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KULLANIM AMACI

OptiView DAB IHC Detection Kit (OptiView); fare IgG, fare IgM ve tavsan primer
antikorlarinin saptanmasina yonelik, indirekt ve biyotin icermeyen bir sistemdir. Kit
VENTANA otomatik slayt boyama aletleri iizerinde boyanan ve isik mikroskobuyla
gorsellestirilen, formalinle sabitlenmis, parafine gémiilii ve dondurulmus doku kesitlerinde
immiinohistokimya (IHC) yoluyla hedeflerin tespit edilmesine yoneliktir. Her tirlii
boyamanin veya boyama yoklugunun klinik yorumlamasi, morfolojik calismalar ve uygun
kontrollerin degerlendirmesi esliginde yapiimalidir.

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

Bu Uriin, in vitro diagnostik (IVD) kullanima yoneliktir.

OZET VE AGIKLAMA

immiinohistokimya (IHC) laboratuvarlarda teshis amaglariyla kullanilan bir tekniktir. IHC,
sabitlenmis veya dondurulmus doku kesitlerinde antijenleri lokalize etmeleri ve bunlara
baglanmalari igin belirli primer antikorlardan yararlanir. Antikorun antijene baglanis bir
indirekt saptama yontemiyle gorsellestirilir. indirekt yontemlere yonelik en yaygin teknikler
primer antikor tiriine yoneltilen ikincil bir antikordan ve ilgili bir substrat-kromojen
sistemine sahip bir enzimden yararlanir. Bu kombinasyon ilgili antikor baglanma
bélgesinde renkli bir cokeltiyle sonuglanir. OptiView DAB IHC Detection Kit kahverengi bir
cokelti olusturarak antijenlere bagli belirli antikorlar gérsellestirmek icin indirekt bir
y6ntemden yararlanir.

PROSEDUR PRENSIBI

OptiView DAB IHC Detection Kit, formalinle sabitienmis, parafine gémiilii (FFPE) veya
dondurulmus doku kesitlerinde bir antijene bagl olan spesifik fare ve tavsan primer
antikorlarini saptar. Spesifik antikorun yeri, enzim etiketli tiglinciil bir antikor tarafindan
baglanan spesifik bir sekonder antikor tarafindan bulunur. Ardindan kompleks 1s1k
mikroskobu ile kolayca g6zlemlenebilen kahverengi bir cokelti olusturan hidrojen peroksit
substrati ve 3, 3'-diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB) kromojeni ile grsellestirilir.
Boyama protokolii, reaktiflerin belirli sicakliklarda dnceden belirlenmis sirelerle inkiibe
edildigi cesitli adimlardan olusur. Her bir inkiibasyon adiminin sonunda BenchMark
IHC/ISH cihazi baglanmayan materyali gidermek igin kesitleri yikar ve slayttan akéz
reaktiflerin buharlasmasini en aza indiren sivi bir lamel uygular. Sonuglar bir igik
mikroskobu kullanilarak yorumlanir ve belirli bir antijenle 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.

2024-05-28
FT0700-420q

DAB
Cokeltisi

e

H202
+ Baklr

x Multlmen

HQ

HQ Linker

Primer Antlkor

Z \

Doku Hedef Antijen

OptiView DAB IHC Detection

115

$Sekil 1 OptiView DAB IHC Detection Kit.

MATERYAL VE METOTLAR
Uriinle Birlikte Verilen Malzeme
OptiView DAB IHC Detection Kit, 250 test icin yeterli miktarda reakif igerir.

Bir adet 25 mL dagitici OptiView Peroxidase Inhibitor %3.0 hidrojen peroksit

cozeltisi igerir.

Bir adet 25 mL dagitici OptiView HQ Universal Linker, bir koruyucu olan %0.05
ProClin 300 ile birlikte protein igeren bir tamponda, HQ
etiketli (HQ, kegi antikorlarina kovalent baglanan tescilli bir
haptendir) antikorlardan (kegi anti-fare IgG, kegi anti-fare IgM
ve kegi anti-tavsan) (yaklasik 50 pg/mL) olusan bir kokteyl
igerir.

OptiView HRP Multimer, bir koruyucu olan %0.05 ProClin
300 ile protein igeren bir tampon iginde, bir fare monoklonal
anti-HQ etiketli HRP Ugiinciil antikoru (yaklasik 40 pg/mL)
iGerir.

Bir adet 25 mL dagtici

Bir adet 25 mL dagitici OptiView DAB tescilli bir koruyucu ile birlikte tescilli bir
stabilize edici ¢ozelti icinde %0.2 a/h 3,3"-diaminobenzidin

tetrahidroklortr (DAB) igerir.

OptiView H202 bir fosfat tampon ¢ézeltisi iginde %0.04
hidrojen peroksit igerir.

Bir adet 25 mL dagitici

Bir adet 25 mL dagitici OptiView Copper, tescilli bir koruyucu ile birlikte bir asetat

tamponu iginde bakir stilfat (5.0 g/L) igerir.

Sulandirma, Karigtirma, Seyreltme, Titrasyon

Saptama kiti, BenchMark IHC/ISH cihazlari izerinde 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 primer antikorlari gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontrol
slaytlarini da igeren yardimei bilesenler, Urlinle 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. Primer antikor

Negatif kontrol reaktifi

Onerilen doku kontrolleri

OptiView Amplification Kit (Kat. No. 760-099 / 06396518001 (50 test) veya 860-099
/06718863001 (250 test))

Protease 1 (Kat. No. 760-2018 / 05266688001)

Protease 2 (Kat. No. 760-2019 / 05266696001)

Protease 3 (Kat. No. 760-2020 / 05266718001)

Hematoxylin (Kat. No. 760-2021 / 05266726001)

9. Hematoxylin Il (Kat. No. 790-2208 / 05277965001)

10.  Bluing Reagent (Kat. No. 760-2037 / 05266769001)

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

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

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

14.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Kat. No. 950-224 / 05424569001)
15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (Kat. No. 950-223 / 05424542001)
16.  Antibody Diluent (Kat. No. 251-018 / 05261899001)

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

18.  LCS (Predilute) (Kat. No. 650-010 / 05264839001)

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

20. BenchMark IHC/ISH cihazi

21.  Mikroskop slaytlari, pozitif yikli

22.  Dokuyu értmek icin yeterli lamel ve lamel yontemi

23.  Genel amagli laboratuvar ekipmani

Saklama ve Stabilite

Alindiktan sonra ve kullanmadiginiz zamanlarda 2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin.
Kullanici ydntem tablosunda belirtilenlerin disindaki tim saklama kosullarini
dogrulamalidir. Bu saptama kiti sogutucudan gikarildiktan hemen sonra kullanilabilir.

Reaktifin uygun bir sekilde uygulandigindan ve her bir reaktifin stabilitesinden emin olmak
igin dagitict kapagini her kullanimdan sonra yerine takin ve dagiticly derhal sogutucuya
dikey konumda yerlestirin.

Her saptama kitinin bir son kullanma tarihi vardir. Diizgln bir sekilde saklanmas! halinde,
Urtin etikette belirtilen tarihe kadar stabil kalir. Urlind belirtilen saklama yontemine yénelik
son kullanma tarihinden sonra kullanmayn. Bu (riinde instabiliteyi gdsterecek kesin
isaretler yoktur; dolayisiyla bilinmeyen numunelerle es zamanli olarak pozitif ve negatif
kontroller calistirimalidir. Reaktif instabilitesine yonelik bir isaret olmasi durumunda derhal
yerel destek temsilcisi ile irtibat kurulmalidir.

Numune Toplama ve Analiz i¢in Hazirlama

FFPE dokular OptiView DAB Detection Kit ve BenchMark IHC/ISH cihazlari ile kullanima
uygundur (bkz. Gerekli Olan Fakat Urinle Birlikte Verimeyen Malzemeler kismi). Tavsiye
edilen doku sabitleyici %10 nétr tamponlu formalindir (NBF).2 Doku kesiti kalinlig,
fiksasyon tlir(i, eksik, uzun sireli fiksasyon veya kemik iligi preparatlarinda dekalsifikasyon
gibi 8zel sureglerden dolayi degisken sonuglar meydana gelebilir.

Her bir kesit kullaniimakta olan primer antikor icin uygun kalinlikta (2-5 pum) kesilmeli ve
pozitif yiklli cam bir mikroskop slaydi (izerine yerlestirilmelidir. Doku kesitinin bulundugu
slaytlar, firnlamadan 6nce kesit altindaki fazla suyu gidermek igin oda sicaklijinda en az
15 dakika boyunca dikey konumda kurutulmalidir. Slaytlar, 60 °C + 5 °C sicakliginda bir
firnda bir saat boyunca firnlanabilir/isttilabilir veya 37 °C'de 24 saate kadar havada
kurutulabilir. Slayt kurutma ve Isitma, slayda sabitleme sonrasinda dokuyu kurutmak ve
dokunun cama daha iyi yapismasini saglamak igin kullanilir. Isitma kisitlamalarini
belirlemek igin primer antikor yontem tablosuna bagvurun. Dokunun uzun sireli isitiimasi
antijen kullanilabilirliginin azalmasiyla sonuglanabilir.

Antijeni eksprese eden, uygun sekilde sabitlenmis ve gémiilmiis dokular serin bir yerde
(15-25 °C) saklanmalari durumunda stabil kalirlar. 1988 tarihli Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA), 42CFR493.1259 (b) "Laboratuvar, slaytlari tetkik tarihinden
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itibaren en az on yil, numune bloklarini ise tetkik tarihinden itibaren en az iki yil
saklamalidir" gerekliligini sart kosar. Her laboratuvar, kesilen slayt stabilitesini kendi
prosedrleri ve gevresel saklama kosullari bakimindan dogrulamalidir.

UYARILAR VE ONLEMLER

. Invitro diagnostik (VD) kullanima yoneliktir.

2. Sadece profesyonel kullanim igindir.

3. Uyan: Olasi karsinojen. International Agency for Research on Cancer (IARC) ve

US National Toxicology Program (NTP), 3, 3'-diaminobenzidin tetrahidroklortir

(DAB) ile yakindan iligkili bir bilesik olan benzidini bilinen bir insan karsinojeni olarak

listelemistir.

Belirtilen test sayisinin tizerinde kullanmayn.

ProClin 300 ¢ézeltisi, bu ¢ozeltide koruyucu olarak kullaniimistir. Tahrig edici olarak

siniflandinimistir ve deriyle temas ettiginde hassasiyete yol acabilir. Kullanirken

uygun dnlemleri alin. Reaktiflerin géz, deri ve mukoz membranlarla temas etmesini
dnleyin. Koruyucu giysi ve eldiven kullanin.

6.  Insan veya hayvan kaynakli materyaller, potansiyel agidan biyotehlikeli olduklari
varsayllarak kullaniimali ve uygun dnlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.3.4

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

Reaktifler hassas bolgelerle temas ederse bu bolgeleri bol suyla yikayin. Reaktiflerin
solunmasindan kaginin.

9.  Cihazda bir islem baglatmadan énce atik kabinin bos oldugundan emin olun. Bu
dnlemin alinmamasi durumunda atik kabi tagabilir ve kullanici kayip diigme riski
altinda olur.

10.  Yanlhis sonuglar tiretebilecedi icin reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonundan
kaginin.

11, Bu cihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi icin BenchMark IHC/ISH cihazi
Kullanic Kilavuzuna ve tim gerekli bilesenlerin navifyportal.roche.com adresinde
bulunan yontem tablolarina bakin.

12. Onerilen imha ydntemine karar vermek igin yerel ve/veya resmi kurumlara danisin.

13. Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS y8nergelerini izler. Giivenlik bilgi
formu profesyonel kullanici igin talep Uzerine temin edilir.

14.  Bu cihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylari raporlamak igin yerel Roche temsilcisi ve
kullanicinin bulundugu Uye Devlet veya Ulkenin yetkili makamiyla iletisime gegin.

Bu Uriin, Diizenleme (EC) No. 1272/2008 uyarinca asagidaki sekilde siniflandirilan

bilesenler igermektedir:

o

Tablo1 Tehlike bilgileri.
Tehlike Kod Beyan
Tehlike H350 Kansere yol agabilir.
H412 Uzun stireli etkilerle su yagami igin zararlidir.
P201 Kullanimdan dnce dzel talimatlari edinin.
P202 Tim giivenlik 6nlemleri okunup anlagilana kadar
kullanmayin.
P273 Gevreye salinimindan kaginin.
P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/koruyucu gozlik/yiiz
korumasi/igitme korumasi kullanin.
P308 + Maruz kalmissaniz veya endise duyarsaniz: Tibbi
P313 tavsiye/yardim alin.
P501 ierigikabi uygun bir atik imha tesisine atin.

EUH208: Su Karigimi igerir: 5-kloro-2-metil-4-izotiazolin-3-on ve 2-metil-2H-izotiazol-3-on
(3:1). Alerjik reaksiyona neden olabilir.

PROSEDUR

OptiView DAB IHC Detection Kit, BenchMark IHC/ISH cihazlari iizerinde VENTANA
primer antikorlari ve yardimei bilesenleriyle birlikte kullaniimak tizere gelistirilmistir.
Otomatik prosediirlere iligkin parametreler, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosediire gére
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gorunttilenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir. Cihaza yonelik diger calistirma
parametreleri fabrikada 6nceden ayarlanmistir.

BenchMark IHC/ISH cihazlari tizerinde boyama igin prosediirler asagidaki gibidir. Daha
ayrintili talimatlar ve ek protokol segenekleri igin Kullanici Kilavuzunuza bakin. Bir 6regin
Cell Conditioning gerektirip gerektirmedigi antikora baglidir. Liitfen talimatlar icin antikor
yontem tablosunu kontrol edin.

BenchMark IHC/ISH Cihazlari

1. Gergeklestirilecek protokole karsilik gelen slayt barkod etiketini uygulayin.

2. Primer antikoru, uygun saptama kiti dagiticilarini ve gerekli yardimci reaktifi reaktif
tepsisine yUkleyin ve bunlari cihaza yerlestirin.

Hacimli sivilari kontrol edin ve atiklar bogaltin.

Slaytlari cihaza ytkleyin.

Boyama iglemini baglatin.

islem tamamlandiginda slaytlari cihazdan ¢ikarin.

. Onerilen Cihaz isleme Sonrasi Prosediirler gegin.

Onerilen Cihaz isleme Sonrasi Prosediirler

1. Lamel ¢ozeltisini gidermek icin slaytlar! hafif bir bulagik deterjaniyla yikayin.
2. Tum deterjani gidermek icin slaytlar distile su ile iyice durulayin.
3. Dehidre edin, temizleyin ve kalici sabitleme ortamlariyla lamelleyin.

KALITE KONTROL PROSEDURU
Pozitif Doku Kontroll

Gergeklestirilen her boyama prosediiri igin bir pozitif doku kontrolu ¢alistinimalidir. En
uygun laboratuvar uygulamasi, hasta dokusuyla ayni slayt iizerinde bir pozitif kontrol kesiti
dahil etmektir. Bu uygulama primer antikorun veya diger kritik reaktiflerin hasta test
slaydina uygulanmadigi durumlarin tespit edilmesine yardimci olur. Pozitif boyamasi zayif
doku, optimum kalite kontrol icin daha uygundur. Pozitif boyama doku bilesenleri antikorun
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 gérevi gorebilir. Kontrol dokular, test kesitleriyle ayni
sekilde miimkiin olan en kisa slirede hazirlanmig veya sabitlenmis taze otopsi, biyopsi
numunesi veya cerrahi numuneler olmalidir. Bu gibi dokular, doku hazirligindan boyamaya
kadar prosediirin tim adimlarini izleyebilir. Test numunesinden farkli sekilde sabitlenmis
veya iglenmis bir doku kesitinin kullaniimasi, tiim reaktifler ve fiksasyon ile doku isleme
hari¢ yéntem adimlari iin kontrol saglar.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, hasta drneklerinin spesifik teshisinin belirlenmesinde bir
yardimel olarak degil, yalnizca islenen dokularin ve test reaktiflerinin dogru performansini
izlemek igin kullaniimalidir. Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama ortaya koyamazsa test
numuneleri sonuglari gegersiz sayllmalidir.

Negatif Doku Kontroli

Pozitif doku kontrolu igin kullanilan dokunun aynisi negatif doku kontrolii olarak
kullanilabilir. Gogu doku kesitinde bulunan cesitli hiicre tirleri, dahili negatif kontrol
bélgeleri saglar ancak bu, kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Boyanmayan bilesenler,
spesifik boyamanin yoklugunu géstermeli ve arka plan boyamasina dair bir gésterge
saglamalidir. Negatif doku kontrolli bdlgelerinde, spesifik boyamanin gergeklesmesi
durumunda hasta numunelerinin sonuglari gegersiz kabul ediimelidir.

Aciklanamayan Uyusmazliklar

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

Negatif Reaktif Kontroll

Her numune icin sonuglarin yorumlanmasina yardimei olacak bir negatif reaktif kontrolt
calistinimalidir. Non-spesifik boyamanin degerlendiriimesi iin primer antikor yerine bir
negatif reaktif kontrolli kullanilir. Slayt, duruma gére uygun sekilde Negative Control
Mouse veya Negative Control Rabbit ile boyanmalidir. Seyreltici tek basina daha dnce
aciklanan negatif reaktif kontrollerine altematif olarak kullanilabilir. Negatif reaktif kontroli
i¢in inklibasyon stiresi, primer antikor inkiibasyon siresine egit olmalidir.

Seri kesitlerde birgok antikordan olusan paneller kullanildiginda, bir slayttaki negatif reaktif
kontrold, diger antikorlar igin negatif veya spesifik olmayan baglayici bir arka plan kontroli
gorevi gorebilir.
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Tayin Dogrulamasi

Diagnostik bir prosedurde bir primer antikorun veya boyama sisteminin ilk kullanimindan
dnce, primer antikorun spesifitesi bunun bilinen pozitif ve negatif dokular temsil eden
bilinen immiinohistokimya performans dzellikleri ile bir dizi doku tizerinde test edilmesi
yoluyla dogrulanmalidir (primer antikor yontem tablosundaki Pozitif Doku Kontroli kismina
ve College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic
Pathology Checklist,5 Kalite Kontrol 8nerilerine veya CLSI Approved Guideline® ya da her
iki belgeye birden bakin). Bu kalite kontrol prosedrleri her yeni antikor lotu icin veya tayin
parametrelerinde her degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. Primer antikorun Performans
Ozellikleri kisminda listelenen dokular, tayin dogrulamasi igin uygundur.

Sonuglarin Yorumlanmasi

OptiView DAB IHC Detection Kit, primer antikor tarafindan lokalize edilen antijen
bélgelerinde kahverengi veya kirmizi bir reaksiyon tiriinGiniin ¢dkelmesine yol agar.
immiinohistokimya prosediirlerinde deneyimli bir uzman patolog, sonuglarin
yorumlanmasindan 6nce kontrolleri degerlendirmeli ve boyanmis Grlinii nitelendirmelidir.
Once negatif kontrollerin boyanmasi dikkate alinmali ve bu sonuglar olusturulan sinyalin
nonspesifik etkilesimlerin nedeni olmadigini dogrulamak tizere boyanan materyalle
karsilagtinimalidir.

Pozitif Doku Kontroli

Tim reaktiflerin uygun sekilde islev gdsterdiginden emin olmak icin ilk olarak boyali pozitif
doku kontrolu incelenmelidir. Hedef hiicreler icinde uygun sekilde renkli bir reaksiyon
{iriintiniin varligi pozitif reaktiviteye isaret eder. Inkiibasyon uzunluguna ve kullanilan
hematoksilinin kuvvetine bagli olarak, karsit boyama hticre gekirdeklerinde soluk mavi ile
koyu mavi aras! bir renklenmeyle sonuglanir. Asiri veya eksik karsit boyama, sonuglarin
uygun sekilde yorumlanmasini engelleyebilir.

Pozitif doku kontrolli pozitif boyama ortaya koyamazsa test numunelerinin tiim sonuglari
gegersiz sayllmalidir.

Negatif Doku Kontroli

Negatif doku kontroll, hedef antijenin primer antikor tarafindan spesifik etiketlenmesini
dogrulamak icin pozitif doku kontroliinden sonra incelenmelidir. Negatif doku kontroliinde
spesifik boyamanin bulunmamasi, hiicreler veya seliiler bilesenlerde antikor ¢apraz
reaksiyonunun yoklugunu dogrular. Negatif doku kontroliinde spesifik boyamanin
gerceklesmesi durumunda hasta numunesinin sonuglari gegersiz kabul edilmelidir.

Mevcutsa non-spesifik boyama daginik bir gériinlime sahiptir. Asiri miktarda formalinle
sabitlenmis doku kesitlerinde, bag dokusunda sporadik hafif boyama da gézlemlenebilir.
Boyama sonuglarinin yorumlanmasi igin intakt hiicreler kullaniimalidir. Nekrotik veya
dejenere hicreler siklikla non-spesifik boyanir.

Hasta Dokusu

Hasta numuneleri en son incelenmelidir. Pozitif boyama yogunlugu, negatif reaktif
kontroliiniin herhangi bir non-spesifik arkaplan boyamasi baglaminda degerlendirilmelidir.
Her immiinohistokimya testinde oldugu gibi negatif bir sonug, ilgili antijenin test edilen
hiicrelerde veya dokularda bulunmadidi degil, saptanamadig§i anlamina gelir. Gerekmesi
durumunda yanlis negatif reaksiyonlarin tespitine yardimci olmast igin bir antikor paneli
kullanin. Herhangi bir imminohistokimya sonucu yorumlanirken her bir doku 6rneginin
morfolojisi ayni zamanda hematoksilin ve eozin boyali bir kesitten de yararlanilarak
incelenmelidir. Hastanin morfolojik bulgulari ve ilgili klinik verileri uzman bir patolog
tarafindan yorumlanmalidir.

KISITLAMALAR
Genel Kisitlamalar

1. IHC; uygun reaktiflerin secimi, doku secimleri, fiksasyon, isleme, immiinohistokimya
slaydinin hazirlanmasi ve boyama sonuglarinin yorumlanmasi konusunda 6zel
egitim gerektiren gok adimli bir diagnostik islemdir.

Doku boyamasi, dokunun boyanmadan dnceki kullanimi ve islenmesine baglidir.
Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢dzme, yikama, kurutma, isitma, kesit
cikarma veya baska doku ya da sivilarla kontaminasyon, artefaktlara, antikor
hapsolmasina veya yanlis negatif sonuglara yol agabilir. Tutarsiz sonuglar,
fiksasyon ve gdmme yontemlerindeki farkliliklardan veya doku igindeki yapisal
duzensizliklerden kaynaklanabilir.

Asiri veya eksik karsit boyama, sonuglarin uygun sekilde yorumlanmasini
engelleyebilir.

Herhangi bir pozitif boyamanin veya pozitif boyama bulunmamasinin klinik
yorumlamasi, klinik gegmis, morfoloji ve diger histopatolojik kriterler baglaminda
degerlendirilmelidir. Her tiirli boyamanin veya boyama bulunmamasinin klinik
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yorumlamasi, morfolojik galismalar ve uygun kontrollerin yani sira baska diagnostik
testler ile tamamlanmalidir. Boyali preparati yorumlamak igin kullanilan antikorlar,
reaktifler ve yontemlere asina olmak, uzman patologun sorumlulugundadir. Boyama,
sertifikall ve ruhsatli bir laboratuvarda, boyali slaytlarin incelenmesinden ve pozitif
ve negatif kontrollerin yeterliligini saglamaktan sorumlu bir patolog gézetiminde
gerceklestirimelidir.

5. VENTANA antikorlari ve reaktifleri, verilen talimatlar izlendiginde, kullanim igin en
uygun seyreltme oraninda saglanir. Onerilen test prosediirlerinden her tiirlii sapma,
beklenen sonuglari gegersiz 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. Neoplazmalardaki antijen ekspresyonunun veya diger patolojik
dokularin biyolojik degiskenligi nedeniyle, test edilmis doku gruplarinda dahi,
beklenmeyen reaksiyon gériilme olasili§i tamamen elimine edilemez.7.8
Beklenmeyen reaksiyonlari belgeleyerek yerel destek temsilciniz ile iletisime gegin.

7. Hepatit B virtisu ile enfekte olan kisilerden alinan ve hepatit B yiizey antijeni
(HBsAg) igeren dokular, yaban turpu peroksidazi ile non-spesifik boyama
sergileyebilir.9

8.  Bloklama adimlarinda kullanildiginda, ikincil antiserum ile ayni hayvansal kaynaktan
elde edilen normal serum, otoantikorlar veya dogal antikorlar nedeniyle yanlis
negatif veya yanlis pozitif sonuglara neden olabilir.

9. Herimmiinohistokimya testinde oldugu gibi negatif bir sonug, antijenin test edilen
hiicrelerde veya dokularda bulunmadigi degil, saptanamadig anlamina gelir.

Ozel Kisitlamalar

1. Saptama kiti prosediirinin her bir adimi BenchMark IHC/ISH cihazlarinda optimize
edilmis ve énceden ayarlanmistir. Doku fiksasyonu ve islemesindeki degiskenlik
nedeniyle ayri numuneler Uzerinde primer antikor inkibasyon sresinin artiriimasi
veya azaltilmasi gerekebilir. Primer antikor inkiibasyon siiresi doku fiksasyonu
derecesine baglidir ve 4 ile 120 dakika arasinda olabilir. Fiksasyon degiskenleri
hakkinda daha fazla bilgi igin, bkz. "Immunohistochemistry Principles and
Advances"10 veya "Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical
Pathologist". !

2. Saptama kiti, VENTANA primer antikorlari ve aksesuarlari ile birlikte, rutin doku
isleme ve kesit ¢ikarma sonrasinda kalan antijeni saptar.

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

4. 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 6rneklerinden parafinin
giderilmesine yonelik bir reaktif olarak kullanilan, 6nceden seyreltiimis bir lamel
cozeltisidir. LCS bariyeri buharlasmay azaltir ve BenchMark IHC/ISH cihazlarinda
gerceklestirilen IHC veya in situ hibridizasyon (ISH) reaksiyonlari igin stabil bir akéz
ortam saglar.

5. Belirtilenlerin digindaki inkiibasyon sureleri ve sicakliklari hatali sonuglar verebilir.
Kullanici bu tiir bir degisikligi dogrulamalidir.

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

7. OptiView saptama sistemi ile kullaniimasi 6nerilen sabitleyici %10 Neutral Buffered
Formalin (NBF) Uriiniidir. Modified Davidson sabitleyicinin kullaniimasi, kabul
edilemez boyama sonuglarina yol agabilir.

PERFORMANS OZELLIKLERI

ANALITIK PERFORMANS

OptiView DAB IHC Detection Kit performansi tekrarlanabilirlik ve diger ilgili calismalar
Uzerinden degderlendirilmistir. TUm boyama, aksi belirtimedikce, antikor yontem
tablosunda belirtilen protokol kullanilarak, BenchMark IHC/ISH cihazlarinda
gerceklestirilmistir.

Test calismalari asagidakileri igermistir:
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Hassasiyet ve Spesifite

Pozitif ve negatif sonuglarin yorumlanmasinin olumsuz yonde etkilenmediginden emin
olmak icin fare ve tavsan primer antikorlarinin spesifik saptamasini ve non-spesifik arka
plan boyamasinin kabul edilebilir seviyelerini gésterme amagli spesifite testi.

Uygun boyama modelleriyle, dlistk seviyede antijenlere baglanan primer antikorlari
saptama kabiliyetini gésterme amagli hassasiyet testi.

Kesinlik

. islem ici ve iglemler arasi kesinlik

. Platform igi ve platformlar arasi kesinlik

Tim vakalarda doku drekleri okunmus ve boyama uygunlugu ile morfolojik seliler

boyama kalitesi bakimindan kabul edilebilir oldudu tespit edilmistir. Tiim calismalar kabul
kriterlerini kargilamigtir.

SORUN GIDERME

1. Porzitif kontrol beklenenden daha zayif boyama sergilerse, ayni cihaz islemi
esnasinda galistirilan diger pozitif kontroller sorunun primer antikordan mi yoksa
ortak ikincil reaktiflerin birinden mi kaynaklandigini belirlemek tizere kontrol
edilmelidir.

2. Pozitif kontrol negatifse, slaytin uygun barkod etiketine sahip oldugundan emin
olmak tizere kontrol edilmelidir. Slayt uygun sekilde etiketlenmisse, ayni cihaz
lizerinde galistirilan diger pozitif kontroller sorunun primer antikordan mi yoksa ortak
ikincil reaktiflerin birinden mi kaynaklandigini belirlemek Uzere kontrol edilmelidir.
Dokular uygun olmayan sekilde toplanmis, sabitlenmis veya deparafinizasyona tabi
tutulmus olabilir. Toplama, saklama ve fiksasyon iin uygun prosediir izlenmelidir.

3. 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 yiiklemeden dnce
boyama protokoliinden hat ici deparafinizasyonu segimini kaldirin. Slaytlarin
boyama igleminden dnce kurumamasi igin ekstra 6zen gésterilmelidir.

4. Spesifik antikor boyamasi gok yogunsa, islem istenen boyama yogunlugu elde
edilene kadar inklibasyon stresi 4 dakikalik araliklarla kisaltilacak sekilde
tekrarlanmalidir.

5. Doku kesitleri slayttan gikarsa pozitif yikli olduklarindan emin olmak igin slaytlar
kontrol edilmelidir.

6.  Dizeltici eylem icin Prosediir kismina, cihazin Kullanici Kilavuzuna bakin veya yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.

7. Birreaktif dagiticisinin sivi dagitmamasi durumunda, hazirlama haznesini veya
menisksi lif ya da gokelti gibi yabanci maddeler veya partikiiller agisindan kontrol
edin. Dagitict tikanmigsa dagiticiyi kullanmayin ve yerel destek temsilcinizle irtibat
kurun. Aksi takdirde dagiticiyi bir atik kabi tizerine getirerek, noztl kapagini
cikararak ve dagiticinin Ust kismina bastirarak tekrar hazirlayin. Uygun kullanim
hakkinda bilgiler i¢in P/N 760-700 ile iligkili olan ilgili i¢ hat dagitici ydntem tablosuna
bakin.

8. Peroksidaz Inhibitdrii, primer antikor 8ncesi veya sonrasinda segilmezse endojen
peroksidaz aktivitesi goriilebilir. Varsayilan tarif ayari uygulama yapilmamasina
yoneliktir. Operator, gerekirse bir protokol belirlenirken Peroksidaz Inhibitdriiniin ne
zaman uygulanacagini segmelidir.

9. Proteaz sindirimi sonucunda plazma ve mast hiicrelerinde istenmeyen boyama
gorulebilir. Negatif doku kontrolti, pozitif boyanan sonuca kiyasla arka plan
boyamasinin seviyesini gdstermek lizere degerlendirilmelidir.8
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NOT: Bu belgede, ondalik bir sayinin tam sayi ve kesir kisimlarini ayirmak igin ondalik

ayirici olarak her zaman nokta kullaniimistir. Binlik basamaklar igin ayirici

kullaniimamigtir.

Semboller

Ventana, ISO 15223-1 standardinda listelenenlere ek olarak asagidaki sembol ve isaretleri
kullanmaktadir (USA icin: daha fazla bilgi igin elabdoc.roche.com/symbols adresine
bakin).
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