen.

Gefrierschnitte und Zellpréparate: Der Antikorper eignet sich zur Markierung von azetonfixierten Gefrierschnitten (5). Das Farbeverfahren
muss vom Anwender validiert werden.
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Farbeverfahren Diese Angaben sind nur Richtlinien. Optimale Bedingungen kénnen je nach Gewebetyp und Vorbereitungsverfahren unterschiedlich sein

und sollten vom jeweiligen Labor selbst ermittelt werden. Die Leistung dieses Antikorpers sollte vom Benutzer bei einem Einsatz mit
anderen manuellen Farbesystemen oder automatisierten Systemen ermittelt werden.

Verdiinnung: Monoclonal Mouse Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), Code-Nr. M7239, kann auf formalinfixierten,
paraffineingebetteten Schnitten von Mandelgewebe oder planozellularem Karzinom bei einer proteolytischen Epitopdemaskierung von
5 Minuten in Proteinase K (Code-Nr. S3020) und einer 30-minutigen Inkubation mit dem priméren Antikérper bei Raumtemperatur in einem
Verdinnungsbereich zwischen 1:25 und 1:50 verwendet werden. Als Negativkontrolle wird Dako Mouse 1gG1, Code-Nr. X0931, empfohlen,
das auf dieselbe Konzentration an Maus-1gG wie der primére Antikdrper verdinnt wurde. Falls die Stabilitat des verdinnten Antikdrpers
und der Negativkontrolle fir das verwendete Farbeverfahren nicht erwiesen ist, wird empfohlen, diese Reagenzien unmittelbar vor der
Verwendung bzw. in Dako Antibody Diluent, Code-Nr. S0809, zu verdunnen.

Qualitéatskontrolle: Positiv- und Negativkontrollgewebe sowie Negativ-Kontrollreagenz sollten zur gleichen Zeit und mit demselben Protokoll
wie die Patientengewebe getestet werden.

Detektionssystem: Dako EnVision+/HRP Kits (z. B. Code-Nr. K4005) werden empfohlen. Das fur das ausgewahlte Detektionssystem
beschriebene Verfahren befolgen.

Auswertung der Farbung Mit diesem Antikérper markierte Zellen weisen eine vorwiegend auf die Zellmembrane beschréankte Farbung auf (5).

Leistungseigenschaften Normale Gewebe: In normaler Mundschleimhaut bewirkt der Antikdrper eine intensive Membranmarkierung der Epithelzellen. Die

Markierung nimmt von der basalen Schicht zur oberflachlichsten Zellschicht hin immer weiter ab (5).

Anormale Gewebe: Der Antikdrper markierte 21 von 111 Féllen von Brustkrebs (6). Bei Glioblastomen zeigte der Antikdrper eine mittlere
bis starke Markierung in etwa 75% von 55 Féllen (7). In 100 Fallen von Plattenepithelkarzinomen des Mundes, die gemaf einer patho-
anatomischen Einteilung der Tumorfront in Grad 1, 2 und 3 eingeteilt wurden, markierte der Antikdrper lediglich die Basalschicht des
Epithels bei Grad 1; bei Grad 2 wurden zahlreiche Tumorzellen und bei Grad 3 nahezu alle Tumorzellen intensiv markiert (8).
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Explanation of symbols/ Légende des symboles/ Erlauterung der Symbole
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In' V|tro-(f|agr’10.st|c med!cal dev.lce Batch code
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