Rabbit monoclonal antibody against

PRAME (Klon QR005)
In Vitro Diagnostic Use (IVD)

Abbildung 1 Oberflachlich streuendes malignes
Melanom gefarbt mit Anti-PRAME (QR005)
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Verfahrensprinzip

Der Primarantikorper dient der immunhistochemischen
Farbung formalinfixierter, in Paraffin eingebetteter
Gewebeschnitte auf Grundlage der spezifischen Antigen-
Antikérper-Reaktion. Bei Verwendung eines an
Meerrettichperoxidase (HRP) oder alkalischer
Phosphatase (AP) gekoppelten Detektionssystems erfolgt
die Visualisierung des Antigens durch spezifische
Bindung des Primarantikérpers. An den Primarantikdrper
wiederum bindet der Sekundarantikérper. Dieser
Komplex wird anschlieend durch den Enzymkomplex
markiert. Eine Farbreaktion an der Antigenstelle
entwickelt sich durch die Umsetzung der verwendeten
Substrat-Chromogen-Lésung. Innerhalb der Prozedur
sind genaue Inkubationszeiten und -temperaturen
einzuhalten und Waschschritte durchzufiihren. Letzter
Schritt ist die Gegenfarbung. Schliel3lich kann das
Ergebnis unter dem Lichtmikroskop beurteilt werden.

Im Lieferumfang enthaltene Reagenzien

Primarantikérper PRAME (QR005)

Produktbezeichnung

Wirt Kaninchen
Unterklasse 1gG
Immunogen Synthetisches Peptid aus

PRAME

Antikdrperkonzentrat  Konzentrierter Antikdrper in TRIS
(pH 7,4) mit < 0,1 % Natriumazid

Empfohlene 1:50 - 1:100
Verdiinnung fir die

Arbeitslésung

C-P003-025 25yl Konzentrat
C-P003-01 0.1 ml Konzentrat
C-P003-05 0.5 ml Konzentrat
C-P003-10 1 ml  Konzentrat
P-P003-30 3 ml  Gebrauchsfertig
P-P003-70 7 ml  Gebrauchsfertig
P-P003-150 15 ml Gebrauchsfertig
Verwendungszweck

Anti-human Antikorper fur die In-vitro-Diagnostik. Der
primare Antikorper ist fir den qualitativen Nachweis
assoziierter Antigene bestimmt, wie im Abschnitt
L~Zusammenfassung und Erklarung® aufgefuhrt. Er ist fur
die Verwendung im Rahmen eines
immunhistochemischen (IHC) Verfahrens auf
formalinfixierten, paraffineingebetteten (FFPE)
Gewebeschnitten mit anschlieRender
lichtmikroskopischer Visualisierung zur Unterstltzung der
Tumordiagnose vorgesehen. Der Antikdrper kann
manuell oder mit jeder automatisierten Farbeplattform
verwendet werden.

Der Nachweis mit dem Antikérper darf nur durch
Fachpersonal durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse
mussen von qualifizierten Pathologen unter Verwendung
geeigneter Kontrollen sowie unter Berlicksichtigung der
Krankengeschichte und anderer Diagnostiktests des
Patienten ausgewertet werden.

Gebrauchsfertiger Vorverdinnter Antikérper in TRIS
Antikérper (pH 7,4) mit < 0,1 % Natriumazid

Auf dem Produktetikett ist die Chargennummer hinterlegt.

Der vorverdiinnte Antikdrper ist gebrauchsfertig und
wurde fur die Farbung optimiert. Es ist keine weitere
Verdiinnung, Rekonstitution, Mischung oder Titrierung
erforderlich.

Das Antikérperkonzentrat wurde fir eine Verdiinnung mit
ProTaqgs® Antibody Diluent for IHC (Art.-Nr. 400100295)
optimiert. Der angegebene Verdinnungsbereich ist als
Empfehlung zu betrachten und ist von verschiedenen
Faktoren abhangig (Gewebe, Fixierung,
Inkubationsbedingungen etc.). Die optimale Verdiinnung
ist laborintern zu validieren.

Zusatzlich erforderliches aber nicht mitgeliefertes
Material

Zusammenfassung und Erkldarung

PRAME ist ein tumorassoziiertes Antigen, das bevorzugt
auf den Kernen von neoplastischen Melanozyten
exprimiert wird. Anti-PRAME soll daher eine hilfreiche
Zusatzuntersuchung fir Situationen sein, in denen
Antikérper gegen Hmb-45, Melan A und SOX10 keine
ausreichenden Informationen zur Unterscheidung
zwischen gutartigen und bdsartigen melanozytaren
Lasionen liefern. PRAME wird nicht nur von Melanomen,
sondern auch von verschiedenen nicht-melanozytaren
Neoplasmen exprimiert, darunter nicht-kleinzelliger
Lungenkrebs (NSCLC), Brustkrebs, Nierenkrebs,
Eierstockkrebs, Leukamie, synoviales Sarkom und
myxoides Liposarkom. Normale Gewebe weisen eine
geringe oder keine Expression auf, auer Hoden,
Eierstocke, Plazenta, Nebennieren und Endometrium.
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- Positiv- und Negativkontrollen

- Objekttrager (positiv geladen) und Deckglaser

- Farbegestelle

- Stoppuhr

- Xylol oder Xylolersatz, z.B. Q Dewax Solution (Art.-
Nr. 400301105)

- Ethanol

- Destilliertes Wasser

- Heizausristung fir die Gewebevorbehandlung

- Antikorperverdiinnungslésung, z.B. Q Diluent for IHC
(Art.-Nr. 400100295)

- Antigendemaskierungsreagenz, z.B. Q Retrieval Low
pH 6.0 (Cat. No. 401602092) or Q Retrieval High pH
9.0 (Cat. No. 401602392)

- Detektionssystem, z.B. PolyQ Stain kits und
entsprechendes Chromogen

- Waschldsungen; TBS (Art.-Nr. 402000192) oder
TBS-Tween20 (Art.-Nr. 402000492)

- Blockierungsreagenz

- Hamatoxylin

- Eindeckmedium

- Lichtmikroskop
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Lagerung und Handhabung

Bei 2 — 8 °C lagern.

Der Antikorper ist bei korrekter Lagerung bis zu dem auf
dem Flaschchen aufgedruckten Mindesthaltbarkeitsdatum
stabil. Dies gilt auch fur die Haltbarkeit nach Anbruch.
Nach Ablauf des Verfallsdatums ist das Reagenz nicht
mehr zu verwenden.

Um die ordnungsgemafRe Abgabe der Reagenzien und
die Stabilitat des Antikorpers zu erhalten, muss nach
jedem Gebrauch die Verschlusskappe aufgesetzt und das
Flaschchen sofort in aufrechter Position kaltgestellt
werden.
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Inkubation des Primarantikdrpers fur 30 — 60 min bei RT.

Farbeprotokoll: Die Angaben in der Gebrauchsanweisung
des verwendeten Detektionssystems sind zu befolgen.

Verfahren zur Qualitdtskontrolle

Probenvorbereitung

Geeignet fur die Verwendung des Antikorpers sind
formalinfixierte, paraffineingebettete Gewebeschnitte, die
entsprechend der Laborroutinemethode verarbeitet
wurden. Als Fixiermittel wird 10 % neutral-gepuffertes
Formalin empfohlen. Infolge verlangerter
Gewebefixierung oder besonderer Prozesse wie bei der
Dekalzifikation von Knochengewebe kénnen
unterschiedliche Ergebnisse auftreten.

Die Schnittdicke sollte bei 2 — 5 pm liegen. Eine
Vorbehandlung der entparaffinierten Gewebe mit
hitzeinduzierter Epitopdemaskierung (HIER) wird
empfohlen. Praparate sollten schnellstmdglich gefarbt
werden, da die Antigenizitat mit der Zeit abnimmt.

Die bestmdglichen Verfahren werden vom Verwender
bestimmt und verifiziert.

Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen

1. Anwendung nur durch geschultes und qualifiziertes
Fachpersonal.

2. Bei bestimmungsgerechter Anwendung ist das
Produkt nicht als Gefahrstoff eingestuft, sodass keine
gesundheitliche Gefahrdung zu erwarten ist. Das
Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage erhaltlich.

3. Das Produkt enthalt Natriumazid als
Konservierungsmittel. Natriumazid ist in reiner Form
toxisch. Die Konzentration im Produkt ist < 0,1 % und
damit nicht als gefahrlich klassifiziert.

4. Die Reagenzien nicht nach dem Verfallsdatum
verwenden.

5.  Angemessene VorsichtsmaRnahmen beim Umgang
mit Reagenzien treffen. Bei den Arbeiten
entsprechende Schutzkleidung tragen.

6. Die Abfallentsorgung entsprechend den ortlichen,
staatlichen und bundesstaatlichen Normen regein.
Materialien menschlichen oder tierischen Ursprungs
mussen als biologische Gefahrstoffe behandelt und
mit den notwendigen Vorsichtsmalinahmen entsorgt
werden.

7. Mikrobielle Kontamination der Reagenzien
vermeiden, da dies zu falschen Ergebnissen fiihren
kann.

Positive Gewebekontrolle

Zusammen mit jedem Farbedurchlauf muss eine positive
Gewebekontrolle mitgefiihrt werden zur Uberpriifung der
korrekten Leistung des verarbeiteten Gewebes und der
Reagenzien. Bekannte positive Gewebekontrollen sollten
nicht als Hilfsmittel zur Bestimmung einer spezifischen
Diagnose einer Patientenprobe verwendet werden. Wenn
mit der positiven Gewebekontrolle keine angemessene
positive Farbung erbracht werden kann, missen die
Ergebnisse mit den Patientenproben als ungiiltig
betrachtet werden.

Beispiel fiir positives Kontrollgewebe:

- Hoden (unreife Keimzellen miissen eine positive
Kernfarbung aufweisen)

- Melanom (maligne neoplastische Melanozyten
mussen eine positive Kernfarbung aufweisen).

Negative Gewebekontrolle

Negative Gewebekontrollen sollen auf unspezifische
Farbungen hinweisen. Bei spezifischer Farbung in der
Negativkontrolle missen die Ergebnisse mit den
Patientenproben als ungultig betrachtet werden.

Die Vielzahl der in den meisten Geweben vorkommenden
Zellarten bietet Stellen zur internen Negativkontrolle,
sodass fiir die negative Gewebekontrolle das gleiche
Gewebe verwendet werden kann wie flr die positive
Gewebekontrolle.

Beispiel fiir interne negative Gewebekontrolle:

- Hoden (reife Keimzellen missen eine negative
Kernfarbung aufweisen)

- Melanom (Plattenepithelien miissen eine negative
Kernfarbung aufweisen)

Abweichungen

Wenn die Ergebnisse der Qualitdtskontrolle die
Spezifikationen nicht erflllen, sind die
Patientenergebnisse ungultig. Das Problem muss
identifiziert und behoben werden (siehe Abschnitt
LFehlersuche und Hinweise®). Anschlielend kann das
gesamte Verfahren mit den Patientenproben wiederholt
werden.

Negatives Kontrollreagenz

Fir jede Probe wird anstelle des Primarantikorpers ein
negatives Kontrollreagenz mitgefiihrt zur Bewertung
unspezifischer Farbung. Wirtsspezies und Inkubationszeit
des negativen Kontrollreagenzes sollten entsprechend
des Primarantikdrpers sein.

Farbeverfahren

Interpretation der Ergebnisse

Der Priméarantikérper wurde fir die Verwendung in
Kombination mit den PolyQ Stain Detektionskits optimiert.
Die folgenden Angaben sind Empfehlungen. Durch
Unterschiede in der Gewebefixierung und Aufbereitung
sowie durch allgemeine Merkmale der verwendeten
Laborgerate und herrschenden Laborbedingungen, kann
es erforderlich sein, die Inkubationszeiten anzupassen.
Das bestmdgliche Verfahren wird vom Anwender
bestimmt und verifiziert.

Antigendemaskierung: HIER; Gewebeschnitte in Q

Retrieval fiir 20 min kochen, anschlieBend fiir 20 min bei
Raumtemperatur (RT) abkuhlen.
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Am Ende der Durchfiihrung steht ein farbiges
Reaktionsprodukt an der vom Primarantikérper
lokalisierten Antigenstelle.

Zellulare Lokalisation: Zellkern, Zytoplasma in
Talgdrisen.

Von einem qualifizierten Pathologen werden zunachst
Positiv- und Negativkontrollen bewertet. Wenn die
Kontrollobjekttrager geeignet sind, kann

mit der Auswertung der Patientenproben begonnen
werden.
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Die Intensitat der positiven Farbung muss unter
Berlcksichtigung der Hintergrundfarbung der negativen
Reagenzkontrolle bewertet werden.

Zu beachten ist: Ein negatives Ergebnis bedeutet zwar,
dass das fragliche Antigen nicht nachgewiesen wurde,

nicht jedoch, dass das Antigen nicht in den untersuchten

Zellen/Geweben vorhanden ist. Zur Unterstiitzung der

Ergebnisse kann unter Umstanden ein Antikdrper-Panel
verwendet werden. Zusatzlich sollte die Morphologie aller
Gewebeproben mit Hilfe eines Hamatoxylin/Eosin
gefarbten Schnittes untersucht werden. Die Interpretation
der morphologischen Befunde der Patientenproben sowie

der klinischen Daten darf nur durch einen qualifizierten
Pathologen erfolgen.

Leistungsmerkmale

Der Antikérper wurde mittels IHC auf humanen FFPE-

Gewebeschnitten aus verschiedenen Arten von gesunden

und neoplastischen Gewebe validiert.

Tabelle 1 Test von gesunden formalinfixierten,
paraffineingebetteten Gewebeschnitten

Gewebe Positive /alle Félle
Navus 1/16

Hoden 2/2

Kolon 0/2

Tonsille 0/2

Lymphknoten 01

Leber 0/1

Tabelle 2 Test von neoplastischen formalinfixierten,
paraffineingebetteten Gewebeschnitten

Gewebe Positive/alle Félle
Malignes Melanoma 21/21
Brustkarzinom 3/3
Talgdrisenlasionen 4/4

Der Antikérper hat alle analytischen Leistungstests
bestanden. Der Antikdrper ist hochspezifisch und
hochempfindlich. Die Richtigkeit der Methode wird
bestatigt, da die Ergebnisse des zu bewertenden
Produkts und des Referenzantikdrpers/aquivalenten
Produkts vollstandig tbereinstimmen. Die Methode hat
ein hohes MaR an Prazision — die Wiederholbarkeit
innerhalb des Laufs, die Reproduzierbarkeit zwischen
den Laufen und die Reproduzierbarkeit von Charge zu
Charge werden bestatigt. Die Richtigkeit und Prazision

fuhren zu einer hohen Messgenauigkeit des Verfahrens.

Nach Vergleich mit Quellen klinischer Leistungsdaten
farbt der Antikérper normale Gewebe sowie
neoplastische Gewebe wie in der Literatur angezeigt.

Anwendungsgrenzen und Einschrinkungen

1. Irrtdmer vorbehalten. Dieses Datenblatt enthalt
allgemeine Informationen.

2. Zur In-vitro-Diagnostik.

3. Nur fir Laborzwecke.

4. Dieses Reagenz ist ,nur fir den professionellen

Gebrauch®, da die Immunhistochemie ein komplexer

Prozess ist, der eine spezielle Schulung in der
Auswahl der geeigneten Reagenzien, Gewebe,
Fixierung und Aufbereitung, bei der korrekten
Vorbereitung des Objekttragers, der Wahl des
Nachweissystems und Interpretation der
Farbeergebnisse erfordert.

5. Die Gewebefarbung hangt von der Handhabung,
Verarbeitung und Lagerung des Gewebes vor der
Farbung ab. UnsachgemaRes Fixieren, Einfrieren,

Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden

oder Kontamination mit anderen Geweben oder
Flussigkeiten kann zu Artefakten,
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Antikdrpereinschliissen oder falschen Ergebnissen
fuhren. Eine optimale Leistung erfordert eine
angemessene Probenqualitat sowie eine geeignete
Probenvorbereitung.

UbermaRige oder unvollstandige Gegenfarbung kann
die korrekte Interpretation der Ergebnisse
beeintrachtigen.

Falsch positive Ergebnisse kénnen aufgrund einer
nicht-immunologischen Bindung von Proteinen oder
Substratreaktionsprodukten auftreten. Sie kénnen
auch durch Pseudoperoxidase-Aktivitat
(Erythrozyten), korpereigenes Biotin (Beispiel: Leber,
Gehirn, Niere) oder kérpereigene Peroxidase-
Aktivitat (Cytochrom C) verursacht werden.

Bei Verwendung in Blockierungsschritten kdnnen
normale Seren aus derselben tierischen Quelle wie
die sekundaren Antiseren aufgrund der Wirkung von
Autoantikdrpern oder natirlichen Antikérpern zu
falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen
flhren.

Gewebe von Personen, die mit dem Hepatitis-B-
Virus infiziert sind und das Hepatitis-B-
Oberflachenantigen enthalten, kénnen mit HRP eine
unspezifische Farbung aufweisen.

. Unerwartete Ergebnisse kdnnen aufgrund der

biologischen Variabilitdt der Antigenexpression in
Neoplasmen oder anderen pathologischen Geweben
auftreten.

. Die klinische Interpretation von Testergebnissen

sollte im Zusammenhang mit der Krankengeschichte
des Patienten und anderen diagnostischen
Labortestergebnissen bewertet werden. Die Farbung
muss in einem zertifizierten, zugelassenen Labor
unter der Aufsicht eines qualifizierten Pathologen
durchgefiihrt werden, der fur die Bewertung und
Sicherstellung der Angemessenheit von Positiv- und
Negativkontrollen verantwortlich ist. Der Hersteller
haftet nicht fir falsche Ergebnisse aufgrund visueller
Bewertung.

. Vorverdiinnte Antikérper sind gebrauchsfertig und fur

die Farbung optimiert. Eine weitere Verdiinnung
kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

. Erst nach erfolgreicher Validierung dirfen

konzentrierte Reagenzien fiir den jeweiligen
Gebrauch verdiinnt werden. Es missen
entsprechende Kontrollen durchgefiihrt und
protokolliert werden.

. Die Leistung des Produkts wurde ausschlief3lich mit

den in dieser Packungsbeilage angegebenen
Verfahren ermittelt, und Anderungen an diesen
Verfahren kénnen zu Anderungen der Effizienz
fuhren. Die Nichtanwendung gemaR diesem
Datenblatt fihrt zum Verlust jeglicher Haftung. Jede
Anderung des Produkts, der Zusammensetzung, der
Implementierung sowie die Verwendung in
Kombination mit anderen als den hier empfohlenen
Reagenzien ist nicht gestattet; Benutzer sind fur
diese Anderungen selbst verantwortlich und miissen
eine vorherige Validierung durchfiihren.

. Die Anwendung in Kombination mit diagnostischen

Geraten erfordert eine vorherige Validierung.

. Wir ibernehmen keine Verantwortung fiir mogliche

Schaden, einschlie3lich Personenschaden, Zeit oder
Aufwand oder wirtschaftliche Verluste, die durch
dieses Produkt verursacht werden. Unsere Garantie
ist auf den fiir das Produkt bezahlten Preis
beschrankt.

Fehlersuche und Hinweise

1.

Nur intakte Zellen fir die Interpretation der
Ergebnisse untersuchen, da degenerierte Zellen
unspezifische Farbungen hervorrufen kénnen.
Falls keine Farbung erfolgt, ist die
Anwendungsreihenfolge der Reagenzien zu
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Uberpriifen. Den Angaben in der Bestellnummer
Gebrauchsanweisung ist strikt zu folgen. Catalog number
3. Gewebeschnitte wahrend der Farbung nicht Chargenbezeichnung
austrocknen lassen. Bateh code
4. Bei schwacher Farbung auf frisch vorbereitetes VD In Vitro Diagnostika
K . In vitro diagnostic agent
Chromogen, Inkubationszeiten und -temperaturen
. N .. ‘ Hersteller
sowie auf gutes Abtupfen der Ldsungen wahrend der Manufacturer

Farbeschritte achten.

5. Uberschiissige Hintergrundfarbung durch gute
Entfernung des Paraffins, gute Spulung der
Gewebeschnitte und optimale Verdiinnung des
Primérantikérpers vermeiden. UbermaRige
Hintergrundfarbung kann durch hohe Spiegel an
endogenem Biotin auftreten (es sei denn ein biotin-
freies Detektionssystem wurde verwendet). Es sollte
ein Verfahren zur Blockierung von Biotin
durchgefiihrt werden.

6. Natriumazid inaktiviert Meerrettichperoxidase, was
zu falschen Ergebnissen fuhren kann. Die
Gewebeschnitte immer in natriumazidfreien Puffer
waschen.

7. Bei weiteren Unklarheiten kdnnen Sie sich mit dem
quartett Kundendienst in Verbindung setzen.
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Sollten bei Verwendung des Produktes technische oder
leistungsbezogene Probleme auftreten, ist der Hersteller
oder eine zustandige Behdrde zu kontaktieren.

Jeder schwerwiegende Vorfall, der im Zusammenhang
mit dem Produkt aufgetreten ist, muss dem Hersteller und
der zustandigen Behoérde des Mitgliedstaats, in dem der
Benutzer und/oder der Patient niedergelassen ist,
gemeldet werden.
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Vorgenommene Anderung(en): Komplette Revision

Erlduterung der Symbole
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Verwendbar bis
Use by

Temperaturbegrenzung
Temperature limitation

Gebrauchsanweisung beachten
Consult instructions for use
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