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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per L’uso

Si prega di leggere, prima di usare il prodotto.
Gebrauchsanweisung

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de Uso

Por favor, leer antes de utilizar este producto.
Instrucées de Utilizagao

Leia estas instrugdes antes de utilizar este produto.
Instruktioner vid Anvandning

Var god l&s innan ni anvander produkten.
O&nyieg Xpriong

Mapakaloupe dlaBAoTe TIG 0dNYiEG TTPIV
XPNOIUOTIOINCETE TO TTPOIOV AUTO.
Brugsanvisning

Lees venligst for produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen voor gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne fer du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

Lutfen bu Griind kullanmadan 6nce okuyunuz.
UHcTpyKkumumu 3a ynotpeba

Monsi, npoyeteTe npeamn ynotpeba Ha TO3M NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznélatba vétele elétt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni inainte de a utiliza produsul.

MHCprKLWIﬂ no npuMmeHeHur
lMpoytute nepea NpyMeHeHWeM 3Toro NpPoAyKTa.
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Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczytac
instrukcje.

Navodila za uporabo

Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti

Ctéte pred pouzitim tohoto vyrobku.

Navod na pouzitie

Prosim, preéitajte si ho pred pouzitim produktov.

Check the integrity of the packaging before use.
Veérifier que le conditionnement est en bon état
avant I'emploi.

Prima dell’'uso, controllare I'integrita della confezione.
Vor dem Gebrauch die Verpackung auf
Unversehrtheit Uberprifen.

Comprobar la integridad del envase, antes de usarlo.
Verifique a integridade da embalagem antes de
utilizar o produto.

Kontrollera att paketet ar obrutet innan anvandning.
EAéyETe TNV akepaldTNTA TNG CUCKEUATIAG TIPIV ATTO
™ Xenon.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget fgr brug.
Controleer de verpakking voér gebruik.

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan énce ambalajin bozulmamis olmasini
kontrol edin.

MpoBepeTe LienocTTa Ha onakoBkaTa npeau
ynotpeba.

Hasznalat elétt ellendrizze a csomagolas épségét.
Verificati integritatea ambalajului inainte de a utiliza
produsul.

Mepen npumeHeHnem ybeautech B LIENOCTHOCTU
ynakoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie
jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

PFed pouzitim zkontrolujte neporu$enost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, ¢i balenie nie je porusené.
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BOND™ Ready-to-Use Primary Antibody
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Catalog No: PA0831

Intended Use

This reagent is for in vitro diagnostic use.

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) monoclonal antibody is intended to be used for the qualitative identification by light microscopy
of endogenous ALK and ALK fusion proteins in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue by immunohistochemical staining using the
automated BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system).

The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies and proper controls and
should be evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Summary and Explanation

Immunohistochemical techniques can be used to demonstrate the presence of antigens in tissue and cells (see “Using BOND Reagents”
in your BOND user documentation). Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primary antibody is a ready to use product that has been
specifically optimized for use with BOND Polymer Refine Detection. The demonstration of endogenous ALK and ALK fusion proteins is
achieved by first allowing the binding of Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) to the section, and then visualizing this binding using the
reagents provided in the detection system. The use of these products, in combination with the automated BOND system (includes Leica
BOND-MAX system and Leica BOND-III system), reduces the possibility of human error and inherent variability resulting from individual
reagent dilution, manual pipetting and reagent application.

Reagents Provided
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) is a mouse anti-human monoclonal antibody produced as a tissue culture supernatant, and supplied
in Tris buffered saline with carrier protein, containing 0.35 % ProClin™ 950 as a preservative.

Total volume =7 mL.

Clone
5A4

Immunogen

Prokaryotic recombinant protein corresponding to a region which spans the tyrosine kinase catalytic domain and part of the C-terminus
of the NPM-ALK transcript (419-520 amino acids).

Specificity
Human ALK protein and C-terminal ALK fusion proteins containing the immunized target sequence.

Ig Class
1gG1

Total Protein Concentration
Approx 10 mg/mL.

Antibody Concentration
Greater than or equal to 2.6 mg/L as determined by ELISA.

Dilution and Mixing
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primary antibody is optimally diluted for use on the BOND system (includes Leica BOND-MAX
system and Leica BOND-III system). Reconstitution, mixing, dilution or titration of this reagent is not required.

Materials Required But Not Provided
Refer to “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation for a complete list of materials required for specimen treatment and
immunohistochemical staining using the BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system).

Storage and Stability

Store at 2-8 °C. Do not use after the expiration date indicated on the container label.

The signs indicating contamination and/or instability of Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) are: turbidity of the solution, odor
development, and presence of precipitate.

Return to 2-8 °C immediately after use.

Storage conditions other than those specified above must be verified by the user’.

Precautions

< This product is intended for in vitro diagnostic use.

« The concentration of ProClin™ 950 is 0.35 %. It contains the active ingredient 2-methyl-4-isothiazolin-3-one, and may cause irritation
to the skin, eyes, mucous membranes and upper respiratory tract. Wear disposable gloves when handling reagents.

« To obtain a copy of the Material Safety Data Sheet contact your local distributor or regional office of Leica Biosystems, or alternatively,
visit the Leica Biosystems’ Web site, www.LeicaBiosystems.com
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« Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them, should be handled as if capable of transmitting infection and
disposed of with proper precautions?. Never pipette reagents by mouth and avoid contacting the skin and mucous membranes with
reagents or specimens. If reagents or specimens come in contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water. Seek
medical advice.

« Consult Federal, State or local regulations for disposal of any potentially toxic components.

« Minimize microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur.

« Retrieval, incubation times or temperatures other than those specified may give erroneous results. Any such change must be
validated by the user.

Instructions for Use

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primary antibody was developed for use on the automated BOND system (includes Leica BOND-
MAX system and Leica BOND-III system) in combination with BOND Polymer Refine Detection. The recommended staining protocol for
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primary antibody is IHC Protocol F. Heat induced epitope retrieval is recommended using BOND
Epitope Retrieval Solution 2 for 30 minutes.

Results Expected

Normal Tissues

Clone 5A4 detected Anaplastic Lymphoma Kinase protein in some neuroendocrine cells of the pituitary gland and small intestine,
alveolar macrophages in lung and a proportion of prostatic stromal cells. All other tissues tested were negative. (Total number of normal
cases evaluated = 130).

Tumor Tissues

Clone 5A4 stained 5/27 anaplastic large cell lymphomas and 2/5 large cell carcinoma of the lung. No staining was observed in a variety
of additional abnormal tissues evaluated, including lung tumours (0/68), breast tumours (0/5), thyroid tumours (0/5), tumours of the colon
(0/4), liver tumours (0/4), metastatic tumours (0/4), tumours of the oesophagus (0/3), stomach (0/3), and head and neck (0/3), ovarian
tumours (0/3), tumours of the adrenal gland (0/2), bladder tumours (0/2), brain tumours (0/2), tumours of the small intestine (0/2), rectal
tumours (0/2), kidney tumours (0/2), tumours of the lymph node (0/2), salivary gland (0/2), testis (0/2), cervix (0/2) and endometrium
(0/2), an osteosarcoma (0/1), a pancreatic adenocarcinoma (0/1), an adenocarcinoma of the prostate (0/1), a hyperplastic prostate, (0/1),
a squamous cell carcinoma of the skin (0/1) and a melanoma (0/1). (Total number of abnormal tissues evaluated = 162).
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) is recommended to aid in the evaluation and expression of endogenous ALK and ALK

fusion proteins, in normal and neoplastic tissues. as an adjunct to conventional histopathology using non-immunologic
histochemical stains.

Product Specific Limitations

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) has been optimized at Leica Biosystems for use with BOND Polymer Refine Detection and BOND
ancillary reagents. Users who deviate from recommended test procedures must accept responsibility for interpretation of patient
results under these circumstances. The protocol times may vary, due to variation in tissue fixation and the effectiveness of antigen
enhancement, and must be determined empirically. Negative reagent controls should be used when optimizing retrieval conditions and
protocol times.

Troubleshooting
Refer to reference 3 for remedial action.
Contact your local distributor or the regional office of Leica Biosystems to report unusual staining.

Further Information

Further information on immunostaining with BOND reagents, under the headings Principle of the Procedure, Materials Required,
Specimen Preparation, Quality Control, Assay Verification, Interpretation of Staining, Key to Symbols on Labels, and General Limitations
can be found in “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation.

Bibliography
1. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.

2. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.

3. Bancroft JD and Stevens A. Theory and Practice of Histological Techniques. 4th Edition. Churchill Livingstone, New York. 1996.

4. Li XQ, Hisaoka M, Shi DR et al. Expression of anaplastic lymphoma kinase in soft tissue tumors: an immunohistochemical and
molecular study of 249 cases. Human Pathology. 2004; 35:711-721

5. Savic S, Bode B, Diebold J et al. Detection of ALK-positive non-small-cell lung cancers on cytological specimens: high accuracy of
immunocytochemistry with the 5A4 clone. Journal of Thoracic Oncology. 2013; 8(8):1004-11

6. Savic S, Diebold J, Zimmermann AK et al. Screening for ALK in non-small cell lung carcinomas: 5A4 and D5F3 antibodies perform
equally well, but combined use with FISH is recommended. Lung Cancer. 2015; 89 (2):104-9

7. Williams AS, Greer W, Bethune D et al. ALK+ lung adenocarcinoma in never smokers and long-term ex-smokers: prevalence and
detection by immunohistochemistry and fluorescence in situ hybridisation. Virchows Archiv: an international journal of pathology.
2016; 469(5):533-540

8. Barreca A, Lasorsa E, Riera L et al. Anaplastic lymphoma kinase in human cancer. Journal of Molecular Endocrinology. 2011;
47(1):R11-R23

9. Zhao Z, Verma V. and Zhang M. Anaplastic lymphoma kinase: Role in cancer and therapy perspective. Cancer Biology and Therapy.
2015; 16(12):1691-701

Date of Issue
30 November 2018

PA0831
Page 3



Anticorps Primaire Prét A L’emploi BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

Référence: PA0831

Utilisation Prévue
Ce réactif est destiné au diagnostic in vitro.

L’anticorps monoclonal Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) est destiné a I'identification qualitative par microscopie optique des protéines
endogenes ALK et de fusion ALK dans des tissus fixés au formol et enrobés de paraffine par marquage immunohistochimique a l'aide du
systeme BOND automatisé (qui comprend les systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III).

L'interprétation clinique de tout marquage ou de son absence doit &tre complétée par des études morphologiques utilisant des contréles
appropriés et évaluée dans le contexte des antécédents cliniques du patient et des autres tests diagnostiques par un pathologiste qualifié.

Résumé et Explications

Des techniques immunohistochimiques peuvent étre utilisées pour prouver la présence d’antigénes dans les tissus et les cellules (voir

« Utilisation des réactifs BOND » dans la documentation utilisateur BOND). L'anticorps primaire Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

est un produit prét a 'emploi qui a été spécialement optimisé pour une utilisation avec le systtme BOND Polymer Refine Detection. La
présence des protéines endogenes ALK et de fusion ALK est démontrée en permettant d’abord la liaison de la Anaplastic Lymphoma
Kinase (5A4) a la coupe, puis la visualisation de cette liaison en utilisant les réactifs fournis dans le systéme de détection. L'utilisation de
ces produits avec le systtme BOND automatisé (qui comprend les systemes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III) réduit la possibilité
d’erreur humaine et la variabilité inhérente qui résulte de la dilution de réactifs individuels, du pipetage manuel et de I'application des
réactifs.

Réactifs Fournis

La Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) est un anticorps monoclonal anti-humain de la souris produit comme un surnageant de culture
tissulaire et conditionné dans une solution saline tamponnée au Tris avec protéine porteuse, contenant un conservateur constitué de
0,35 % de ProClin™ 950

Volume total =7 mL.

Clone
5A4

Immunogéne

Protéine recombinante procaryote correspondant a une région qui couvre le domaine catalytique de tyrosine-kinase et une partie du
C-terminus du transcrit NPM-ALK (acides aminés 419-520).

Spécificité
La protéine humaine ALK et les protéines de fusion ALK et C-terminal contiennent la séquence cible immunisée

Classe d’lg
1gG1

Concentration Totale en Protéine
Environ 10 mg/mL.

Concentration en Anticorps
Supérieure ou égale a 2,6 mg/L déterminée par ELISA.

Dilution et Mélange

L’anticorps primaire Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) est dilué de maniére optimale pour une utilisation avec le systéme BOND
(qui comprend les systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III). Il n’est pas nécessaire de reconstituer, mélanger, diluer ou titrer ce
réactif.

Matériel Nécessaire Mais Non Fournis

Consultez la section « Utilisation des réactifs BOND » de votre documentation utilisateur BOND pour obtenir la liste compléte des
matériaux requis pour le traitement et le marquage immunohistochimique des échantillons a I'aide du systéme BOND (qui comprend les
systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III).

Conservation et Stabilité
Stocker entre 2 et 8 °C. Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption indiquée sur I'étiquette du flacon.

Les signes indiquant une contamination ou une instabilité de la Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) sont les suivants : turbidité de la
solution, développement d’une odeur et présence de précipité.

Remettre immédiatement entre 2 °C et 8 °C aprés utilisation.
Les conditions de conservation autres que celles qui sont spécifiées ci-dessus doivent faire I'objet d’une vérification par I'utilisateur’.

Précautions

« Ce produit est congu pour le diagnostic in vitro.

« La concentration de ProClin™ 950 est de 0,35 %. Contient du 2-méthyl-4-isothiazoline-3-one (principe actif) et peut entrainer des
irritations de la peau, des yeux, des muqueuses et des voies aériennes supérieures. Porter des gants jetables lors de la manipulation
des réactifs.

« Pour obtenir une copie de la fiche technique des substances dangereuses, contactez votre distributeur local ou le bureau régional de
Leica Biosystems, ou allez sur le site Web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
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« Les échantillons avant et apres fixation, ainsi que tous les matériaux exposés a ces échantillons, doivent étre traités comme s'ils
étaient susceptibles de transmettre une infection et éliminés avec les précautions qui s'imposent?. Ne jamais pipeter les réactifs a la
bouche et éviter le contact de la peau et des membranes muqueuses avec les réactifs ou les échantillons. Rincer abondamment a
I'eau en cas de contact des réactifs ou des échantillons avec des zones sensibles. Consulter un médecin.

« Consulter les réglementations nationales, régionales ou locales relatives a I'élimination des composants potentiellement toxiques.

+ Minimiser la contamination microbienne des réactifs afin d’éviter tout accroissement du marquage non spécifique.

* Les méthodes de récupération ou les durées ou températures d’incubation autres que celles précisées peuvent donner des résultats
erronés. Tout changement de ce type doit étre validé par I'utilisateur.

Mode d’emploi

L’anticorps primaire Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) a été développé pour étre utilisé sur le systtme BOND automatisé (qui
comprend les systemes Leica BOND-MAX et Leica BOND-III), en combinaison avec le systtme BOND Polymer Refine Detection. Le
protocole de marquage recommandé pour I'anticorps primaire Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) est I'lHC Protocol F. La récupération
d’épitopes induite par la chaleur est recommandée avec le systtme BOND Epitope Retrieval Solution 2 durant 30 minutes.

Résultats Attendus

Tissus sains

Le clone 5A4 a détecté la protéine kinase du lymphome anaplasique dans certaines cellules neuroendocrines de I'hypophyse et de
l'intestin gréle, les macrophages alvéolaires dans le poumon et une partie des cellules stromales de la prostate. Tous les autres tissus
testés étaient négatifs. (Nombre total de cas normaux évalués = 130).

Tissus tumoraux

Le clone 5A4 a marqué 5/27 lymphomes anaplasiques a grandes cellules et 2/5 carcinomes pulmonaires a grandes cellules. Aucun
marquage n'a été observé dans divers tissus anormaux supplémentaires évalués, dont les tumeurs pulmonaires (0/68), les tumeurs du
sein (0/5), les tumeurs de la thyroide (0/5), les tumeurs du colon (0/4), les tumeurs du foie (0/4), les tumeurs métastatiques (0/4), les
tumeurs de I'cesophage (0/3), de I'estomac (0/3), et de la téte et du cou (0/3), les tumeurs ovariennes (0/3), les tumeurs des glandes
surrénales (0/2), les tumeurs de la vessie (0/2), les tumeurs du cerveau (0/2), les tumeurs de l'intestin gréle (0/2), les tumeurs rectales
(0/2), les tumeurs rénales (0/2), les tumeurs du ganglion lymphatique (0/2), des glandes salivaires (0/2), des testicules (0/2), du col de
l'utérus (0/2) et de 'endométre (0/2), un ostéosarcome (0/1), un adénocarcinome du pancréas (0/1), un adénocarcinome de la prostate
(0/1), une prostate hyperplasique (0/1), un carcinome a cellules squameuses de la peau (0/1) et un mélanome (0/1). (Nombre total de
tissus anormaux évalués = 162).

La Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) est recommandée pour aider a I’évaluation et a I’expression des protéines ALK et de

fusion ALK endogénes dans les tissus normaux et néoplasiques. en complément a I’histopathologie traditionnelle utilisant des
marqueurs histochimigues non immunologiques.

Limites Spécifiques du Produit

La Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) a été optimisée chez Leica Biosystems pour une utilisation avec le systeme BOND Polymer
Refine Detection et les réactifs auxiliaires BOND. Les utilisateurs qui s’écartent des procédures de test recommandées doivent accepter
la responsabilité de I'interprétation des résultats de patient dans ces circonstances. Les durées de protocole peuvent varier en raison de
différences dans la fixation de tissu et de I'efficacité de 'amélioration de I'antigéne, et doivent étre déterminées de maniere empirique.
Des réactifs de controle négatifs doivent étre utilisés lors de I'optimisation des conditions de récupération et des durées de protocole.

Identification des Probléemes
Consultez la référence 3 pour les mesures correctives.
Contactez le distributeur local ou le bureau régional de Leica Biosystems pour signaler un marquage inhabituel.

Autres informations

De plus amples informations concernant 'immunomarquage avec les réactifs BOND sont présentes dans le guide « Utilisation des réactifs
BOND » de la documentation utilisateur BOND, sous les rubriques Principes des modalités opératoires, Matériel nécessaire, Préparation
de I'échantillon, Contréle de qualité, Vérification d’analyse, Interprétation du marquage, Légendes des symboles sur les étiquettes, et
Limites générales.
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Anticorpo Primario Pronto All’uso BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
N. catalogo: PA0831

Uso Previsto
Questo reagente & per uso diagnostico in vitro.

L’anticorpo monoclonale Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) & destinato all'identificazione qualitativa in microscopia ottica delle proteine
endogena ALK e di fusione ALK in tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina, sottoposti a colorazione immunoistochimica con il
sistema automatizzato BOND (che include i sistemi Leica BOND-MAX e Leica BOND-III).

L'interpretazione clinica di qualsiasi colorazione o della sua assenza deve essere completata da studi morfologici usando controlli
appropriati e va valutata nel contesto della storia clinica del paziente e di qualsiasi altro test diagnostico da parte di un patologo
qualificato.

Sommario e Speigazione

Grazie alle tecniche di immunoistochimica € possibile dimostrare la presenza di antigeni nel tessuto e nelle cellule (vedere “Uso dei
reagenti BOND” nella documentazione per 'utente BOND). L’anticorpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) & un prodotto di
pronto uso, specificamente ottimizzato per I'impiego con BOND Polymer Refine Detection. La dimostrazione di proteine endogene

ALK e di fusione ALK viene conseguita consentendo il legame della Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) alla sezione tissutale e,
successivamente, visualizzando 'avvenuto legame tramite i reagenti forniti con il sistema. L'uso di questi prodotti, in combinazione con
il sistema automatizzato BOND (include il sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III), riduce la possibilita di errore umano e
variabilita inerente dovuti alla singola diluizione del reagente, al pipettamento manuale e all'applicazione del reagente.

Reagenti Forniti

La Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) € un un anticorpo monoclonale anti-umano murino prodotto come surnatante di coltura tissutale
e fornito in soluzione salina tamponata Tris con proteina carrier, contenente 0,35% di ProClin™ 950 come conservante.

Volume totale = 7 mL.

Clone
5A4

Immunogeno

Proteina ricombinante procariotica corrispondente a una regione estesa al dominio catalitico della tirosin-chinasi e a parte dell’'estremita
C-terminale del trascritto NPM-ALK (419-520 amino acidi).

Specificita
La proteina ALK umana e I'estremita C-terminale delle proteine di fusione ALK contengono la sequenza target di immunizzazione

Classe Ig
IgG1

Concentrazione Proteica Totale
Circa 10 mg/mL.

Concentrazione Dell’anticorpo
Superiore o uguale a 2,6 mg/L, determinata mediante ELISA.

Diluizione e Miscelazione

L’anticorpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ¢ diluito alla concentrazione ottimale per I'uso con il sistema BOND (che include
il sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III). Questo reagente non necessita di ricostituzione, miscelazione, diluizione né
titolazione.

Materiale Necessario Non Fornito

Fare riferimento a “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per I'utente di BOND per I'elenco completo dei materiali necessari per
il trattamento e la colorazione immunoistochimica dei campioni con il Sistema BOND (che include i sistemi Leica BOND-MAX e Leica
BOND-III).

Conservazione e Stabilita
Conservare a 2-8 °C. Non utilizzare dopo la data di scadenza indicata sull’etichetta del flacone.

| segni di contaminazione e/o di instabilita della Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) sono: torbidita della soluzione, sviluppo di odori e
presenza di precipitato.

Immediatamente dopo I'uso, raffreddare di nuovo a 2-8 °C.
Condizioni di conservazione diverse da quelle specificate sopra devono essere verificate dall’utilizzatore'.

Precauzioni
« |l presente prodotto & destinato all'uso diagnostico in vitro.

» La concentrazione di ProClin™ 950 & pari allo 0,35%. Contiene il principio attivo 2-metil-4-isotiazolin-3-one, e puo causare irritazione
alla pelle, agli occhi, alle mucose e al tratto respiratorio superiore. Indossare guanti coibentati quando si maneggiano i reagenti.

PA0831
Page 6



« Per ottenere una copia della Scheda di sicurezza sui materiali, rivolgersi al distributore di zona o all’ufficio regionale di Leica
Biosystems. In alternativa, visitare il sito Web di Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

« | campioni, prima e dopo la fissazione, e tutti i materiali a essi esposti, devono essere manipolati come se fossero in grado di
trasmettere infezioni e smaltiti con le dovute precauzioni?. Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare che i reagenti o i
campioni vengano a contatto con la pelle o le mucose. Se i reagenti o i campioni biologici vengono a contatto con aree sensibili del
corpo, lavare le parti interessate con abbondanti quantita d’acqua e consultare un medico.

« Per lo smaltimento di eventuali componenti potenzialmente tossici consultare i regolamenti nazionali, regionali o locali.

« Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti, allo scopo di evitare un aumento di colorazione aspecifica.

« Tempi di recupero o incubazione o temperature diversi da quelli specificati possono generare risultati erronei. Qualsiasi cambiamento
del genere deve essere convalidato dall’utilizzatore.

Istruzioni per L’'uso

L’anticorpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ¢ stato sviluppato per I'uso con i sistemi automatizzati BOND (che include
i sistemi Leica BOND-MAX e Leica BOND-III) in combinazione con il BOND Polymer Refine Detection. Il protocollo di colorazione
consigliato per I'anticorpo primario Chinasi del linfoma anaplastico (5A4) € IHC Protocol F. Si raccomanda il recupero dell’epitopo
mediante calore con BOND Epitope Retrieval Solution 2 per 30 minuti.

Risultati Attesi

Tessuti normali

Il clone 5A4 ha rilevato la presenza della proteina chinasi del linfoma anaplastico in alcune cellule neuroendocrine della ghiandola
ipofisaria e dell'intestino tenue, in macrofagi alveolari nel polmone e in una percentuale di cellule stromali prostatiche. Tutti i tessuti
normali erano negativi. (Numero complessivo di casi normali valutati = 130).

Tessuti neoplastici

Il clone 5A4 ha colorato 5/27 linfomi anaplastici a grandi cellule e 2/5 carcinomi polmonari a grandi cellule. Nessuna colorazione & stata
osservata in una varieta di altri tessuti anomali sottoposti a valutazione, tra cui (0/68) tumori polmonari, (0/5) tumori della mammella,
(0/5) tumori della tiroide, (0/4) tumori del colon, (0/4) tumori del fegato, (0/4) tumori metastatici, (0/4), tumori dell'esofago, (0/3) dello
stomaco, e (0/3) della testa e del collo, (0/3) tumori ovarici, (0/2) tumori della ghiandola surrenale, (0/2) tumori della vescica, (0/2) tumori
cerebrali, (0/2) tumori dell'intestino tenue, (0/2) tumori del retto, (0/2) tumori renali, (0/2) tumori del linfonodo, (0/2) tumori della ghiandola
salivare, (0/2) tumori del testicolo, (0/2) tumori della cervice, e (0/2) tumore dell’endometrio, (0/1) osteosarcoma, (0/1) adenocarcinoma
pancreatico, (0/1) adenocarcinoma della prostata, (0/1) iperplasia prostatica, (0/1) carcinoma a cellule squamose del pelle, e (0/1) e
melanoma. (Numero totale di tessuti abnormi valutati = 162).

L'uso della Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) é raccomandato per facilitare la valutazione e I’espressione delle proteine
endogene ALK e di fusione ALK, in tessuti normali e neoplastici. in aggiunta alle tecniche istopatologiche convenzionali
utilizzando colorazioni istochimiche non-immunologiche.

Limitazioni Specifiche del Prodotto

La Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ¢ stata ottimizzata da Leica Biosystems per I'uso con BOND Polymer Refine Detection e i
reagenti ausiliari BOND. Gli utenti che modificano le procedure raccomandate devono assumersi la responsabilita dell'interpretazione
dei risultati relativi ai pazienti in tali circostanze. | tempi previsti dal protocollo possono variare in base alle differenze di fissazione
tissutale e all'efficienza di potenziamento dell'antigene e, pertanto, devono essere definiti empiricamente. Durante I'ottimizzazione delle
condizioni di riconoscimento e dei tempi del protocollo occorre utilizzare controlli negativi del reagente.

Risoluzione dei problemi
Per le azioni di rimedio consultare il riferimento bibliografico n. 3.
Se si notano colorazioni inusuali, informarne il distributore di zona o I'ufficio regionale Leica Biosystems.

Ulteriori Informazioni

Ulteriori informazioni sull'immunocolorazione con i reagenti BOND, sotto le intestazioni Principio della procedura, Materiali necessari,
Preparazione del campione, Controllo qualita, Verifica del saggio, Interpretazione della colorazione, Legenda dei simboli sulle etichette e
Limitazioni generali, possono essere reperite in “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per I'utilizzatore BOND.
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Gebrauchsfertiger BOND™ -Primérantikorper
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Bestellnr.: PA0831

Verwendungszweck

Dieses Reagenz ist fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

Der monoklonale Antikérper Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ist fir den qualitativen lichtmikroskopischen Nachweis von endogenem
ALK und ALK-Fusionsproteinen in formalinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebe durch immunhistochemische Farbung mit dem
automatisierten BOND-System (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) vorgesehen.

Die klinische Interpretation jeglicher Farbungen oder das Ausbleiben dieser durch morphologische Studien und unter Anwendung
geeigneter Kontrollen sollte erganzt und unter Berlicksichtigung der Krankengeschichte des Patienten sowie im Rahmen anderer
diagnostischer Tests durch einen qualifizierten Pathologen bewertet werden.

Zusammenfassung und Erlauterung

Immunhistochemische Methoden kénnen dazu verwendet werden, die Anwesenheit von Antigenen in Geweben und Zellen zu
demonstrieren (sehen Sie dazu ,Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien® in Inrem BOND-Benutzerhandbuch). Der Primarantikérper
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ist ein gebrauchsfertiges Produkt, das speziell fiir den Gebrauch mit dem BOND Polymer Refine
Detection optimiert wurde. Der Nachweis von endogenem ALK und ALK-Fusionsproteinen erfolgt durch Bindung von Anaplastic
Lymphoma Kinase (5A4) an das Praparat mit nachfolgender Darstellung dieser Bindung mithilfe der im Detektionssystem enthaltenen
Reagenzien. Die Verwendung dieser Produkte in Kombination mit dem automatisierten BOND-System (bestehend aus dem Leica
BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) reduziert die Wahrscheinlichkeit von menschlichem Versagen sowie die
inharente Variabilitat, die aus der Verdiinnung der einzelnen Reagenzien, der manuellen Pipettierung und der Anwendung der
Reagenzien resultieren.

Mitgelieferte Reagenzien

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ist ein aus Zellkulturiiberstand hergestellter monoklonaler Maus-Anti-Human-Antikdrper, der in Tris-
gepufferter Kochsalzlésung mit Tréagerprotein geliefert wird und als Konservierungsstoff 0,35 % ProClin™ 950 enthalt.

Gesamtvolumen =7 mL.

Klon
5A4

Immunogen
Prokaryotisches rekombinantes Protein, das einer Region entspricht, die die katalytische Domane der Tyrosinkinase und einen Teil des
C-Terminus des NPM-ALK-Transkripts umspannt (419-520 Aminoséauren).

Spezifitat
Humanes ALK-Protein und C-terminale ALK-Fusionsproteine, die die immunisierte Zielsequenz enthalten.

lg-Klasse
1gG1

Gesamtproteinkonzentration
Ungefahr 10 mg/mL.

Antikorperkonzentration
GroRer oder gleich 2,6 mg/L, bestimmt mit ELISA.

Verdiinnen und Mischen

Der Priméarantikdrper Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) weist eine optimale Verdiinnung fiir die Verwendung mit dem BOND-System
(bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) auf. Ein Rekonstituieren, Mischen, Verdiinnen oder
Titrieren dieses Reagenzes ist nicht erforderlich.

Erforderliche, Aber Nicht Mitgelieferte Materialien

Bitte entnehmen Sie die vollstéandige Liste der fiir die Probenvorbereitung und immunhistochemische Farbung mithilfe des BOND-
Systems (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) benétigten Materialien dem Kapitel ,Das
Arbeiten mit BOND-Reagenzien® in lnrem BOND-Benutzerhandbuch.

Lagerung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Nach Ablauf des auf dem Behélteretikett angegebenen Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

Zeichen, die auf eine Kontamination und/oder Instabilitat von Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) hinweisen, sind eine Triibung der
Losung, Geruchsentwicklung und das Vorhandensein von Prazipitat.

Nach Gebrauch sofort wieder bei 2-8 °C lagern.

Lagerbedingungen, die von den oben genannten Bedingungen abweichen, missen vom Benutzer verifiziert werden'.
VorsichtsmaBnahmen

« Dieses Produkt ist zur In-vitro-Diagnostik bestimmt.

« Die Konzentration von ProClin™ 950 liegt bei 0,35 %. Das Produkt enthélt den Wirkstoff 2-Methyl-4-isothiazolin-3-on und kann zur
Reizung von Haut, Augen, Schleimhauten und den oberen Atemwegen fiihren. Beim Umgang mit Reagenzien Einmalhandschuhe
tragen.
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« Ein Exemplar des Material-Sicherheitsdatenblatts erhalten Sie von lhrem lokalen Vertriebspartner oder der regionalen Niederlassung
von Leica Biosystems. Sie kdnnen auch die Website von Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com, besuchen.

« Proben vor und nach der Fixierung und alle mit ihnen in Kontakt kommenden Materialien sind wie infektioses Material zu behandeln
und mit den entsprechenden VorsichtsmaRnahmen zu entsorgen?. Reagenzien diirfen niemals mit dem Mund pipettiert werden.
Kontakt von Haut und Schleimhauten mit Reagenzien oder Proben muss vermieden werden. Falls Reagenzien oder Proben mit
empfindlichen Bereichen in Kontakt gekommen sind, missen diese mit reichlich Wasser gesplilt werden. Arztlichen Rat einholen.

« Hinsichtlich der Entsorgung potenziell giftiger Komponenten muss auf die jeweils geltenden Bestimmungen Bezug genommen
werden.

« Die mikrobielle Verunreinigung von Reagenzien ist zu minimieren, da ansonsten eine erhéhte unspezifische Farbung auftreten kann.

« Eine von den angegebenen Spezifikationen abweichende Maskierung, Inkubationszeit oder Temperatur kann zu fehlerhaften
Resultaten fihren. Jegliche Abweichungen von den angegebenen Werten missen vom Benutzer verifiziert werden.

Gebrauchsanweisung

Der Primarantikorper Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) wurde fiir die Verwendung in dem automatisierten BOND-System (bestehend
aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) in Kombination mit BOND Polymer Refine Detection entwickelt.
Das empfohlene Farbeverfahren fiir den Priméarantikdrper Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ist das IHC-Protokoll F. Empfohlen wird
die hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER) mithilfe von BOND Epitope Retrieval Solution 2 fiir 30 Minuten.

Erwartete Ergebnisse

Normale Gewebe

Klon 5A4 wies das Protein Anaplastic Lymphoma Kinase in einigen neuroendokrinen Zellen der Hypophyse und des Diinndarms,
alveolaren Makrophagen der Lunge und einem Teil der Prostatastromazellen nach. Alle anderen getesteten Gewebe waren negativ.
(Anzahl der insgesamt untersuchten Normalgewebeproben = 130).

Tumorgewebe

Klon 5A4 farbte 5/27 anaplastisch-grofzellige Lymphome und 2/5 groRzellige Karzinome der Lunge. Bei einer Reihe weiterer
untersuchter pathologischer Gewebe wurde keine Farbung nachgewiesen, darunter Lungentumoren (0/68), Mammatumoren

(0/5), Tumoren der Schilddriise (0/5), Darmtumoren (0/4), Lebertumoren (0/4), Tumoren metastatischen Ursprungs (0/4), Tumoren

der Speiserdhre (0/3), des Magens (0/3), und des Halses und des Kopfs (0/3), Ovarialtumoren (0/3), Tumoren der Nebenniere

(0/2), Blasentumoren (0/2), Hirntumoren (0/2), Dinndarmtumoren (0/2), Rektumtumoren (0/2), Nierentumoren (0/2), Tumoren des
Lymphknotens (0/2), der Speicheldriise (0/2), der Hoden (0/2), des Zervix (0/2) und des Endometriums (0/2) sowie einem Osteosarkom
(0/1), einem Adenokarzinom des Pankreas (0/1), einem Adenokarzinom des Prostata (0/1), einer Prostatahyperplasie, (0/1), einem
Plattenepithelkarzinom der Haut (0/1) und einem Melanom (0/1). (Anzahl der insgesamt untersuchten Proben anomaler Gewebe = 162).
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) wird zur Unterstiitzung der Evaluierung der Expression von endogenem ALK und ALK-
Fusionsproteinen in normalem und neoplastischen Gewebe als zusétzliches Hilfsmittel zur herkémmlichen Histopathologie
unter Verwendung nicht-immunologischer histochemischer Farbemittel empfohlen.

Produktspezifische Beschrankungen

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) wurde bei Leica Biosystems zur Verwendung mit den BOND Polymer Refine Detection- und
zusatzlichen BOND-Reagenzien optimiert. Anwender, die andere als die empfohlenen Testverfahren verwenden, missen unter

diesen Umstanden die Verantwortung fiir die Auswertung der Patientenergebnisse (ibernehmen. Die Protokollzeit kann aufgrund von
Unterschieden in der Gewebefixierung und der Wirksamkeit der Antigenverstarkung variieren und muss empirisch bestimmt werden. Zur
Optimierung der Demaskierungsbedingungen und Protokolldurchlaufzeiten sollten Negativkontrollreagenzien verwendet werden.

Fehlersuche und Behebung
Fehlerbehebungsmalnahmen finden Sie in Referenz 3.

Falls Sie ungewohnliche Farbeergebnisse beobachten, wenden Sie sich an lhre ortliche Vertriebsfirma oder an die
Regionalniederlassung von Leica Biosystems.

Weitere Informationen

Weitere Informationen zur Immunfarbung mit BOND-Reagenzien finden Sie in den Abschnitten ,Grundlegende Vorgehensweise*,
,Erforderliches Material”, ,Probenvorbereitung®, ,Qualitatskontrolle®, ,Assay-Verifizierung®, ,Deutung der Farbung", ,Schliissel
der Symbole auf den Etiketten" und ,Allgemeine Einschrankungen” in ,Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in lhrem BOND-
Benutzerhandbuch.
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Anticuerpo Primario Listo Para Usar BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

Catalogo N°.: PA0831

Indicaciones de Uso
Este reactivo es para uso diagndstico in vitro.

El anticuerpo monoclonal Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) esta indicado para su uso en la caracterizacion cualitativa por
microscopia optica de proteinas ALK endégenas y de fusion ALK en tejido fijado en formol y embebido en parafina mediante tinciéon
inmunohistoquimica con el sistema automatizado BOND (incluye los sistemas BOND-MAX y BOND-III de Leica).

La interpretacion clinica de toda tincién o de su ausencia debera complementarse con estudios morfolégicos que utilicen los controles
adecuados, y un anatomopatélogo cualificado debera realizar su evaluacion dentro del contexto de los antecedentes médicos del
paciente y de otras pruebas diagnosticas.

Resumen y Explicacion

Las técnicas inmunohistoquimicas pueden ser utilizadas para detectar la presencia de antigenos en tejidos y células (véase “Uso de
reactivos BOND” en la documentacion del usuario del sistema BOND). El anticuerpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) es
un producto listo para usar que se ha optimizado especificamente para su uso con BOND Polymer Refine Detection. La demostracion
de las proteinas ALK enddgenas y de fusion ALK se consigue al permitir, en primer lugar, la unién de la Anaplastic Lymphoma Kinase
(5A4) a la seccidn, y, a continuacién, visualizando esta unién con los reactivos incluidos en el sistema de deteccion. El uso de estos
productos, en combinacién con el sistema automatizado BOND (incluye los sistemas Leica BOND-MAX y Leica BOND-III), reduce

la posibilidad de error humano y la variabilidad inherente derivada de la dilucion de reactivos, el pipeteado manual y la aplicacion de
reactivos.

Reactivos Suminstrados

El Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) es un anticuerpo monoclonal antihumano de ratén que se produce como sobrenadante en
cultivos de tejido, y se suministra en solucién salina tamponada de Tris con proteina portadora, que contiene el 0,35 % de ProClin™ 950
como conservante.

Volumen total = 7 mL.

Clon
5A4

Inmunégeno

Proteina recombinante procariética correspondiente a una region que abarca el dominio catalitico de la tirosina cinasa y parte del
extremo C-terminal de la transcripcion de NPM-ALK (aminoécidos 419-520).

Especificidad
Proteina ALK humana y proteinas de fusion ALK en C-terminal que contienen la secuencia diana inmunizada.

Clase de Ig
1gG1

Concentracion Total de Proteina
Aprox. 10 mg/mL.

Concentracion de Anticuerpos
Mayor o igual a 2,6 mg/L segun lo determinado por ELISA.

Dilucion y Mezcla

El anticuerpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) se diluye de forma éptima para usarse en el sistema BOND (incluye el
sistema Leica BOND-MAX y el sistema Leica BOND-III). Este reactivo no requiere reconstitucion, mezcla, dilucion ni titulacion.

Material Necesario Pero No Suministrado

Consulte “Uso de reactivos BOND” en su documentacion del usuario del sistema BOND para ver un listado completo con los materiales
necesarios para el tratamiento de las muestras y la tinciéon inmunohistoquimica mediante el sistema BOND (incluye los sistemas Leica
BOND-MAX y Leica BOND-III).

Conservacion y Estabilidad

Almacenar a 2-8°C. No utilizar después de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del recipiente.

Los signos de contaminacién y/o inestabilidad de la Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) son: turbidez de la solucién, aparicién de olor y
presencia de precipitado.

Devolver a 2-8°C inmediatamente después de su uso.

Las condiciones de almacenamiento que no sean las arriba especificadas deben ser verificadas por el usuario’.

Precauciones
« Este producto esté indicado para uso diagndstico in vitro.

« La concentracion de ProClin™ 950 es de 0,35 %. Contiene el ingrediente activo 2-metil-4-isotiazolin-3-ona, y puede provocar
irritacion en la piel, los ojos, las membranas mucosas y el tracto respiratorio superior. Deberan utilizarse guantes desechables al
manipular los reactivos.
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« Para obtener un ejemplar de la Ficha de datos de seguridad del material, pongase en contacto con su distribuidor local o con la
sucursal regional de Leica Biosystems; también puede visitar el sitio web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

« Las muestras, antes y después de ser fijadas, y todos los materiales expuestos a ellas, deben manipularse como sustancias capaces
de transmitir infecciones y eliminarse tomando las precauciones adecuadas?. Nunca pipetee reactivos con la boca; evite el contacto
de la piel y las mucosas con reactivos o muestras. Si los reactivos o las muestras entran en contacto con zonas delicadas, lavelas
con abundante agua. Acuda inmediatamente al médico.

« Consulte la normativa pertinente sobre la eliminacion de componentes potencialmente tdxicos.

+ Reduzca al minimo la contaminacién microbiana de los reactivos; de lo contrario, podria producirse un aumento de la tincién no
especifica.

« Larecuperacion, los tiempos de incubacion y las temperaturas distintos a los especificados pueden dar lugar a resultados erréneos.
El usuario debe validar cualquier cambio de este tipo.

Instrucciones de Uso

El anticuerpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) se ha desarrollado para usarse en el sistema BOND automatizado (incluye

el sistema Leica BOND MAX y el sistema Leica BOND-IIl) en combinacién con la BOND Polymer Refine Detection. El protocolo de
tincién recomendado para el anticuerpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) es IHC Protocol F. Se recomienda la exposicion de
epitopos inducida por calor usando BOND Epitope Retrieval Solution 2 durante 30 minutos.

Resultados Esperados

Tejidos normales

El clon 5A4 detectd la proteina cinasa del linfoma anaplasico en ciertas células neuroendocrinas de la glandula pituitaria y el intestino
delgado, los macréfagos alveolares en el pulmén y una parte de las células del estroma prostatico.

El resto de los tejidos comprobados resultaron negativos. (Cifra total de casos normales evaluados = 130).

Tejidos tumorales

El clon 5A4 tifi6 5/27 linfomas anaplasicos de células grandes y 2/5 carcinomas de células grandes del pulmén. No se observé tincion
en diversos tejidos adicionales anormales evaluados, incluyendo tumores pulmonares (0/68), tumores mamarios (0/5), tumores tiroideos
(0/5), tumores del colon (0/4), tumores hepaticos (0/4), tumores metastasicos (0/4), tumores esofagicos (0/3), estomacales (0/3) y de
cabeza y cuello (0/3), tumores ovaricos (0/3), tumores de la glandula suprarrenal (0/2), tumores de vejiga (0/2), tumores cerebrales
(0/2), tumores del intestino delgado (0/2), tumores del recto (0/2), tumores renales (0/2), tumores del nédulo linfatico (0/2), de las
glandulas salivales (0/2), testiculares (0/2), del cuello uterino (0/2) y endometriales (0/2), un osteosarcoma (0/1), un adenocarcinoma
pancreatico (0/1), un adenocarcinoma prostatico (0/1), una hiperplasia prostatica (0/1), un carcinoma escamoso de piel (0/1) y un
melanoma (0/1). (NUmero total de tejidos anormales evaluados = 162).

enddégena ALK y de fusién ALK en tejidos normales y neoplédsicos. como complemento de la histopatologia tradicional con
inciones hi imi no inmunolégicas.

Limitaciones Especificas del Producto

La Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) se ha optimizado en Leica Biosystems para su uso con BOND Polymer Refine Detection

y reactivos auxiliares BOND. Los usuarios que se aparten de los procedimientos de andlisis recomendados deben asumir la
responsabilidad de interpretar los resultados del paciente teniendo en cuenta estas circunstancias. Los tiempos del protocolo puede
oscilar, debido a la variacién en la fijacion del tejido y la eficacia de la mejora del antigeno, y deben determinarse empiricamente. Se
utilizaran controles de los reactivos negativos a la hora de optimizar las condiciones de la recuperacion y los tiempos del protocolo.

Resolucion de Problemas
Consulte la referencia 3 para encontrar la accién correctora.
Pdngase en contacto con su distribuidor local o con la sucursal regional de Leica Biosystems para notificar tinciones anormales.

Informacion adicional

Se puede encontrar informacion adicional sobre la inmunotincion con los reactivos BOND en los apartados Principio del procedimiento,
Materiales necesarios, Preparacion de las muestras, Control de calidad, Verificacion del ensayo, Interpretacion de la tincion, Explicacion
de los simbolos de las etiquetas y Limitaciones generales en la seccion “Uso de los reactivos BOND” de la documentacion del usuario del
sistema BOND.
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Anticorpo Primario Pronto a Usar BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

N° de catalogo: PA0831

Utilizagao Prevista
Este reagente destina-se a utilizagdo em diagnéstico in vitro.

O anticorpo monoclonal Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) destina-se a identificagdo qualitativa por microscopia 6tica das proteinas
enddgenas e de fusdo ALK em tecidos embebidos em parafina e fixados em formalina por coloragdo imuno-histoquimica usando o
sistema BOND automatico (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III).

Ainterpretacao clinica de qualquer coloragéo, ou da sua auséncia, deve ser complementada por estudos morfoldgicos e os devidos
controlos, avaliando-se no contexto da histéria clinica do doente e de outros exames de diagndstico por um anatomopatologista
qualificado.

Resumo e Explicagao

As técnicas de imuno-histoquimica podem ser usadas para demonstrar a presenca de antigénios em tecidos e células (ver “Utilizagao
dos Reagentes BOND” na documentagao do utilizador BOND). O anticorpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) consiste num
produto pronto a usar que foi especificamente otimizado para utilizagdo com BOND Polymer Refine Detection. A demonstragao das
proteinas enddégenas e de fusdo ALK ¢é alcangada ao permitir, pela primeira vez, a ligagdo do Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) a
secgdo e, em seguida, observar esta ligagao utilizando os reagentes fornecidos no sistema de detegao. A utilizagao destes produtos, em
combinagéo com o sistema BOND automatico (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III), reduz a possibilidade de
erro humano e a variabilidade inerente resultante da diluicdo do reagente individual, da pipetagem manual e da aplicagéo do reagente.

Reagentes Fornecidos

O Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) é um anticorpo monoclonal anti-humano de rato produzido como sobrenadante de cultura de
tecidos e fornecido em soro fisiolégico tamponado com Tris com uma proteina transportadora, contendo 0,35% de ProClin™ 950 como
conservante.

Volume total =7 mL.

Clone
5A4

Imunogénio
A proteina recombinante procariética corresponde a uma regido que abrange o dominio catalitico da tirosina quinase e parte da regido
terminal C da transcrigdo do NPM-ALK (aminoécidos 419-520).

Especificidade
A proteina ALK humana e as proteinas de fusdo da regido terminal C contém a sequéncia alvo imunizada.

Classe De Ig
1gG1

Concentragao de Proteinas Totais
Aproximadamente 10 mg/mL.

Concentragao de Anticorpos
Maior ou igual a 2,6 mg/L, conforme determinado por ELISA.

Diluicao e Mistura
O anticorpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) é idealmente diluido para utilizagdo no sistema BOND (inclui o sistema Leica
BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III). Ndo é necessario reconstituir, misturar, diluir ou titular este reagente.

Materias Necessarios Mas Nao Fornecidos

Consulte “Utilizagao dos Reagentes BOND” na documentag&o do utilizador BOND para obter uma lista completa dos materiais
necessarios para o tratamento das amostras e a coloragdo imuno-histoquimica utilizando o sistema BOND (inclui o sistema Leica
BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III).

Armazenamento e Estabilidade
Armazenar a 2-8 °C. Nao utilizar apés a data de validade indicada no rétulo do frasco.

Os sinais indicativos de contaminagéo e/ou instabilidade do Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) sao: turvacéo da solugao,
desenvolvimento de odores e presenga de precipitado.

Voltar a colocar entre 2 °C e 8 °C imediatamente apds a utilizagéo.
Outras condigbes de armazenamento além das especificadas anteriormente tém de ser verificadas pelo utilizador'.

Precaugoes

« Este produto destina-se a utilizagdo em diagnéstico in vitro.

« Aconcentragdo de ProClin™ 950 é 0,35%. Contém o ingrediente ativo 2-metil-4-isotiazolin-3-ona, e pode causar irritagéo a pele,
olhos, membranas mucosas e trato respiratério superior. Utilizar luvas descartaveis quando manusear o produto.

« Para obter uma cépia da Ficha de dados de seguranga do material, contacte o seu distribuidor local, gabinete regional da Leica
Biosystems ou, em alternativa, visite o site da Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com
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+ As amostras, antes e depois da fixagdo, bem como todos os materiais expostos a estas, devem ser manuseadas como se fossem
capazes de transmitir doengas infecciosas e descartadas com as devidas precaugdes2. Nunca pipete os reagentes com a boca e
evite o contacto dos reagentes e das amostras com a pele e as mucosas. Se os reagentes ou as amostras entrarem em contacto
com areas sensiveis, lave com agua abundante. Procure assisténcia médica.

« Consulte os regulamentos locais, nacionais ou internacionais relativamente a eliminagéo de eventuais componentes que possam ser
toxicos.

+ Minimize a contaminagdo microbiana dos reagentes, caso contrario podera ocorrer um aumento da coloragéo ndo especifica.

* Recuperagéo, periodos de incubagéo ou temperaturas diferentes das especificadas podem originar resultados erréneos. Qualquer
alteracéo deve ser validada pelo utilizador.

Instrucdes de Utilizagcao

O anticorpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) foi desenvolvido para utilizagdo no sistema BOND automatico (inclui o sistema
Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III) em combinagdo com BOND Polymer Refine Detection. O protocolo de coloragédo
indicado para o anticorpo primario Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) é o IHC Protocol F. Recomenda-se a recuperagédo de epitopos
induzida por calor utilizando a Bond Epitope Retrieval Solution 2 durante 30 minutos.

Resultados Esperados

Tecidos normais

O clone 5A4 detetou Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) em algumas células neuroenddcrinas da glandula pituitaria e no intestino
delgado, macréfagos alveolares nos pulmées e uma quantidade de células do estroma prostatico. Todos os restantes tecidos testados
estavam negativos. (NUmero total de casos normais avaliados = 130).

Tecidos tumorais

O Clone 5A4 corou 5/27 linfomas anaplasicos de células grandes e 2/5 carcinomas de pulmé&o de células grandes . N&o foi observada
coloragédo numa variedade de tecidos anémalos avaliados, incluindo tumores pulmonares (0/68), tumores da mama (0/5), tumores da
tiroide (0/5), tumores do cdlon (0/4), tumores do figado (0/4), tumores metastaticos (0/4), tumores do esdfago (0/3), estomago (0/3),
cabega e pescogo (0/3), tumores dos ovarios (0/3), tumores da glandula adrenal (0/2), tumores da bexiga (0/2), tumores cerebrais
(0/2), tumores do intestino delgado (0/2), tumores retais (0/2), tumores renais (0/2), tumores do ganglio linfatico (0/2), glandula salivar
(0/2), testiculos (0/2), colo do utero (0/2) glandula salivar (0/2), testiculos (0/2), colo do utero (0/2), um osteossarcoma (0/1), um
adenocarcinoma do pancreas (0/1), um adenocarcinoma da prostata (0/1), um hiperplasico da préstata, (0/1), um carcinoma escamoso
da pele (0/1) e um melanoma (0/1). (Nimero total de tecidos anémalos avaliados = 162).

O Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) é recomendado para auxiliar na avaliagédo e expresséo de proteinas endégenas e de

fusdo ALK. em tecidos normais e neoplasicos. como um adjunto a histopatologia convencional através da utilizacdo de
corantes nédo-imunolégicos histoquimicos.

Informacgodes Especificas do Produto

O Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) foi otimizado pela Leica Biosystems para utilizagdo com BOND Polymer Refine Detection

e reagentes auxiliares BOND. Os utilizadores que se desviem dos procedimentos de teste recomendados devem assumir a
responsabilidade pela interpretagédo dos resultados do paciente nestas circunstancias. O tempo de protocolo podera variar, devido a
variagao na fixagédo de tecido e na eficacia do reforgo antigénico, e deve ser determinado empiricamente. Os controlos negativos de
reagente deverao ser utilizados durante a otimizagdo das condi¢des de recuperagao e dos tempos de protocolo.

Resolugéo de Problemas
Consulte a referéncia 3 quanto a medidas corretivas.
Contacte o distribuidor local ou o gabinete regional da Leica Biosystems para comunicar coloragdes anormais.

Mais informagao

Pode encontrar mais informagao sobre a ISH com reagentes BOND nas secgdes Principio do procedimento, Materiais necessarios,
Preparagao da amostra, Controlo de qualidade, Verificagao do ensaio, Interpretagao da coloragéo, Significado dos simbolos nos rétulos
e Limitagdes gerais em “Utilizagdo dos Reagentes BOND” na documentagdo de utilizador BOND.
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BOND™ Primér Antikropp - Firdig Att Anvindas
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

Artikelnummer: PA0831

Anvandningsomrade
Detta reagens ar avsett for in vitro-diagnostik.

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) monoklonal antikropp &r avsedd att anvandas for kvalitativ identifiering genom ljusmikroskopi av
endogent ALK och ALK-fusionsproteiner i formalinfixerade, paraffininbédddade vavnader med immunhistokemisk fargning med hjalp av
det automatiska BOND-systemet (inkluderar Leica BOND-MAX-systemet och Leica BOND-IlI-systemet).

Den kliniska tolkningen av all fargning eller dess franvaro kompletteras av morfologiska studier och korrekta kontroller, samt utvarderas
mot bakgrund av patientens kliniska historia och andra diagnostiska tester av en kvalificerad patolog.

Forklaring och Sammanfattning

Immunohistokemiska tekniker kan anvéandas for att pavisa forekomsten av antigener i vavnader och celler (se "Anvéandning av BOND-
reagens” i din BOND-anvéndardokumentation). Den priméra antikroppen Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) &r en bruksfardig produkt
som optimerats speciellt for anvandning med BOND Polymer Refine Detection.Pavisandet av endogent ALK och ALK-fusionsproteiner
uppnas genom att forst lata Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) bindas till snittet och darefter visualisera denna bindning med hjélp av
de reagens som tillhandahalls i detektionssystemet. Om du anvander dessa produkter i kombination med det automatiska BOND-
systemet (som innefattar systemen Leica BOND-MAX och Leica BOND-III) minskar du risken fér manskliga misstag och de oundvikliga
variationer som blir resultatet av individuell reagensutspadning och manuell pipettering och reagensanvandning.

Ingaende Reagenser

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) &r en mus-anti-human monoklonal antikropp som producerats som en supernatant fran vévnadskultur, och
levereras i Tris-buffrad saltiésning med béararprotein, innehallande 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmedel.

Total volym =7 mL.

Klon
5A4

Immunogen

Prokaryotiskt rekombinant protein motsvarande en region som strécker sig dver tyrosinkinases katalytiska domén och delar av C-terminus pa
NPM-ALK-transkriptet (aminosyrorna 419-520).

Specificitet
Humant ALK-protein och C-terminala ALK-fusionsproteiner innehallande den immuniserade malsekvensen.

lg-klass
1gG1

Total Proteinkoncentration
Omkring 10 mg/mL.

Antikroppskoncentration
Storre an eller lika med 2,6 mg/L enligt bestamning med ELISA.

Spadning och Blandning

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) priméar antikropp ar optimalt spadd fér anvéandning med BOND-systemet (som innefattar systemen Leica
BOND-MAX och Leica BOND-IIl). Detta reagens behdver varken rekonstitueras, blandas, spadas eller titreras.

Nodvéandig Materiel Som Ej Medféljer
Se "Anvandning av BOND-reagens” i BOND anvandardokumentation fér en komplett lista dver material som kravs for provbehandling
och immunhistokemisk fargning med BOND-systemet (som innefattar Leica BOND-MAX- och Leica BOND-IIl-systemet).

Forvaring och Stabilitet
Forvaras vid 2-8 °C. Anvand inte efter det utgangsdatum som finns angivet pa behallarens etikett.

De tecken som indikerar kontaminering och/eller instabilitet hos Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ar: grumling av lésningen,
utveckling av odor och narvaro av fallning.

Aterga till 2-8 °C direkt efter anvéandning.
Forvaringsforhallanden som skiljer sig fran de ovannamnda maste kontrolleras av anvandaren'.

Forsiktighetsatgarder

* Produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik.

« Koncentrationen av ProClin™ 950 &r 0,35 %. Det innehaller den aktiva bestandsdelen 2-metyl-4-isotiazolin-3-on och kan orsaka
irritation i huden, 6gonen, slemhinnorna och 6vre luftvagarna. Bar engangshandskar vid hantering av reagens.

+ Du kan fa en kopia av materialsdkerhetsdatabladet genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor eller
ocksa pa Leica Biosystems webbplats, www.LeicaBiosystems.com
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« Prover, bade fére och efter fixering, samt all materiel som exponeras fér dem, bér behandlas och avfallshanteras som potentiellt
smittbarande material2. Munpipettera aldrig reagens och undvik att hud eller slemhinnor kommer i kontakt med reagens eller prover.
Om reagens eller prover skulle komma i kontakt med kénsliga omraden bor du tvatta dig med rikliga mangder vatten. Radgér med
lakare.

« Angaende avfallshantering av potentiellt toxiska material hénvisar vi till géllande europeiska, nationella och lokala bestammelser och
forordningar.

« Minimera mikrobisk kontaminering av reagens annars kan en 6kning av ospecifik fargning ske.

« Atervinning, inkubationstider eller temperaturer som avviker mot dem angivna kan ge felaktiga resultat. Alla sddana &ndringar maste
valideras av anvandaren.

Instruktioner vid Anvandning

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primar antikropp har utvecklats fér anvandning pa det automatiserade BOND-systemet (som
innefattar Leica BOND-MAX- och Leica BOND-III-system) i kombination med BOND Polymer Refine Detection. Det rekommenderade
fargningsprotokollet for Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primar antikropp &r IHC Protocol F. Varmeinducerad epitopatervinning
rekommenderas med anvandning av BOND Epitope Retrieval Solution 2 i 30 minuter.

Forvantade Resultat

Normala vévnader

Klon 5A4 detekterade anaplastiskt lymfkinasprotein i vissa neuroendokrina celler i hypofysen och tunntarmen, alveolara makrofager i lungan
och en del prostata stromaceller. Alla andra testade vavnader var negativa. (Totalt antal utvarderade normalfall = 130).

Tumérvavnader

Klon 5A4 fargade 5/27 anaplastiska storcellslymfom och 2/5 storcellskarcinom i lungan. Ingen fargning observerades i ett flertal ytterligare
onormala vavnader som utvarderades, inklusive lungtumarer (0/68), brosttumdrer (0/5), skoldkorteltumarer (0/5), tumérer i tjocktarmen
(0/4), levertumorer (0/4), metastatiska tumorer (0/4), tumérer i esofagus (0/3), mage (0/3) och huvud och nacke (0/3), ovarietumérer (0/3),
tumérer i binjurarna (0/2), tumérer i urinblasan (0/2), hjarntumérer (0/2), tumérer i tunntarmen (0/2), rektala tumérer (0/2), njurtumérer (0/2),
tumarer i lymfkortlar (0/2), spottkértlar (0/2), testis (0/2), livmoderhalsen (0/2) och endometrium (0/2), ett osteosarkom (0/1), ett pankreatiskt
adenokarcinom (0/1), ett adenokarcinom i prostata (0/1), en hyperplastisk prostata (0/1), ett skivcellskarcinom (0/1) och ett melanom (0/1).
(Totalt antal onormala vavnadsprover som utvarderades = 162).

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) rekommenderas som ett hjalpmedel for att utvardera uttryck av endogent ALK och ALK-
fusionsproteiner, i normala och neoplastiska véavnader, som ett komplement till konventionell histopatologi med anvéndning av
icke-immunologiska histokemiska inférgningar.

Produktspecifika Begransningar

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) har optimerats hos Leica Biosystems for anvandning med BOND Polymer Refine Detection och BOND
kompletterande reagens. Anvandare som avviker fran rekommenderade testprocedurer maste ta ansvar for tolkningen av patientens resultat
under sadana omstandigheter. Protokolltiderna kan variera beroende pa variation i vavnadsfixering och effektiviteten av antigenforstéarkning
och maste bestdmmas empiriskt. Negativa reagenskontroller bér anvéndas vid optimering av hamtningsférhallanden och protokolltider.

Fels6kning
Se referens 3 for korrigerande atgarder.
Kontakta en lokal distributér eller Leica Biosystems regionkontor for att rapportera onormal infargning.

Mer information

Mer information om immunfargning med BOND-reagens finns under rubrikerna Bakgrund till metoden, Nédvandiga materiel, Foérbereda
provet, Kvalitetskontroll, Verifiering av assayer, Tolka infargningsresultat, Symbolférklaring for etiketter och Allméanna begrénsningar i
"Anvénda BOND-reagens” i din BOND anvandardokumentation.
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"Etoypno I'e Xpijon Mpotoyevég Avticopa BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Ap. kKataroyov: PAO831

Xpnon yia TV otroia TrpoopileTal
AuTé TO QVTIOPACTHPIO TTPOOPICETaI YIa in Vitro SIayvwaoTIKA XpAon.

To povokAwviké avTiowpa Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) TrpoopileTal yia Xprion oTnv TTOIOTIKI| TAUTOTIOINGN UE HIKPOOKOTTIO
PWTOG evdoyevwv TTpwTEivV ALK kai Tpwteiviov olvingng ALK o€ 10Té pHOVIPOTIOINKEVO pE QOPHAAIVN KAl EUTTOTIOUEVO UE TTOPAPiVN HE
QAVOOOIOTOXNHIKA XPWON, XPNOIMOTIoIWVTAG To auTopaTtotroinuévo ouotnua BOND (mrepiAapBavel To ouotnua Leica BOND-MAX kai To
ouotnua Leica BOND-III).

H KAIVIKA €ppnveia oTTOI0OBATIOTE XPWONG 1) ATTOUCiag TNG Ba TIPETTEI VO CUPTIANPWVETAI aTTd HOPPOAOYIKEG HEAETEG Kal KATGAANAOUG
HAPTUPEG Kal Ba TIPETTEN VA agloAoyeiTal aTo TTAGIO Tou KAIVIKOU I0TOPIKOU Tou aoBevoUs Kal GAAwY SIayVWwOoTIKWY EETA0EWY aTTd
£10IKkeUPEVO TTaBoAoyoavaTopo.

Zovowyn kail eTegynon

MrropouUv va xpnoigotroinfolv avoooioTOXNHIKEG TEXVIKEG YIa TNV KATADEIEN TG TTapouaiag avTlydvwy o€ 10T kal KUTTapa (BA. «Xpron
avTidpacTnpiwv BOND» o1o UAIKS Tekunpiwang xpriong Tng BOND).To pwrtoyevég avtiowpa Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
ival éva £ToIpO yia Xprion TTpoidv TTou €xel BeATioToTroINBE €181k yia Xprion ue To BOND Polymer Refine Detection.H katadeign

TwV evdoyevwyv TTpwTeividv ALK Kal Twv Trpwteividv ouvtngng ALK etmituyxdavetal emiTpéTovTag Tpwra Tn déopeuon Tng Anaplastic
Lymphoma Kinase (5A4) oTo Turjga Kai KardTmiv OTITIKOTIOIVTAG aUTHY T SECHEUTN HE XPRON TWV avTISPaaTNpiwy TToU TrapéxovTal
o710 gUoThPa avixveuong. H xprion autwy Twv TTpoidvTwy, o cuvduaoud pe To autopatotroinuévo auotnua BOND (trepiAapBdvel

10 oUoTnpa Leica BOND-MAX kai to gUaTtnpa Leica BOND-III ), peiwver Tnv mOavotnTa Tou avBpwTivou GQAAUATOG KAl TNV €YYEVA
TIOIKIAGTNTA TTOU TTPOKAAEITAI ATTO aPaiWwon CUYKEKPIPEVOU avTIDPACTNPIOU, XEIPOKIVATN avappod@non HE THTTETA KOl EQPAPHOYH
avTidpacTnpiou.

Mapexopeva AvtidpaoThpia

H Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) €ival éva HovoKAWVIKS avTI-avBpwTTIvo avTiowpa TTOVTIKOU TToU TTAPAYETAl WG UTTEPKEIUEVO
10TOKAAAIEPYEIQG KOl TIAPEXETaAl O€ aAaTOUXO puBIoTIKG didAupa Tris pe TpwTeivn popéa trou Trepiéxel 0,35% ProClin™ 950 wg ouvtnpnTikG.
SUVoAIkGG Oykog =7 mL.

KAwvog
5A4

Avoooyoévo

MpoKapPUWTIKA avaouvBUaoUEV TIPWTEIVN TIOU AVTIOTOIXEI O€ PO TIEPIOXT) TTOU KAAUTITEI TO KATAAUTIKO TUAKA TNG KIVAONG TUPOaivng Kal
HéPOg Tou C-TeAikoU dkpou Tou petaypagriatog NPM-ALK (419-520 apivogéa).

EidikéTnTa
AvBpwmivn mpwreivn ALK kai pwrteiveg auvnéng C-teANIKoU GKpoU TTOU TTEPIEXOUV TNV avoooTroinuévn aAAnAouyia oTéxo

Tagn Ig
1gG1

ZuvoAikn Zuykévrpwon Mpwreivng
Mepitou 10 mg/mL.

ZUYKEVTPWON AVTICWHATOG
MeyaAuTepn A ion pe 2,6 mg/L, émrwg mpoodiopifeTal pe ELISA.

Apaiwon Kai Avapeign
To pwroyevég avtiowpa Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) £xel apaiwBei 1davika yia Xprion oto oUotnua BOND (mrepidapBdvel To oUoThua
Leica BOND-MAX kai 1o oUoTtnua Leica BOND-III). Aev amraiteital avacUoTaon, avapeign, apdiwon r) ITAodéTnon autol Tou avTidpaaTnpiou.

YAikd Mou AtraitoUvTtal AAAG Aev MapéxovTal

Avarpégre oto TuApa «Xpron avtidpacTnpiwv BOND» otnv Tekunpiwon xpriong Tou BOND yia pia TApn AioTa Twv UAIKWY TTou
ATTAITOUVTAl VIO TNV KATEPYATia SEIYUATWY Kal TNV GVOTOIGTOXNHIKK XPWon WeE Tn Xpnon Tou auoTripatog BOND (trepidapBdver o
ouoTnya Leica BOND-MAX kai 1o ouoTtnua Leica BOND-II).

®UuAagn Kai ZrabepoTnTa

ATmobnkeveTal oToug 2—-8 °C. Mn XpnoIdOoTIoIEITE PETA TNV NUEPOUNVia ARENG TTOU UTTOSEIKVUETAI OTNV ETIKETA TOU TTEPIEKTN.

O evdeigeig Tou uTrodnAwvouv péAuvan rf/kal actdeia Tng Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ivai: BoAepdtnTa ToU SiaAUPATOG,
avaTITugn oopng Kal TTapouaia IgAPaATog.

Emavagépete 10 TP0idv aToug 2—8 °C apéowg ETA TN Xprion.

Tuy6v ouvBnRKeg UAAENG SIAWOPETIKEG aTTd EKEIVEG TTOU KaBopidovTal TrapaTtdvw TTPETTEl va eTTaAnBevovTal atrd Tov xprioTn'.

MpoguAdgeig

*AuTtd TO TTPOIGV TTPOOPIZETAI VI in Vitro SIayVwOTIKY XPron.

* H ouykévrpwaon ProClin™ 950 givai 0,35 %. Mepiéxel Tn SpaoTikri oucia 2-peBul-4-1000€1aloAiv-3-Eva, Kal UTTOPET VA TIPOKOAEDE!
epeBIoOPS OTO BEPPA, TA PATIA, TOUG BAEVVOYOVOUG KOl TOU OVWTEPOU AVATIVEUOTIKOU. DOPATE YAVTIA PIaG XProNG OTavV PETAXEIPIZETE
Ta QvTIdpaCTApIA.

« Ta va AGBeTe éva avTiTutio Tou SeATIOU SEdOPEVWY aOPAAEING UAIKOU, ETTIKOIVWVHGTE HE TOV TOTTIKG 0ag SIavouéd 1) Ta TTEPIPEPEIOKE
ypageia Tng Leica Biosystems 1, evaAAaKTIKE, TTIOKEPBEiTE TOV 1I0TOTOTTO TNG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
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« Ta va TTapeTe avTiypago Tou UAAOU dedopEvwy ao@AAeiag UNIKOU, ETTIKOIVWVAOTE PE TOV TOTTIKO 00G dIavopéa 1y TO TOTTIKO YPagEio
Tng Leica Biosystems, 1 evaAAakTIKd, emoKe@OeiTe TOV I0T6TOTIO TNG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

* O XeIPIOPOG TwV deYHATWY, TTPIV KAl METE TN HOVIPOTIOINON, Kal GAWY TwV UAIKWY TTou eKTIBEvVTal O€ auTd, Ba TTPETTEN va yiveTal wg
Ikavé Petadoong Aoipweng kail Ba TpéTTel va atroppitrrovTal AapBdvovTag KataAANAeg TTPoQUAGEEIG2. Mnv KAveETe TTOTE avappo@non
avTISPACTNPIWY HE TIITTETA JE TO OTOHA KAl ATTOQPEUYETE TNV ETTAPH TOU dEPPATOG Kal Twv BAevvoydvwy Pe avTidpaoTripia i deiypara.
Edv 1a avnidpaoTrpia i Ta deiypara EABouv o€ TTaQr Ue EUaioBNTEG TTEPIOXEG, TTAUVETE e AQBOVEG TTOOOTNTEG VEPOU. ZNTHOTE TN
OUpBOUAR 10TpPOU.

*  ZUpPBOUAEUTEITE TOUG OJOOTIOVDIOKOUG, TIONITEIOKOUG fj TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YO TNV aTTéPPIYn OTTOIOVOHTIOTE dUVNTIKWG TOEIKWY
OUCTATIKWV.

« EAaxioTomoIifoTe Tn pIKpofiakr HOAuvan Twv avTidpacTnpiwy, dIOTI evOEXETal va cUPBEl algnon pn €I9IKAG XPWONG.

* Avéktnon, xpovol fj BeppoKpaacieg £TTWAONG DIOPOPETIKEG OTTO AUTEG TTOU KaBopidovTal EVOEXETAI VO SWOOUV ETQOAEVA
armoteAéapata. OTroIadnTTOTE TETOIO AAAQYT) TTPETTEI VO ETTIKUPWVETAI OTTO TOV XProTn.

O8nyieg Xpriong

To pwrToyevég avtiowpa Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) avamtuyBnke yia xprion oTo autopatotoinuévo cuotnua BOND
(TrepihapBavel To ouotnua Leica BOND-MAX kai 1o ouoTtnua Leica BOND-III) o€ ouvduaopé pe to olotnua avixveuong BOND Polymer
Refine Detection.To ouvioTwuevo TTPWTOKOAAO XpWOoNG yia To TTpwToYEVEG avTiowpa Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) €ivai to IHC
Protocol F. ZuvioTtaral avaktnon emToTIou £TTayOpEVN pE BeppdTNTa XpnoidoTrolwvTag To BOND Epitope Retrieval Solution 2 yia 30
AeTTTd.

Avapevopeva AtroteAéopara

Puaioloyikoi 1oToi

H mpwreivn Anaplastic Lymphoma Kinase evrom{épevn pe kAwvo 5A4 o€ opiopéva VEUPOEVOOKPIVIKA KUTTapa TNG UTTGQUONG Kal ToU
AETITOU €VTEPOU, KUWEAIBIKG HAKPOPAYQ OTOV TIVEUHOVA Kal éva TTOTOOTO TTIPOCTATIKWY OTPWHATIKWY KUTTApwYV. OAol o1 GAAoI 10TOi TTou
eAéyxOnkav ATav apvnTikoi. (ZuvoAikdg apiBudg GUOIOAOYIKWV TTEPIOTATIKWY TTou agiooyrOnkav = 130).

NeotrAaoparikoi ioTof

O kAwvog 5A4 Trapouaiace xpwon 5/27 avatTAaoTIKG PEYAAOKUTTOPIKGA AEPQWHATA KUTTAPWY Kal 2/5 HeyaAOKUTTAPIKG KAPKIVWUATA TOU
TrveUpova. Agv TTAPOUCIACTNKE XPWON O€ TTOAAOUG ETTITTPOCOETOUG N GUOIOAOYIKOUG IGTOUG TTOU EKTIHABNKAY, CUUTTEPIAGBAVOEVWY
TWV OYKWYV TwV TIVEUpdVwY (0/68), Twv OyKwy Twv pacTwy (0/5), Twv dykwv Tou Bupeoeidoug (0/5), Twv dykwv Tou kKéAou (0/4), Twv
Sykwv Tou fTTaTog (0/4), Twv PETACTATIKWY OyKwv (0/4), Twv dykwv Tou oigo@dyou (0/3), Tou atopdxou (0/3), kal TN KeQaAAG Kal Tou
auxéva (0/3), Twv Oykwv Twv woBnkwv (0/3), Twv dykwv Tou emvePpidiwy (0/2), Twv dyKwv TNG oupodoxou KUaTng 0/2), Twv dyKwv

Tou eyKePdahou (0/2), Twv Oykwv Tou AeTrTol evtépou (0/2), Twv dykwv Tou opBouU (0/2), Twv OYKwV Twv VEPPWV (0/2), Twv OYKWY Twv
Aeppadévwy (0/2), Tou oiehoydvou adéva (0/2), Twv dpxewv (0/2), Tou Tpaxriou (0/2) kai Tou evdounTpiou (0/2), evOG 00TEOTAPKWHATOG
(0/1), evég TTayKPEaTIKOU adEVOKAPKIVWHATOG (0/1), EVOG adeVOKAPKIVWHATOG Tou TTpoaTdTn (0/1), piag utreptrAaaiag TpooTdrn, (0/1),
£VOG aKavBoKuTTapIKoU Kapkivwuarog Tou dépuarog (0/1) kair evég pedavwpatog (0/1). (ZuvoAikdg apiBudg pn QUOIOAOYIKWY IGTWYV TToU

XPNOIUOTTOIWVTAG UN aVOTOAOYIKEG IOTOXNUIKEG XPWOEIG.

Mepiopiopoi Mou Agopouv Zidikd To Mpoidv

To Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) éxel BeATioToTroinBei otnv Leica Biosystems yia xprion pe To BOND Polymer Refine Detection
Kai Ta BonénTika avridpaoTtipia BOND. Edv o xproTng TrapekkAivel aTré Tig TTpoTelvOpeveg diadikaaieg diegaywyng TG Sokipaaciag,
avaAapBavel T euBUVn yia TNV EPUNVEI TwV ATTOTEAEOUATWY Tou aaBevolg uTrd Tig Sedopéveg ouvBnikeg. Or xpdvol TTPWTOKOAAOU
eVOEXETAI VO Dlapépouy, Adyw JIaKUPAVONG GTN MOVILOTIOINGT TWV ICTWVY Kal OTNV ATTOTEAETUATIKOTNTA TNG augnong avTiyovwy, Kai
TIPETTEl VO TTPOaBIopideTal ePTTEIPIKA. KaTd Tn BEATIOTOTTOINGN TWV CUVBNKWY AVEKTNONG KAl TWV XPOVWY TwV TIPWTOKOAAWY TTPETTEl Va
XPNOIKOTIOIOUVTAI AVTISPACTHPIO WG APVNTIKOI HEPTUPES.

AvTipetwirion MpofAnpdTwy

[Ma TIG JI0PBWTIKEG EVEPYEIEG, AVATPEEETE TNV TTAPATIONTTA 3.
ETTIKOIVWVAOTE WE TOV TOTTIKG Slavopéa Iy To TOTTIKG ypageio Tng Leica Biosystems yia va ava@épete aouviBioTn Xpwaorn.

MNpo6oBeTeg MAnpoopieg

MTropeite va Bpeite TTPOOBETEG TTANPOPOPIEG OXETIKA E TNV AVOOOAOYIKH Xpwan He avTidpaoTtipia BOND, oTig TTapaypd@oug pe TiTho
«Apxn Tng diadikaaiag», «ATaiToUpeva UAIKG», «IpoeTolpacia deiypatogy», «MoloTikdg EAeyxos», «ETraAnBeuon Trpoadiopiooly,
«Epunveia NG xpwong», «YTTopvNua yia 1o cUUBOAA OTIG ETIKETEGH Kal «EVIKOI TTEPIOPITHOI» OTNV EVOTNTA «XPran avTIdPAoTNPiwYV
BOND» o710 UAIKS Tekunpiwaong xpriong Tng BOND.
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BOND"™ Brugsklart Primaert Antistof
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

Katalognummer.: PA0831

Tilsigtet Anvendelse
Dette reagens er til in vitro-diagnostik.

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) monoklonalt antistof er beregnet til brug til kvalitativ identifikation ved hjeelp af lysmikroskopi af
endogene ALK- og ALK-fusionsproteiner i formalinfikseret, paraffinindstebt veev ved immunhistokemisk farvning ved anvendelse af det
automatiske BOND-system (bestaende af Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-systemet).

Den kliniske tolkning af farvning eller fraveer deraf skal komplementeres af morfologiske undersggelser og passende kontroller og skal
bedegmmes inden for konteksten af patientens kliniske anamnese og andre diagnostiske test foretaget af en kvalificeret patolog.

Oversigt og Forklaring

Immunhistokemiske teknikker kan anvendes til at pavise tilstedevaerelse af antigener i vaev og celler (se “Anvendelse af BOND-
reagenser” i BOND-brugerdokumentationen). Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primzert antistof er et brugsklart produkt, som er blevet
optimeret specielt til brug sammen med BOND Polymer Refine Detection. Demonstrationen af endogene ALK- og ALK-fusionsproteiner
opnas ved forst at tillade bindingen af Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) til sektionen for derefter at visualisere denne binding ved
hjeelp af reagenser, som anvendes i detektionssystemet. Anvendelse af disse produkter sammen med det automatiske BOND-system
(bestaende af Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-systemet) nedsaetter muligheden for menneskelige fejl og iboende
variabilitet som fglge af individuel fortynding af reagenser, manuel pipettering og tilsaetning af reagenser.

Leverede Reagenser

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) er et muse-anti-humant monoklonalt antistof produceret som en vaevskultursupernatant og leveret i
Tris-bufferet saltvand med baereprotein og indeholdende 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmiddel.

Total volumen =7 mL.

Klon
5A4

Immunogen

Prokaryot, rekombinant protein svarende til et omrade, der spaender over tyrosinkinasens katalytiske domaene og en del af C-terminalen
af NPM-ALK-transkriptet (419-520 aminosyrer).

Specificitet
Fusionsproteiner af humant ALK-protein og C-terminal ALK indeholdende den immuniserede malsekvens.

lg-klasse
1gG1

Total Proteinkoncentration
Ca. 10 mg/mL.

Antistofkoncentration
Sterre end eller lig med 2,6 mg/L som bestemt med ELISA.

Fortynding og Blanding
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primeert antistof fortyndes optimalt til brug pa BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-system
og Leica BOND-IlI-system). Rekonstituering, blanding, fortynding eller titrering af dette reagens er ikke nadvendig.

Nedvendige Materialer, der ikke Medfelger

Se “Using BOND Reagents” (Anvendelse af BOND-reagenser) i BOND-brugerdokumentationen vedrgrende en komplet liste over de
materialer, der skal anvendes til pravebehandling og immunhistokemisk farvning ved brug af BOND-systemet (bestaende af Leica
BOND-MAX-systemet og Leica BOND-IlI-systemet).

Opbevaring og Stabilitet
Opbevar ved 2-8 °C. Ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen, der er angivet pa beholderens etiket.

Tegn, der tyder pa kontamination og/eller ustabilitet af Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) er: Turbiditet af opl@sningen, lugtudvikling og
tilstedeveerelse af praecipitat.

Seettes tilbage til opbevaring ved 2-8 °C umiddelbart efter brug.
Andre opbevaringsforhold end dem, der er specificeret herover, skal verificeres af brugeren'.

Forholdsregler

« Dette produkt er beregnet til in vitro-diagnostik.

« Koncentrationen af ProClin™ 950 er 0,35 %. Det indeholder den aktive ingrediens 2-metyl-4-isotiazolin-3-on og kan forarsage
irritation pa hud, gjne, slimhinder og @vre luftveje. Brug engangshandsker ved handtering af reagenser.

« Hvis du gnsker et eksemplar af sikkerhetsdatabladet, kan du kontakte din lokale forhandler eller regionskontoret til Leica Biosystems,
eller du kan besgge Leica Biosystems’ hjiemmeside pa www.LeicaBiosystems.com
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« Prover, for og efter fiksering samt alle materialer, der eksponeres for disse, skal handteres som potentielt smittefarlige og bortskaffes
under passende forholdsregler2. Pipetter ikke reagenser med munden, og undga, at reagenser eller praeparater kommer i kontakt
med hud og slimhinder. Hvis reagenser eller preeparater kommer i kontakt med falsomme omrader, skal disse vaskes med rigelige
maengder vand. Seg leegehjeelp.

« Bortskaffelse af potentielt toksiske komponenter skal ske i henhold til statslig eller lokal lovgivning.

« Mikrobiel kontamination af reagenser skal minimeres for at undga en oget ikke-specifik farvning.

« Genfinding, inkubationstider eller temperaturer, der afviger fra de specificerede, kan give fejlagtige resultater. Enhver sadan
forandring skal valideres af brugeren.

Brugsanvisning

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primaert antistof er udviklet med henblik pa brug i det automatiske BOND-system (bestaende

af Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-systemet) sammen med BOND Polymer Refine Detection. Den anbefalede
farvningsprotokol for Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primzert antistof er IHC Protocol F. Varmeinduceret epitopgenfinding anbefales
ved hjeelp af BOND Epitope Retrieval Solution 2 i 30 minutter.

Forventede Resultater

Normala veev

Klon 5A4 detekteret anaplastisk lymfomkinaseprotein i nogle neuroendokrine celler i hypofysen og tyndtarmen, alveolaere makrofager i
lungerne og en andel prostatastromaceller. Alle andre testede vaev var negative. (Samlet antal normale tilfeelde, der blev evalueret = 130).
Tumorvaev

Klon 5A4 farvning 5/27 anaplastisk storcellet lymfomer og 2/5 storcellet lungekraeft. Der blev ikke observeret nogen farvning i en reekke
yderligere usaedvanlige veev, som blev evalueret, herunder lungetumorer (0/68), brysttumorer (0/5), thyroideatumorer (0/5), tumorer

i tyktarmen (0/4), levertumorer (0/4), metastaserende tumorer (0/4), tumorer i spisergret (0/3), mave (0/3) og hoved og hals (0/3),
ovarietumorer (0/3), tumorer i binyrerne (0/2), bleeretumorer (0/2), hjernetumorer (0/2), tumorer i tyndtarmen (0/2), rektale tumorer (0/2),
nyretumorer (0/2), tumorer i lymfeknuder (0/2), spytkirtler (0/2), testis (0/2), livmoderhalsen (0/2) og endometrium (0/2), et osteosarkom
(0/1), et pankreasadenokarcinom (0/1), et adenokarcinom i prostata (0/1), en hyperplastisk prostata (0/1), et hudpladescellekarcinom
(0/1) og et melanom (0/1). (Samlet antal evaluerede abnorme vaev = 162).

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) anbefales til evaluering og ekspression af endogene ALK- og ALK-fusionsproteiner
inormale og neoplastiske vaev som et supplement til konventionel histopatologi ved anvendelse af ikke-immunologiske
histokemiske farvninger.

Produktspecifikke Begransninger

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) r blevet optimeret af Leica Biosystems til brug med BOND Polymer Refine Detection og BOND-
hjeelpereagenser. Brugere, der afviger fra de anbefalede testprocedurer, er selv ansvarlige for tolkningen af patientresultater under
disse omsteendigheder. Protokoltiderne kan variere pga. variationer i veevsfiksering og effektiviteten af antigenforstaerkningen og skal
bestemmes empirisk. Der skal anvendes negative reagenskontroller ved optimering af genfindingsforhold og protokoltider.

Fejlfinding
Se reference 3 for afhjeelpende foranstaltninger.
Kontakt den lokale forhandler eller Leica Biosystems’ regionale kontor for at rapportere usaedvanlig farvning.

Yderligere Oplysninger

Yderligere oplysninger om immunfarvning med BOND-reagenser kan findes under overskrifterne Proceduremaessige principper,
Ngdvendige materialer, Praeparatklargering, Kvalitetskontrol, Analyseverifikation, Tolkning af farvning, Negle til symboler pa etiketter og
Generelle begraensninger i “Anvendelse af BOND-reagenser” i brugerdokumentationen til BOND-systemet.
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BOND™ Klaar Voor Primaire Antilichaam te Gebruiken
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

Catalogusnummer.: PA0831

Beoogd Gebruik
Dit reagens is voor gebruik bij in-vitrodiagnostiek.

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) monoklonaal antilichaam is bedoeld voor gebruik bij de kwalitatieve identificatie door middel
van lichtmicroscopie van endogene ALK en ALK fusie-eiwitten in met formaline gefixeerd, in paraffine ingebed weefsel, door
immunohistochemische kleuring met gebruik van het automatische BOND-systeem (inclusief het Leica BOND MAX-systeem en het
Leica BOND-IlI-systeem).

De klinische interpretatie van een kleuring of de afwezigheid hiervan moet worden aangevuld met morfologische studies en de juiste
controles. Ook moeten er evaluaties worden uitgevoerd binnen de context van de klinische voorgeschiedenis van de patiént en andere
diagnostische tests uitgevoerd door een bevoegd patholoog.

Samenvatting en Toelichting

Immunohistochemische technieken kunnen gebruikt worden om de aanwezigheid van antigenen in weefsel en cellen aan te tonen (zie
“Using BOND Reagents” (BOND-reagentia gebruiken) in de gebruikersdocumentatie van BOND). Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
primair antilichaam is een gebruiksklaar product dat speciaal voor gebruik met BOND Polymer Refine Detection is geoptimaliseerd. Het
bewijzen van de aanwezigheid van endogene ALK en ALK fusie-eiwitten wordt bereikt door eerst Anaplastic Lymphoma Kinase(5A4)
aan het deel te laten binden, en die verbinding daarna te visualiseren met behulp van de reagentia die met het detectiesysteem zijn
meegeleverd. Het gebruik van deze producten in combinatie met het geautomatiseerde BOND-systeem (inclusief het Leica BOND-MAX-
systeem en het Leica BOND-IlI-systeem) verkleint de kans op menselijke fouten en de daaraan inherente variabiliteit als gevolg van het
afzonderlijk verdunnen van reagentia, het handmatig pipetteren en het handmatig toevoegen van reagentia.

Geleverde Reagentia

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) is een anti-humaan monoklonaal muizenantilichaam dat wordt geproduceerd als een
weefselkweeksupernatant en wordt geleverd in een Tris-gebufferde zoutoplossing met dragereiwit, met 0,35 % ProClin™ 950 als
conserveermiddel.

Totaal volume =7 mL.

Kloon
5A4

Immunogeen

Prokaryotisch recombinant-eiwit overeenstemmend met een gebied dat zich uitstrekt over het katalytische domein van tyrosinekinase en
een deel van de C-terminus van het NPM-ALK transcript (419-520 aminozuren).

Specificiteit
Humaan ALK-eiwit en C-terminale ALK fusie-eiwitten die de geimmuniseerde doelsequentie bevatten.

lg-klasse
1gG1

Totale Proteineconcentratie
Ca. 10 mg/mL.

Antilichaamconcentratie
Groter dan of gelijk aan 2,6 mg/L zoals bepaald door ELISA.

Verdunning en Mengen

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primair antilichaam is optimaal verdund voor gebruik op het BOND-systeem (inclusief het Leica
BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-III-systeem). Het is niet nodig om dit reagens te reconstitueren, te mengen, te verdunnen of te
titreren.

Niet Meegeleverde Vereiste Materialen

Zie “Using BOND Reagents” (BOND-reagentia gebruiken) in de gebruikersdocumentatie van BOND voor een volledige lijst van de
materialen die nodig zijn voor monsterbehandeling en immunohistochemische kleuring met het BOND-systeem (inclusief het Leica
BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-II|-systeem).

Opslag en Stabiliteit
Bewaren bij 2-8 °C. Niet gebruiken na de vervaldatum die op het label van de container staat.

De tekenen die duiden op verontreiniging en/of instabiliteit van Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) zijn: vertroebeling van de oplossing,
geurontwikkeling en aanwezigheid van precipitaat.

Direct na gebruik weer bij 2-8 °C opslaan.
Andere dan de hierboven genoemde opslagcondities moeten door de gebruiker worden geverifieerd'.

Voorzorgsmaatregelen
< Dit product is bedoeld voor gebruik bij in-vitrodiagnostiek.

« De concentratie ProClin™ 950 is 0,35 %. Het bevat het werkzame bestanddeel 2-methyl-4-isothiazolin-3-one en kan irritatie van de
huid, ogen, slijmvliezen en bovenste luchtwegen veroorzaken. Draag wegwerphandschoenen bij het hanteren van reagentia.

« Neem voor het bijbehorende veiligheidsinformatieblad contact op met uw lokale distributeur of het regionale kantoor van Leica
Biosystems, of ga naar de website van Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com
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« Specimens, zowel voor als na de fixatie, en alle materialen die eraan worden blootgesteld, moeten worden behandeld als potentiéle
overdragers van infecties en met inachtneming van de juiste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd2. Pipetteer reagentia nooit met
de mond en vermijd contact van de huid en slijmvliezen met reagentia of monsters. Indien reagentia of monsters in aanraking komen
met gevoelige gebieden, spoel deze dan overvloedig met water. Raadpleeg een arts.

+ Raadpleeg de nationale, regionale en plaatselijke voorschriften voor de afvoer van alle potentieel giftige stoffen.

« Minimaliseer de kans op microbiéle contaminatie van reagentia, want dit kan de niet-specifieke kleuring verhogen.

« Andere hersteltijden, incubatietijden of temperaturen dan vermeld, kunnen onjuiste resultaten opleveren. Dergelijke wijzigingen moeten
worden gevalideerd door de gebruiker.

Gebruiksaanwijzing

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primair antilichaam is ontwikkeld voor gebruik met het geautomati: de BOND-systeem (inclusief
het Leica BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-III systeem) in combinatie met BOND Polymer Refine Detection. Het aanbevolen
kleuringsprotocol voor Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primaire antilichaam is IHC-protocol F. Door warmte-geinduceerd
epitoopherstel wordt aanbevolen, met gebruik van BOND Epitope Retrieval Solution 2 gedurende 30 minuten.

Verwachte Resultaten

Normale weefsels

Kloon 5A4 gedetecteerde Anaplastic Lymphoma Kinase eiwit in enkele neuroendocrine cellen van de hypofyse en de dunne darm,
alveolaire macrofagen in de long en een deel van de stromale prostaatcellen. Alle andere geteste normale weefsels waren negatief.
(Totaal aantal normale gevallen dat werd geévalueerd = 130).

Tumorweefsels

Kloon 5A4 5/27 gekleurde anaplastic grote cel lymfomen en 2/5 grote cel longcarcinoom. Geen verkleuring werd geconstateerd

in een verscheidenheid aan beoordeelde additionele abnormale weefsels, betreffende longtumoren (0/68), borsttumoren (0/5),
schildkliertumoren (0/5), darmtumoren (0/4), levertumoren (0/4), uitgezaaide tumoren (0/4), slokdarmtumoren (0/3), maag (0/3),

en hoofd en nek (0/3), eierstoktumoren (0/3), bijniertumoren (0/2), blaastumoren (0/2), hersentumoren (0/2), dunne darmtumoren
(0/2), rectumtumoren (0/2), niertumoren (0/2), lymfkliertumoren (0/2), speekselklier (0/2), zaadbal (0/2), baarmoederhals (0/2) en
baarmoederslijmvlies (0/2), een osteosarcoom (0/1), een adenocarcinoom van de alvleesklier (0/1), een adenocarcinoom van de
prostaat (0/1), een hyperplastische prostaat (0/1), een plaveiselcel huidcarcinoom (0/1) en een melanoom (0/1). (Totaal aantal
beoordeelde afwijkende weefsels = 162).

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) wordt aanbevolen om te helpen bij de evaluatie en expressie van endogene ALK- en
ALK-fusie-eiwitten. in normale en neoplastische weefsels. als aanvulling op conventionele histopathologie met behulp van
niet-immunologische histochemische kleuringen.

Productspecifieke Beperkingen

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) is geoptimaliseerd door Leica Biosystems voor gebruik met BOND Polymer Refine Detection
en BOND-hulpreagentia. Gebruikers die afwijken van de aanbevolen testprocedures moeten de verantwoordelijkheid aanvaarden
voor de interpretatie van patiéntenresultaten verkregen onder deze omstandigheden. Protocoltijden kunnen variéren door variatie
in weefselfixatie en de effectiviteit van antigeenversterking, en moeten empirisch worden bepaald. Bij het optimaliseren van de
herstelcondities en de protocoltijden moeten negatieve reagenscontroles worden gebruikt.

Probleemoplossing
Raadpleeg referentie 3 voor herstelacties.
Neem contact op met uw lokale distributeur of het regionale kantoor van Leica Biosystems om ongebruikelijke kleuring te melden.

Overige Informatie

Meer informatie over immunokleuring met BOND-reagentia vindt u onder de titels Principle of the procedure (Principe van de procedure),
Materials required (Benodigde materialen), Specimen preparation (Monsterpreparatie), Quality control (Kwaliteitscontrole), Assay
verification (Verificatie van de assay), Interpretation of staining (Interpretatie van de kleuring), Key to symbols on labels (Verklaring van
symbolen op etiketten) en General limitations (Algemene beperkingen) in “Using BOND Reagents” (BOND-reagentia gebruiken) in de
gebruikersdocumentatie van BOND.
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BOND™ Primezert Antistoff Klart til Bruk
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Katalognummer: PA0831

Tiltenkt Bruk

Denne reagensen er til in vitro-diagnostisk bruk.

Det monoklonale antistoffet Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) er beregnet pa kvalitativ identifisering ved lysmikroskopiering
av endogene ALK og ALK-fusjonsproteiner i formalinfiksert, parafininnstept vev ved hjelp av immunhistokjemisk farging med det
automatiserte BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-IlI-systemet).

Den kliniske tolkningen av enhver farging eller fraveer av farging skal understottes av morfologiske studier og gode kontroller og skal
evalueres i sammenheng med pasientens sykehistorie og andre diagnostiske tester av en kvalifisert patolog.

Oppsummering og Forklaring

Immunhistokjemiske teknikker kan brukes til & vise tilstedeveerelse av antigener i vev og celler (se “Bruk av BOND-reagenser”

i brukerdokumentasjonen for BOND-systemet). Det primaere antistoffet Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) er et produkt som

er klart for bruk og spesielt optimalisert for bruk sammen med BOND Polymer Refine Detection. Pavisningen av endogene ALK
og ALK-fusjonsproteiner oppnas ved forst a la Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) binde seg til snittet, for deretter a visualisere
bindingsprosessen ved hjelp av reagensene som brukes i deteksjonssystemet. Ved a bruke disse produktene i kombinasjon med
det automatiserte BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-systemet) reduseres muligheten for
menneskelig feil og iboende variabilitet som fglge av individuell reagensfortynning, manuell pipettering og reagenspafgring.

Medfelgende Reagenser
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) er et antihumant monoklonalt antistoff fra mus som er produsert som vevskultur-supernatant, og
leveres i tris-bufret saltvann med beererprotein og 0,35 % ProClin™ 950 som konserveringsmiddel.

Totalt volum = 7 mL.

Klon
5A4

Immunogen

Prokaryotisk rekombinant protein svarende til en region som omfatter det katalytiske tyrosinkinasedomenet og en del av C-terminalen av
NPM-ALK-transkriptet (419-520 aminosyrer).

Spesifisitet
Humant ALK-protein og C-terminale ALK-fusjonsproteiner som inneholder vaksinert malsekvens.

lg-klasse
1gG1

Totalproteinkonsentrasjon
Cirka 10 mg/mL.

Antistoffkonsentrasjon
Starre enn eller tilsvarende 2,6 mg/L i henhold til ELISA.

Fortynning og Blanding
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primaert antistoff er optimalt fortynnet til bruk pa BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-IlI-systemet). Rekonstitusjon, blanding, fortynning eller titrering av denne reagensen er ikke ngdvendig.

Ngdvendige Materialer Som lkke Folger Med

Se “Bruk av BOND-reagenser” i BOND-brukerdokumentasjonen for & finne en fullstendig liste over materialer som trengs for
prevebehandling og immunhistokjemisk farging ved bruk av BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-
systemet).

Oppbevaring og Stabilitet

Oppbevares ved 2-8 °C. Ma ikke brukes etter utlgpsdatoen angitt pa beholderens etikett.

Tegnene som indikerer forurensning og/eller ustabilitet i Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) er: turbiditet i lgsningen, utvikling av lukt og
tilstedevaerelse av bunnfall.

Returner til 2—-8 °C umiddelbart etter bruk.
Andre oppbevaringsforhold enn de som er angitt ovenfor mé verifiseres av brukeren'.

Forholdsregler

« Dette produktet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk.

« Konsentrasjonen av ProClin™ 950 er 0,35 %. Det inneholder den aktive ingrediensen 2-metyl-4-isotiazolin-3-on, og kan forarsake
irritasjon pa hud, @yne, slimhinner og gvre Iuftveier. Bruk engangshansker ved handtering av reagenser.

« Hvis du ensker et eksemplar av sikkerhetsdatabladet, kan du kontakte din lokale forhandler eller regionkontoret til Leica Biosystems,
eller du kan besgke Leica Biosystems’ nettsted pa www.LeicaBiosystems.com
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« Prover, for og etter fiksering, og alle materialer som er utsatt for dem, skal behandles som om de kan overfgre smitte og avhendes
med riktige forholdsregler2. Reagenser skal aldri pipetteres med munnen, og unnga at reagenser eller prgvematerialer kommer i
kontakt med hud eller slimhinner. Hvis reagenser eller prevematerialer kommer i kontakt med fglsomme omrader, skyll med rikelige
mengder vann. Oppsok lege.

« Se lokale, regionale eller statlige forskrifter for avfallshandtering av eventuelle potensielle giftkomponenter.

* Minimer mikrobiell kontaminering av reagenser, ellers kan det forekomme en gkning i uspesifikk farging.

« Demaskering, inkuberingstider eller temperaturer annet enn det som er angitt, kan gi uneyaktige resultater. Enhver slik forandring ma
vaere valideres av brukeren.

Bruksanvisning

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primaert antistoff er optimalt utviklet til bruk pa det automatiserte BOND-systemet (herunder Leica

BOND-MAX-systemet og Leica BOND-III-systemet) i kombinasjon med BOND Polymer Refine Detection. Anbefalt fargingsprotokoll for
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primaert antistoff er IHC Protocol F. Det anbefales varmeindusert epitop demaskering ved bruk av

BOND Epitope Retrieval Solution 2 i 30 minutter.

Forventede resultater

Normalt vev

Klon 5A4 paviste anaplastisk lymfom kinase-protein i enkelte nevroendokrine celler i hypofysen og tynntarmen, alveolare makrofager i
lungen og en del av prostatiske stromalceller. Alle andre testede vev var negative. (Totalt antall normale tilfeller evaluert = 130.)
Tumorvev

Klon 5A4 farget 5/27 anaplastiske storcellede lymfomer og 2/5 storcellede karsinomer i lungen. Ingen farging ble observert i en rekke
andre abnorme vev som ble vurdert, inkludert lungetumorer (0/68), brysttumorer (0/5), tyroidtumorer (0/5), tumorer i tykktarmen (0/4),
levertumorer (0/4), metastatiske tumorer (0/4), tumorer i spisergret (0/3), magen (0/3) og hodet og nakken (0/3), eggstokktumorer (0/3),
tumorer i binyrene (0/2), urinbleeretumorer (0/2), hjernetumorer (0/2), tumorer i tynntarmen (0/2), rektale tumorer (0/2), nyretumorer
(0/2), tumorer i lymfenoder (0/2), spyttkjertel (0/2), testikkel (0/2), livmorhalsen (0/2) og endometrium (0/2), en osteosarkom (0/1), en
pankreatisk adenokarsinom (0/1), en adenokarsinom i prostata (0/1), en hyperplastisk prostata, (0/1), en skiveepitelkarsinom pa huden
(0/1) og en melanom (0/1). (Totalt antall evaluerte abnorme vev = 162).

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) anbefales for bruk i vurdering og antigenuttrykk av endogene ALK og ALK-
fusjonsproteiner, i normale og neoplastiske vev, som et supplement til konvensjonell histopatologi med ikke-immunologisk
histokjemisk farging.

Produktspesifikke Begrensninger

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) har blitt optimalisert hos Leica Biosystems til bruk med BOND Polymer Refine Detection og BOND
hjelpereagenser. Brukere som avviker fra de anbefalte testprosedyrene, ma ta ansvaret for tolkningen av pasientresultatene under disse
forholdene. Protokolltidene kan variere pga. variasjon i vevsfiksering og effektiviteten til antigenforsterkningen, og ma fastslas empirisk.
Det skal brukes negative reagenskontroller nar demaskeringsforhold og protokolltider optimeres.

Feilsgking
Se referanse 3 for utbedringstiltak.
Kontakt din lokale forhandler eller regionale kontor for Leica Biosystems for rapportering av uvanlig misfarging.

Mer informasjon

Mer informasjon om immunfarging med BOND-reagenser, under overskriftene Prinsipp for prosedyren, Nedvendige materialer,
Progvepreparering, Kvalitetskontroll, Analyseverifisering, Tolkning av farging, Symbolforklaring pa etiketter og Generelle begrensninger,
finner du under “Bruk av BOND-reagenser” i BOND-brukerdokumentasjonen.
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BOND™ Kullanima Hazir Primer Antikor
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Katalog No: PA0831

Kullanim Amaci

Bu reagent, in vitro diagnostik kullanimi igindir.

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) monoklonal antikor, otomatik BOND sistemini (Leica BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemi
dahil) kullanarak immiinohistokimyasal boyama ile formalinle fikse edilmis, parafin bloklarda saklanan dokulardaki endojen ALK ve ALK
flizyon proteinlerinin 11k mikroskopisi ile nitel tanimlanmasinda kullanim igin tasarlanmistir.

Herhangi bir boyamanin mevcut olmasi veya olmamasi ile ilgili klinik yorumlama, morfolojik ¢calismalarla ve uygun kontrollerle
tamamlanmalidir ve hastanin klinik gegmisi ve diger diagnostik testler kapsaminda kalifiye bir patolojist tarafindan degerlendiriimelidir.

Ozet ve Agiklama

Dokular ve hiicrelerde antijenlerin varligini géstermek igin immiinohistokimyasal teknikler kullanilabilir (BOND kullanici
dokimantasyonunuzdaki “BOND Reagent’larinin Kullanilmasi” bélimiine bakiniz). Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primer antikor,
BOND Polymer Refine Detection ile kullanim igin spesifik olarak optimize edilmis kullanima hazir bir tirindiir. Endojen ALK ve ALK
flizyon proteinlerinin gésterimi, 6ncelikle kesite Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) baglanmasinin saglanmasi ve ardindan tespit
sisteminde veriler reaktifler kullanilarak bu baglanmanin gériintiilenmesiyle elde edilir. Bu driinlerin otomatik BOND sistemi (Leica
BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemi) ile birlikte kullaniimasi bagimsiz reaktif seyreltme, mantiiel pipetleme ve reaktif uygulama
islemlerinde meydana gelebilecek insan hatalari ve degisken sonuglar olasiligini distrdr.

Saglanan Reagent’lar
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4), doku kiltirii stipernatanti olarak tretilmis bir fare anti-insan monoklonal antikordur ve koruyucu
olarak % 0,35 ProClin™ 950 igeren, tasiyici proteinle Tris tamponlu salinde tedarik edilir.

Toplam hacim =7 mL.

Clone

5A4

immiinojen

Tirozin kinaz katalizator alani ve NPM-ALK suretinin (419-520 amino asitler) C ucunun bir kismina uzanan bir bélgeye karsilik gelen
prokaryotik rekombinant protein.

Spesifite
Bagisiklikl hedef siralamasini iceren insan ALK proteini ve C-terminali ALK flizyon proteinleri.

Ig Sinifi
1gG1

Toplam Protein Konsantrasyonu
Yaklagtk 10 mg/mL.

Antikor Konsantrasyonu
ELISA tarafindan belirlendigi gibi 2,6 mg/L'ye esit veya bu degerden yiiksek.

Seyreltme ve Karigtirma
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primer antikoru BOND sisteminde (Leica BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemini iceren)
kullaniimak tizere optimum olarak seyreltiimistir. Bu reaktif i¢in sulandirma, karistirma, seyreltme veya titrasyon gerekli degildir.

Gereken Ancak Saglanmayan Materyaller
BOND sistemini (Leica BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemini igerir) kullanarak numune muamelesi ve immiinohistokimyasal
boyama igin gerekli materyallerin tam bir listesi icin BOND belgelerinizdeki “BOND Reaktiflerinin Kullanimi” bélimiine basvurun.

Saklama ve Stabilite

2-8°C’de saklayin. Kaptaki etikette belirtilen son kullanma tarihi gegtiyse kullanmayin.

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) kontaminasyona ve/veya instabiliteye isaret eden belirtiler sunlardir: ¢ézeltide bulaniklagsma, koku
gelisimi ve presipitat olusumu.

Kullanimdan hemen sonra 2-8°C’ye geri alin.

Yukarida belirtilenlerin disindaki saklama kosullari kullanici tarafindan dogrulanmahdir'.

Onlemler

« Bu Urin, in vitro diagnostik kullanim igindir.

« ProClin™ 950 konsantrasyonu %0,35'tir. Etkin madde olarak 2-metil-4-izotiazolin-3-bir igerir ve ciltte, gozlerde, mukoza
membranlarinda ve Ust solunum yolunda iritasyona neden olabilir. Reaktifleri kullanirken tek kullanimlik eldiven takin.

« Malzeme Givenlik Bilgileri Formunun bir kopyasi icin yerel distribiitériiniizle veya Leica Biosystems bolge ofisiyle iletisime gegebilir
ya da bunun yerine Leica Biosystems’in Web sitesini ziyaret edebilirsiniz: www.LeicaBiosystems.com
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« Fiksasyondan 6nce ve sonra érnekler ve bunlara maruz kalmis biitiin materyaller, enfeksiyon yayabilecekmis gibi islem gormelidir ve
gerekli 6nlemler alinarak imha edilmelidir2. Reaktifleri higbir zaman agizla pipetlemeyin. Cildin ve mukoz membranlarin reaktifler ve
orneklerle temas etmesini 6nleyin. Reaktifler veya 6rnekler hassas bolgelere temas ederse bol miktarda suyla yikayin. Tibbi yardim
isteyin.

« Potansiyel olarak toksik bilesenlerin atilmasiyla ilgili yerel, ulusal veya bélgesel diizenlemeleri dikkate alin.

* Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonunu minimize edin, aksi takdirde spesifik olmayan boyamada artis meydana gelebilir.

« Belirtilenlerin disindaki geri kazanim, inklibasyon sireleri veya sicakliklar hatali sonuglara neden olabilir. Her tirli degisikligin
kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Kullanim Talimatlar

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primer antikoru BOND Polymer Refine Detection ile birlikte otomatik BOND sisteminde (Leica
BOND-MAX sistemi ve Leica BOND-III sistemini igerir) kullanilmak lzere gelistiriimistir. Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) primer
antikor igin 6nerilen boyama protokolli IHC Protocol F'tir. BOND Epitope Retrieval Solution 2 kullanilarak 30 dakika is1 indikli epitop
alimi 6nerilir.

Ongériilen Sonuglar

Normal Dokular

Hipofiz bezinin bazi néroendokrin hiicreleri ve ince bagirsak, akcigerdeki alveolar makrofajlar ve prostatik stromal hiicrelerinin bir
boélimiinde 5A4 klonu tespit edilen Anaplastic Lymphoma Kinase. Tum diger dokular negatif sonuglanmistir. (Degerlendirilen toplam
normal olgu sayisi = 130).

Timorli Dokular

Klon 5A4, akcigerdeki 5/27 anaplastik bly(k hicreli lenfomalari ve 2/5 bly(k hiicre karsinomlari boyamistir. Akciger timérleri (0/68),
meme tiimorleri (0/5), tiroid timarleri (0/5), kolon tlimarleri (0/4), karaciger timarleri (0/4), metastatik tumérler (0/4), 6zofagus timorleri
(0/3), mide (0/3), bas ile boyun (0/3), over timérleri (0/3), bébrekistl bezi tiimorleri (0/2), mesane tlimorleri (0/2), beyin timorleri (0/2),
ince bagirsak timérleri (0/2), rektal timérler (0/2), bobrek timérleri (0/2), lenf nodu timérleri (0/2), tiikiriik bezi tiimérleri (0/2), testis
(0/2), serviks (0/2) ve endometriyum (0/2), bir osteosarkom (0/1), bir pankreas adenokarsinom (0/1), bir prostat adenokarsinomu (0/1),
bir hiperplastik prostat (0/1), bir skuamdéz hicreli cilt karsinomu (0/1) ve bir melanom (0/1) dahil degerlendirilen ¢esitli anormal dokularda
herhangi bir boyama gézlemlenmemistir. (Degerlendirilen toplam anormal doku sayisi = 162).

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4), immiinolojik olmayan histokimyasal boyalar kullanilan geleneksel histopatolojiye
tamamlayici olarak normal ve neoplastik dokulardaki endojen ALK ve ALK fiizyon proteinleri ekspresyonunun
degerlendirilmesinde ve tanimlanmasinda yardimci olmak iizere 6nerilir.

Uriine Ozel Sinirlamalar

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4), BOND Polymer Refine Detection’la ve BOND yardimci reaktiflerle kullaniimak tizere

Leica Biosystems'ta optimize edilmistir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar bu sartlar altinda hasta sonuglarinin
yorumlanmasinin sorumlulugunu almalidir. Doku fiksasyonu ve antijen aliminin etkinligindeki degiskenlikler nedeniyle protokol sireleri
degisiklik gosterebilir ve bu siireler ampirik olarak belirlenmelidir. Geri kazanim kosullari ve protokol sireleri optimize edilirken negatif
reaktif kontrolleri kullaniimalidir.

Sorun Giderme
lyilestirici islem icin referans 3’e bakin.
Olagan disi bir boyamay: bildirmek igin yerel distribitériinizle veya Leica Biosystems bolge ofisiyle iletisime gegin.

Daha Fazla Bilgi

BOND reaktifleri ile immiin-boyama hakkinda daha fazla bilgi BOND kullanici belgelerinizde “BOND Reaktiflerinin Kullanimi”
bdliimiindeki Principle of the Procedure (Islem Prensipleri), Materials Required (Gereken Materyaller), Specimen Preparation
(Numune Hazirlama), Quality Control (Kalite Kontrol), Assay Verification (Tahlil Dogrulama), Interpretation of Staining (Boyanmanin
Yorumlanmasi), Key to Symbols on Labels (Etiketlerdeki Semboller igin Anahtar) ve General Limitations (Genel Sinirlamalar) basliklari
altinda bulunabilir.
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I'oToBo 3a ynorpeda mpBu4Ho anTuTsiiI0 BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Karanoxen Ne: PA0831

I'lpe.qHasHaueHue
Toaw peareHT e 3a ynotpe6a npu uH 8UMpPO ANArHOCTHKa.

MowoknoHanHoTo aHTuTAno Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) e npegHa3sHa4yeHo 3a kayecTBeHa naeHTudukaumsa Yypea onTmuyHa
Mukpockonust Ha eHporeHHn ALK n ALK cy3noHHU npoTenHn BbB rkcupaHa ¢ hopmanuH 1 BrpajeHa B napadvH TbkaH ypes
MMYHOXVUCTOXMMUYHO OLBETSIBAHE C NOMOLLTa Ha aBToMaTuaunpaHara cuctema BOND (Bkntousa cuctemute Leica BOND-MAX v Leica
BOND-III).

KnuHuyHata nHTEepnpeTauma Ha KOeTo 1 Aa e ouBeTABaHe U Herosarta nunca crnefesa ga 61>,qe AonbriHeHa oT MOp(bOJ'IOFVNHVI
npoy4BaHuMs C NOMOLLTa Ha NOAXOAsALM CPeACTBa 3a KOHTPON U Aa Ce OLeHsABa B KOHTEKCTa Ha KNMHWYHaTa aHaHMHe3a Ha nauueHTa
M ApYyrvi AUarHOCTUYHN N3CNeABaHNs OT KBanmuLypaH naTosnor.

KpaTko onucaHue n o6sicHeHne

MoraT ga 6baaT 13non3BaHn MMYHOXMCTOXUMUYHI TEXHWKM 3a NOKa3BaHe Ha HaNMM4YMeTo Ha aHTUIeHU B ThKaHTa U KIeTkuTe (BX.
,Yynotpeba Ha peareHT BOND" BbB Baluata JokyMeHTauums 3a notpebutens Ha BOND). MbpeuyHoTO aHTUTsino Anaplastic Lymphoma
Kinase (5A4) e roToB 3a ynotpe6a npofyKT, KOMTO e creunanHo onTumuamnpax 3a nanonasaHe ¢ BOND Polymer Refine Detection.
Moka3sBaHeTo Ha eHporeHHn ALK n ALK ¢hy3noHHM NpoTenHn ce nocTura, Kato MbpBO Ce No3BonsiBa CBbp3BaHeTo Ha Anaplastic
Lymphoma Kinase (5A4) c yqacTbka, crief koeTo ToBa CBbp3BaHe Ce BU3yanuaupa, kato ce U3Mosn3saT peareHTuTe, NpeaocTaBeHn

B cUCTemarTa 3a oTKpuBaHe. YnoTpebarta Ha Tean NpoayKTu 3aefHO ¢ aBTomaTuanpaHata cuctema BOND (BkntouBa cuctemuTe Leica
BOND-MAX u Leica BOND-III) HamansiBa BeposiTHOCTTa OT YOBeLLKa rpeLlka v npucbLiata M3MEeHYBOCT B Pe3ynTaT Ha OTAENHO
paspexaaHe Ha peareHTW, pbyHO NUNeTUpaHe 1 NpurnaraHe Ha peareHTu.

MpenocTtaBeHn peareHTn

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) e MuLe aHTUYOBELLKO MOHOKIOHANHO aHTUTSNO, NOMYYEHO KaTo CynepHaTaHT OT TbKaHHa
KynTypa u OCTAaBEHO B TPOMETaMUH-OydepupaH husmnonormyeH pasTeop ¢ NpoTeMHOB HocuTen, cbabpxaly 0,35% ProClin™ 950 kato
KOHCEepBaHT.

06wy obem =7 ml.

KnoHuHr
5A4

WUmyHoreH

MpokapuoTeH pekoMBUHAHTEH NPOTENH, CbOTBETCTBALL HA PETMOH, KONTO 0BXBaLLA KaTaNUTUYHUS JOMEH Ha TUPO3WH KHa3aTa u YacT
ot C-kpasi Ha NPM-ALK TpaHckpunTa (amuHokvcenuHm 419-520).

CneunduyHocT
Yosewwkn ALK npoteunH n C-tepmunanyy ALK dy3anoHHM NpoTenHn, Chabpxallum UMyHU3paHaTta npuuenHa nocneaoBaTenHocT.

NmyHorno6ynuHoB knac
1gG1

KoHueHTpauus Ha o6 npoTenH
Mpubnuautenyo 10 mg/mL.

KoHueHTpauua Ha aHTUuTena
Mo-Bucoka unu paeHa Ha 2,6 mg/L, kakTo e onpeaeneHo ot ELISA.

PaspexpaaHe u cmecBaHe

MbpBUYHOTO aHTUTANO Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) e ontumanHo pa3pegeHo 3a ynotpeba cec cuctemata BOND (Bkntoysa
cuctemute Leica BOND-MAX n Leica BOND-III). He ce nsanckea Bb3cTaHOBsSIBaHe, CMECBaHe, pa3pexaaHe unm TMTpupaHe Ha To3n
peareHT.

Heo6xoaumu, HO HenpeaocTaBeHU MaTepuanu
BwxTe ,Ynotpeba Ha peareHT BOND® BbB BaluaTta foKymMeHTaLms 3a notpedutenst Ha BOND 3a nbfieH Cnuckk oT matepuanu,

HeobXxoauMu 3a TpeTUpaHe Ha CNeCHMEHN Y UMYHOXUCTOXMMMYHO OLIBETSIBAHe C nomoluTa Ha cuctemata BOND (BkntouBa cuctemute
Leica BOND-MAX v Leica BOND-III).

CbxpaHeHue U cTabunHocT
[a ce cbxpaHsaBa npu Temnepatypa 2 — 8°C. He n3nonassaite cnep cpoka Ha roAHOCT, ykasaH Ha eTUKeTa Ha KOHTelHepa.

MpusHaumTe 3a KOHTaMUHaUMs n/unu HectabunHocT Ha Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ca: MbTHOCT Ha pa3TBopa, NosiBa Ha MUPUC
W Hanu4ue Ha ytavika.

[a ce BbpHe Ha Temnepatypa 2 — 8°C BegHara cnep ynotpeba.
[pyrute ycnosus Ha CbXpaHeHue, 0CBEeH NocoYeHuTe no-rope, Tpsibea Aa 6baaT npoBepeHn oT notpebutens'.

PA0831
Page 26



MpeanasHun mepkn

« Tosn NpoaykT e npeaHasHadeH 3a in Vitro anarHocTuka.

« KoHueHTpauusTa Ha ProClin™ 950 e 0,35%. Cbabpxa akTuBHaTa CbCTaBka 2-MeTUn-4-u30TasonnH-3-0H 1 MOXe Aa NPUYnMHU
[ApasHeHe Ha KoxaTta, ounTe, IMraBULMTE U ropHUTE AuxaTenHn mbTuwa. Mpu paboTa ¢ peareHTUTe [a ce HOCAT pbkaBULM 3a
eflHokpaTHa ynoTpeba.

* 3a ga nonyunTte konme Ha MHdopmaLMoHHNS NUCT 3a 6e30MacHOCT Ha MaTepuaniTe, ce CBbPXETe C BalLWs MeCTeH AncTpubytop
nnu pervoHaneH ocuc Ha Leica Biosystems unu nocertete yeb caiita Ha Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com

« CnecvmeHnuTe npeaw v cnep ukcaums, KakTo U BCUYKU MaTepuanii, U3NoXeHn Ha TAXHOTO BNusiHKWe, TpsibBa Aa 6baaTt TpeTupaHm
KaTo crnocobHW Aa npegaaat UHdekums n Aa 6baaTt M3XBLPIIEHN, NpUnaraikm CbOTBETHUTE NpeanasHi Mepku2. Hukora He
nuneTupanTe peareHTV ¢ ycTa 1 n3bsrsaiiTe KOHTaKT Ha koXata v NiuraBuLuTe C peareHTu Unu cnecmenu. Mpu KOHTaKT Ha peareHTn
VMY CNIECUMEHH C YYBCTBUTENHU 30HU N3MUITE 30HUTE C 0BUIHO KONMYecTBo BoAa. [oTbpceTe MeauLUMHCKa MOMOLL.

« KoHcynTupaiiTe ce ¢ cheaepanHuTe, AbpKaBHATE UMW MECTHUTE PETMAaMEHTU OTHOCHO U3XBBPIISIHETO Ha MOTEHLMAINHO TOKCUYHI
KOMMOHEHTH.

+ CsexpgaiiTe 4O MMHUMYM MUKpOGHaTa KOHTaMUHALWS HA peareHTUTe, B MPOTUBEH CIlyyail MOXe [Ja Ce MosiBY yBennyaBaHe Ha
HecneundUYHOTO oLBEeTABaHe.

*  W3BnuyaHeTo, MHKyBGaLMOHHUTE BpeMeHa Ui TemnepaTypy, pasfimiHm OT NOCOYeHUTe, MoraT [ja foBeaaT Ao NorpeLlHn pesynTaTu.
Bcska nogo6Ha npomsiHa TpsibBa Aa 6bae BanuaupaHa ot notpebutens.

MHCprKLlMM 3a yn0Tpe6a

MbpBUYHOTO aHTUTANO Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) e pa3paboTeHo 3a ynotpeba ¢ aBTomatusvpaHara cuctema BOND
(BkntouBaLa cuctemute Leica BOND-MAX u Leica BOND-III) B komGuHaumsi c BOND Polymer Refine Detection. MpenopwuntenHusT
NPOTOKON 3a OLBETSBAHE 32 MbPBUYHOTO aHTUTSANO AHannacTuyHa numdom kuHasa (5A4) e IHC Protocol F. TepmuyHo nHayumpaHo
M3BMMYaHe Ha enuTon ce NpenopbyBa Aa ce 13BbplLuBa ¢ nomollta Ha BOND Epitope Retrieval Solution 2 B npoabmxeHne Ha 30
MUHYTW.

OvakBaHuW pe3ynTaTu

Hopmanuu Tbkann

KnoHuHr 5A4 oTkpviBa aHannacTuyHa nMM@oM KnHasa NpoTEUH B HAKOM HEBPOEHAOKPUHHM KIETKW Ha XUNnoduaHaTa xrnesa n TbHKUTe
YepBa, anBeonapHy makpodarv B 6envs Apob 1 YacT OT NPOCTaTHU CTPOMAIHU KNEeTKU. Beuykn ocTaHanu TecTBaHW ThkaHu ca
HeraTuBHu. (O6LL Bpoii Ha oLEeHeHUTe HopmarnHu criyyan = 130).

TyMOpHM TbKaHn

KnoHuHr 5A4 ouBeTsiBa 5/27 aHannacTuyHU eApoKneTbYHM Numcdoma 1 2/5 eapokneTbyHn kapumHoma Ha 6envst Apo6. He ce
HabniofaBa oLBeTsIBaHe B OLIEHEHW Pa3nuyHu JOMbIHUTENHU aGHOPMarHM TbkaHu, BKIUUTeNHo 6enoapo6Hu Tymopw (0/68), Tymopu
Ha mneyHata xnesa (0/5), Tymopwu Ha WwuToBmaHaTa xnesa (0/5), Tymopu Ha o6ogHoTo Yepso (0/4), Tymopu Ha YepHusa apob (0/4),
metacTatuyHm Tymopu (0/4), Tymopu Ha xpaHonposopa (0/3), ctomaxa (0/3), rmaeara u Bparta (0/3), Tymopw Ha snununumTe (0/3),
Tymopy Ha Haa6bOpeyHarta xnesa (0/2), Tymopu Ha nukouHKst mexyp (0/2), Mo3byHM Tymopw (0/2), Tymopu Ha TbHkuTe YepBa (0/2),
pekTanHu Tymopu (0/2), Tymopw Ha 6b6peuuTe (0/2), Tymopu Ha numdHUTe Bb3nu (0/2), cntoHyeHata xrnesa (0/2), Tectucute (0/2),
uepsukca (0/2) n engometpuyma (0/2), octeocapkomu (0/1), agneHokapuuHomu Ha naHkpeaca (0/1), ageHokapuMHOMMW Ha npocTaTtata
(0/1), xunepnnasum Ha npoctatara (0/1), NNOCKOKNETbYHU KapLMHOMU Ha koxata (0/1) n menaHomu (0/1). (O6Ly 6poit Ha oLeHeHnTe
abHOPMHM TbkaHK = 162).

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) ce npenopb4Ba kaTo NOMOLLHO CPEACTBO MPU OLleHKaTa U eKcnpecusTa Ha eHgorenHu ALK
ALK Q¥3VIOHHV| NnpoTeuHn B HOpManHu U HeonNJIacCTU4YHU ThKaHW KaTo AoNbliIHEHWE KbM KOHBeHUWOoOHanHarta xucronaronorusa
€ usnonsgaHe Ha HEUMYHONMOTNYHU XNCTOXUMUYHW OLIBETABAHUSA.

CneuncdunyHmn orpaHu4eHns Ha NpoayKTa

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) e ontumuanpan ot Leica Biosystems 3a ynotpe6a ¢ BOND Polymer Refine Detection un
cnomaratenHute peareHt BOND. MoTpebuTtenute, KOUTO Ce OTKNOHSBAT OT NpenopbyaHuTe NpoLeaypu 3a TectBaHe, Tpsibea Aa
roemar OTTOBOPHOCT 3a MHTeprpeTaLusiTa Ha pesyntaTute Ha nauueHTuTe npu Tesn obeTosTencTea. BpemerpaeHeTo Ha npoTokonute
MOXe [a Bapvpa nopaau Bapuauysita BbB ukcaLmsita Ha TbkaHTa 1 epekTUBHOCTTa Ha YCUIIBAHETO Ha aHTUreHa 1 Tpsibsa Aa ce
onpenenu emnupuyHo. TpsibBa Aa ce U3non3seaT HEraTMBHU KOHTPOSIM Ha peareHTUTE NPy ONTUMU3MPAHE Ha YCIOBUATA Ha U3BNNYAHE 1
BPEMEeTpaeHeTo Ha NPOTOKOMNHTe.

OTCTpaHﬂBaHe Ha HensnpasBHOCTU

Pasrnepante pecepeHuns 3 3a kopuripaLum AencTsms.

CBbpxeTe ce C BalMsi MecTeH AucTpubyTop unu ¢ pervoHanHuns oduc Ha Leica Biosystems, 3a aa cbobwuTe 3a HeobnyaHo
oLBeTABaHe.

[OonbnHuTtenHa nHgopmauums

[onbnHutenHa nHdopmMauus 3a MyHooLBeTsBaHe ¢ peareHTn BOND moxeTe na Hamepute B ,Ynotpeba Ha peareHT BOND*

BbB BallaTa okyMeHTauus 3a notpebutens Ha BOND nop 3arnasusta ,[puHumun Ha npoueaypata“, ,Heobxoaumn matepuani®,
,MpuroTtesiHe Ha cnecumer”, ,KoHTpon Ha kadecTBoTO", ,[oTBBbPXAABaHe Ha aHanusa”“, ,MHTepnpeTaums Ha ouseTsiBaHeTo", JlereHaa Ha
cumBoONMTE Ha eTukeTute” 1 ,O6LWM orpaHnyeHns”.
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BOND™ azonnal hasznalhaté elsédleges antitest
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Katalogusszam: PA0831

Alkalmazasi teriilet
Ez a reagens in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) monoklonalis antitest az endogén ALK és ALK fuziés fehérjék fénymikroszkoéppal torténd
kvalitativ azonositasara szolgal formalinban fixalt, paraffinba agyazott szévetben, immunhisztokémiai festés utjan, automata BOND
rendszer (igy a Leica BOND-MAX rendszer vagy a Leica BOND-III rendszer) hasznalataval.

Minden festédés meglétének vagy hidanyanak klinikai értelmezését morfoldgiai vizsgalatokkal és megfeleld kontrollokkal kell kiegésziteni,
valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett patologusnak kell
elvégeznie.

Osszefoglalas és magyarazat

Az immunhisztokémiai médszerek antigének jelenlétének kimutatasara szolgalnak szévetekben és sejtekben (lasd a ,BOND reagensek
hasznélata” cimii részt a BOND felhasznaloi dokumentacioban). Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) elsédleges antitest hasznalatra
kész termék, amely kifejezetten a BOND Polymer Refine Detection kittel valé hasznalatra lett optimalizalva. Az endogén ALK és ALK flzios
fehérjék kimutatasa gy torténik, hogy elébb lehetévé kell tenni az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) kétédését a metszethez, majd ez

a kotédés megjelenithetd a detektald rendszerben talalhato reagensekkel. Ha ezeket a termékeket automata BOND rendszerrel egyditt
haszndljék (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel), csokken az emberi hibak lehetdsége, és mérsékelhetdk
az egyes reagensek higitasabdl, a manudlis pipettdzasbdl és a reagensek alkalmazasabdl szarmazé eredendd eltérések.

Biztositott reagensek

Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) egér eredet(, antihuman monoklonalis antitest, amelyet szévettenyészet felliliszoként allitanak
elé. Kiszerelése: tris-pufferelt séoldatban, hordozéfehérjével és tartositoszerként 0,35% ProClin™ 950-nel.

Teljes mennyiség = 7 ml.
Klén
5A4

Immunogén

A tirozin-kinaz katalitikus doménjére és részben az NPM-SLK transzkriptum C-termindlisra (419-520. aminosav) kiterjedd régiénak
megfeleld prokariéta eredetli rekombinans fehérje.

Specificitas
Az immunizalt célszekvenciat tartalmazé human ALK protein és C-termindlis ALK fuzids fehérjék.

Ig-osztaly
1gG1

Osszfehérje-koncentracio
Kb. 10 mg/mL.

Antitest-koncentracio

Legalabb 2,6 mg/L ELISA médszerrel meghatarozva.

Higitas és elegyités

Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) elsédleges antitest higitasa optimalis a BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel
vagy a Leica BOND-III rendszerrel) valé hasznalathoz. Nem szlikséges a reagens feloldasa, elegyitése, higitasa vagy titralasa.

Sziikséges, de nem biztositott anyagok

A minta kezeléséhez és a BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel) végzett
immunhisztokémiai festéshez szlikséges anyagok teljes listajat lasd a BOND felhasznal6i dokumentacio ,BOND reagensek hasznalata”
cim( részében.

Tarolas és stabilitas

2-8 °C-on tarolandé. Ne haszndlja fel a tartaly cimkéjén feltintetett lejarati datum utan.

Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) szennyezettségére és/vagy instabilitdsara utald jelek a kdvetkezdk: az oldat zavarossaga, szag
kialakulasa és csapadék jelenléte.

Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2-8 °C koz6tti hémérsékletre.

A fentiekben elirtaktdl eltérd tarolasi feltételeket a felhasznalonak ellendriznie kell'.

Ovintézkedések

« Ezatermék in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

* AProClin™ 950 koncentracioja 0,35%. A termék 2-metil-4-izotiazolin-3-on hatéanyagot tartalmaz, amely a bér, a szem, a
nyalkahartyak és a fels6 légutak irritacidjat okozhatja. A reagensek kezeléséhez viseljen egyszer hasznélatos keszty(it.

* Az anyagbiztonsagi adatlap igényléséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy
keresse fel a Leica Biosystems weboldalat a www.LeicaBiosystems.com cimen.
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« A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a vellik érintkez6 6sszes anyagot fertézések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriltekintéssel kell artalmatlanitani2. Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba kerlilje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terilettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az
érintett terliletet. Forduljon orvoshoz.

+ Minden potencialisan toxikus 6sszetevé artalmatlanitasaval kapcsolatban kdvesse a szovetségi, allami és helyi eldirasokat.

« Minimalisra kell csokkenteni a reagensek mikrobialis szennyezdését, kiildnben megndvekedhet a nem specifikus festédés.

+ A megadottaktol eltéré feltarasi kortilmeények, inkubacios idok és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. Az ilyen
valtoztatasokat a felhasznaldnak validalnia kell.

Hasznalati utmutato

Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) elsédleges antitest automata BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy
a Leica BOND-III rendszerrel) és a BOND Polymer Refine Detection kittel valé egylttes hasznalatra lett kifejlesztve. Az Anaplastic
Lymphoma Kinase (5A4) elsédleges antitesthez javasolt festési protokoll az ,F” IHC-protokoll. A héindukalt epitépfeltarashoz BOND
Epitope Retrieval Solution 2 oldat 30 percig tarté alkalmazasa javasolt.

Varhaté eredmények

Normélis szévetek

Az 5A4 klén kimutatta az anaplasztikus limféma kinaz proteint az agyalapi mirigy és a vékonybél néhany neuroendokrin sejtjében, a
tuddben alveolaris makrofagokban és a prosztata sztrémasejtjeinek egy részében. Az 6sszes tobbi vizsgalt szévet negativ volt. (Vizsgalt
normal esetek dsszesitett szama = 130).

Tumorszdvetek

Az 5A4 klén a tid6 5/27 anaplasztikus nagy sejtes limfomajat és 2/5 nagy sejtes karcinomajat festette meg. Semmilyen megfestést
nem figyeltek meg sokféle tovabbi értékelt abnormalis szévetnél, beleértve a tidétumort (0/68), emlétumort (0/5), pajzsmirigytumort
(0/5), vastagbéltumort (0/4), majtumort (0/4), metasztazisos tumort (0/4), nyel6csétumort (0/3), gyomortumort (0/3), fej-nyaktumort
(0/3), petefészektumort (0/3), mellékvesetumort (0/2), hugyhdlyagtumort (0/2), agytumort (0/2), vékonybéltumort (0/2), végbéltumort
(0/2), vesetumort (0/2), nyirokcsométumort (0/2), nyalmirigytumort (0/2), heretumort (0/2), méhnyaktumort (0/2), endometriumtumort
(0/2), oszteoszarkémat (0/1), hasnyalmirigy-adenokarcinémat (0/1), prosztata-adenokarcinomat (0/1), prosztata hiperplaziat (0/1),
laphamsejtes bérkarcinémat (0/1) és melanémat (0/1). (Vizsgalt kéros szdvetek Osszesitett szama = 162).

Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) az endogén ALK és ALK fuziés fehérjék értékelésének és expresszidjanak segitésére
ajanlott normalis és tumoros szévetekben. a nem immunolégiai hisztokémiai festést hasznalé hagyomanyos kérszévettani
eljarasok kiegészitéseként.

Termékspecifikus korlatozasok

Az Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) terméket a Leica Biosystems a BOND Polymer Refine Detection kittel €&s a BOND
segédreagensekkel valé hasznalatra optimalizalta. A tesztelési eljarasoktol valo eltérés esetén a felhasznalo feleléssége a
betegeredmények értelmezése az adott kortilmények kdzott. A protokoll végrehajtasahoz szlikséges id6 a szovet fixalasanak és az
antigén-erésités hatékonysaganak eltérései miatt valtozoé lehet, ezért tapasztalati alapon térténé meghatarozast igényel. A feltarasi
koérilmények és a protokollidék optimalizalasakor negativ reagenskontrollokat kell hasznalni.

Hibaelharitas

Ajavité intézkedéseket lasd a 3. hivatkozasban.

Szokatlan festddés bejelentéséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazojahoz vagy regionalis irodajahoz.

Tovabbi informaciok

A BOND reagensekkel végzett immunfestésre vonatkozé tovabbi informacidkat a BOND felhasznaldi dokumentacié ,BOND reagensek

haszndlata” cim(i részében talal a kdvetkezd szakaszokban: Az eljaras elve, Sziikséges anyagok, A mintak elékészitése, Minéség-ellenérzés,
Ateszt ellendrzése, A festédés értelmezése, A cimkéken szerepld szimbolumok magyarazata és Altalanos korlatozasok.
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Anticorpul primar gata de utilizare BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Nr. catalog: PA0831

Utilizare prevazuta

Acest reactiv este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

Anticorpul monoclonal Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) este destinat utilizarii pentru identificarea calitativa, prin intermediul
microscopiei optice, a proteinelor endogene ALK si ALK de fuziune in tesut fixat in formalin&, incorporat in parafina, prin colorare
imunohistochimica utilizand sistemul automat BOND (care include sistemul Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

Interpretarea clinica a oricarei coloratii sau a absentei acesteia trebuie verificata prin studii morfologice, folosind proceduri de control
adecvate, si trebuie evaluata in contextul istoricului clinic al pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de catre un
patolog calificat.

Rezumat si explicatie

Pot fi utilizate tehnici imunohistochimice pentru a demonstra prezenta antigenilor in tesut si celule (a se vedea ,Utilizarea reactivilor
BOND?” din documentatia de utilizare BOND). Anticorpul primar Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) este un produs gata de utilizare care
a fost optimizat in mod specific pentru utilizarea cu BOND Polymer Refine Detection. Demonstrarea proteinelor endogene ALK si ALK
de fuziuneeste realizata mai intai prin permiterea legarii Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) la sectiune si apoi prin vizualizarea acestei
legari utilizand reactivii furnizati in sistemul de detectie. Utilizarea acestor produse, in combinatie cu sistemul automat BOND (care
include sistemul Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III), reduce posibilitatea producerii erorii umane si variabilitatea inerenta care
rezulta din dilutia individuala a reactivului, pipetarea manuala si aplicarea reactivului.

Reactivi furnizati

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) este un anticorp monoclonal anti-uman de soarece produs ca supernatant de cultura tisulara si furnizat
in solutie salina tamponata cu trometamina cu proteina purtatoare, care contine 0,35 % ProClin™ 950 drept conservant.

Volum total = 7 ml.

Clona
5A4

Imunogen

Proteina procariotica recombinanta corespunzand unei regiuni care se intinde pe domeniul catalitic kinazei de tirozina si face parte din
C-terminus al transcriptiei NPM-ALK (aminoacizi 419-520).

Specificitate
Proteind ALK umana si proteine ALK de fuziune C-terminale continand secventa tinta imunizata.

Clasa lg
1gG1

Concentratie proteina totala
Aproximativ 10 mg/mL.

Concentratie anticorpi
Mai mare sau egala cu 2,6 mg/L, asa cum este determinata prin ELISA.

Diluare si amestecare
Anticorpul primar Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) este diluat in mod optim pentru utilizare pe sistemul BOND (care include sistemul
Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III). Reconstituirea, amestecarea, diluarea sau titrarea acestui reactiv nu sunt necesare.

Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

Consultati ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND pentru o lista completa a
materialelor necesare pentru tratarea specimenelor si coloratia imunohistochimica utilizand sistemul BOND (care include sistemul Leica
BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

Depozitare si stabilitate
A se depozita la 2-8 °C. A nu se utiliza dupa data expirarii indicata pe eticheta recipientului.

Semnele care indica contaminarea si/sau instabilitatea Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) sunt: turbiditatea solutiei, formarea de
mirosuri si prezenta precipitatului.

A se readuce la 2-8 °C imediat dupa utilizare.
Alte conditii de depozitare decét cele specificate mai sus trebuie verificate de céatre utilizator'.

Precautii

« Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

» Concentratia de ProClin™ 950 este 0,35 %. Acesta contine ingredientul activ 2-metil-4-izotiazolin-3-ona si poate cauza iritarea pielii,
ochilor, membranelor mucoase si tractului respirator superior. Purtati manusi de unica folosinta atunci cand manipulati reactivii.

« Pentru a obtine o copie a fisei tehnice de securitate a materialului, luati legatura cu distribuitorul dvs. local sau cu biroul regional al
Leica Biosystems sau, ca alternativa, vizitati site-ul web al Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
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« Specimenele, inainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul
de a transmite infectii si trebuie eliminate luand masurile de precautie adecvate2. Nu pipetati niciodata reactivii cu gura si evitati
contactul reactivilor si specimenelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau specimenele vin in contact cu suprafetele
sensibile, spalati cu apa din abundenta. Solicitati asistentd medicala.

« Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea la deseuri a oricaror componente cu
potential toxic.

« Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a coloratiei nespecifice.

« Timpii sau temperaturile de recuperare, incubatie care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice astfel de
modificare trebuie sa fie validata de utilizator.

Instructiuni de utilizare

Anticorpul primar Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) a fost dezvoltat pentru utilizarea pe sistemul automat BOND (care include sistemul
Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III) in combinatie cu BOND Polymer Refine Detection. Protocolul de colorare recomandat
pentru anticorpul primar Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) este IHC Protocol F. Se recomanda recuperarea indusa de caldura a
epitopilor utilizand BOND Epitope Retrieval Solution 2 timp de 30 de minute.

Rezultate asteptate

Tesuturi normale

Clona 5A4 a detectat proteina Anaplastic Lymphoma Kinase in unele celule neurendocrine ale glandei pituitare si ale intestinului subtire,
macrofage alveolare in plaman si o proportie de celule stromale prostatice. Toate celelalte tesuturi testate au fost negative. (Numarul total
al cazurilor normale evaluate = 130).

Tesuturi tumorale

Clona 5A4 a colorat 5/27 limfoane anaplastice cu celule mari si 2/5 carcinoame pulmonare cu celule mari. Nu s-a observat coloratie
intr-o varietate de alte tesuturi anormale evaluate, incluzand tumori pulmonare (0/68), tumori mamare (0/5), tumori tiroidiene (0/5), tumori
ale colonului (0/4), tumori hepatice (0/4), tumori metastatice (0/4), tumori ale esofagului (0/3), stomacului (0/3) si capului si gatului (0/3),
tumori ovariene (0/3), tumori ale glandei suprarenale (0/2), tumori vezicale (0/2), tumori cerebrale (0/2), tumori ale intestinului subtire
(0/2), tumori rectale (0/2), tumori renale (0/2), tumori ale ganglionului limfatic (0/2), glandei salivare (0/2), testiculului (0/2), colului uterin
(0/2) si endometrului (0/2), un osteosarcom (0/1), un adenocarcinom pancreatic (0/1), un adenocarcinom al prostatei (0/1), o hiperplazie
de prostata, (0/1), un carcinom al pielii cu celule scuamoase (0/1) si un melanom (0/1). (Numarul total al tesuturilor anormale evaluate =
162).

ALK de fuziune, in tesuturl normale si neoglazme, ca ad|uvant Ia hlstogatologla conventlonala utilizdnd coloratii histochimice
non-imunologice.

Restrictii specifice produsului

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) a fost optimizat la Leica Biosystems pentru utilizarea cu BOND Polymer Refine Detection si

cu reactivii auxiliari BOND. Utilizatorii care se abat de la procedurile de testare recomandate trebuie sa accepte responsabilitatea
pentru interpretarea rezultatelor pacientului in aceste circumstante. Timpii protocolului pot varia, datorita variatiei in fixarea tesutului
si eficacitatii intensificarii antigenului, si trebuie sé fie determinati empiric. Atunci cand se optimizeaza conditiile de recuperare si timpii
protocolului, trebuie sa fie utilizati reactivi de control negativ.

Rezolvarea problemelor

Consultati referinta 3 pentru actiuni de remediere.
Contactati distribuitorul dumneavoastra local sau biroul regional al Leica Biosystems pentru raportarea colorérii neobisnuite.

Informatii suplimentare

Informatii suplimentare referitoare la imunocolorarea cu reactivii BOND, sub titlurile Principiul procedurii, Materiale necesare, Pregétirea
specimenului, Controlul calitatii, Verificarea analizei, Interpretarea colorérii, Codul simbolurilor de pe etichete si Limitari generale pot fi
gasite in ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND.
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I'oToBOE K MpUMeHeHHI0 epBUYHOE anTHTE 10 BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Howmep no karanory: PA0831

Ha3sHauyeHune
OTOT peakTuB NpeaHasHayeH Ansa AnarHoCcTuky in vitro.

MoHoknoHanbHble aHTUTena k Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) npeaHasHayeHbl AN Ka4eCTBEHHOTO onpeaeneHnst aHaoreHHon KAJ
1 cnuTbix Genkos KAJT MeTofoM CBETOBOW MUKPOCKOMUW B (PUKCMPOBAHHBIX (POPManvHOM 1 3anuTbIX B NapaduH obpasuax TkaHen
nocrne MMMYHOTMCTOXMMUYECKOTO OKpaLLVMBaHUA B aBTomMaTtuampoBaHHoi cucteme BOND (BkntouatoLeit cuctemsl BOND-MAX 1 BOND-
11l komnaxum Leica).

KnuHuueckas nHTepnpetTauma nto6oro OKpalunBaHUA Unu ero OTCYyTCTBUA AOSDKHA BbITb AononHeHa MOpq.)OJ'IOI'M‘leCKVIMVI
ncernefoBaHUsaMU € HaanexalmmMmmn KOHTPOSIbHbIMW UCCefOoBaHUAMU U LOIMKHA 6bITb oueHeHa KBaﬂVIdeILlVIpOBaHHbIM naronorom ¢
y4yeToM aHaMHe3a naumeHTa n gpyrmx guarHoCTu4eCcKux TecTtoB.

KpaTkoe nsnoxeHue n nosicHeHue

MNIMMYHOTMCTOXMMUYECKE METOABI MOTYT UCMONb30BaTLCS Al BbISIBIIEHUS aHTUTEHOB B TKaHSIX W KreTkax (CMOTpuTe MoHorpadmio
«MpumeHeHne peaktnsos BOND» B fokymeHTaumu nonb3osatens BOND). MNMepeuyHoe aHTuTeno k Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
SIBMISIETCS TOTOBbIM K UCMOMb30BaHMUIO MpenapaToM, creLyanbHo ONTUMU3MPOBaHHbLIM A1 MpuMeHeHust B cucteme BOND Polymer
Refine Detection. MoaTeepxaeHvie npucyTcTaus aHaoreHHon KA u cnutbix 6enkos KAJT gocTuraeTcsi, Bo-nepsbiX, 3@ CHET CBA3bIBaHUS
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) co cpe3om TkaHu € nocrneaytoLlein Bu3yanusaumen y4actka CBA3biBaHNSA, YTO OCYLLECTBNAETCS

C MCMOMNb30BaHNEM PEaKTUBOB, KOTOPbIE NPEAYCMOTPEHbI CUCTEMON OGHapYXeHUs. MprMeHeHne 3TUX NPOAYKTOB B COYETaHWN C
aBTOMaTM3npoBaHHol cuctemornt BOND (Bkntovatowen cuctemsl BOND-MAX 1 BOND-III komnanuu Leica) cHkaeT BEpOsSiTHOCTb
YeroBeyeckom oMby 1 BaprabenbHOCTb, MPUCYLLYIO MpoLieccam pa3BefieHUs OTAENbHbIX PeakTUBOB, PYYHOTO MUNETUPOBaHUS 1
BHECEHVS! PeaKTUBOB.

PeaKTMBbI, BXoAsuwue B KOMMJIEKT NOCTaBKU

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) npefcrasnset coboii npenapat MOHOKIOHAMbHbIX @aHTUTEN MbILUW K aHTUIEHaM YenoBeka, KOTopbilii
BbiMyckaeTcs B (popme cynepHaTaHTa KynbTypbl TKaHW 1 NOCTaBNseTCs B TpUc-coneBoM 6ycdhepHoM pacTeope, codepxaliem Henok-
HocuTenb, a Takke 0,35 % ProClin™ 950 B ka4yecTBe KOHCEpBaHTa.

O6wmin 06bem = 7 Mnb.

Knon
5A4

WmmyHoreH

PeKoMBUHaHTHbIN GEenok 13 NPOKapMOTUHECKUX KIETOK, COOTBETCTBYIOLLMIA YHaCTKY, KOTOPbI OXBaTbIBaET KaTanuTuyeckuii [OMeH
TUPO3UNHKMHA3bI 1 YacTb C-KOHLIeBOW 0BNacTu TpaHCKpUINTa reHOB Hykieoho3MMHa U KMHAa3bl aHanmacTM4ecKoii MMMQoMbl
(amuHokucnoTbl 419-520).

CneuunduyHoCcTb
Benok KAJT yenoseka n C-koHueBas obnactb cnutHbix 6enkos KAJl, coaepxalimne MMMYHU3NPOBAHHYHO NOCIEA0BATENbHOCTb-MULLIEHD.

Knacc ummyHorno6ynuHos
1gG1

O6Lwan KoHueHTpauusa 6enka
MpvmepHo 10 mr/mn6.

KoHueHTpauua aHTuTena
KoHueHTpauus BbilLe Unu 3KBUBaneHTHa 2,6 Mr/n npu onpeaeneHnn metogom NOA.

PasBegeHue n cMellMBaHue

MepeunyHoe aHTUTeNo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) umeet onTumanbsHoe pa3seaeHune Ans npumeHeHus B cucteme BOND
(Bkntovatowert cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnanum Leica). 3TOT peakTvB He HyAaeTcs B BOCCTAHOBMNEHWUM, CMELLMBAHUN,
pasBeAeHUn Unu TUTPOBaHMK.

Heo6xoaumble mMaTepuanbl, He BXogsiLine B KOMMNIEKT NOCTaBKU

MonHbIN cnncok maTepuanos, HeobxoauMbIX Ans 06paboTkM M UMMYHOTUCTOXMMUYECKOTO OKpalLvBaHWs obpasLos B cucteme BOND
(Bkntovatoert cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnanum Leica) nmeetcs B pasgene «MpumeHeHne peaktnsoB BOND» fokymeHTauum
nonb3osatens cucremsl BOND.

XpaHeHue u cTabunbHOCTb
XpaHnuTb npu Temnepatype 2—8 °C. He ncnonb3oBaTb nocre ykasaHHON Ha STUKETKE KOHTeHepa AaTbl UCTEYEHUS CPOKa rOAHOCTU.

Mpu3Hakamu, KoTopble yKa3biBaloT Ha KOHTaMMHaLMo u/vnu HectabuneHocTb Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4), siBnsiotcs:
NOMYTHEH1e pacTBopa, NosiBfieHNe 3anaxa u Hanuyue ocazaka.

HemenneHHo nocne npyMeHeHUst BepHyTb Ha XpaHeHwue npu 2—-8 °C.
YcnoBuns xpaHeHWsi, OTIINYaIOLLIMECS OT yKasaHHbIX BbilLE, AOMKHbI ObiTh BepuULIMpOBaHbI Nonb3oBatenem'.
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Mepbl NPeaoCTOPOXHOCTU

« [laHHas npoaykumsi npefHa3HaveHa Ans AuarHoCcTuku in vitro.

«  KoHueHTpauus pactBopa ProClin™ 950 coctasnset 0,35 %. MpoaykT conepXxuT B Ka4ecTBe akTUBHOTO UHrpeaneHTa 2-metun-4-
M30TNa30MNH-3-0H, 1 MOXET BbI3blBaTb Pa3fpaxeHune rnas, Koxu, CrimsncTbix 060modek 1 opraHoB BEPXHUX AblxaTenbHbiX nyTei. Mpu
pa6oTe ¢ peakTBaMu HafeBaiiTe OAHOPa30BbIE NepyaTku.

* [ns nonyyexus konum nacnopta 6€30nNacHOCTV XMMUYECKON NpoayKLuu obpaTnTech K MECTHOMY AUCTPUBLIOTOPY U B
pervioHanbHbIN oduc komnaHum Leica Biosystems nubo nocetute Be6-cant komnanum Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

« C obpasuamu (Ao 1 nocne curkcaLmm) 1 BCEMM MaTepuanamu, Ha KoTopble OHU BO3AENCTBYIOT, crieayeT obpallaTbes kak ¢
noTeHLManbHO CocoGHbIMM K nepefaye MHMEKLMM 1 yTUIM3nMpoBaTh, cobniogasi COOTBETCTBYIOLLME MePbI MPEfOCTOPOXHOCTNZ.
Hukorga He HabupaiiTe peakTuBbl B NUNeETKy pToM. M3Geraiite KoHTakTa peakT1BoB 1 06pa3LoB C KOXelt 1 CNn3ncTbIMK obonoykamu.
B cnyyae koHTaKkTa peakT1BOB N 06pasLioB C YyBCTBUTENbHBIMI 30HaMV NPOMOITE UX BOnbLLMM KonnyecTBoM Bogbl. ObpaTnTech
3@ MeAULIMHCKOM MOMOLLbIO.

« o Bonpocam yTununaaLmm nobbix BOBMOXHO TOKCUHECKIX KOMMOHEHTOB BbINOMHANTE TpeboBaHUs deaepanbHbIX, perMoHanbHbIX
VI MECTHBIX HOPMAaTUBHbIX [OKYMEHTOB.

« CsoauTe kK MMHUMYMY MUKPOBHOE 3arpsisHeHie peakTBOB BO M3bexaHue YCUneHns Hecrneumduieckoro okpallmBaHus.

* HapyLeHue ykasaHHbIX B MIHCTPYKLMW NpaBuIl AeMackUpOBKY, BPeMeHU NHKyGaLnm 1 TepMuyeckoii 06paboTkn MOXET NpUBECTU K
ownbouHbIM pesynbratam. Jliobblie NoaobHbIe N3MEHeHNs AOMKHbI BbiTh BanuaMpoBaHb! Nonb3oBaTenem.

WHCTpyKUuMsa No npumMeHeHUo

MepeuyHoe aHTuTeno Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) 6bino paspaboTaHo Ans UCMonb30BaHKs B aBTOMaTU3NPOBaHHOW cUcTEME
BOND (BkntovatoLent cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnaHuu Leica) B codetaHum ¢ cuctemoint obHapyxeHust BOND Polymer Refine
Detection. PekomeHayeMbiM NPOTOKONIOM MMMYHOTMCTOXMMUYECKOTO okpaluvaHus (UIMX) ¢ ucnonbaosaHmem Anaplastic Lymphoma
Kinase (5A4) ssnsietca npotokon IHC Protocol F. Tennoyto aemackupoBKy anuTona peKoMeHAYyeTCs BbIMOMHATL C MPUMEHEHNeM
BoccTaHaenveatoLero pacteopa BOND Epitope Retrieval Solution 2 B TeueHne 30 MuHyT.

Oxupaemble pe3ynbraTbl

HopmanbHble Tkauu

KnoH 5A4 BbisBun 6enok KnHasbl aHannacTu4eckon NMMGOMbI B HEKOTOPbIX HEMPOIHAOKPUHHBIX KNETKax rinousa u TOHKOro
KULLIEYHMKA, anbBEONAPHbLIX Makpodarax B NerkoM 1 YaCTUYHO B CTPOMArbHBIX KIeTkax npocTaThl. [ns Apyrix npoTecTMpoBaHHbIX
TKaHew Bbinn Nony4YeHsbl oTpuuaTtenbHble pesynstathl. (ObLee YUCNo nccnenoBaHHbIX HOpManbHbIX TkaHel = 130).

Tkanu onyxoneit

KnoH 5A4 okpacun 5/27 cnyyaeB aHannacTM4eckomn KpynHOKNETOYHON NMMdoMbl 1 2/5 cryyast KpYNHOKNETOYHON KapLMHOMbI B FTIErKOM.
He o6HapyeHo oKpaluMBaHWUs B Pa3fNyHbIX APYTMX U3MEHEHHbIX TKaHSIX, B TOM Yicre npu onyxonsx nerkux (0/68), onyxonsx rpyau
(0/5), onyxonsix WuToBMAHOM xene3bl (0/5), onyxonsx kuweyHuka (0/4), onyxonsx nevexn (0/4), metactatudeckux onyxonsix (0/4),
onyxonax nuuiesoaa (0/3), xenyaka (0/3), ronosbl 1 wew (0/3), onyxonsax auuxukos (0/3), onyxonsx HagnoveyHnkos (0/2), onyxonsx
MoueBoro ny3bipsi (0/2), onyxonsix moara (0/2), onyxonsix TOHKoro kuieyvHuka (0/2), onyxonsix npsimoit kuwwku (0/2), onyxonsix novek (0/2),
onyxonsx numdatnyeckux ysnos (0/2), cntoHHoi xenesbl (0/2), sudek (0/2), weiiku matku (0/2) n sHgomeTpus (0/2), npu octeocapkome
(0/1), naHkpeaTuyeckoi ageHokapuvHome (0/1), aneHokapumHome npoctatsl (0/1), runepnnasumn npoctartsl, (0/1), NNockokneTouHon
KapumHome koxu (0/1) n menaHome (0/1). (OBLyee uncno o6pa3LoB N3MEHEHHBIX TKaHew, KoTopble Bbinn nccneaoBaHbl = 162).
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) pekomeHaoBaHa Kak BCioMorare/fibHoe CpefiCTBO ANA OLUEeHKN U IKCNPEeCCUN SHAOTEHHOW
KAI u cnutbix 6enkoB KAJl B HOpManbHbIX U NOPaXeHHbIX HOBOOGPAa30BaHUAMM TKAHAX, B KAYeCTBE JOMONHEHUA K
CTaHAapTHbLIM MMCTONAaTONOrMYECKUM UCCIe0BaHUSAM C NPUMEHEHUEM HEMMMYHHOTO FrMCTOXUMMUYECKOTO OKpalIMBaHUs.

OrpaHuyeHus, cneunduyHbie ANSA 3TOro NpoaykKTa

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) onTumunanpoBaH komnaHuen Leica Biosystems ans npymeHeHus ¢ cuctemoit obHapyxeHuss BOND
Polymer Refine Detection u gononHutensHeimm peaktusamu BOND. Monb3oBatenu, OTKNOHSAOLMECS OT PEKOMEHAO0BaHHbIX npoLeayp
aHanuaa, AoMmkHbl 6paTh Ha cebsl OTBETCTBEHHOCTb 3a UHTEPMNPETALIMIO PesyribTaToB UCCIIEA0BaHUN MALMEHTOB, BbIMOMHEHHbIX B
Takux ycrioBusix. MpoaomKUTENbHOCTb BbINONHEHUS! MPOTOKONA AOIMKHA ObITh OMpeAeneHa onbITHBIM MyTeM U MOXET pasnunyaTbCs

B CBSA3W C BapuabenbHOCTbIO prKkcaLmm TkaHn 1 3pEeKTUBHOCTY yCUNeHUs aHTureHa. MNpu onTuMmusaumum ycrnosuin 4eMackupoBKu 1
[ANUTEeNbHOCTU MPOTOKONA CrieayeT UCMOoMNb30BaTh OTPULIATENbHbIE KOHTPOINN PeakTUBOB.

Mowuck n ycTpaHeHne HeucnpaBHOCTEN
[leiicTBMS NO yCTpaHEHUIO HeMnonaaoK onucaxbl B (3).

C cooBLLEHVSIMM 0 HEOBbIYHOM OKpaLLMBaHUM OBpaLLaiTeCh K CBOEMY MECTHOMY AVUCTPUGLIOTOPY UMK B PerMoHarnbHbIi 0hUC KOMMNaHUU
Leica Biosystems.

[OononHutenbHas uHdopmMaumusa

,qOI'IOJ'IHIATeJ'IbHaH Mthopmauvm no UMMYHOTVCTOXUMWYECKOMY OKpaLLMBaHWUIO C UCMONb30BaHMEM PeakTUBOB BOND coaepxunTesa
B py6pukax «MpuHumMn MeTogdax, «Heobxoanmble matepuansi», «loarotoska ob6pa3sLoy», «KoHTponb kavectBay, «MpoBepka
AOCTOBEPHOCTN aHanusa», ((MHTepI'IpeTaLLI/Iﬂ OKpalimBaHUA», «3Ha4yeHnsi CUMBOJIOB B MapKnpoBKe npoayKunm» u «OI’paHI/NeHVIﬂ
obLero xapaktepa» pasgena «MpumeHeHne peaktusos BOND» fokymeHTauum nonb3osatens cucremsl BOND.
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Gotowe do uzycia przeciwcialo BOND™
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Nr katalogowy: PA0831

Przeznaczenie
Ten odczynnik jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) Przeciwciato monoklonalne stuzy do identyfikacji jako$ciowej z zastosowaniem mikroskopii
$wietinej endogennej ALK oraz biatek fuzyjnych ALK w tkance utrwalonej w formalinie i zatopionej w parafinie za pomocg barwienia
immunohistochemicznego przy uzyciu automatycznego systemu BOND (w tym systemoéw Leica BOND-MAX i Leica BOND-III).

Kliniczng interpretacje wybarwienia lub jego braku nalezy uzupeti¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.

Podsumowanie i objasnienie

W celu wykazania obecnos$ci antygenéw w tkankach i komérkach (zob. ,Korzystanie z odczynnikéw BOND” w dokumentaciji uzytkownika
BOND) mozna skorzysta¢ z technik immunohistochemicznych. Przeciwciato pierwszorzedowe Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)

jest gotowym do uzycia produktem, ktdry zostat specjalnie zoptymalizowany pod katem uzycia z BOND Polymer Refine Detection.
Obecnos$¢ endogennej ALK oraz biatek fuzyjnych ALK jest wykazywana w pierwszej kolejno$ci przez umozliwienie wigzania Anaplastic
Lymphoma Kinase (5A4) ze skrawkiem, a nastepnie wizualizacjg tego wigzania za pomocg odczynnikéw dostarczonych w systemie
detekcji. Uzywanie tych produktéw, w potgczeniu z automatycznym systemem BOND (obejmuje Leica BOND-MAX system i Leica
BOND-III system), redukuje mozliwo$¢ wystapienia btedu cztowieka i wlasciwej zmiennosci wynikajgcej z indywidualnego rozcienczania
odczynnikéw, recznego pobierania pipetg i stosowania odczynnikow.

Odczynniki znajdujace si¢ w zestawie

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) jest mysim anty-ludzkim przeciwciatem monoklonalnym, produkowanym jako oczyszczony
supernatant hodowli tkankowej i dostarczonym w roztworze soli fizjologicznej buforowanej odczynnikiem Tris z biatkiem no$nikowym,
konserwowanym 0,35 % ProClin™ 950.

taczna objetosc =7 ml.

Klon
5A4

Immunogen

Prokariotyczne biatko rekombinowane odpowiada regionowi, ktéry obejmuje katalityczng domene kinazy tyrozynowej oraz cze$¢
C-konca transkrypcji NPM-ALK (aminokwasy 419-520).

Swoistos¢
Ludzkie biatko ALK oraz biatka fuzyjne ALK z C-koncem zawierajgce immunizowang sekwencje docelowg

Klasa Ig
1gG1

Catkowite stezenia biatka
Okoto 10 mg/mL.

Stezenie przeciwciat
Wigksze lub réwne 2,6 mg/L oznaczone za pomocg testu ELISA.

Rozcienczanie i mieszanie

Przeciwciato pierwszorzedowe Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) jest optymalnie rozcienczone pod katem uzycia w systemie BOND
(w tym systemow Leica BOND-MAX i Leica BOND-III). W przypadku tego odczynnika nie jest konieczne dodawanie wody, mieszanie,
rozcienczanie ani miareczkowanie.

Wymagane materiaty niedotagczone do zestawu

Aby uzyskac petng liste materiatéw potrzebnych do przygotowania prébek i barwienia immunohistochemicznego za pomocg systemu
BOND (w tym systemow Leica BOND-MAX i Leica BOND-III) zob. ,Korzystanie z odczynnikéw BOND” w dokumentacji uzytkownika
BOND.

Przechowywanie i trwatos¢
Przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Nie uzywac po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie pojemnika.

Oznaki skazenia i/lub niestabilno$ci przeciwciata Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) sg nastepujace: zmetnienie roztworu, pojawienie
sie zapachu i obecnos$¢ osadu.

Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.
Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji uzytkownika'.

Srodki ostroznosci

« Ten odczynnik jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

« Stezenie ProClin™ 950 wynosi 0,35 %. Zawiera sktadnik czynny, metyloizotiazolinon, ktéry moze powodowa¢ podraznienie skory, oczu,
bton $luzowych i gérnych drég oddechowych. Podczas pracy z odczynnikami nalezy nosi¢ rekawice jednorazowego uzytku.
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« Aby uzyska¢ egzemplarz karty charakterystyki, nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym biurem Leica
Biosystems lub odwiedzi¢ strong internetowg Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

« Probki przed i po utrwaleniu oraz wszelkie materiaty narazone na kontakt z nimi nalezy traktowac jako materiaty potencjalnie
zakazne i nalezy je utylizowac¢ z zachowaniem odpowiednich srodkéw ostroznosci2. Podczas pobierania pipetg nie wolno zasysaé
odczynnikéw ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skérg oraz btonami $luzowymi. W razie kontaktu
odczynnikéw lub prébek ze szczegdlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig wody. Nalezy zasiegng¢
porady lekarza.

« Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowa¢ zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.

« Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwiekszonego barwienia
niespecyficznego.

« Zastosowanie czaséw odmaskowywania, inkubacji lub temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac btedne wyniki.
Wszelkie zmiany tego typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Instrukcja stosowania

Przeciwciato pierwszorzedowe Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) zostato opracowane z myslg o zastosowaniu w automatycznym
systemie BOND (obejmujgcym systemy Leica BOND-MAX i Leica BOND-III system) w potgczeniu z BOND Polymer Refine
Detection. Zalecany protokét barwienia dla przeciwciata pierwszorzegdowego Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) to IHC (badanie
immunochemiczne Protocol F. Zaleca sie cieplne odmaskowywanie epitopu przy uzyciu roztworu BOND Epitope Retrieval Solution 2
przez 30 minut.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe

Klon 5A4 wykryt obecno$¢ biatka kinazy chtoniaka anaplastycznego w niektorych komérkach neuroendokrynnych przysadki i jelita
cienkiego, makrofagach pecherzykowych w ptucach i w czesci komoérek zrebu prostaty. Wszystkie inne badane tkanki byty negatywne.
(Lgczna liczba ocenionych prawidtowych przypadkéw = 130).

Tkanki guza

Klon 5A4 wybarwit 5/27 chtoniakéw anaplastycznych i 2/5 wielkokomdérkowych rakéw ptuc. Nie zaobserwowano barwienia w przypadku
wielu dodatkowych nieprawidtowych ocenianych tkanek, w tym w przypadku guzéw ptuc (0/68), guzéw piersi (0/5), guzéw tarczycy
(0/5), guzdw okreznicy (0/4), guzéw watroby (0/4), guzéw przerzutowych (0/4), guzéw przetyku (0/3), zotgdka (0/3) oraz gtowy i szyi
(0/3), guzoéw jajnika (0/3), guzéw nadnerczy (0/2), guzéw pecherza moczowego (0/2), guzéw mézgu (0/2), guzdw jelita cienkiego (0/2),
guzow odbytnicy (0/2), guzéw nerek (0/2), guzéw weztéw chtonnych (0/2), Slinianki (0/2), jadra (0/2), szyjki macicy (0/2) i endometrium
(0/2), kostniakomigsaka (0/1), gruczolakoraka trzustki (0/1), gruczolakoraka prostaty (0/1), rozrostu gruczotu krokowego, (0/1), raka
ptaskonabtonkowego skéry (0/1) i czerniaka (0/1). (Catkowita liczba zbadanych nieprawidtowych tkanek = 162).

Zaleca sie stosowanie Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) do oceny pomocniczej i ekspresji endogennej ALK i biatek
fuzyjnych ALK w tkankach prawidtowych i nowotworowych jako dodatek do konwencjonalnej histopatologii przy uzyciu
nieimmunologicznych barwien histologicznych.

Szczegolne ograniczenia dla produktu

Przeciwciato Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) zostato zoptymalizowane w Leica Biosystems pod katem stosowania z BOND Polymer
Refine Detection i odczynnikami pomocniczymi BOND. W tych okolicznosciach uzytkownicy, ktérzy postepujg niezgodnie z zalecanymi
procedurami testowymi muszg wzig¢ odpowiedzialno$c¢ za interpretacje wynikdw chorego. Czasy protokotu mogg by¢ rézne w zwigzku
ze zréznicowaniem w zakresie utrwalenia tkanek i skuteczno$ci wzmocnienia przez przeciwciato i nalezy je okresli¢ doswiadczalnie.
Odczynniki kontroli ujemnej nalezy stosowa¢ podczas optymalizacji warunkéw odmaskowywania i czaséw protokotu.

Rozwigzywanie probleméw
W celu uzyskania dalszych informacji dot. dziatan zaradczych zob. odsytacz 3.

W celu zgtoszenia nietypowego barwienia nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem lub z regionalnym biurem firmy Leica
Biosystems.

Dodatkowe informacje

Dodatkowe informacje dotyczgce immunobarwienia przy uzyciu odczynnikéw BOND opisanego w rozdziatach ,Zasady postepowania”,
,Wymagane materiaty”, ,Przygotowanie prébek”, ,Kontrola Jakosci”, ,Weryfikacja testu”, ,Interpretacja barwienia”, ,Objasnienie symboli
na etykietach” i ,Ograniczenia ogélne” mozna znalez¢ w punkcie ,Stosowanie odczynnikéw BOND” w dokumentacji uzytkownika
systemu BOND.

Bibliografia

1. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.

2. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.

3. Bancroft JD and Stevens A. Theory and Practice of Histological Techniques. 4th Edition. Churchill Livingstone, New York. 1996.

4. Li XQ, Hisaoka M, Shi DR et al. Expression of anaplastic lymphoma kinase in soft tissue tumors: an immunohistochemical and
molecular study of 249 cases. Human Pathology. 2004; 35:711-721

5. Savic S, Bode B, Diebold J et al. Detection of ALK-positive non-small-cell lung cancers on cytological specimens: high accuracy of
immunocytochemistry with the 5A4 clone. Journal of Thoracic Oncology. 2013; 8(8):1004-11

6. Savic S, Diebold J, Zimmermann AK et al. Screening for ALK in non-small cell lung carcinomas: 5A4 and D5F3 antibodies perform
equally well, but combined use with FISH is recommended. Lung Cancer. 2015; 89 (2):104-9

7. Williams AS, Greer W, Bethune D et al. ALK+ lung adenocarcinoma in never smokers and long-term ex-smokers: prevalence and
detection by immunohistochemistry and fluorescence in situ hybridisation. Virchows Archiv: an international journal of pathology.
2016; 469(5):533-540

PA0831
Page 37



8. Barreca A, Lasorsa E, Riera L et al. Anaplastic lymphoma kinase in human cancer. Journal of Molecular Endocrinology. 2011;
47(1):R11-R23

9. Zhao Z, Verma V. and Zhang M. Anaplastic lymphoma kinase: Role in cancer and therapy perspective. Cancer Biology and Therapy.
2015; 16(12):1691-701

Data publikacji
30 listopada 2018

PA0831
Page 38



™

Primarno protitelo BOND™" pripravljeno za uporabo
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
KataloSka §t.: PA0831

Predvidena uporaba

Ta reagent je namenjen diagnosti¢ni uporabi in vitro.

Monoklonsko protitelo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je namenjeno kvalitativni identifikaciji molekule endogenega proteina ALK
in fuzijskih proteinov ALK s svetlobno mikroskopijo v tkivih, fiksiranih s formalinom in vstavljenih v parafin, z imunohistokemijskim
barvanjem z uporabo avtomatiziranega sistema BOND (vklju¢uje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III).

Kliniéno razlago kakrSnega koli obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfolo$ke Studije in ustrezni kontrolni vzorci, ki jih v
okviru klinicne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Povzetek in razlaga

Imunohistokemijske tehnike se lahko uporabijo za prikaz prisotnosti antigenov v tkivih in celicah (glejte »Uporaba reagentov BOND«

v prilozeni dokumentaciji za uporabnike sistema BOND). Primarno protitelo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je izdelek, pripravijen

za uporabo, ki je bil posebej optimiziran za uporabo s sistemom za zaznavanje BOND Polymer Refine Detection. Prikaz endogenega
proteina ALK in fuzijskih proteinov ALK se doseZe tako, da se najprej dovoli vezava protitelesa Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) na
rezino, nato pa se ta vezava prikaze z uporabo reagentov v sistemu za zaznavanje. Uporaba teh izdelkov, skupaj z avtomatiziranim
sistemom BOND (vkljucuje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III), zniza moznost ¢loveske napake in variabilnosti, ki sama
po sebi izhaja iz red¢enja posameznega reagenta, roénega pipetiranja in nanosa reagenta.

PriloZeni reagenti
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je misje monoklonsko protitelo proti humanim antigenom, ki je izdelano kot supernatant tkivne
kulture in dobavljeno v fizioloski raztopini s pufrom tris, nosilno beljakovino in 0,35 % konzervansa ProClin™ 950.

Skupna prostornina = 7 ml.

Klon
5A4

Imunogen

Prokariontski rekombinantni protein, ki ustreza fragmentu in zajema kataliticno domeno tirozin kinaze ter del C-terminalnega konca
transkripta NPM-ALK (aminokisline 419-520).

Specificnost
Humani protein ALK in fuzijski proteini ALK C-terminalnega konca, ki vkljucujejo imunizirano ciljino sekvenco.

Razred Ig
1gG1

Skupna koncentracija beljakovin
Priblizno 10 mg/mL.

Koncentracija protiteles
Visja ali enaka 2,6 mg/L, dolo€ena s testom ELISA.

Redc¢enje in mesanje
Primarno protitelo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je optimalno razredéeno za uporabo na sistemu BOND (vkljucuje sistem Leica
BOND-MAX in sistem Leica BOND-III). Rekonstitucija, meSanje, redCenje ali titracija tega reagenta niso potrebni.

Potrebni materiali, ki niso prilozeni
Glejte »Uporaba reagentov BOND« v priloZzeni dokumentaciji BOND za uporabnika za popoln seznam materialov, ki so potrebni za
obdelavo vzorcev in imunohistokemijsko barvanje pri uporabi sistema BOND (vkljucuje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III).

Shranjevanje in stabilnost
Hraniti pri temperaturi 2-8 °C. Ne uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti, navedenem na oznaki na vsebniku.

Znaki, ki kaZzejo kontaminacijo in/ali nestabilnost protitelesa Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4), so: motnost raztopine, prisotnost vonja
in oborine.

Takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2—8 °C.
Uporabnik mora potrditi ustreznost pogojev shranjevanja, ¢e se ti razlikujejo od zgoraj navedenih'.

Previdnosti ukrepi

« Taizdelek je namenjen za diagnosti¢no uporabo in vitro.

« Koncentracija konzervansa ProClin™ 950 je 0,35 %. Vsebuje aktivno u¢inkovino 2-metil-4-izotiazolin-3-on in lahko povzro¢i drazenje
koze, oéi, sluznice ter zgornjih dihalnih poti. Kadar delate z reagenti, nosite rokavice za enkratno uporabo.

« Kopijo varnostnega lista lahko dobite pri lokalnem distributerju ali regionalni pisarni druzbe Leica Biosystems ali na spletnem mestu
www.LeicaBiosystems.com
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« Zvzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so prisli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe, in
pri njihovem odstranjevanju upostevati ustrezne previdnostne ukrepe2. Nikoli ne pipetirajte reagentov skozi usta; pazite, da reagenti
in vzorci ne pridejo v stik s koZo ali sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z ob&utljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poiégite
zdravnisko pomo¢.

 Sledite zveznim, drzavnim ali lokalnim predpisom za odstranjevanje katerih koli morebitno strupenih sestavin.

« Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzroci nespecificno barvanje.

« Ce uporabite &as ali temperature pridobivanja in inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napa&ne rezultate.
Uporabnik mora validirati morebitne spremembe.

Navodila za uporabo

Primarno protitelo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je bilo razvito za uporabo na avtomatiziranem sistemu BOND (vklju€uje sistem
Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III) skupaj s sistemom BOND Polymer Refine Detection. Priporoceni protokol barvanja

za primarno protitelo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je IHC Protocol F. Za toplotno pridobivanje epitopa se priporo¢a uporaba
raztopine BOND Epitope Retrieval Solution 2 za 30 minut.

Pricakovani rezultati
Normalna tkiva

Klon 5A4 je zaznal protein Anaplastic Lymphoma Kinase v nekaterih nevroendokrinih celicah hipofize in tankega crevesa, alveolarne
makrofage v pljucih in delu stromalnih celic prostate. Vsa druga testirana tkiva so bila negativna. (Skupno $tevilo ocenjenih normalnih
primerov = 130).

Tumorska tkiva

Klon 5A4 je obarval 5/27 anaplasti¢nih velikoceli¢nih limfomov in 2/5 velikoceli¢nih karcinomov plju¢. Obarvanja niso opazili pri razli¢nih
drugih ocenjenih nenormalnih tkivih, vkljuéno s tumorji plju¢ (0/68), tumoriji dojk (0/5), tumoriji $¢itnice (0/5), tumoriji kolona (0/4), tumorji
jeter (0/4), metastatskimi tumorji (0/4), tumoriji poziralnika (0/3), zelodca (0/3), glave in vratu (0/3), tumorji na jaj¢nikih (0/3), tumoriji
nadledvi¢ne Zleze (0/2), tumorji seénega mehurja (0/2), mozganskimi tumoriji (0/2), tumorji tankega crevesa (0/2), rektalnimi tumorji (0/2),
tumoriji ledvic (0/2), tumoriji bezgavk (0/2), slinavk (0/2), testisov (0/2), materni¢nega vratu (0/2) in endometrija (0/2), osteosarkomom
(0/1), adenokarcinomom trebusne slinavke (0/1), adenokarcinomom prostate (0/1), hiperplasti¢no prostato (0/1), plo§¢atoceli¢nim
karcinomom kozZe (0/1) in melanomom (0/1). (Skupno Stevilo ocenjenih tkiv z nepravilnostmi = 162).

Protitelo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) se uporablja kot pomo¢ pri ocenjevanju in izrazanju endogenega proteina ALK

in fuzijskih proteinov ALK v normalnih in neoplasti¢nih tkivih kot dodatna analiza konvencionalni histopatologiji z uporabo
neimunoloskih histokemicnih barvil.

Specificne omejitve izdelka

Druzba Leica Biosystems je protitelo Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) optimizirala za uporabo s sistemom BOND Polymer Refine
Detection in pomoznimi reagenti BOND. Uporabniki, ki odstopijo od priporo¢enih preizkusnih postopkov, morajo prevzeti odgovornost

za razlago bolnikovih rezultatov pod temi pogoji. Trajanje protokola se lahko spremeni zaradi razlik pri fiksiranju tkiv in u€inkovitosti
izboljSave antigena ter se mora dolociti empiri¢no. Uporabiti morate negativne kontrolne reagente, kadar optimizirate pogoje pridobivanja
in trajanje protokola.

Odpravljanje tezav
Glejte 3. navedbo za ukrep za odpravljanje napake.
Ce zelite poro&ati o nenavadnem obarvanju, se obrnite na svojega lokalnega distributerja ali regionalno pisarno druzbe Leica Biosystems.

Dodatne informacije

Dodatne informacije o imunolo$skem barvanju z reagenti BOND lahko najdete v priloZzeni dokumentaciji za uporabnike sistema BOND
»Uporaba reagentov BOND« v poglavjih Nacelo postopka, Potrebni materiali, Priprava vzorcev, Kontrola kakovosti, Verifikacija testa,
Tolmacenje obarvanja, Legenda za simbole na oznakah in Splosne omejitve.
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BOND"™ Primarni protilatka pripravena k pouZiti
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Kat. ¢.: PA0831

Zamyslené pouziti
Tato reagencie je uréena k diagnostickému pouziti in vitro.

Monoklonalini protilatka Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je uré¢ena k pouziti pfi kvalitativnim stanoveni endogenni ALK a fuznich
proteind ALK svételnou mikroskopii ve tkani fixované formalinem a zalité v parafinu imunohistochemickym barvenim pomoci
automatického systému BOND (zahrnujiciho systém Leica BOND-MAX a systém Leica BOND-III).

Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vysetfenim s pouzitim spravnych
kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Souhrn a vysvétleni

Imunohistochemické techniky Ize pouzit k prikazu pritomnosti antigenG ve tkani a v burikach (viz ,PouZiti reagencii BOND* v uZivatelské
dokumentaci BOND). Primarni protilatka Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je produkt pfipraveny k pouziti, ktery byl specificky
optimalizovan k pouziti se soupravou BOND Polymer Refine Detection. Priikazu endogenni ALK a fuznich proteinti ALK se dosahne
tim, Ze se nejprve umozni vazba produktu Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) na fez, a poté se tato vazba vizualizuje pomoci reagencii
dodanych v detekénim systému. Pouziti téchto produktu v kombinaci s automatickym systémem BOND (v¢etné systému Leica
BOND-MAX a systému Leica BOND-III) snizuje moznost lidské chyby a inherentni variability v disledku fedéni jednotlivych reagencii,
manualniho pipetovani a aplikace reagencii.

Dodavané reagencie

Produkt Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je mysi monoklonalni protilatka proti lidskym antigenim vyrabéna jako supernatant z
tkarové kultury a dodavana ve tris pufrovaném fyziologickém roztoku s pfenasejicim proteinem, obsahujici jako konzervaéni prostfedek
0,35 % latky ProClin™ 950.

Celkovy objem =7 ml.

Klon
5A4

Imunogen

Prokaryoticky rekombinantni protein odpovidajici oblasti, ktera pokryva katalytickou doménu tyrozinkinazy a ¢ast C-konce transkriptu
NPM-ALK (aminokyseliny 419-520).

Specificita

Lidsky protein ALK a C-koncové fuzni proteiny ALK, které obsahuji imunizovanou cilovou sekvenci.

Trida Ig

1gG1

Koncentrace celkového proteinu

Pfiblizné 10 mg/mL.

Koncentrace protilatek

Vy$8i nebo rovna 2,6 mg/L, stanovena metodou ELISA.

Redéni a michani

Produkt Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je primarni protilatka optimalné nafedéna k pouziti v systému BOND (véetné systému Leica
BOND-MAX a systému Leica BOND-III). Rekonstituce, michani, fedéni ani titrace této reagencie nejsou nutné.

Potifebny material, ktery neni soucasti dodavky
Uplny seznam materiald potfebnych ke zpracovani vzorku a k imunohistochemickému barveni pomoci systému BOND (véetné systému
Leica BOND-MAX a systému Leica BOND-III) je uveden v bodé ,Pouziti reagencii BOND" v uzivatelské dokumentaci BOND.

Skladovani a stabilita
Uchovaveijte pfi teploté 2—-8 °C. Nepouzivejte po uplynuti data exspirace uvedeného na $titku nadoby.

Znamky signalizujici kontaminaci nebo nestabilitu produktu Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) jsou: zkaleni roztoku, vznik zapachu a
pritomnost precipitatu.

Okamzité po pouziti vratte do prostiedi s teplotou 2—-8 °C.
Podminky skladovani jiné nez vy$e uvedené musi uzivatel' validovat.

Bezpecnostni opatieni

« Tento produkt je uréen pro diagnostické pouZiti in vitro.

« Koncentrace pripravku ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivni slozku 2-methyl-4-isothiazolin-3-on a mize zpUsobit podrazdéni
klze, oéi, sliznic a hornich cest dychacich. Pii manipulaci s reagenciemi pouzivejte rukavice na jedno pouziti.

« Vytisk bezpec¢nostniho listu materialu ziskate od mistniho distributora nebo oblastni kancelafe spole¢nosti Leica Biosystems, nebo
muzete navstivit webové stranky Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com
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« Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se vSemi materialy, které s nimi pfisly do kontaktu, je nutno zachazet, jako by mohly prenaset
infekci, a zlikvidovat je s pouzitim pfislusnych bezpeénostnich opatieni2. Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabrarite kontaktu
reagencii a vzorku s kuzi a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym
mnozstvim vody. Vyhledejte Iékafskou pomoc.

« Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduijte ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.

+ Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvy$eni vyskytu nespecifického barveni.

+ Odmaskovani, inkubaéni doby nebo teploty jiné nez specifikované mohou vést k chybnym vysledkim. Jakakoliv zména musi byt
validovana uzivatelem.

Navod k pouziti

Primarni protilatka Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) byla vyvinuta k pouziti v automatickém systému BOND (véetné systému Leica
BOND-MAX a systému Leica BOND-III) v kombinaci se soupravou BOND Polymer Refine Detection. Protokol doporu¢eného barveni
primarni protilatkou Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je imunohistochemicky (IHC) protokol F. Teplem indukované odmaskovani
epitopu se doporucuje s pouzitim odmaskovaciho roztoku BOND Epitope Retrieval Solution 2 po dobu 30 minut.

Ocekavané vysledky

Normalni tkané

Klon 5A4 detekoval kindzu anaplastického lymfomu v nékterych neuroendokrinnich burikach hypofyzy a tenkého stfeva, alveolarnich
makrofazich v plicich a ¢asti stromalnich bunék prostaty. VSechny ostatni testované tkané byly negativni. (Celkovy pocet normalnich
vySetfenych pfipadd = 130).

Néadorové tkané

Klon 5A4 obarvil 5/27 anaplastickych velkobunécnych lymfomu a 2/5 velkobunéénych karcinomu plic. V mnozstvi dalSich abnormalnich
hodnocenych tkanich nebylo pozorovano zadné barveni. Tyto tkané zahrnovaly: nadory plic (0/68), nadory prsu (0/5), nadory &titné
Zlazy (0/5), nadory tlustého stfeva (0/4), nadory jater (0/4), metastatické nadory (0/4), nadory jicnu (0/3), Zzaludku (0/3) a hlavy a krku
(0/3), nadory vajecnikl (0/3), nadory nadledvinek (0/2), nadory mocového méchyre (0/2), nadory mozku (0/2), nadory tenkého streva
(0/2), nadory konecniku (0/2), nadory ledvin (0/2), nadory lymfatickych uzlin (0/2), slinnych zlaz (0/2), varlat (0/2), délozniho kréku (0/2) a
endometria (0/2), osteosarkom (0/1), adenokarcinom slinivky bfisni (0/1), adenokarcinom prostaty (0/1), hyperplastickou prostatu, (0/1),
dlazdicobunécny karcinom kize (0/1) a melanom (0/1). (Celkovy pocet vySetfenych abnormalnich tkani = 162).

Produkt Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) se doporucuje jako pomiicka pfi vyhodnoceni a expresi endogenni ALK a fuznich
proteinti ALK v normalnich a neoplastickych tkanich, jako doplnék ke konvenéni histopatologii s pouzitim neimunologickych
histochemickych natéru.

Omezeni specificka pro tento produkt

Produkt Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) byl spole¢nosti Leica Biosystems optimalizovan pro pouziti se soupravou BOND Polymer
Refine Detection a s pomocnymi reagenciemi BOND. UZivatelé, ktefi se pfi vySetfeni odchyli od doporuc¢eného postupu, musi za téchto
okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledku u pacienta. Doby uvedené v protokolu se mohou liit v dusledku odchylek pfi
fixaci tkani a ucinnosti pfi zvyraznéni antigenu a musi byt stanoveny empiricky. Pfi optimalizaci podminek pro odmaskovani a pro doby v
protokolu musi byt pouZity reagencie pro negativni kontrolu.

Reseni probléma

Napravné opatfeni je uvedeno v odkazu 3.

S hlasenim neobvyklého barveni kontaktujte mistniho distributora nebo oblastni kancelar spolec¢nosti Leica Biosystems.

Dalsi informace

Dalsi informace o imunobarveni reagenciemi BOND naleznete pod nazvy Princip metody, Potfebné materialy, Pfiprava vzorku, Kontrola
kvality, Ovéreni testu, Interpretace barveni, Vysvétleni symbolt na stitcich a Obecna omezeni v uzivatelské dokumentaci BOND, v bodé
,Pouziti reagencii BOND".
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BOND"™ primarna protilitka na priame pouZzitie
Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4)
Katalégové ¢.: PA0831

Zamyslané pouzitie

Toto ¢inidlo je uréené na diagnostické pouzitie in vitro.

Monoklonalna protilatka Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je uréena na pouzitie pri kvalitativnej identifikacii endogénneho

ALK a fuznych proteinov ALK svetelnou mikroskopiou v tkanive fixovanom formalinom a zaliatom do parafinu prostrednictvom
imunohistochemického farbenia pouzitim automatizovaného systému BOND (zahfiia systémy Leica BOND-MAX a Leica BOND-III).

Klinicka interpretacia akéhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vysetreniami a
zodpovedajucimi kontrolami. Vysledky je nutné vyhodnotit' v kontexte klinickej anamnézy pacienta a dal$ich diagnostickych testov
vedenych kvalifikovanym patolégom.

Zhrnutie a vysvetlenie

Imunohistochemické techniky mozno pouzit na preukazanie pritomnosti antigénov v tkanivach a bunkach (pozrite si ¢ast' ,Pouzivanie
¢inidiel BOND* v pouzivatelskej dokumentécii k systému BOND). Primarna protilatka Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je produkt
pripraveny na okamzité pouZitie, ktory bol Specificky optimalizovany na pouZzitie so systtmom BOND Polymer Refine Detection.
Preukazanie endogénneho ALK a flznych proteinov ALK sa vykonava tak, Ze najprv sa umozni vazba pripravku Anaplastic Lymphoma
Kinase (5A4) na rez a tato vazba sa nasledne vizualizuje pomocou ¢inidiel poskytnutych v detekénom systéme. PouZzitie tychto
produktov v spojitosti s automatizovanym systémom BOND (zahfria systémy Leica BOND-MAX a Leica BOND-III) zniZzuje moznost
ludskej chyby a inherentnej variability vyplyvajlcej z individualneho nariedenia ¢inidiel, manuélneho pipetovania a aplikacie cinidiel.
Dodané ¢inidla

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je mySia anti-fudska monoklonalna protilatka vyprodukovana ako supernatant bunkovych kultar
a dodavana v tris pufrovanom fyziologickom roztoku s transportnym proteinom, obsahujica 0,35 % pripravku ProClin™ 950 ako
konzervacnej latky.

Celkovy objem =7 ml.

Klon
5A4

Imunogén

Prokaryoticky rekombinantny protein zodpovedajtci oblasti, ktora zahfia katalyticki doménu tyrozinkinazy a ¢ast C-konca transkriptu
NPM-ALK (aminokyseliny 419-520).

Specificita

Ludsky ALK protein a C-koncovy ALK fuzny protein obsahuijici imunizovanu cielovi sekvenciu.

Trieda Ig

19G1

Celkova koncentracia proteinov
Cca 10 mg/ml.

Koncentracia protilatok
Vyss§ia alebo rovna 2,6 mg/l podia ELISA.

Riedenie a mieSanie

Primarna protilatka Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je optimalne zriedena na pouzitie v systéme BOND (zahftia systémy Leica
BOND-MAX a Leica BOND-III). Rekonétitucia, miesanie, riedenie ani titracia tohto inidla nie su potrebné.

Pozadovany nedodany material

Uplny zoznam materialov potrebnych na pripravu vzorky a imunochemické zafarbenie pomocou systému BOND (zahfiia systémy Leica
BOND-MAX a Leica BOND-III) si pozrite v ¢asti ,Pouzivanie ¢inidiel BOND" v pouzivatelskej dokumentacii k systému BOND.

Uskladnenie a stabilita

Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. NepouZzivajte po uplynuti datumu exspiracie uvedeného na stitku zasobnika.

Znamky signalizujice kontaminaciu alebo nestabilitu pripravku Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) su: zakalenost roztoku, vznik
zéapachu a pritomnost zrazeniny.

Okamzite po pouziti vratte do teploty 2 — 8 °C.

Iné nez vyssie uvedené podmienky skladovania si vyzaduju validaciu pouzivatelom'.

Bezpecénostné opatrenia

« Tento produkt je uréeny na diagnostické pouZitie in vitro.

« Koncentracia produktu ProClin™ 950 je 0,35 %. Obsahuje aktivnu zlozku 2-metyl-4-izotiazolin-3-6n a moze spdsobit podrazdenie
koze, o¢i, sliznic a hornych dychacich ciest. Pri manipulacii s ¢inidlami pouzZivajte jednorazové rukavice.

« Kartu bezpec€nostny udajov materialov vam poskytne miestny distribdtor alebo regionalna poboc¢ka spolo¢nosti Leica Biosystems,
pripadne navstivte webovu lokalitu spolo¢nosti Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.
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« So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prili do kontaktu, je nutné manipulovat ako s potencialne
infek&nymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajtcich bezpe&nostnych opatrni2. Cinidla nikdy nepipetujte Ustami a zabrafite
kontaktu ¢inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich
velkym mnozstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

« Likvidaciu pripadnych potencidlne toxickych sucasti definuju federalne, Statne alebo miestne predpisy.

* Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu c¢inidiel. V opaénom pripade méze dojst k zvySeniu neSpecifického zafarbenia.

« Nedodrzanie predpisanych déb zachytu, inkubac¢nych déb alebo teplét moze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si
vyzaduju validaciu pouzivatelom.

Navod na pouzitie

Primarna protilatka Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) bola vytvorena na pouzitie v automatizovanom systéme BOND (zahfria systémy
Leica BOND-MAX a Leica BOND-III) v spojitosti so systtmom BOND Polymer Refine Detection. Odporu¢any protokol farbenia pre
primarnu protilatku Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) je IHC Protocol F. Zachyt epitopov s tepelnou indukciou sa odportca s pouzitim
roztoku Bond Epitope Retrieval Solution 2 na 30 minut.

Ocakavané vysledky

Normaélne tkaniva

Klon 5A4 detegoval protein Anaplastic Lymphoma Kinase v niektorych neuroendokrinnych bunkach hypofyzy a tenkého ¢reva,
alveolarnych makrofagoch v plticach a v ¢asti stromalnych buniek prostaty. VSetky ostatné testované tkaniva boli negativne. (Celkovy
pocet normalnych vysetrenych pripadov = 130)._

Néadorové tkaniva

Klon 5A4 zafarbil 5/27 anaplastickych velkobunkovych lymfémov a 2/5 velkobunkovych karcinémov v pltucach. V réznych dal$ich
hodnotenych abnormalnych tkanivach nebolo pozorované Ziadne zafarbenie vratane nadorov pltc (0/68), nadorov prsnika (0/5),
nadorov §titnej zlazy (0/5), nadorov hrubého creva (0/4), nadorov pecene (0/4), metastatickych nadorov (0/4), nadorov pazeraka (0/3),
Zaludka (0/3) a hlavy a krku (0/3), nadorov vajeé¢nikov (0/3), nadorov nadobli¢iek (0/2), nadorov mo€ového mechura (0/2), nadorov
mozgu (0/2), nadorov tenkého ¢reva (0/2), rektalnych nadorov (0/2), nadorov obliciek (0/2), nadorov lymfatickych uzlin (0/2), slinnej
zlazy (0/2), semennikov (0/2), kréka maternice (0/2) a endometria (0/2), osteosarkému (0/1), adenokarcinému pankreasu (0/1),
adenokarcinému prostaty (0/1), hyperplastickej prostaty (0/1), skvamocelularneho karcinému koze (0/1) a melanému (0/1). (Celkovy

histochemickych farbeni.

Specifické obmedzenia pre tento vyrobok

Anaplastic Lymphoma Kinase (5A4) bol v spoloc¢nosti Leica Biosystems optimalizovany na pouzitie so systémom BOND Polymer Refine
Detection a pomocnymi ¢inidlami BOND. Pouzivatelia, ktori sa odchylia od odporuc¢anych testovacich postupov, musia akceptovat’
zodpovednost za interpretéciu vysledkov pacienta za tychto okolnosti. Casy podra protokolu sa mézu li$it z dévodu odchylok vo fixacii
tkaniva a Gcinnosti zvyraznenia antigénu a musia sa zistit empiricky. Pri optimalizacii podmienok zachytu a ¢asov podla protokolov je
potrebné pouzit negativne kontroly ¢inidlom.

Riesenie problémov

Pri ndprave moéze byt napomocna referencia 3.

Neobvyklé zafarbenie ohlaste miestnemu distributorovi alebo regionalnej pobocke spolo¢nosti Leica Biosystems.

Dalsie informacie

Dalsie informéacie o imunofarbeni s inidlami BOND néjdete v &astiach Princip postupu, Pozadované materialy, Priprava vzorky, Kontrola

kvality, Overenie testu, Interpretacia zafarbenia, Legenda k symbolom na oznacgeni a V§eobecné limitacie v pouzivatelskej dokumentacii
k systému BOND ,Pouzivanie ¢inidiel BOND".
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