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Pouziti Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human CD246, ALK Protein, klon ALK1, Ready-to-Use (Dako Omnis) je uréen pro
pouziti pfi kvalitativnim imunohistochemickém (IHC) testovani spolec¢né s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka
znaci normalni lidsky protein ALK a chimericky protein EML4-ALK ve tkanovych fezech fixovanych ve formalinu
a zalitych v parafinu (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE). Vysledky pomahaiji pfi klasifikaci ALK-pozitivnich
podskupin rakoviny plic. Diferenéni klasifikaci napomahaji vysledky z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni
nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim patficnych kontrol a vyhodnotit
s prihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dalS$im diagnostickym testim provedenym kvalifikovanym
patologem. Tato protilatka je ur€ena k pouziti po primarni diagnéze tumoru provedené konvenéni histopatologii za
pouziti neimunologickych histochemickych zbarveni.

Synonyma antigenu ALK receptor tyrozinkinazy, CD246, kinaza anaplastického lymfomu.

Souhrn a vyklad Protein kindzy anaplastického lymfomu (ALK) je receptor tyrozinkindzy (RTK), ktera je exprimovana normalnimi

burikami neuronového typu. Jsou hlaseny genetické zmény v ALK (fuze, amplifikace a mutace) u rGznych typl
nadord, véetné nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC). Byla identifikovana cela fada fuznich partnerG pro ALK
véetné NPM, TFG, CARS, CLTC a KIFB5. Fuzni gen EML4-ALK (echinodermadlni, s mikrotubuly souvisejici
proteinova-4-kinaza anaplastického lymfomu) je pro NSCLC novinkou a fuzni gen je hlaSen ve 4—11 % pfipadd
NSCLC'3, Protilatka detekuje chimericky protein ALK v podtypech NSCLC obsahujicich fuzni gen EML4-ALK. Fuzni
gen EML4-ALK je formovan pfeusporadanim kratkého ramene chromozomu 2 a zahrnuje geny koédujici ALK (2p23.2)
a echinodermalni, s mikrotubuly souvisejici protein (EML4) (2p21). Tato specificka translokace ALK byla
identifikovana v rznych typech nadord, véetné podmnoziny NSCLC*5. EML4-ALK je onkogenni faktor v patogenezi
NSCLC, zvlasté u adenokarcinomu®. Protilatky k ALK se ukazaly jako napomocné pi klasifikaci NSCLC*®.
V nasi pfiru¢ce General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické
barveni) spole€nosti Dako nebo v navodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se téchto
témat: Princip metody, Potfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku, Postup
barveni, Kontrola kvality, ReSeni problémy, Interpretace zabarveni, Obecna omezeni.

Dodavana reagencie Monoklonalni mysi protilatka pfipravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho
proteinu a 0,015 mol/l azidu sodného.

Klon: OTI1A4. Izotyp: 1gG2b.

Imunogen Fragment lidského rekombinantniho proteinu odpovidajici aminokyselinam 1300-1620 lidského ALK (NP_004295)
produkovany v E.coli.

Specificita V testech Western blot extraktd bunécnych linii H2228 a A549 znagila protilatka velky pruh o molekulové hmotnosti
asi 90 kDa odpovidajici ocekavané molekulové hmotnosti ALK,

Bezpecnostni 1. K diagnostice in vitro
opatfeni 2. Ur&eno pro profesionalni uZivatele.
3. Pouze na predpis.
4. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNj3), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného
v produktu neni sice klasifikovana jako nebezpecna, nicméné slouenina mize reagovat s olovem a meédi
v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy téchto kovu. Pfi likvidaci splachujte dostate€nym mnozstvim
vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kovu v potrubi.
5. Jako u kazdého vyrobku biologického puvodu je pfi manipulaci nutno dodrZzovat fadna bezpeénostni opatfeni.
6. Pouzivejte osobni ochranné prostfedky, aby nedo$lo k zasazeni o¢i nebo pokozky.
7. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat jako chemicky/biologicky odpad v souladu s mistnimi, oblastnimi,
narodnimi a mezinarodnimi predpisy.
8. Bezpecnostni datové listy jsou dostupné na vyzadani na strankach www.agilent.com.
Uchovavani Skladuijte pfi teploté 2—8 °C. Béhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném

na lahvi€ce. Aplikacni stabilita je 375 hodin. Aplikac¢ni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud se reagencie
skladuji za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita
vyrobku se neprojevuje zadnymi znamkami. Proto je nutno provadét soucasné s testovanim vzorkl pacienta pozitivni
a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neoCekavané zabarveni, které nelze vysvétlit zménami laboratornich
postupl, a mate podezfeni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na patologickou podporu spole¢nosti
Agilent.
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Sablona protokolu
barveni*

Priprava vzorku

Postup barveni

Kontrola kvality

Interpretace barveni

Krok Reagencie Protokol

Odparafinovani Clearify (kod GC810) Vychozi

Predbézné EnVision FLEX, FLEX, High pH (kéd GV804) 30minutové tepelné indukované
zpracovani vyhledavani epitopu

Primarni protilatka

Ready-to-Use (kéd GA785)

25minutova inkubace

Reagencie pro
negativni kontrolu

FLEX Negative Control, Mouse (kod GA750)

25minutova inkubace

Vizualizace

EnVision FLEX (kéd GV800) + EnVision
FLEX+ Mouse LINKER (kod GV821)

Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer:
20 min; Chromogen: 5 min

Barveni pozadi

Hematoxylin (kéd GC808)

3minutova inkubace

Montaz

Je vyzadovana bezvoda permanentni montaz

Po vyjmuti nutno dehydratovat, vycistit a
namontovat

Kontrola kvality

Tkan

Barvici vzor

Kontrolni tkarn

Tlusté stfevo/apendix

Cytoplazmatické zabarveni

*Uzivatel se musi vZdy seznamit s pouzivanymi Cinidly, ktera jsou uvedena v pfibalové informaci, a vyhledat si podrobnosti
v uZivatelskych priruckach Dako Omnis.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouzivat k znaéeni fezu tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky
tkani je nutno roziezat na fezy o tloustce 4 um. Z davodu vys$i pfilnavosti fezu tkani k podloznim sklim se
doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC Microscope Slides, kdd K8020. Chcete-li zachovat antigenicitu, mély
by se tkarfové fezy umisténé na sklicka obarvit do 8 tydnli od provedeni fezl, pokud jsou uchovavany v temnu pfi
teploté 2-8 °C (preferovano) nebo 4 tydny v temnu pfi pokojové teploté do 25 °C. Teplota pfi skladovani nebo
manipulaci by nikdy neméla prekrocit 25 °C, a to v zadném okamziku po umisténi na sklicka, aby se zajistila integrita
a antigenicita tkané.

Odstranéni parafinu, vyhledani cile, imunohistochemické barveni a kontrastni barveni se provadéji v pfistroji Dako
Omnis. V softwaru pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubac¢ni doby. Pokud neni
v systému Dako Omnis pfipraven protokol, Ize jej stahnout ze stranky Dako Omnis Protocol Update (Aktualizace
protokolu Dako Omnis) na webu www.agilent.com. Podrobné pokyny ke vkladani podloznich skel a pInéni Cinidel
naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

Ptistroj Dako Omnis zajisti, aby tkafiové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického
barveni nevyschly.

Predpusobeni: Odstranéni parafinu z tkariovych fezd FFPE se provadi pomoci roztoku Clearify, k6d GC810.
Doporuéuje se vyhledavani cile s tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci nafedéného roztoku
EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV804.

Vizualizace: Doporucéeny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kod GV800 ve spojeni se
systémem EnVision FLEX+ Mouse (LINKER) (Dako Omnis), kod GV821.

Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808.

Montaz: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat pomoci
permanentni montazni metody.

Pozitivni a negativni kontroly a také €inidlo pro negativni kontrolu je nutno provadét vzdy soucasné pouzitim stejného
protokolu jako vzorky pacienta. Tkan pro pozitivni kontrolu musi obsahovat tlusté stfevo/apendix a bunky/struktury
musi zobrazovat vzor reakce, jak je stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky u€innosti“. Doporuéené ¢inidlo
pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Mouse, (Dako Omnis), kéd GA750.

Bunéc&ny barvici vzor je cytoplazmaticky.

PD00680CZ_01/GA785 str. 2/3



Charakteristiky

ucinnosti

Literatura

Normalni tkané: V tlustém stfevé/apendixu vykazuji gangliové bunky myenterického plexu stfedni, vyraznou reakci
s cytoplazmatickym zabarvenim, zatimco axony vykazuji slabou az stfedni reakci s cytoplazmatickym zabarvenim.

Typ tkané Oznacené prvky tkané Typ tkané Oznacené prvky tkané
(pocet testovanych) (pocet
testovanych)
Brzlik (3) 0/3 Nerv periferni (3) 0/3
Déloha (3) 0/3 Pankreas (3) 0/3
Délozni hrdlo (3) 0/3 Plice (3) 0/3
Hypofyza (3) 3/3 adenohypofyza (silné J Prostata (3) 0/3
zabarveni, membrana a
cytoplazma, 18-80 %) 2/3
neurohypofyza (rlzné od velmi
slabého/témér zadného zabarveni
po slabé az stfedné silné
zabarveni, 100 %)
Jatra (3) 0/3 Prs (3) 0/3
Jicen (3) 2/3 gangliové buriky (slabé az [ Pistitna téliska (3) | 0/3
stfedné silné zabarveni,
cytoplazma, 100 %)
Kosterni sval (3) 0/3 Slezina (3) 0/3
Kostni dfer (3) 0/3 Slinna zlaza (3) 0/3
Kaze (3) 0/3 Srdce (3) 0/3
Ledvina (3) 0/3 Stitna Zlaza (3) 0/3
Maly mozek (3) 0/3 Tenké strevo (3) 0/3
Mandle (3) 0/3 Tlusté stfevo (3) 3/3 gangliové buriky a nervova vlakna
(slabé az stfedné silné zabarveni,
membrana* a cytoplazma, 50-60 %)
Mezotel (3) 0/3 Vajec¢nik (3) 0/3
Mozek (3) 0/3 Varlata (3) 3/3 Leydigovy bunky (velmi slabé/
témér zadné zabarveni, cytoplazma,
40-90 %)
Nadledvina (3) 0/3 Zaludek (3) 0/3

* Primarné cytoplazmatické zabarveni s fokalnim zabarvenim spojenym s membranou

Abnormalini tkané: Tato protilatka zbarvila 20/20 nador( s jinak uspofadanym ALK (100% citlivost) a spravné
charakterizovala 196/198 negativnich pfipadu (specificita 99,1 %)’. Celkem 298 vzork( s 1A4 (=) prokazalo 100%
shodu se standardnimi vysledky FISH. VSech 58 pfipad( FISH (+) bylo identifikovano protilatkou 1A4°8,
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