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URCENE POUZITI

Souprava VENTANA Red ISH DIG Detection Kit je nepfimy systém pro detekci cild
znacenych DIG. Souprava je uréena k identifikaci cild metodou hybridizace ¢erveného
chromogenu in situ (ISH) v fezech tkané fixované formalinem, zalité parafinem, které jsou
barvené na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym hodnotitelem v kombinaci
s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tento produkt je uréen pro diagnostické pouziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Obecné plati, ze hybridizace in situ (ISH) pouziva znaCené sondy k detekci specifickych
cilovych sekvenci DNA nebo RNA ve fixovanych tkafovych fezech. Cilové sekvence jsou
vystaveny zahfivani tkané a roztoku sondy za Ucelem denaturace nukleovych kyselin.
Reakce je poté ochlazena, coz umozniuje znaéené sondé nukleové kyseliny hybridizovat
se svymi komplementarni sekvenci nukleové kyseliny v tkani.

Hybridizace sondy na sekvenci nukleové kyseliny je vizualizovdna metodou nepfimé
detekce. NejobvyklejSi nepfimé techniky pouzivaji sekundarni protilatku namifenou proti
haptenu primami protilatky (anti-hapten) a enzym spojeny s odpovidajicim systémem
substrat-chromogen. Vysledkem této kombinace je barevny precipitat v misté specifické
vazby sondy. Detekéni souprava VENTANA Red ISH DIG Detection Kit pouziva nepfimou
metodu k vizualizaci komplementarnich sekvenci nukleovych kyselin nanasenim ¢ervené
zbarveného precipitatu.

PRINCIP POSTUPU

Souprava VENTANA Red ISH DIG Detection Kit detekuje sondy znacené digoxigeninem
(DIG) navazané na sekvenci v fezech tkané fixované formalinem, zalité parafinem
(FFPE). Tato detekéni souprava obsahuje nasledujici davkovace: mysi primarni anti-DIG
protilatky znacené nitropyrazolem (NP), my3i anti-NP sekundarni protilatky konjugované
alkalickou fosfatazou (AP), zesilovace pH pH Enhancer, naftolu (Naphthol) a reagencie
Fast Red. Po vyvoji signalu SISH se sklicko inkubuje s NP znaéenou mysi anti-DIG
primarni protilatkou, ktera se vaze na hapten DIG na sondé. Anti-haptenova primami
protilatka je detekovana s mysi anti-NP konjugovanou s enzymem AP. Sklicko je
inkubovano s roztokem pH Enhancer, ktery poskytuje spravné sloZky soli a koncentrace
a pufrované pH pro optimalni vykon enzymu AP. Déle se pouZije naftol fosfat, ktery slouzi
jako substrat pro enzym AP (AP defosforyluje naftol). Reagencie Fast Red, pfidana na
dalsi sklicko, se spoji s defosforylovanym naftolem a vytvofi Eerveny precipitat, ktery Ize
snadno vizualizovat svételnou mikroskopii. Obrazek 1 ilustruje reakci Red ISH DIG. Za
Ucelem interpretace pomoci svételné mikroskopie je vzorek poté kontrastné nabarven
reagencii Hematoxylin I1.

Specifickd sonda je lokalizovana protilatkou se specificitou proti haptenu, poté enzymem
znacenou sekundami protilatkou. Komplex je pak vizualizovan naftolovym substratem

a chromogenem Fast Red, ktery vytvari cerveny precipitat, jenZ Ize snadno detekovat
svételnou mikroskopii.

Barvici protokol se sklada z ¢etnych krokd, v nichZ jsou reagencie inkubovany po pfedem
urcené doby pfi specifickych teplotach. Na konci kaZdého inkubacniho kroku pfistroj
BenchMark IHC/ISH fezy promyje, €imz odstrani nenavazany materiél, a nanese kapalné
kryci skli¢ko, které minimalizuje odpafovani vodnych reagencii z podloZniho skli¢ka.
Vysledky mohou byt interpretovany s pouzitim svételného mikroskopu a mohou slouzit
jako pomucka pfi diferencialni diagnéze patofyziologickych procest, jezZ mohou anebo
nemuseji byt spojeny s pozitivnim barvenim pro sondu.

Podrobnéjsi informace o obsluze pfistroje naleznete v pfislu$né uZivatelské prirucce.
Obr. 1 znazorfiuje metodu nepfimé detekce.
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VENTANA Red ISH DIG Detection

Obr. 1. Reakce VENTANA Red ISH DIG.

MATERIAL A METODY
Dodavany materidl

Detekéni souprava VENTANA Red ISH DIG Detection Kit obsahuje dostatek reagencie
pro 60 testd.

Jeden 6mL davkovac Reagencie VENTANA Red ISH DIG NP obsahuije protilatku
proti DIG znaCenou haptenem (~7.5 pg/mL) v pufru
obsahujicim protein a fosfat spolu s 0.05 % roztoku

konzervaéniho prostfedku ProClin 300.

Reagencie VENTANA Red ISH DIG NP AP obsahuije roztok
alkalické fosfatazy (AP) anti-NP konjugatu enzymu

(~10 pg/mL) v pufru obsahujicim protein a fosfaty spolu

s 0.10 % roztoku konzervacniho prostfedku ProClin 300.

Reagencie VENTANA Red ISH DIG pH Enhancer obsahuje
<3 % MgClz (hm./obj.) v roztoku pufru Tris obsahujicim
0.05 % roztoku konzervacniho prostiedku ProClin 300.

reagencie VENTANA Red ISH DIG Naphthol obsahuje
< 8 g/L naftolu v roztoku pufru Tris obsahujicim 0.05 %
roztoku konzervaéniho prostfedku ProClin 300.

Reagencie VENTANA Red ISH DIG Fast Red Chromogen
obsahuje < 3 g/L soli Fast Red KL v roztoku octanového
pufru obsahujicim 0.05 % roztoku konzervaéniho prostfedku
ProClin 300.

Jeden 6mL davkovac

Jeden 12mL davkovac

Jeden 6mL davkovac

Jeden 12mL davkovac

Rekonstituce, miseni, fedéni, titrace

Detekéni souprava je optimalizovana pro pouZiti na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
Nevyzaduije se rekonstituce, miseni, fedéni ani titrace reagencii ze soupravy. DalSi fedéni
mize mit za nasledek ztratu barveni.

Potiebné materialy, které nejsou souéasti dodavky

Barvici reagencie, napfiklad sondy VENTANA a pomocné materialy, véetné sklicek pro
negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

VSechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve viech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.
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Nésledujici reagencie a materidly mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky detekéni soupravy:

1. Sonda ISH

ISH Protease 3 (kat. ¢. 780-4149 / 05273331001)

Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)

Bluing Reagent (kat. ¢. 760-2037 / 05266769001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)

SSC (10X) (kat. €. 950-110 / 05353947001)

EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)

ultraView Silver Wash Il (Predilute) (kat. ¢. 780-003 / 05446724001)

9. Cell Conditioning Solution (CC1) (Pre-dilute) (kat. €. 950-124 / 05279801001)
10.  Cell Conditioning Solution (CC2) (Pre-dilute) (kat. €. 950-123 / 05279798001)
11. LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)

12. ULTRA Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)

13. ULTRA Cell Conditioning Solution (CC2) (kat. ¢. 950-223 / 05424542001)

14.  ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

15.  Pfistroj BenchMark IHC/ISH

16.  Mikroskopicka sklicka Superfrost Plus, kladné nabita

17.  Fixacni médium

18.  Automatizovany podavac krycich skli¢ek

19.  Obecné laboratorni vybaveni

Skladovani a stabilita

Po pfijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazujte. Tuto detekéni
soupravu Ize pouzit okamzité pro vyjmuti z chladnicky.

Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita jednotlivych reagencii, musi se
davkovac po kazdém cyklu uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do
chladnicky.

Kazda detekéni souprava ma stanovenou dobu exspirace. Pfi spravném skladovani jsou
reagencie stabilni az do data uvedeného na Stitku. Po uplynuti data exspirace produkt
nepouzivejte. Neexistuji zadné jednoznaéné znamky nestability tohoto produktu, proto je
vySetfeni neznamych vzorkd tfeba provadét soubézné s pozitivnimi a negativnimi
kontrolnimi vzorky. V pfipadé jakychkoli zndmek nestability reagencie je tfeba okamzité
kontaktovat vase mistni servisni zastoupeni.

©® NN

Odbér vzorku a pfiprava pro analyzu

Pro pouziti s detekéni soupravou VENTANA Red ISH DIG Detection Kit a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané FFPE (viz ¢ast Potfebné materialy, které nejsou
soucasti dodavky). Doporu€enym fixativem na tkané je 10% neutralni pufrovany formalin
(NBF)! po dobu 6 az 72 hodin. Mohou se vyskytnout rozdilné vysledky jako dlisledek
tloustky tkanového fezu, typu fixace, nelplné prodlouzené fixace nebo specialnich
procesu, napfiklad odvapriovani preparatl kostni dfené. Disledkem rozdil(i ve zpracovani
tkani, podminkéch pred analyzou a postupech v laboratofi miZe byt znaéna variabilita
vysledkl a vyZaduje pravidelné pouzivani kontrol. Dal$i informace o kontrolach najdete
v Casti Postup kontroly kvality.

Kazdy fez musi byt odfiznut na patfi¢nou tloustku (~4 pm) pro pouzitou sondu a umistén
na kladné nabité mikroskopické podlozni sklicko. Sklicka je tfeba odvodnit, respektive je
vysusit a odstranit pfebytenou vodu nachazejici se mezi sklickem a tkani.

Rezy silngjsi nez 4 ym mohou vyZzadovat silnéj$i osetfeni proteazou, ne je doporugeny
stav, a mohou v disledku nadmémého mnoZstvi parafinu v tkani vykazovat vice bublin

v jadru nez tenci fezy. Tvorba bublin v jadrech se projevuje jako velké ¢i malé bubliny
nebo vakuoly v jadrech. Tento artefakt obvykle vyéisleni signalu nerusi. Zavazné piipady
tvorby bublin v jadrech v§ak mohou signaly z jadra nebo signaly Red ISH zkreslit, a tak
vyCisleni znemoznit. Pfed opakovanym barvenim na pfistroji miZe byt nutné tyto vzorky
odparafinovat v xylenové a alkoholové 1azni (viz ¢ast ReSeni problémda). K tvorbé bublin
v jadrech muze dojit také v souvislosti s nedostateénou fixaci (1-3 hodiny pomoci
formalinu), coz je obvykle mensi, nespojita tvorba bublin v jadrech. U tkani fixovanych po
dobu 3 hodin Ize toto napravit zménou Upravy bunék / oSetfeni protedzou, jsou-li viak tyto
tkané fixované po dobu 1 hodiny, naprava jiz pravdépodobné nebude mozna.

Spravné fixované a zalité tkané exprimujici RNA a DNA zlstanou stabilni, pokud jsou
uchovavany na chladném misté (15-25 °C). Norma Clinical Laboratory Improvement Act
(CLIA) z roku 1988, 42CFR493.1259 (b) vyzaduje, Ze ,Laboratof musi uchovavat sklicka
nejméné deset let od data vySetfeni a uchovavat bloky vzorki nejméné dva roky od data
vySetfeni.” Kazda laboratof by méla validovat stabilitu sklicka s fezem pro své vlastni
postupy a podminky prostfedi pro skladovani.
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UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému poutZiti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
|ékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)

4. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.

5. Roztok ProClin 300 je v tomto roztoku pouzit jako konzervacni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kizi mize zpusobit senzibilizaci. PFi
manipulaci dodrZujte pfisluSna bezpe€nostni opatieni. Zamezte kontaktu reagencii
s o¢ima, kizi a sliznicemi. PouZivejte ochranny odév a rukavice.

6. S materidlem lidského nebo Zivocisného plivodu je tfeba nakladat jako
s potenciélné nebezpecnym biologickym materialem a likvidovat jej v souladu
s platnymi bezpe¢nostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potieba se fidit
zdravotnickymi smérnicemi odpovédnych organ(.2:3

7. Pfimanipulaci s reagenciemi dodrzujte pfislu$na bezpeénostni opatfeni. Zamezte
kontaktu reagencii s o¢ima, kiZi a sliznicemi. Pfi manipulaci s moznymi karcinogeny
nebo toxickymi materialy pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny odév.

8.  Jestlize se reagencie dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasaZené
oblasti vydatnym mnozstvim vody. Zabrante vdechovani reagencii.

9. Pred spusténim cyklu pfistroje zkontrolujte, zda je odpadni nadoba prazdna. Pokud
neni zavedeno toto bezpecnostni opatreni, odpadni nadoba muze pretéct a uzivatel
riskuje uklouznuti a pad.

10.  Zabrarite mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpusobit nepfesnost
vysledkd.

11.  DalSi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a metodické listy vSech nezbytnych soucasti, které
naleznete na interetovych strankach navifyportal.roche.com/.

12. Doporuéené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

13. Oznaceni produktu bezpecnostnimi Stitky se Fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionaini uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni list.

14.  Pro nahlaSeni podezielych zavaznych incidentd tykajicich se tohoto prostredku se
obratte na mistniho zastupce spole¢nosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje ¢innost.

Tento produkt obsahuje sou¢asti klasifikované nasledovné podle smémice (ES) €.

1272/2008:

Tab. 1. Informace o rizicich.

Riziko Kod Véta
Varovani H317 MiZe vyvolat alergickou kozni reakci.
P261 Zamezte vdechovani mlhy a par.
Kontaminovany pracovni odév neodnasejte
p272 e
Z pracovisté.
P280 PouZivejte ochranné rukavice.
P333 + Pfi podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte
P313 |ékarskou pomoc/oSetreni.
P362 + Kontaminovany odév sviéknéte a pred op&tovnym
P364 pouzitim vyperte.
Odstrarite obsah/obal pfedanim do schvaleného
P501 T
zafizeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt obsahuje latku s €. CAS 55965-84-9, reakéni smés 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazolin-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).

POSTUP

Detekéni souprava VENTANA Red ISH DIG Detection Kit byla vyvinuta pro pouZiti na
pristrojich BenchMark IHC/ISH v kombinaci s pfidavnymi reagenciemi VENTANA. Barvici
protokoly |ze zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupti uvedenych v uzivatelské
priruéce pfistroje. Ostatni provozni parametry pfistroje jsou pfednastaveny z vyroby.
Postupy barveni na pfistrojich BenchMark IHC/ISH jsou nasledujici. Podrobnéjsi pokyny
a dalSi moznosti protokolu jsou uvedeny v pfislusném metodickém listu sondy nebo

v uzivatelské pfirucce.
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Pristroje BenchMark IHC/ISH

1. Opatfete sklicko Stitkem s ¢arovym kodem, ktery odpovida protokolu, ktery ma byt
proveden.

2. Naplfite davkovace sond, pfislusné davkovace detekéni soupravy a pozadované

davkovace pfidavnych reagencii do zasobniku reagencie a umistéte je na pfistroj.

Zkontrolujte velkoobjemové tekutiny a vyprazdnéte odpad.

Velkoobjemové lahve s reakénim pufrem museji byt piné.

Odpadni nadoba musi byt vyprazdnéna pfed zahajenim cyklu.

Umistéte sklicka na pfistroj.

Spustte barvici cyklus.

Po dokonceni cyklu odstrarte sklicka z pfistroje.

. PokraCujte na ¢ast Doporu¢ené postupy zpracovani po obarveni v pfistroji.

Doporucené postupy zpracovani po obarveni v pristroji

Poznamka: Dlouhodobé plsobeni rozpoustédel, jako je alkohol, aceton a xylen, mize pfi

pouziti chromogenu Fast Red vést ke sniZeni intenzity barveni. Doporuéeny postup je

nasledujici:

1. Promyjte sklicka 2krat za sebou v roztocich jemného saponatu na myti nadobi a
odstranite roztok s funkci kryciho sklicka (nepouzivejte saponat uréeny pro
automatické mycky nadobi).

2. Podobu priblizné 1 minuty oplachuijte sklicka v deionizované vodé. Pfebyteénou
vodu vytiepejte.

3. Prousu$eni vloZte sklicka do susarny (45-60 °C) anebo je suste na vzduchu pfi

teploté okoli. V suSarné se doba suSeni pohybuje od 10 minut do jedné hodiny

(suSeni obarvenych sklicek po deli dobu zfejmé nema na vysledky barveni vliv).

Pfed aplikaci kryciho sklicka do podavace museji byt sklicka zcela suchd, protoze

zbytkova voda na sklickach maze narusit postup podavace krycich sklicek

a zpUsobit tvorbu bublin.

Premistéte sklicka do xylenové lazné asi na 30 sekund.

Naneste na sklicka fixani médium.

Aplikujte na sklicka kryci sklicko.

NedodrZeni doporuéeného postupu zpracovani po obarveni v pfistroji miize vést ke

ztrété nebo nezamyslené zméné signalu.

POSTUP KONTROLY KVALITY
Pozitivni kontrola tkané

© NSO W
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S kazdym provedenym postupem barveni musi byt provedena pozitivni kontrola tkané.
Nejvhodné;jSim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako tkan pacienta. Slozky tkéné s pozitivnim zabarvenim se pouzivaji k potvrzeni, ze byly
pouzity reagencie a ze pfistroj spravné fungoval. Tato tkaf mize obsahovat pozitivné

i negativné zabarvené buriky nebo slozky tkané a slouzit jako tkan pro pozitivni i negativni
kontrolu. Vnitfni kontrolni tkané se pouzivaji podle uvazeni hlavniho zkou3ejiciho a
patologa. Kontrolnimi tkanémi by mély byt vzorky z pitvy, biopsie nebo operace,
zpracované nebo fixované zplisobem jako testované fezy. Tkarové fezy fixované nebo
zpracované odlisné od testovaného vzorku poskytnou srovnavaci kontroly vech reagencii
a krokt metody dotcenych fixaci a zpracovanim tkané.

Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoli jako pomtcku ke stanoveni konkrétni
diagnézy pacientskych vzorki. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni
nevykazuiji, je tfeba povazovat vysledky u testovanych vzorkd za neplatné.

Specificka doporuceni pro pozitivni kontrolu tkané najdete v pfislusném metodickém listu
sondy.

Negativni kontrola tkané

V prisluSnych pfipadech nahlédnéte do metodického listu sondy.
Pozitivni reagenéni kontrola

V pfisludnych pfipadech nahlédnéte do metodického listu sondy.
Nevysvétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolach je tfeba neprodlené nahlasit na vase mistni servisni
zastoupeni. Pokud vysledky kontroly kvality nesplfiuji specifikace, vysledky pacienta jsou
neplatné. Viz &ast ReSeni problémd této pribalové informace. Identifikujte a napravte
problém a pak opakujte pacientské vzorky.
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Ovéreni testu

Pfed prvnim pouzitim sondy nebo barviciho systému v diagnostické procedufe je tfeba
overit specificitu sondy, a to jejim testovanim na fadé tkani se znamymi ISH funk&nimi
charakteristikami (viz pfibalovou informaci k sondé a doporuceni pro kontrolu kvality od
College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology
Checklist nebo CLSI Approved GuidelineS, pipadné oba dokumenty). Postupy kontroly
kvality je tfeba opakovat pro kaZzdou novou Sarzi reagencie, pfipadné kdyz dojde ke
zméné parametr( testu.

Interpretace vysledku

Detekéni souprava VENTANA Red ISH DIG Detection Kit zplsobi vysrazeni ¢ervené
zbarveného reakéniho produktu na sekvenci nukleové kyseliny hybridizované sondou.
Kvalifikovany patolog se zkuSenosti s ISH postupy musi pfed interpretaci vysledk( nejprve
vyhodnotit kontroly a posoudit obarveny produkt. Barveni negativnich kontrol musi byt
zaznamenano jako prvni a tyto vysledky museji byt porovnany s obarvenym materidlem

k ovéfeni, ze generovany signal neni vysledkem nespecifickych interakci.

OMEZENI
Obecna omezeni

1. ISH je vicestupriova metoda, ktera vyzaduje specializované $koleni ve vybéru
vhodnych reagencii, v pfipravé vzork(, zpracovani, pfipravé sklicka a interpretaci
vysledkd.

2. Barveni tkané zavisi na zachézeni s tkéni a na jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, suSeni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou zpUsobit artefakty, zachyceni
reagencii nebo faleSné negativni &i faleSné pozitivni vysledky. Nekonzistentni
vysledky mohou byt disledkem odchylek metod fixace a zalévani nebo inherentnich
nepravidelnosti v tkani.

3. Nadmémé nebo nelpiné kontrastni barveni miize narusit spravnou interpretaci
vysledkd.

4. Aby nedoSlo k vytraceni signalu Red ISH, nesmi se obarvena sklicka kvli
dehydrataci ponofovat do alkoholovych ¢i acetonovych lazni. Doporucuje se suseni
na vzduchu nebo v su§amé. Obarvena sklitka museji byt pred aplikaci do podavace
krycich sklicek zcela sucha.

5. Kilinicka interpretace pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
vyhodnocena v kontextu klinické anamnézy, morfologie a dalSich histopatologickych
kritérii. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa seznamit se s reagenciemi
a metodami pouzivanymi k vyrobé obarveného pfipravku. Barveni musi byt
provadéno v certifikované a licencované laboratofi pod dohledem kvalifikovaného
patologa, ktery je odpovédny za kontrolu obarvenych skli¢ek a zajiSténi
adekvatnosti kontrol.

6.  Spole¢nost VENTANA poskytuje reagencie v optimalnim fedéni pro pouZiti, pokud
jsou dodrzeny uvedené pokyny. Jakakoli odchylka od doporucenych postupt testu
muze ocekavané vysledky zneplatnit. Museji byt pouzity a zdokumentovany
prislusné kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyluji od doporuéenych postupu testu,
museji prijmout odpovédnost za interpretaci vysledkl u pacientt.

7. Reagencie mohou v dfive netestovanych tkanich vykazovat neoCekavané reakce.
Moznost neoCekavanych reakci nelze zcela vyloucit ani u testovanych skupin tkani,
a to z diivodu biologické variability tkani. Se zdokumentovanymi neo¢ekavanymi
reakcemi se obratte na mistni servisni zastoupeni.

Specificka omezeni

1. Rezy tkané by mély byt nafezany o tioustce ~4 ym. U Fezd silngj$ich nez 4 ym
muze dojit ke ztraté tkané.

2. Optimalizovany postup barveni naleznete v metodickém listu k pfislu$né sondé.

3. Detekeni souprava v kombinaci se sondami a pfisluSenstvim VENTANA detekuje
sekvenci nukleové kyseliny, ktera pezije rutinni fixaci formalinem, zpracovani tkani
a fezani.

4. Stejné jako u jinych testl, negativni vysledek znamend, Ze nebyl detekovan
specificky cil, nikoli Ze specificky cil nebyl v testovanych burikéch nebo tkanich
pfitomen.

5. Tato detekéni souprava je optimalizovana pro pouziti s promyvacim roztokem
Reaction Buffer, sondami, pfisluenstvim a pfistroji BenchMark IHC/ISH. Pouziti
promyvaciho roztoku Reaction Buffer je dilezité pro spravné fungovani této
detekéni soupravy. UZivatelé, ktefi se odchyluji od doporuéenych postupt testu,
jsou odpovédni za interpretaci vysledku u pacientl za téchto okolnosti.
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6.  Tato detekéni souprava je optimalizovana pro poutZiti s roztoky LCS (Predilute) nebo  Symboly

ULTRA LCS (Predilute). LCS je predfedény roztok s funkci kryciho sklicka uréeny
k pouziti jako bariéra mezi vodnymi reagenciemi a vzduchem i jako reagencie
k odstranéni parafinu z tkanovych vzorkd v pribéhu procesu odparafinovani.
Bariéra LCS snizuje vyparovani a poskytuje stabilni vodné prostiedi pro reakce
hybridizace in situ (ISH) provadéné na pristrojich BenchMark IHC/ISH.

7. VSechny detekéni soupravy nemuseji byt registrovany na kazdém pristroji. Pro vice
informaci kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti Roche.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Vykonnost detekéni soupravy VENTANA Red ISH DIG Detection Kit byla vyhodnocovéana
z hlediska reprodukovatelnosti a dalSimi relevantnimi studiemi. VeSkeré barveni bylo
provadéno pomoci protokolu uvedeného v metodickém listu k sondé na pfistrojich
BenchMark IHC/ISH, neni-li uvedeno jinak.

Podrobnosti tykajici se funkénich charakteristik naleznete v metodickém listu k pfislusné

sondeé.

RESENI PROBLEMU

Viz Gast Reseni problém( v pfibalové informaci k pFislusné sonds.

1. Nelplné odstranéni parafinu mize mit za nasledek artefakty barveni anebo absenci
barveni.

2. Pokud se tkanové fezy ze sklicka vymyvaji, je tfeba sklicka zkontrolovat a zajistit,
aby byla kladné nabita. Viz ¢ast Odbér vzorkl a pfiprava pro analyzu.

3. Pokud dojde ke ztraté specifického signalu, zkontrolujte vystaveni skli¢ka alkoholu
nebo acetonu. Chromogen Fast Red je rozpustny v alkoholu a acetonu.

4. Napravné opatfeni najdete v uZivatelské pfirucce pfistroje v ¢asti Postup, pfipadné
se obratte na mistni servisni zastoupeni.

5. Pokud davkovac reagencie nedavkuije tekutinu, zkontrolujte, jestli v napoustéci
komurce nebo na menisku nejsou cizorodé materily ¢i pevné astecky, jako napf.
vlakna nebo precipitaty. Pokud je davkova¢ zablokovan, davkovac nepouZzivejte a
kontaktujte své mistni servisni zastoupeni. Jinak znovu naplrite davkovac a mifte
jim nad odpadni nadobu, odstrarite vicko trysky a zatlatte na horni stranu
davkovace smérem dolt. Informace o spravném pouziti najdete v souvisejicim
metodickém listu ke vkladacimu davkovadi.

6.  Obcas je mozné zaznamenat krystalizaci pochéazejici z davkovace Naphthol fosfatu.
Setfeni a testovani neprokézalo, Ze by tyto krystaly jakkoli narugovaly interpretaci
vysledku. Pokud jsou na sklickach pozorovany krystaly, oistéte $picku trysky
a napliite davkovac, abyste odstranili veSkeré krystalické necistoty. Pokud krystaly
pfetrvavaji, pfestarite davkovac pouZivat a poZadejte mistniho servisni zastoupeni
0 vyménu davkovace.
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Spole¢nost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad rdmec uvedeny v normé
ISO 15223-1 (pro USA: definici pouZitych symboll naleznete na internetovych strankéch
elabdoc.roche.com/symbols):
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