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KULLANIM AMACI

ultraView Universal DAB Detection Kit fare IgG, fare IgM ve tavsan primer antikorlarinin
saptanmasina yonelik olarak indirekt, biyotinsiz bir sistemdir. Kit BenchMark IHC/ISH
cihazinda boyanan formalinle sabitlenmis, parafine gémiili doku veya dondurulmus doku
kesitlerinde immiinohistokimya yoluyla hedeflerin tespit edilmesine yoneliktir.

Bu Uriin, 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

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 baglanisi bir
indirekt saptama yontemiyle gorsellestirilir. indirekt yontemlere yonelik en yaygin teknikler
primer antikor tiiriine yoneltilen ikincil bir antikordan ve ilgili bir substrat-kromojen
sistemine sahip bir enzimden yararlanir. Bu kombinasyon ilgili antikor baglanma
bdlgesinde renkli bir cokeltiyle sonuglanir. u/traView Universal DAB Detection Kit
kahverengi bir ¢okelti olusturarak antijenlere bagh belirli antikorlari gérsellestirmek icin
indirekt bir yontemden yararlanir.

PROSEDUR PRENSIBI

ultraView Universal DAB Detection Kit formalinle sabitlenmis, parafine gémiili (FFPE)
doku kesitlerinde veya dondurulmus doku kesitlerinde bir antijene bagdli olan belirli fare ve
tavsan primer antikorlarini saptar. ilgili antikor enzim etiketli ikincil antikorlardan olusan bir
kokteyl tarafindan bulunur. Ardindan kompleks i1sik mikroskobu ile kolayca
gbzlemlenebilen kahverengi bir ¢okelti olusturan hidrojen peroksit substrati ve 3,3'-
diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB) kromojeni ile gorsellestirilir.

Boyama protokolii, reaktiflerin belirli sicakliklarda dnceden belirlenmis sirelerle inkiibe
edildigi esitli adimlardan olusur. Her bir inkiibasyon adiminin sonunda BenchMark
IHC/ISH cihazi baglanmayan materyali gidermek igin kesitleri yikar ve slayttan akdz
reaktiflerin buharlasmasini en aza indiren sivi bir lamel uygular. Sonuglar bir isik
mikroskobu kullanilarak yorumlanir ve belirli bir antijenle iligkili olabilen veya olmayabilen
patofizyolojik stireglerin ayirt edici teshisine yardimel olur.

Cihaz galigtirmaya dair ayrintili bilgiler igin ilgili Kullanici Kilavuzuna bakin. Sekil 1, indirekt
saptama yontemini gdstermektedir.
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MATERYAL VE METOTLAR
Uriinle Birlikte Verilen Malzemeler
ultraView Universal DAB Detection Kit, 250 test igin yeterli miktarda reaktif igerir.

Bir adet 25 mL daditici  ultraView Universal DAB Inhibitor, %3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi
igerir.

Bir adet 25 mL daditici  w/traView Universal HRP Multimer bir koruyucu olan ProClin
300 ile birlikte protein igeren bir tamponda HRP etiketli
antikorlardan (kegi anti-fare IgG, kegi anti-fare IgM ve kegi anti-

tavsan) (yaklasik 55 pug/mL) olusan bir kokteyl igerir.

Bir adet 25 mL dagitici  uftraView Universal DAB Chromogen tescilli bir koruyucu ile
birlikte tescilli bir stabilize edici ¢ézelti iginde %0.2 alh

3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklortir igerir.

Bir adet 25 mL dagitici  uftraView Universal DAB H,O; bir fosfat tampon gozeltisi iginde

%0.04 hidrojen peroksit igerir.

Bir adet 25 mL dagitici  ultraView Universal DAB Copper tescilli koruyucu ile birlikte bir

asetat tamponunda bakir siilfat (5 g/L) igerir.

Sulandirma, Karigtirma, Seyreltme, Titrasyon

Saptama kiti, BenchMark IHC/ISH cihazlari izerinde kullanim iin optimize edilmistir. Kit
reaktiflerinde sulandirma, karistirma, seyreltme veya titrasyon gerekmez. Ek seyreltme
boyama kaybina yol agabilir.

Gerekli Olan Fakat Uriinle Birlikte Verilmeyen Malzemeler
VENTANA primer antikorlari gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontrol
slaytlarini da iceren yardimci bilesenler, drinle birlikte verilmemektedir.

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

Asagida yer alan reaktifler ve malzemeler boyama igin gerekli olabilir fakat saptama kiti ile
birlikte verilmez:

1. Primer antikor

2. Negatif kontrol reaktifi

3. Pozitif ve negatif doku kontrolleri (6nerilen tipler igin antikor ydntem tablolarina
bagvurun)

Amplification Kit (Kat. No. 760-080 / 05266114001)

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)

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

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

=S © 0N ok

21090TR Rev K



AV :
4 ®
TAv VENTANA

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

12.  Cell Conditioning Solution 1 (CC1) (Kat. No. 950-124 / 05279801001)

13.  Cell Conditioning Solution 2 (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 drtmek icin yeterli lamel ve lamel yontemi

23.  Genel amagli laboratuvar ekipmani

Saklama ve Stabilite

Alindiktan sonra ve kullanmadi§iniz 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
icin dagitict kapagini her kullanimdan sonra yerine takin ve dagitictyr derhal sogutucuya
dikey konumda yerlestirin.

Her saptama kitinin bir son kullanma tarihi vardir. Diizglin bir sekilde saklanmasi halinde,
urlin etikette belirtilen tarihe kadar stabil kalir. Uriinu belirtilen saklama yontemine yonelik
son kullanma tarihinden sonra kullanmayn. Bu triinde instabiliteyi gdsterecek kesin
isaretler yoktur; dolayisiyla bilinmeyen numunelerle es zamanli olarak pozitif ve negatif
kontroller calistinimalidir. Reaktif instabilitesine yonelik bir isaret olmasi durumunda derhal
yerel destek temsilcisi ile irtibat kurulmalidir.

Numune Toplama ve Analiz i¢in Hazirlama

Rutin olarak islenen FFPE dokular u/traView Universal DAB Detection Kit ve BenchMark
IHC/ISH cihazlart ile kullanima uygundur (bkz. Gerekli Olan Fakat Uriinle Birlikte
Verilmeyen Malzemeler kismi). Tavsiye edilen doku sabitleyici %10 nétr tamponlu
formalindir (NBF).2 Doku kesiti kalinlig, fiksasyon tiirii, eksik uzun stireli fiksasyon veya
kemik iligi hazirliklarinda dekalsifikasyon gibi 6zel stireglerden dolay! degisken sonuglar
meydana gelebilir.

Her bir kesit kullaniimakta olan primer antikor (ilgili antikorun Yontem Tablosuna bakin)
i¢in uygun kalinlikta kesilmeli ve poxzitif yikli cam bir mikroskop slaydi izerine
yerlestirilmelidir. Doku kesitinin bulundugu slaytlar, firnlamadan 6nce kesit altindaki fazla
suyu gidermek icin oda sicakliginda en az 15 dakika boyunca dikey konumda
kurutulmalidir. Slaytlar, 60 °C + 5 °C sicakliginda bir firnda 1 saat boyunca
firnlanabilir/isitilabilir veya 37 °C'de 24 saate kadar havayla kurutulabilir. Slayt kurutma ve
Isitma, slayda sabitleme sonrasinda dokuyu kurutmak ve dokunun cama daha iyi
yapismasini saglamak icin kullanilir. Isitma kisitlamalarini belirlemek igin primer antikor
yontem tablosuna bagvurun. Dokunun uzun siireli isitiimasi antijen kullanilabiliriginin
azalmasiyla sonuglanabilir.

Antijeni eksprese eden, uygun sekilde sabitlenmis ve gémulmis 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
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 yénelik olarak kesilmis slayt stabilitesini dogrulamalidir.

Rutin olarak islenen dondurulmus dokular da w/traView Universal DAB Detection Kit ve
BenchMark IHC/ISH cihazlart ile kullanima uygundur. Onerilen doku fiksasyonu, soguk
asetonda 10 dakikadir. Uzun sureli fiksasyonlar veya kemik iligi hazirliklarinda
dekalsifikasyon gibi 6zel siiregler nedeniyle farkli sonuglar gikabilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. Invitro diagnostik (IVD) kullanima yéneliktr.

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. Uyari: Karsinojen olasiligi. International Agency for Research on Cancer (IARC)
ve US National Toxicology Program (NTP), 3, 3'-diaminobenzidin tetrahidrokloriir
(DAB) ile yakindan iligkili bir bilesik olan benzidini bilinen bir insan karsinojeni olarak
listelemistir.

5. Belirtilen test sayisinin tizerinde kullanmayin.
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6.  ProClin 300 gozeltisi, bu gozeltide koruyucu olarak kullanilmistir. Tahris 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.
insan veya hayvan kaynakli materyaller, potansiyel agidan biyotehlikeli olduklari
varsayilarak kullanilmali ve uygun 6nlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.3:4

8. 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.

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 tasabilir ve kullanici kayip diisme riski
altinda olur.

11, Yanlig sonuglar tiretebilecedi icin reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonundan
kaginin.

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

13. Onerilen bertaraf ydntemini belilemek icin yerel ve/veya resmi kurumlara danigin.

14, Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS ydnergelerini izler. Giivenlik bilgi
formu profesyonel kullanict igin talep Uzerine temin edilir.

15.  Bu cihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylar 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 icermektedir:

Tablo 1. Tehlike bilgileri.

Tehlike Kod Beyan
Tehlike H317 Alerjik deri reaksiyonuna yol agabilir.
H319 Ciddi g6z tahrisine neden olur.
H350 Kansere yol agabilir.
H412 Uzun stireli etkilerle su yagami igin zararlidir.
P201 Kullanimdan dnce 6zel talimatlari edinin.
P261 Sis veya buhari solumaktan kaginin.
P273 Gevreye salinimindan kaginin.
Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/koruyucu gozlik/yiiz
P280 e
korumasifisitme 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.

PROSEDUR

ultraView Universal DAB Detection Kit, BenchMark IHC/ISH cihazlari iizerinde VENTANA
primer antikorlari ve yardimel bilesenleri ile birlikte kullaniimak icin gelistirilmistir. Otomatik
prosediirlere iliskin parametreler, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosedire gére
gorunttilenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir. Cihaza yonelik diger ¢alistirma
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 6rnegin
Cell Conditioning gerektirip gerektirmedigi antikora baglidir. Liitfen talimatlar icin antikor
yontem tablosunu kontrol edin.
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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 yUikleyin ve bunlari cihaza yerlestirin.

Hacimli sivilari kontrol edin ve atiklar bogaltin.

Slaytlari cihaza ytikleyin.

Boyama iglemini baglatin.

islem tamamlandiginda slaytlari cihazdan gikarin.

. Onerilen Cihaz isleme Sonras| Prosediirler kismina gegin.

Onerilen Cihaz igsleme Sonrasi Prosediirler

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

KALITE KONTROL PROSEDURU
Pozitif Doku Kontrolu

Gergeklestirilen her boyama prosediiri igin bir pozitif doku kontrolu ¢alistinimalidir. En
uygun laboratuvar uygulamasi, hasta dokusuyla ayni slayt Gzerinde bir pozitif kontrol kesiti
dahil etmektir. Bu uygulama primer antikorun veya diger kritik reaktiflerin hasta test
slaydina uygulanmadigi durumlarin tespit edilmesine yardime! 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 dokulari, test kesitleriyle ayni
sekilde miimkiin olan en kisa slirede hazirlanmig veya sabitlenmis taze otopsi, biyopsi
numunesi veya cerrahi numuneler olmalidir. Bu gibi dokular, doku hazirliindan boyamaya
kadar prosediiriin tim adimlarini izleyebilir. Test numunesinden farkli sekilde sabitlenmis
veya islenmis 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
yardimci olarak degil, yalnizca islenen dokularin ve test reaktiflerinin dogru performansini
izlemek igin kullaniimalidir. Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama ortaya koyamazsa test
numuneleri sonuglari gegersiz sayiimalidir.

Negatif Doku Kontroli

Pozitif doku kontroli igin kullanilan dokunun aynisi negatif doku kontrolli olarak
kullanilabilir. Cogu doku kesitinde bulunan cesitli hticre tirleri, dahili negatif kontrol
bolgeleri saglar ancak bu, kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Boyanmayan bilesenler,
spesifik boyamanin yoklugunu goéstermeli ve arka plan boyamasina dair bir gosterge
saglamalidir. Negatif doku kontrolii bdlgelerinde, spesifik boyamanin gergeklesmesi
durumunda hasta numunelerinin sonuglari gegersiz kabul edilmelidir.

Aciklanamayan Uyusmazliklar

Kontrollerde agiklanamayan uyusmaziiklar 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 Kontrolu

Her numune icin sonuglarin yorumlanmasina yardimei olacak bir negatif reaktif kontrolt
caligtirimalidir. Non-spesifik boyamanin degerlendirilmesi igin 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
icin inklibasyon stiresi, primer antikor inkiibasyon siresine esit olmalidir.

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

No o k~w

Tayin Dogrulamasi

Diagnostik bir prosedrde 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 Kontrolii kismina
ve College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program Kalite Kontrol
tavsiyelerine, Anatomic Pathology Checklist'eS veya CLSI Approved Guideline'a® ya da
her iki belgeye birden bakin). Bu kalite kontrol prosedirleri her yeni antikor lotu icin veya
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tayin parametrelerinde her degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. Primer antikorun
Performans Ozellikleri kisminda listelenen dokular tayin dogrulamasi igin uygundur.

Sonuglarin Yorumlanmasi

ultraView Universal DAB Detection Kit primer antikor tarafindan lokalize edilen antijen
bélgelerinde kahverengi bir reaksiyon tiriniiniin gékelmesine yol agar. immiinohistokimya
prosediirlerinde deneyimli bir uzman patolog, sonuglarin yorumlanmasindan énce
kontrolleri degerlendirmeli ve boyanmis Griinii nitelendirmelidir. Once negatif kontrollerin
boyanmasi dikkate alinmali ve bu sonuglar, olusturulan sinyalin nonspesifik etkilesimlerin
sonucu olmadigini dogrulamak tizere boyanan materyalle kargilastirimalidir.

Pozitif Doku Kontroll

Tiim reaktiflerin uygun sekilde islev gdsterdiginden emin olmak icin ilk olarak boyali pozitif
doku kontrolu incelenmelidir. Hedef hiicreler icinde uygun sekilde renkli bir reaksiyon
{iriintintin varligi pozitif reaktiviteye isaret eder. Inkiibasyon uzunluguna ve kullanilan
hematoksilinin kuvvetine bagli olarak, karsit boyama hiicre gekirdeklerinde soluk mavi ile
koyu mavi arasi bir renklenmeyle sonuglanir. Asiri veya eksik karsit boyama, sonuglarin
uygun sekilde yorumlanmasina engel olabilir.

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 icin intakt hiicreler kullaniimalidir. Nekrotik veya
dejenere hiicreler 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 immunohistokimya 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 olmasi 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 segimleri, fiksasyon, isleme, imminohistokimya
slaydinin hazirlanmasi ve boyama sonuglarinin yorumlanmasi konusunda é6zel
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 yorumlanmasina engel
olabilir.

Herhangi bir pozitif boyamanin veya pozitif boyama bulunmamasinin klinik
yorumlamasi, klinik gegmis, morfoloji ve diger histopatolojik kriterler baglaminda
degerlendirilmelidir. Her tiirlii boyamanin veya boyama bulunmamasinin klinik
yorumlamasi, morfolojik calismalar 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
gerceklestiriimelidir.
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9.

VENTANA antikorlari ve reaktifleri, verilen talimatlar izlendiginde, kullanim icin 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 iligkin sorumlulugu kabul etmelidir.

Reaktifler, énceden 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.”
Beklenmeyen reaksiyonlari belgeleyerek yerel destek temsilciniz ile iletisime gegin.
Hepatit B viriist ile enfekte olan kisilerden alinan ve hepatit B yiizey antijeni
(HBsAg) iceren dokular, yaban turbu peroksidazi ile non-spesifik boyama
sergileyebilir.8

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

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

Ozel Kisitlamalar

1.

Saptama kiti prosediiriiniin her bir adimi BenchMark IHC/ISH cihazlarinda optimize
edilmis ve dnceden ayarlanmistir. Doku fiksasyonu ve islemesindeki dediskenlik
nedeniyle ayri numuneler Uzerinde primer antikor inkibasyon sresinin artiriimasi
veya azaltilmas gerekebilir. Primer antikor inkiibasyon siresi doku fiksasyonu
derecesine baglidir ve 8 ile 32 dakika arasinda olabilir. Fiksasyon degiskenleri
hakkinda daha fazla bilgi igin, bkz. "Immunohistochemistry Principles and
Advances"? veya "Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical
Pathologist."10

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

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

4. Bu saptama kiti, LCS (Predilute) veya ULTRA LCS (Predilute) ile birlikte kullanilmak
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, énceden seyreltilmis bir lamel
cozeltisidir. LCS bariyeri buharlasmayi azaltir ve VENTANA cihazlarinda
gerceklestirilen IHC veya in situ hibridizasyon (ISH) reaksiyonu icin stabil bir akdz
ortam saglar.

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

6.  Tum saptama kitleri her cihaz lizerinde kayitl olmayabilir. Daha fazla bilgi igin litfen
yerel Roche temsilcinizle iletisime gegin.

PERFORMANS OZELLIKLERI

ANALITIK PERFORMANS

ultraView Universal DAB Detection Kit performansi kesinlik ve diger ilgili calismalar

uzerinden degerlendirilmistir. Tim boyama, aksi belirtimedikge, antikor ydntem

tablosunda belirtilen protokol kullanilarak, BenchMark IHC/ISH cihazlarinda
gerceklestirilmistir.

Kesinlik Galismalan

ultraView Universal DAB Detection Kit kesinlik testleri 3 nétr tamponlu FFPE dokulardan

seri kesitlerin boyanmasi yoluyla, 3 primer antikor, meme karsinomunda boyanmis bir fare

lgG (anti-Ki67), bir Hodgkin Lenfoma ksenogreftinde boyanmis bir fare IgM (anti-CD15) ve
bir melanom Uzerinde bir tavsan IgG (anti-S100) kullanimiyla BenchMark ve BenchMark

XT cihazlarindan yararlanilarak gergeklestirilmistir. Tim primer antikorlar 16 dakika inkiibe

edilmis ve slaytlar Hematoxylin Il kullanilarak karsit boyanmis, bunu Bluing Reagent takip

etmistir. Primer antikorla boyanan tiim slaytlar boyama uygunlugu ve yodunlugu agisindan
birbiriyle karsilastirimistir:

1. lIslem ici kesinlik (bir platform {izerinde boyanan ayni primer antikor
karsilastirimistir) boyama islemleri 2 farkli cihaz kullanilarak 3 ayri glinde giin
basina bir kez olacak sekilde gergeklestirilmistir: Toplam 6 boyama islemi igin
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BenchMark ve BenchMark XT cihazlar!. islem igi kesinlik BenchMark XT cihazi igin
%100 (her bir islemde primer antikor bagina 30 slayttan 30'u, 3 islemde antikor
bagina toplam 90 boyanan slayt) ve BenchMark cihazi igin %100 (her bir islemde
primer antikor bagina 20 slayttan 20'si, 3 islemde antikor bagina toplam 60 slayt)
olmustur.

islemler arasi kesinlik, cihaz tiirii bagina 3 islemde boyanan slayt sayisi esas
alinarak hesaplanmistir. Boyama islemleri 2 farkli cihaz kullanilarak 3 ayri glinde
guin basina bir kez olacak sekilde gerceklestiriimistir: BenchMark ve BenchMark XT
cihazlari. Islemler arasi kesinlik BenchMark XT cihazi igin %100 (90 slayttan 901, 3
ayri islemde her bir primer antikor igin 30 slayt) ve BenchMark cihazi igin %100 (60
slayttan 601, her bir platforma yonelik olarak 3 ayri islemde her bir primer antikor
icin 20 slayt) olmustur.

Cihazlar arasi kesinlik, tim cihaz tirlerinde 6 islemde boyanan slayt sayisi esas
alinarak hesaplanmistir. Boyama islemleri 2 farkli cihaz kullanilarak 3 ayri glinde
guin basina 1 kez olacak sekilde gergeklestirilmistir: BenchMark ve BenchMark XT
cihazlari. uftraView Universal DAB Detection Kit cihazlar arasi kesinligi %100'dir
(150 boyanan slayttan 150'si, degerlendirilen slaytlar 3 primer antikorun tamamini
icermistir).

ultraView Universal DAB Detection Kit ile birden fazla VENTANA primer antikoru
gelistirilmistir. Bu tayinlerin test edilmesinin bir pargasi olarak, u/traView Universal DAB
Detection Kit i¢in asagidaki performans 6zellikleri gosterilmistir:

1.

N

BenchMark GX, BenchMark XT ve BenchMark ULTRA cihazlarinda islem igi, Giinler
arasl, Cihazlar arasi ve Platformlar arasi kesinlik.

Bir dizi normal ve neoplastik doku tipinde ve tayine 6zgii hedef dokularda
boyamanin hassasiyeti ve spesifitesi

BenchMark ULTRA PLUS cihazinda kesinlik, temsili nitelikte tayinler kullanilarak
gosterilmistir. Calismalara islem ici, giinler arasi ve cihazlar arasi kesinlik dahil
olmustur. Tlim galismalar kabul kriterlerini kargilamigtir

SORUN GIDERME

2d

Pozitif 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.

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.
Eksik parafin giderme, boyama artefaktlariyla veya boyama olmamasiyla
sonuglanabilir.

. Slayttan tiim parafinin giderilmemesi 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 i¢i deparafinizasyonu segimini kaldirin. Slaytlarin
boyama isleminden dnce kurumamasi icin ekstra 6zen gésterilmelidir.

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

Doku kesitleri slayttan ¢ikarsa pozitif ylklu olduklarindan emin olmak igin slaytlar
kontrol edilmelidir.

Duzeltici eylem icin Prosedur kismina, cihazin Kullanicr Kilavuzuna bakin veya yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.

Bir reaktif dagiticisinin sivi dagitmamasi durumunda, hazirlama haznesini veya
menisksi lif ya da gokelti gibi yabanci maddeler veya partikiiller agisindan kontrol
edin. Dagitici tikanmigsa dagiticiy kullanmayin ve yerel destek temsilcinizle irtibat
kurun. Aksi takdirde dagditiciyi bir atik kabi tizerine getirerek, noz(il kapagini
¢ikararak ve dagiticinin Ust kismina bastirarak tekrar hazirlayin. Uygun kullanim
hakkinda bilgiler igin P/N 760-500 ile iligkili olan ilgili i¢ hat dagrtici ydntem tablosuna
bakin.
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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 ayiric
kullaniimamigtir.

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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