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KULLANIM AMACI

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit, floresin etiketli problarin saptanmasina yénelik
indirekt bir biyotin streptavidin sistemidir. Kit, bir BenchMark IHC/ISH cihazinda boyanan,
formalinle sabitlenmis, parafine gémdli doku kesitlerinde in situ hibridizasyon yoluyla
hedeflerin tespit edilmesine yoneliktir.

Bu Urtin, uzman bir patolog tarafindan histolojik inceleme, ilgili klinik bilgiler ve dogru
kontrollerle birlikte yorumlanmalidir.

Bu Urtin, in vitro diagnostik (IVD) kullanima yonelikir.

OZET VE AGIKLAMA

in situ hibridizasyon (ISH) genel olarak, sabitienmis doku numunelerindeki spesifik DNA
veya RNA hedef sekanslarini saptamak tizere etiketli problar kullanir. Hedef sekanslar,
doku ve prob cézeltisi nikleik asitleri denattire etmek Uzere isitilarak agida gikarilir.
Ardindan reaksiyon sogutularak niikleik asit probunun dokuda tamamlayici nikleik asit
sekansina hibridize olmasi saglanir.

Probun nikleik asit sekansina hibridizasyonu, bir indirekt saptama y6ntemiyle
gorsellestirilir. Sik kullanilan indirekt bir teknikte, primer anti-hapten antikorunun tirlerine
yoneltilen biyotinlenmis bir sekonder antikor ve karsilik gelen bir substrat kromojen sistemi
ile baglantili bir enzim kullanilir. Bu kombinasyon ilgili antikor baglanma bdlgesinde renkli
bir ¢okeltiyle sonuglanir. VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit, mavi renkli bir ¢okelti
olugturarak tamamlayici nikleik asit sekanslarini gérsellestirme amaciyla bu indirekt
yontemi kullanir.

PROSEDUR PRENSIBI

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit, formalinle sabitlenmis, parafine gémiili (FFPE)
doku kesitlerinde, spesifik hedef sekanslarina baglanan spesifik floresin etiketli problari
saptar. VENTANA ISH /VIEW Blue Detection Kit, hedef sekansa baglanan floresin etiketli
problari saptayan fare anti-floresin primer antikoru icerir. Anti-floresin antikorunun
ardindan, kegi anti fare IgG'sinden olusan biyotinlenmis bir sekonder antikorun
baglanmasi gergeklesir. Bu adimin ardindan, sekonder antikorda bulunan biyotine
baglanan bir Streptavidin-AP (alkalin fosfataz) enzim konjugati eklenir. Daha sonra bu
kompleks, 15tk mikroskobu ile kolayca saptanan mavi bir ¢okelti olugturan 5-Bromo-4-
kloro-3-indolil fosfat (BCIP) ve nitro mavi tetrazolyum (NBT) kromojeni ile gorsellestirilir.

Yaban turbu peroksidazindan farkli olarak alkalin fosfataz, endojen peroksidaz
aktivitesinden etkilenmez ve dolayisiyla, yogun nétrofil veya eozinofil infiltrasyonu gorilen
numunelerin etiketlenmesinde daha etkilidir. Nitro mavi tetrazolyum, dokuyu maviye boyar
ve prob hedef etkilesimi bélgesinde daha yogun bir renk reaksiyonu saglayan daha yiiksek
bir séniim katsayisinin avantajlarina sahiptir.

Boyama protokolii, reaktiflerin belirli sicakliklarda dnceden belirlenmis sirelerle inkiibe
edildigi gesitli adimlardan olusur. Her bir inkiibasyon adiminin sonunda BenchMark
IHC/ISH cihazi baglanmayan materyali gidermek igin kesitleri yikar ve slayttan akéz
reaktiflerin buharlagsmasini en aza indiren sivi bir lamel uygular. Sonuglar bir 151k
mikroskobu kullanilarak yorumlanir ve probun pozitif boyamasiyla iligkili olabilen veya
olmayabilen patofizyolojik siireglerin ayirt edici teshisine yardimci olur.

Cihaz galigtirmaya dair ayrintili bilgiler igin ilgili Kullanici Kilavuzuna bakin. Sekil 1, indirekt
saptama yontemini gdstermektedir.
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VENTANA ISH VIEWs1,e Detection

Sekil 1. VENTANA ISH VIEW Blue Detection Reaksiyonu

MATERYAL VE METOTLAR
Uriinle Birlikte Verilen Malzeme
VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit 200 test icin yeterli miktarda reakif igerir.

Bir adet 20 mL dagitici VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit, protein
stabilizorii ve %0.10 ProClin 300 (bir koruyucu) igeren
fosfat tamponlu salin iginde yaklasik 0.5 pg/mL Anti-
Floresin fare monoklonal antikoru icerir.

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit Biotinylated Ig,
protein stabilizorli ve %0.10 ProClin 300 (bir koruyucu)
iceren fosfat tamponlu salin iginde yaklasik 10 pug/mL
afinite saflastinlmis kegi anti fare IgG'si igerir.

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit Streptavidin
Alkaline Phosphatase, MgCI2, ZnCI2 ve %0.10 ProClin
300 (bir koruyucu) iceren Tris tamponu iginde yaklasik
%1.

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit Enhancer,
%0.10 ProClin 300 (bir koruyucu) ile yaklasik %11 h/h
MgCI2 gozeltisi igerir.

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit NBT, yaklasik
%1 h/h dimetilformamid iginde nitro mavi tetrazolyum
(0.5 glL) igerir.

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit BCIP, bir Tris
tamponu iginde 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat (0.5 g/L)
igerir.

Bir adet 20 mL dagitici

Bir adet 20 mL dagitici

Bir adet 20 mL dagitici

Bir adet 20 mL dagitici

Bir adet 20 mL dagitici

Sulandirma, Karigtirma, Seyreltme, Titrasyon

Saptama kiti, bir BenchMark IHC/ISH cihazinda kullanim igin optimize edilmistir. Kit
reaktiflerinde sulandirma, karistirma, seyreltme veya titrasyon gerekmez. Ek seyreltme
boyama kaybina yol agabilir.
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Gerekli Olan Fakat Uriinle Birlikte Verilmeyen Malzemeler

VENTANA saptama kitleri gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontroli
slaytlarini da igceren yardimci bilesenler, drlinle birlikte verilmemektedir.

Yontem tablosunda listelenen Urtinlerin hepsi tiim bolgelerde mevcut olmayabilir. Yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.

Asagdida yer alan reaktifler ve malzemeler boyama igin gerekli olabilir fakat saptama kit ile
birlikte verilmez:

1. ISH probu

2. Pozitif ve negatif doku kontrolleri (6nerilen tipler igin prob yontem tablolarina
basvurun)

ISH Protease 1 (Kat. No. 780-4147 / 05273315001)

ISH Protease 2 (Kat. No. 780-4148 / 05273323001)

ISH Protease 3 (Kat. No. 780-4149 / 05273331001)

Red Counterstain Il (Kat. No. 780-2218 / 05272017001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (Kat. No. 950-300 / 05353955001)

Negative Control Probe (Kat. No. 800-2847 / 05278716001)

9. SSC (10X) (Kat. No. 950-110 / 05353947001)

10.  EZ Prep Concentrate (10X) (Kat. No. 950-102 / 05279771001)

11. Cell Conditioning Solution (CC1) (Kat. No. 950-124 / 05279801001)

12.  Cell Conditioning Solution (CC2) (Kat. No. 950-123 / 05279798001)

13.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Kat. No. 950-224 / 05424569001)
14.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (Kat. No. 950-223 / 05424542001)
15.  LCS (Predilute) (Kat. No. 650-010 / 05264839001)

16.  ULTRALCS (Predilute) (Kat. No. 650-210 / 05424534001)

17. BenchMark IHC/ISH cihazi

18.  Kalici sabitleme ortami

19.  Dokuyu kaplamak igin yeterli lamel

20. Otomatik lamel yerlestirici

21.  Mikroskop slaytlari, pozitif yikli

22.  Genel amagli laboratuvar ekipmani.

Saklama ve Stabilite

Alindiktan sonra ve kullanmadiginiz zamanlarda 2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin. Bu
saptama kiti sogutucudan ¢ikarildiktan hemen sonra kullanilabilir.

Reaktiflerin uygun bir sekilde uygulandigindan ve her bir reaktifin stabilitesinden emin
olmak icin dagitici kapagini her islemden sonra yerine takin ve dagitictyi derhal
sogutucuya dikey konumda yerlestirin.

Her saptama kitinin bir son kullanma tarihi vardir. Diizglin bir sekilde saklanmas! halinde,
reaktifler etikette belirtilen tarihe kadar stabil kalir. Uriinii son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin. Bu Uriinde instabiliteyi gdsterecek kesin isaretler yoktur; dolayisiyla
bilinmeyen numunelerle es zamanli olarak pozitif ve negatif kontroller calistirimalidir.
Beklenmeyen sonuglar gézlemlenmesi halinde derhal yerel destek temsilcinizle iletisime
gegmeniz gerekir.

Numune Toplama ve Analiz i¢in Hazirlama

Rutin olarak islenen FFPE dokular VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit ve
BenchMark IHC/ISH cihazlari ile kullanima uygundur (bkz. Gerekli Olan Fakat Uriinle
Birlikte Verilmeyen Malzemeler kismi). Tavsiye edilen doku sabitleyici %10 nétr tamponlu
formalindir (NBF).! Doku kesiti kalinlig, fiksasyon tirii, tamamlanmamis veya uzun siireli
fiksasyon veya kemik iligi hazirliklarinda dekalsifikasyon gibi 6zel stireglerden dolay
degisken sonuglar meydana gelebilir.

Her bir kesit kullaniimakta olan prob igin uygun kalinlikta (2-5 pm) kesilmeli ve pozitif yiiklu
cam bir mikroskop slayd iizerine yerlestirilmelidir. Slayt ile doku arasindaki fazla suyu
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gidermek icin slaytlar drene edilmeli veya kurutulmalidir. Slayt isitma, dokunun cama daha

iyi yapismast igin kullanilabilir. Isitma kisitlamalarini belirlemek igin prob yéntem tablosuna
basvurun.

4 pm'den daha kalin kesitler, dnerilen kosuldan daha giiclii proteaz islemesi gerektirebilir
ve dokudaki fazla parafin nedeniyle ince kesitlere gére daha fazla niikleer kabarciklanma
sergileyebilir. Niikleer kabarciklanma, gekirdeklerdeki bliylik veya kiigiik kabarciklar veya
bosluklar olarak gériiniir. Bu artefakt genellikle Blue ISH sinyallerini gekirdeklerin
cevresine dogru itmez veya bunlari bagka sekilde bozmaz ve dolayisiyla sinyal sayimini
olumsuz yénde etkilemez. Bununla birlikte, ciddi nikleer kabarciklanma durumlari,
cekirdekleri veya Blue ISH sinyallerini sayimin miimkiin olamayacag dlgiide bozabilir. Bu
numunelerin, cihazda tekrar boyanmadan dnce ksilen ve alkol banyolarinda

deparafinizasyondan gegmesi gerekebilir veya kullanici, boyama prosediiriindeki uzatiimig
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deparafinizasyon secenegini segebilir (bkz. Sorun Giderme). Niikleer kabarciklanma,
genellikle daha az belirgin bir niikleer kabarciklanmaya karsilik gelen yetersiz fiksasyon
(formalinle 1-3 saat) baglaminda da gergeklesebilir. Bu durum, ii¢ saat sabitlenmis dokular
icin degismis hiicre iyilestirme/proteaz isleme ile giderilebilir ancak bir saat siireyle
sabitlenmis dokularda muhtemelen durum giderilemez.

RNA ve DNA'y eksprese eden, uygun sekilde sabitienmis ve gdmilmus dokular serin bir
yerde (15-25 °C) saklanmalari durumunda stabil kalir. 1988 tarihli Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA), 42CFR493.1259 (b) "Laboratuvar, slaytlari tetkik tarihinden
itibaren en az on yil, numune bloklarini ise tetkik tarihinden itibaren en az iki yil
saklamalidir" gerekliligini sart kosar. Her bir laboratuvar kendi prosediirlerine ve gevresel
saklama kosullarina yoénelik olarak kesilmis slayt stabilitesini dogrulamalidir.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. invitro diagnostik (IVD) kullanima yonelikir.

2. Sadece profesyonel kullanim igindir.

3. DIKKAT: Amerika Birlesik Devletlerinde, Federal yasa bu cihazin satigini bir
doktora veya doktor siparisiyle yapilacak sekilde sinirlamaktadir. (Rx Only)

4. Uyan, Uriin Formamid igerir. Formamid solunum yoluyla toksik, yutma yoluyla ise
orta derecede toksiktir. Cilt, gézler ve mukoz membranlar igin tahris edici olup cilt
tarafindan emilir. Dogmamis gocuklar icin zararli olabilir. Reaktifleri kullanirken
onlemler alin. Kuskulanilan karsinojenleri veya toksik malzemeleri kullanirken tek
kullanimlik eldivenlerden yararlanin ve uygun koruyucu kiyafetler giyin. Belirtilen test
sayisinin tzerinde kullanmayn.

5. Belirtilen test sayisinin tizerinde kullanmayin.

6.  ProClin 300, bu ¢dzeltide koruyucu olarak kullaniimistir. Tahris edici olarak
siniflandinimistir ve deriyle temas ettiginde hassasiyete yol acabilir. Kullanirken
uygun onlemleri alin. Reaktiflerin géz, deri ve mukoz membranlarla temas etmesini
dnleyin. Koruyucu giysi ve eldiven kullanin.

7. Insan veya hayvan kaynakli materyaller, potansiyel agidan biyotehlikeli olduklari
varsayilarak kullanilmali ve uygun 6nlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.2.3

8.  Reaktifleri kullanirken uygun énlemleri alin. Reakdiflerin géz, deri ve mukoz
membranlarla temas etmesini dnleyin. Kuskulanilan karsinojenleri veya toksik
malzemeleri kullanirken tek kullanimlik eldivenlerden yararlanin ve uygun koruyucu
kiyafetler giyin.

9. Reaktifler hassas bélgelerle temas ederse bu bdlgeleri bol suyla yikayin. Reaktiflerin
solunmasindan kaginin.

10.  Cihazda bir islem baslatmadan 6nce atik kabinin bos oldugundan emin olun. Bu
6nlemin alinmamasi durumunda atik kabi tagabilir ve kullanict kayip diisme riski
altinda olur.

11, Yanlis sonuglar tiretebilecedi icin reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonundan
kaginin.

12. Bu cihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi icin BenchMark IHC/ISH cihazi
Kullanict Kilavuzuna ve tiim gerekli bilesenlerin navifyportal.roche.com adresinde
bulunan yéntem tablolarina bakin.

13.  Onerilen bertaraf ydntemini belirlemek iin yerel ve/veya resmi kurumlara danigin.

14, Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS yonergelerini izler. Giivenlik bilgi
formu profesyonel kullanici icin talep Uzerine temin edilir.

15. Bu cihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylari raporlamak icin yerel Roche temsilcisi ve
kullanicinin bulundugu Uye Devlet veya Ulkenin yetkili makamiyla iletisime gegin.
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Tablo 1. Tehlike bilgileri.

Tehlike Kod Beyan
Tehlike H317 Alerjik deri reaksiyonuna yol agabilir.
H360D Dogmamis gocuga zarar verebilir
H412 Uzun streli etkilerle su yagami igin zararlidir.
P201 Kullanimdan 6nce 6zel talimatlari edinin
P261 Sis veya buhari solumaktan kaginin.
P273 Cevreye salinimindan kaginin.
Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/koruyucu gézlik/yiz
P280 e
korumasi/igitme korumasi kullanin.
P308 + Maruz kalmigsaniz veya endise duyarsaniz: Tibbi
P313 tavsiye/yardim alin.
P333 + Deride tahris veya kizariklik meydana gelirse tibbi
P313 tavsiye/yardim alin.

Bu Uriin CAS No. 55965-84-9 icerir, reaksiyon kiltlesi: 5-kloro-2-metil-2H-izotiyazol-3-on
ve 2-metil-2H-izotiyazol-3-on (3:1).

PROSEDUR

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit, BenchMark IHC/ISH cihazlar (izerinde
VENTANA yardimci reaktifleriyle birlikte kullaniimak tizere gelistirilmistir. Boyama
protokolleri, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosedire gore gériintilenebilir, yazdirilabilir
ve diizenlenebilir. Cihaza yonelik diger calistirma parametreleri fabrikada 6nceden
ayarlanmigtir.

BenchMark IHC/ISH cihazlari tizerinde boyama igin prosediirler asadidaki gibidir. Daha
ayrintili talimatlar ve ek protokol secenekleri igin uygun prob ydntem tablosuna veya
Kullanicr Kilavuzunuza bakin.

BenchMark IHC/ISH Cihazlan

1. Gergeklestirilecek protokole karsilik gelen slayt barkod etiketini uygulayin.

2. Prob dagiticiyi, uygun saptama kiti dagiticilarini ve gerekli aksesuar reaktif

dagiticilarini reaktif tepsisine yikleyin ve bunlari cihaz (izerine yerlestirin.

Hacimli sivilar kontrol edin ve atiklari bosaltin.

Slaytlari cihaza ytikleyin.

Boyama iglemini baglatin.

islem tamamlandiginda slaytlari cihazdan gikarin.

. Onerilen Cihaz isleme Sonras| Prosediirler kismina gegin.

Onerilen Cihaz isleme Sonrasi Prosediirler

NOT: Tam dehidrasyon saglamak icin etanol banyolarinin sik sik degistiriimesi gerekir ve

Uglinci bir %100'lik etanol banyosu eklenebilir.

1. Liquid Coverslip ¢ozeltisini gidermek icin slaytlari hafif bir bulagik deterjaninin 2
sirali ¢ozeltisinde yikayin (otomatik bulagik makineler igin tasarlanan deterjanlari
kullanmayin).

2. Slaytlan distile suyla yaklasik 1 dakika boyunca iyice durulayin. Silkeleyerek fazla
suyu giderin.

3. Slaytlari yaklasik 1 dakika boyunca %80'lik bir etanol banyosuna aktarin.

4. Slaytlar yaklasik 1 dakika boyunca %90'lik bir etanol banyosuna aktarin.

5. Slaytlar yaklasik 1 dakika boyunca %100'liik bir etanol banyosuna aktarin.

6

7

No ok w

Slaytlari yaklagik 1 dakika boyunca ikinci bir %100'lik etanol banyosuna aktarin.
Slaytlari 10 kez %100'luk asetona daldirin (tek seferlik kullanim igindir, asetonu her
boyama igleminden sonra degistirin). Slaytlari asetonda birakmayin.

8.  Slaytlari yaklasik 30 saniye boyunca ilk ksilen banyosuna aktarin.

9. Slaytlar yaklasik 30 saniye boyunca ikinci bir ksilen banyosuna aktarin.

10.  Slayt tizerine lameli yerlestirin.
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KALITE KONTROL PROSEDURU
Pozitif Doku Kontroll

Gergeklestirilen her boyama prosedirii icin bir pozitif doku kontrolii galistiriimalidir. En
uygun laboratuvar uygulamasi, hasta dokusuyla ayni slayt Gizerinde bir pozitif kontrol kesiti
dahil etmektir. Pozitif boyama doku bilesenleri reaktiflerin uygulandigini ve cihazin uygun
sekilde islev gosterdigini teyit etmek igin kullanilir. Bu doku, hem pozitif hem de negatif
boyama hiicre veya doku bilesenleri igerebilir ve hem pozitif hem de negatif kontrol
dokusu gorevi gérebilir. Dahili doku kontrolleri, bas arastirmaci ve patologun takdirine
bagli olarak kullanilir. Kontrol dokulari, test kesitleriyle ayni sekilde hazirlanmis veya
sabitienmis otopsi, biyopsi numuneleri veya cerrahi numuneler olmalidir. Test
numunesinden farkli sekilde sabitlenmis veya islenmis doku kesitleri, tiim reaktifler ve
fiksasyon ile doku islemeden etkilenen yontem adimlar icin kontrol saglar.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, hasta drneklerinin spesifik teshisinin belirlenmesinde bir
yardimci olarak degil, yalnizca islenen dokularin ve test reaktiflerinin dogru performansini
izlemek igin kullanilmalidir. Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama ortaya koyamazsa test
numunesinin sonuglari gegersiz saylimalidir.

Spesifik pozitif doku kontrolii 6nerileri igin uygun prob prospektisiine bakin.

Negatif Doku Kontroli

Gergeklestirilen her boyama prosediirii igin bir negatif numune kontroli calistirimalidir.
Amag, probda selller bilesenlere karsi istenmeyen capraz reaktivite durumunu izlemektir.
Pozitif numune kontroli igin kullanilan numunenin aynisi negatif numune kontroli olarak
da kullanilabilir. Cogu numunede bulunan farkli hiicre tiplerinin gesitliligi dahili negatif
kontrol bélgeleri sadlar ancak bu, kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Boyanmayan
bilesenler, spesifik boyamanin yoklugunu géstermeli ve arka plan boyamasina dair bir
gosterge saglamalidir. Negatif numune kontrolu bolgelerinde, kabul edilemeyen
boyamanin gerceklesmesi durumunda hasta numunelerinin sonucu gegersiz kabul
edilmelidir.

Muimkunse uygun prob yéntem tablosuna bakin.

Pozitif Reaktif Kontrolu

DNA ve RNA erisilebilirligi fiksasyon yontemine ve numunenin 6n islemesine bagli olarak
farklilik gosterebileceginden, pozitif reaktif kontroli, tayin dogrulamasi ve sorun giderme
sirasinda caligiimalidir.

MUimkuinse uygun prob yontem tablosuna bakin.

Negatif Reaktif Kontrolu

Her bir hasta sonucunun yorumlanmasinda yardimei olmasi igin, boyanan her numunede
ISH probunun yerine negatif reaktif kontrolli kullaniimalidir. Bu, her bir slayt igin non-
spesifik arka plan boyamasina dair bir gésterge saglar. Slaydi, ISH probunun yerine
Negative Control Probe ile boyayin. Kontroller igin inkiibasyon siiresi probunkine karsilik
gelmelidir.

Alkalin fosfatazin intestinal formunun, intestinal epitelyal hiicrelerin fircamsi ylizeyi
disindaki hticrelerde bulunabilecegine dair bulgu dikkate alindiginda negatif kontrol
dzellikle 6nemlidir.4 Ayrica, fiksasyon sirasinda nitro mavi tetrazolyumu azaltma zelligi
bulunan enzimler korunabilir.5.6

Aciklanamayan Uyusmazliklar

Kontrollerde agiklanamayan uyusmazliklar derhal yerel destek temsilcisine
yonlendirilmelidir. Kalite kontrol sonuglarinin spesifikasyonlari kargilamamasi durumunda
hasta sonuglari gegersiz olur. Sorun Giderme kismina bakin. Sorunu tespit edip diizeltin,
ardindan hasta 6rneklerini tekrarlayin.

Tayin Dogrulamasi

Diagnostik bir prosedirde bir probun veya boyama sisteminin ilk kullanimindan once,
probun spesifitesi, probun bilinen ISH performans 6zelliklerine sahip bir dizi doku tizerinde
test edilmesi yoluyla dogrulanmalidir (prob ydntem tablosuna ve College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist” Kalite
Kontrol énerilerine veya CLSI Approved Guideline8 ya da her iki belgeye bakin). Bu kalite
kontrol proseddirleri her yeni lot veya reaktif igin veya tayin parametrelerinde her degisiklik
oldugunda tekrarlanmalidir.

Sonuglarin Yorumlanmasi

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit, prob tarafindan hibridize edilen niikleik asit
sekansinda gdkelmek (izere mavi renkli bir reaksiyon (riiniine neden olur. ISH
prosediirlerinde deneyimli bir uzman patolog, sonuglarin yorumlanmasindan 6nce
kontrolleri degerlendirmeli ve boyanmig (iriinii nitelendirmelidir. Once negatif kontrollerin
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boyanmasi dikkate alinmali ve bu sonuglar, olusturulan sinyalin nonspesifik etkilesimlerin
sonucu olmadigini dogrulamak tizere boyanan materyalle karsilastirimalidir.

KISITLAMALAR
Genel Kisitlamalar

1. ISH; uygun reaktiflerin segimi, numune hazirlama, isleme, slaydin hazirlanmasi ve
sonuglarin yorumlanmasi konularinda ézel egitim gerektiren gok adimli bir
metodolojidir.

2. Doku boyamasi, dokunun boyanmadan dnceki kullanimi ve islenmesine baglidir.
Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama, kurutma, isitma, kesit
cikarma veya baska doku ya da sivilarla kontaminasyon, artefaktlara, reaktif
hapsolmasina veya yanlis negatif ya da yanlis pozitif sonuglara yol agabilir. Tutarsiz
sonuglar, fiksasyon ve gémme yontemlerindeki farkliliklarin veya doku igindeki
yapisal diizensizliklerin bir sonucu olabilir.

3. Asiri veya eksik karsit boyama, sonuglarin uygun sekilde yorumlanmasina engel
olabilir.

4. Herhangi bir pozitif boyamanin veya pozitif boyama bulunmamasinin klinik
yorumlamasi, klinik gegmis, morfoloji ve diger histopatolojik kriterler baglaminda
degerlendirilmelidir. Boyali preparati hazirlamak icin kullanilan reaktifler ve
yontemlere asina olmak uzman patologun sorumlulugundadir. Boyama, sertifikali ve
ruhsatli bir laboratuvarda, boyali slaytlarin incelenmesinden ve kontrollerin
yeterliligini saglamaktan sorumlu bir patolog gézetiminde gergeklestirilmelidir.

5. VENTANA reaktifleri, verilen talimatlar izlendiginde kullanim igin optimum
seyreltmede saglanir. Ek seyreltme uygun boyama kaybina yol agabilir. Onerilen
test prosedurlerinden her tirli sapma, beklenen sonuglari gecersiz kilabilir. Uygun
kontroller kullaniimali ve belgelenmelidir. Onerilen test prosediirlerinden sapan
kullanicilar, hasta sonuglarinin yorumlanmasina iliskin sorumlulugu kabul etmelidir.

6.  Reaktifler, dnceden test edilmemis dokularda beklenmedik reaksiyonlar
sergileyebilir. Dokularin biyolojik dediskenligi nedeniyle, test edilmis doku
gruplarinda dahi, beklenmeyen reaksiyon goriilme olasiligi tamamen elimine
edilemez. Belgelenmis beklenmedik reaksiyon durumunda yerel destek temsilcinizle
iletisime gegin.

Ozel Kisitlamalar

1. Saptama kiti prosediirinin her bir adimi BenchMark IHC/ISH cihazlarinda optimize
edilmis ve énceden ayarlanmistir. Doku fiksasyonu ve islemesindeki degdiskenlik
nedeniyle ayri numuneler tzerinde hibridizasyon siresinin artirimasi veya
azaltilmasi gerekebilir. Fiksasyon degiskenleri hakkinda daha fazla bilgi igin, bkz.
"Immunohistochemistry Principles and Advances"S veya "Immunomicroscopy: A
Diagnostic Tool for the Surgical Pathologist."®

2. Saptama kiti, VENTANA problari ve aksesuarlari ile birlikte, rutin formalin
fiksasyonu, doku isleme ve kesit gikarma sonrasinda kalan niikleik asit sekansini
saptar.

3. Hertestte oldugu gibi negatif bir sonug, spesifik niikleik asit sekansinin test edilen
hiicrelerde veya dokularda bulunmadigi degil, saptanamadigi anlamina gelir.

4. Busaptama kiti Reaction Buffer yikama ¢ozeltisi, problar, aksesuarlar ve
BenchMark IHC/ISH cihazlariyla kullanim igin optimize edilmistir. Saptama kitinin
uygun sekilde islev gérmesi igin Reaction Buffer yikama ¢bzeltisi kullanimi énem
tasir. Onerilen test prosedtirlerinden sapan kullanicilar, s6z konusu kosullar altinda
hasta sonuglarinin yorumlanmasindan sorumludur.

5. Busaptama kiti, LCS (Predilute) veya ULTRA LCS (Predilute) ile birlikte kullaniimak
lizere optimize edilmistir. LCS, hem akoz reaktifler ile hava arasinda bir bariyer,
hem de deparafinizasyon islemi esnasinda doku dmeklerinden parafinin
giderilmesine yonelik bir reaktif olarak kullanilan, 6nceden seyreltiimis bir lamel
cozeltisidir. LCS bariyeri buharlasmayi azaltir ve BenchMark IHC/ISH cihazlarinda
gergeklestirilen IHC reaksiyonu igin stabil bir akéz ortam saglar.

6.  Floresin etiketli problar ve VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit kullanilirken,
gastrointestinal dokunun epitelyal hiicrelerinde sitoplazmik ve/veya niikleer boyama
gozlemlenebilir. Bu boyamayi saptamak icin Negative Control Probe kullaniimasi
gerekir.

7. Tim saptama kitleri her cihaz lizerinde kayitli olmayabilir. Daha fazla bilgi igin litfen
yerel Roche temsilcinizle iletisime gegin.

PERFORMANS OZELLIKLERI

VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit Griiniiniin performansi tekrarlanabilirlik
calimalari ve diger ilgili calismalar tizerinden degerlendirilmistir.
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VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit ile birden fazla VENTANA probu geligtirilmistir.

Bu tayinlerin test edilmesinin bir parcasi olarak, VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit

icin asagidaki performans dzellikleri gosterilmistir;

1. BenchMark IHC/ISH cihazlarinda islem igi, glinler arasi, cihazlar arasi ve platformlar
aras! kesinlik.

2. Birdizi normal ve neoplastik doku tipinde ve tayine 6zgli hedef dokularda
boyamanin hassasiyeti ve spesifitesi.

Tim calismalar kabul kriterlerini kargilamistir.

SORUN GIDERME

1. Uygun prob ydntem tablosunun Sorun Giderme bélimiine bakin.
2. Eksik parafin giderme, boyama artefaktlariyla veya boyama olmamasiyla
sonuglanabilir.

e  Slayttan tim parafinin giderimemesi durumunda, boyama islemi mevcutsa
uzatilmis deparafinizasyon segenegi kullanilarak tekrarlanmalidir.

e Alternatif olarak manuel bir cihaz disi deparafinizasyon gerceklestirilebilir.
Manuel segenegin kullaniimasi durumunda slaytlari cihaza yliklemeden dnce
boyama protokoliinden hat ici deparafinizasyonu segimini kaldirin. Slaytlarin
boyama isleminden dnce kurumamasi igin ekstra 6zen gésterilmelidir.

3. Doku kesitleri slayttan gikarsa pozitif yiikli olduklarindan emin olmak igin slaytlar
kontrol edilmelidir. Numune Toplama ve Analiz i¢in Hazirlama bélimtine bakin.

4. 4 ym'den daha kalin kesitler fazla parafin nedeniyle niikleer kabarciklanma
sergiliyorsa boyama prosediiriinde "uzatiimis deparafinizasyon" segenegini
belirleyin.

5. Dizeltici eylem igin cihazin Kullanici Kilavuzuna bakin veya yerel destek
temsilcinizle iletisime gegin.

6.  Birreaktif dagiticisinin sivi dagitmamasi durumunda, hazirlama haznesini veya
meniskst lif ya da gokelti gibi yabanci maddeler veya partikiiller agisindan kontrol
edin. Dagitici tikanmigsa dagiticty kullanmayin ve yerel destek temsilcinizle irtibat
kurun. Aksi takdirde dagiticiyi bir atik kabi tizerine getirerek, noz(l kapagini
¢ikararak ve dagiticinin Ust kismina bastirarak tekrar hazirlayin. Uygun kullanim
hakkinda bilgiler icin ilgili i¢ hat dagitic yontem tablosuna bakin.

NOT: Bu belgede, ondalik bir sayinin tam say! ve kesir kisimlarini ayirmak igin ondalik

ayirici olarak her zaman nokta kullaniimistir. Binlik basamaklar igin ayirici

kullaniimamigtir.

REFERANSLAR

1. Carson FL, Cappellano C. Hlistotechnology; A Self-Instructional Text, 5th edition.
American Society for Clinical Pathology Press; 2020, 2022.

2. Occupational Safety and Health Standards: Occupational exposure to hazardous
chemicals in laboratories. (29 CFR Part 1910.1450). Fed. Register.

3. Directive 2000/54/EC of the European Parliament and Council of 24 June 2020 on
the protection of workers from risks related to exposure to biological agents at work.

4. Doria M, Lloyd D, Thistlethwaite JR, Franklin WA. Imnmunohistochemical detection of
antibody in tissue sections of non-perfused and ex vivo-perfused organs using a
tetrazolium alkaline phosphatase substrate. Histochemistry. 1988;89(5):443-446.

5. True LD. Atlas of Diagnostic Inmunohistopathology. J.B. Lippincott Co.,
Philadelphia, PA, 1990.

6.  Roche PC, Hsi ED. Inmunohistochemistry-Principles and Advances. Manual of
Clinical Laboratory Immunology, 6th edition. In: NR Rose, ed. ASM Press; 2002.

7. College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic
Pathology Checklist, 2001.

8. CLSI (formerly NCCLS). Quality Assurance for Immunocytochemistry: Approved
Guideline. CLSI document MM4-A- (ISBN 1-56238-396-5). CLSI, 940 West Valley
Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898 USA, 1999.

9. Taylor C, Cote RJ. Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical
Pathologist. 2nd Edition. Philadelphia, PA. W.B. Saunders Company; 1986.

NOT: Bu belgede, ondalik bir sayinin tam sayi ve kesir kisimlarini ayirmak igin ondalik
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Semboller
Ventana, ISO 15223-1 standardinda listelenenlere ek olarak asagidaki sembol ve isaretleri

kullanmaktadir (ABD icin: daha fazla bilgi igin elabdoc.roche.com/symbols adresine

bakin).
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