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PREDVIDENA UPORABA

Test VENTANA DLL3 (SP347) Assay
(DLL3 (SP347) Assay) je namenjen
laboratorijski uporabi pri zaznavanju
delti podobne beljakovine 3 (DLL3) v
rezinah tkiva, ki je fiksirano v formalinu
in vklopljeno v parafin (FFPE) pri
obarvanju na instrumentih BenchMark
IHC/ISH z uporabo pribora za
zaznavanje OptiView DAB IHC
Detection Kit.

Rezultate, pridobljene s tem izdelkom,
mora interpretirati usposobljen patolog,
skupaj s histoloskim pregledom, relevantnimi kliniénimi informacijami in ustreznimi
kontrolami.

To protitelo je namenjeno za diagnosti¢no uporabo in vitro (IVD).

POVZETEK IN OBRAZLOZITEV

Test DLL3 (SP347) Assay uporablja kuncje monoklonsko protitelo, proizvedeno proti
beljakovini DLL3. Barvanje s testom DLL3 (SP347) Assay v tumorskih celicah lahko kaze
pik€asto in/ali difuzno citoplazemsko barvanije in/ali barvanje membran, ki je lahko delno
ali obodno.

Delti podobna beljakovina 3 (DLL3) je ena od ve¢ transmembranskih ligandov, ki
sodelujejo pri regulaciji poti Notch. Pot Notch je pomemben nadzomi mehanizem celi¢ne
usode, ki uravnava celi¢no diferenciacijo, proliferacijo in apoptozo; te celi¢ne poti so
posebnega pomena za razvojno biologijo in vzdrzevanje matiénih celic.! Motnja regulacije
te poti je povezana z razvojnimi nepravilnostmi, s potencialom za onkogenezo v razli¢nih
tkivih.! Med normalnim razvojem beljakovina DLL3 zavira izrazanje signalne poti Notch s
preusmeritvijo odcepljenih Notch in DLL1 na endosome in/ali lizosome oziroma Golgi. Ta
sekvestracija u¢inkovito preprecuje lokalizacijo aktivirane intermediarne beljakovine Notch
na povrsini celice. Pokazalo se je, da ¢ezmerno izrazanje Notch-1 zavira apoptozo pri
razliénih vrstah raka;? torej je inhibicija signalne poti Notch potencialnega cilinega
zdravljenja proti raku.2.3:4

NACELO DELOVANJA

Test DLL3 (SP347) Assay uporablja kunje monoklonsko protitelo, proizvedeno proti
beljakovini DLL3 v rezinah tkiva, ki so vklopliene v parafin. Specifiéno protitelo je mogoce
prikazati s priborom za zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. §t. 760-700 /
06396500001). Veé informacij pois€ite v navodilih za uporabo, ki so prilozena priboru za
zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit.

Poleg barvanja s testom DLL3 (SP347) Assay je treba drugi preparat obarvati s Rabbit
Monoclonal Negative Control Ig (kat. $t. 790-4795 / 06683380001).

PRILOZENI MATERIALI

Test DLL3 (SP347) Assay vsebuje dovolj reagenta za 50 testov.

En 5-mL dispenzer za protitelo DLL3 (SP347) vsebuije priblizno 5 ug kuncjega
monoklonskega protitelesa.

Protitelo je razredéeno v 0.05 M Tris pufrani fiziolo$ki raztopini, 0.01 M EDTA, 0.05 % Brij-
352 0.3 % nosilne beljakovine in 0.05 % natrijevega azida, ki je konzervans.
Koncentracija specificnih protiteles je priblizno 1 pg/mL.

Protitelo DLL3 (SP347) je kuncje monoklonsko protitelo, proizvedeno kot preciscen
supernatant celi¢ne kulture.

Za podrobnej$e opise glede nacela delovanja, materialov in metod, odvzema vzorcev in
priprave na analizo, postopkov kontrole kakovosti, odpravljanja teZav, interpretacije
rezultatov in omejitev si oglejte ustrezni pregled metod pribora za zaznavanje VENTANA.

VENTANA
(SP347) Assay na drobnocelicnem
pljuénem karcinomu.

Sl. 1. lzrazanje testa
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POTREBNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI

Reagenti za barvanje, kot so pribori za zaznavanje in pomozne komponente VENTANA,
vklju€no s stekelci za kontrolo z negativnimi in pozitivnimi tkivi, niso prilozeni.

Vsi izdelki, navedeni v priloZenih navodilih za uporabo, morda niso na voljo na vseh
obmogjih. Obrnite se na svojega lokalnega predstavnika za podporo.

Za barvanje bodo morda potrebni naslednji reagenti in materiali, ki niso prilozeni:

1. Priporogena pozitivna in negativna kontrolna tkiva
2. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. §t. 790-4795 / 06683380001)
3. Mikroskopski preparati s pozitivnim nabojem
4. Susilna pec, ki lahko ohranja temperaturo 60 °C + 5 °C
5. Nalepke s €rtno kodo (primeme za kontrolo z negativnim reagentom in primamo
protitelo, ki se testira)
6.  Ksilen (histoloska ocena)
7. Etanol ali reagencni alkohol (histoloSka ocena)
e  100-odstotna raztopina: nerazredéeni etanol ali reagencni alkohol
e  95-odstotna raztopina: zmeSajte 95 delov etanola ali reagencnega alkohola s
5 deli deionizirane vode
e  80-odstotna raztopina: zmeSajte 80 delov etanola ali reagenénega alkohola s
20 deli deionizirane vode
8.  Deionizirana ali destilirana voda
9. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. §t. 760-700 / 06396500001)
10. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. §t. 950-102 / 05279771001)
11.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. §t. 950-300 / 05353955001)
12.  ULTRALCS (Predilute) (kat. §t. 650-210 / 05424534001)
13. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. §t. 950-224 / 05424569001)
14.  LCS (Predilute) (kat. 5t. 650-010 / 05264839001)
15.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. §t. 950-124 / 05279801001)
16.  Kontrastno barvilo Hematoxylin Il (kat. 3t. 790-2208 / 05277965001)
17.  Bluing Reagent (kat. §t. 760-2037 / 05266769001)
18.  Trajno fiksirno sredstvo (Permount Fisher kat. §t. SP15-500 ali enakovredno)
19.  Krovno stekelce (zadostno za pokrivanje tkiva, na primer VWR kat. §t. 48393-060)
20.  Avtomatski pripomocek za name$¢anje krovnih stekelc (na primer Tissue-Tek SCA
Automated Coverslipper)
21.  Svetlobni mikroskop
22. Vpojni robcki

SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Ko izdelek prejmete in kadar ga ne uporabljate, ga hranite pri temperaturi 2-8 °C. Ne
zamrzujte.

Da bi zagotovili ustrezno dostavo reagenta in stabilnost protitelesa, po vsaki uporabi
znova namestite pokrovéek dispenzerja, dispenzer pa takoj postavite nazaj v hladilnik v
pokonénem polozaju.

Na vsakem dispenzerju za protitelesa je naveden datum poteka roka uporabnosti. Ce je
pravilno shranjen, je reagent stabilen do datuma, navedenega na etiketi. Reagenta ne
uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti.

PRIPRAVA VZORCA

Pri uporabi pribora za zaznavanje OptiView DAB Detection Kit in instrumentov BenchMark
IHC/ISH so za uporabo s tem primarnim protitelesom primerna rutinsko obdelana tkiva
FFPE. Priporo&eno fiksimo sredstvo za tkivo je 10-odstotni nevtraino pufrani formalin.5
Izogibati se je treba fiksirnim sredstvom z visoko koncentracijo alkohola (npr. 95 %
etanola) ali fiksirim sredstvom na osnovi glioksala (npr. fiksirno sredstvo PREFER).
Preparate nemudoma obarvajte, saj se antigenost odrezanih rezin tkiva s€asoma
zmanjsa.

Priporoamo, da z neznanimi vzorci hkrati izvedete pozitivne in negativne kontrole.

OPOZORILA IN VARNOSTNI UKREPI
1. Zadiagnosticno uporabo in vitro (IVD).

2. Samo za profesionalno uporabo.
3. SVARILO: Zvezna zakonodaja ZDA dovoljuje prodajo tega izdelka zgolj na osnovi
zdravniskega recepta. (Rx Only)
4. Ne uporabljajte, ko dosezete dologeno Stevilo testov.
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V tem reagentu se kot konzervans uporablja raztopina ProClin 300. RazvrS¢ena je
kot draZljiva snov in lahko ob stiku s koZo povzroci preobutljivost. Pri delu
upoStevajte previdnostne ukrepe. Izogibajte se stiku reagentov z oémi, koZo in
sluznicami. Uporabljajte zaScitna oblacila in rokavice.

Preparati s pozitivnim nabojem so lahko ob¢utljivi na obremenitve iz okolice, kar
lahko povzro€i neustrezno barvanje testa IHC (na primer pomanjkanje primamega
protitelesa ali kontrastnega barvila na tkivu). Svojega predstavnika podjetja Roche
povpra$ajte za kopijo dokumenta »Impacts of Environmental Stresses on IHC
Positively Charged Slides« (Vpliv obremenitev okolice na preparate IHC s pozitivnim
nabojem), da boste bolje razumeli uporabo tovrstnih preparatov.

Z materiali CloveSkega ali zivalskega izvora je treba ravnati kot z bioloSko nevamnimi
materiali in jih zavre¢i ob upoStevanju ustreznih previdnostnih ukrepov.

Izogibaite se stiku reagentov z oémi in sluznicami. Ce reagenti pridejo v stik z
obutljivimi obmogji, jih temeljito sperite z veliko vode.

Izogibajte se mikrobni kontaminaciji reagentov, saj lahko povzrogi nepravilne
rezultate.

Za dodatne informacije o uporabi tega pripomocka glejte uporabniski priro¢nik
instrumenta BenchMark IHC/ISH in navodila za uporabo vseh potrebnih komponent,
ki so na voljo na dialog.roche.com.

O priporo¢enem nacinu odstranjevanja se posvetujte z lokalnimi in/ali drzavnimi
organi.

Vamo oznacevanije izdelka je temelji predvsem na smernicah EU GHS. Vamostni
list za profesionalnega uporabnika je na voljo na zahtevo.

Ce zelite prijaviti domnevane resne incidente, povezane s to napravo, se obrnite na
lokalnega predstavnika druzbe Roche in pristojni organ drzave ¢lanice ali drzave, v
kateri ima uporabnik sedez.

Ta izdelek vsebuje sestavne dele, ki so v skladu z Uredbo (ES) §t. 1272/2008 razvrsceni
na naslednji nacin:

Pregl. 1. Podatki o ogroZenosti.

Ogrozenost Koda Izjava
Opozorilo H317 Lahko povzro€i alergijski odziv koze.
H412 Skodljivo za vodne organizme z dolgotrajnimi uginki.
P261 Preprecite vdihavanje meglice ali hlapov.
P273 Izogibajte se izpuS€anju v okolje.
P280 Nosite zaS€itne rokavice.
P333 + Ce nastopi drazenje koZe ali se pojavi izpuscaj:
P313 poiscite zdravnisko pomoc.
P362 + Takoj sleci kontaminirana oblacila in jih oprati pred
P364 ponovno uporabo.
Odstraniti vsebino/posodo v odobrenem obratu za
P501 S
odstranjevanje odpadkov.

Ta izdelek vsebuje CAS §t. 55965-84-9, reakcijska masa 5-kloro-2-metil-izotiazolin-3-ona
in 2-metil-2H-izotiazol-3-ona (3:1).
POSTOPEK BARVANJA

Primarna protitelesa VENTANA so bila razvita za uporabo na instrumentih BenchMark
IHC/ISH v kombinaciji s pribori za zaznavanije in pripomocki OptiView DAB IHC. Za
priporoCene protokole barvanja glejte Pregl. 2.

To protitelo je bilo optimizirano za specifiéne inkubacijske ¢ase, vendar pa mora rezultate,
pridobljene s tem reagentom, uporabnik oceniti.

Parametre za samodejne postopke lahko prikazete, natisnete in urejate skladno s
postopkom v priroéniku za uporabo instrumenta. Dodatne informacije o

imunohistokemijskih postopkih barvanja so na voljo v navodilih za uporabo ustreznega
pribora za zaznavanje VENTANA.
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Pregl. 2. Priporoen protokol barvanja za test DLL3 (SP347) Assay s priborom za
zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit na instrumentu BenchMark XT, instrumentu
BenchMark GX in instrumentu BenchMark ULTRA.

Vrsta postopka Metoda
Pecenje Izbiro
Deparafinizacija Izbrano

Instrument BenchMark GX
CC1, 88 minut
Instrument BenchMark XT
CC1, 88 minut
Instrument BenchMark ULTRA
ULTRA CC1, 80 minut, 100 °C
Instrument BenchMark GX
48 minut, 37 °C

Instrument BenchMark XT
32 minut, 37 °C

Instrument BenchMark ULTRA
32 minut, 36 °C

Izbrano

Priprava celic
(razkrivanje antigena)

Protitelo (primarno)

Ali Rabbit Monoclonal Negative
Control Ig

Predhodni primarni zaviralec
peroksidaze

Kontrastno barvilo Hematoxylin II, 4 minute

Po kontrastiranju Bluing, 4 minute

Zaradi odstopanj pri fiksaciji in obdelavi tkiv ter zaradi splo$nih laboratorijskih instrumentov
in okoljskih pogojev bo morda treba podalj$ati ali skraj$ati inkubacijo primarnega
protitelesa, pripravo celic ali predhodno obdelavo proteaze, kar mora temeljiti na
posameznih vzorcih, na€inu zaznavanja in prednostnih ciljih ocenjevalca. Za nadaljnje
informacije o spremenljivkah fiksacije si oglejte »lmmunohistochemistry Principles and
Advances«.5

KONTROLA S POZITIVNIM IN NEGATIVNIM TKIVOM

Primer kontrole s pozitivnim tkivom je tkivo drobnoceli¢nega pljuénega karcinoma. Ko je
barvanje prisotno, imajo tumorske celice pikéasto in/ali difuzno citoplazemsko barvanje
in/ali barvanje membran DLL3, ki je lahko delno ali obodno. Normalno pljuéno tkivo se
lahko uporablja kot kontrola z negativnim tkivom, ker ne kaZe nobenega barvanja DLL3.
Pigment in kri sta lahko pozitivna za DLL3 in se lahko celo opazita v alveolarih
makrofagih, kar lahko daje videz pozitivnega madeza. To se ne sme Steti za ozadje ali
nesprejemljivo barvanje.

INTERPRETACIJA BARVANJA / PRICAKOVANI REZULTATI

Samodejni postopek imunskega barvanja VENTANA povzrogi, da se rjavo obarvan (DAB)
reakcijski produkt obarja na mestih antigena, lokaliziranih s testom DLL3 (SP347) Assay.
Vzorec celi€nega barvanja za test DLL3 (SP347) Assay je pik€asto in/ali difuzno
citoplazemsko barvanije in/ali barvanje membran, ki je lahko delno ali obodno.

POSEBNE OMEJITVE

1. Histoloske vzorce je treba fiksirati v 24 urah po odvzemu z 10-odstotnim nevtralno
pufranim formalinom za 6-72 ur.

Rezine tkiva, debele priblizno 4-6 pm, je treba izrezati in namestiti na pozitivno
nabita stekelca.

Imunohistokemija je veCstopenjski diagnostiéni postopek, ki zahteva specializirano
usposabljanje za izbiro ustreznih reagentov in izbir tkiv, fiksacijo, obdelavo, pripravo
imunohistokemijskega preparata in interpretacijo rezultatov barvanja.

Barvanije tkiva je odvisno od ravnanja in obdelave tkiva pred barvanjem. Nepravilna
fiksacija, zamrznitev, tajanje, izpiranje, suSenje, segrevanje, sekcioniranje ali
kontaminacija z drugimi tkivi ali teko¢inami lahko povzrodi artefakte, ujetje protiteles
ali lazno negativne rezultate. Neskladni rezultati lahko izhajajo iz razli¢nih metod
fiksacije in vklapljanja ali prirojenih nepravilnosti znotraj tkiva.

2.
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ZNACILNOSTI DELOVANJA

Izvedeni so bili testi barvanja za specifiénost, ob¢utljivost in ponovljivost, rezultati pa so
navedeni v Pregl. 3 in Pregl. 4 ter v razdelku Ponovljivost.

Specificnost

Pregl. 3. Specificnost testa DLL3 (SP347) Assay je bila dolocena s testiranjem

normalnega tkiva, fiksiranega v formalinu in vkl

oplienega v parafin.

$t. pozitivnih/ $t. pozitivnin/
Tkivo vseh primerov | Tkivo vseh primerov
Veliki mozgani 1/9 Zelodec 1/5
Mali mozgani 0/6 Tanko Crevo 0/6
Nadledvi¢na zleza 5/6 Debelo érevo 0/6
Jajénik 0/6 Jetra 4/5
Jezik (tkivo Zleze
Trebu3na slinavka 3/5 slinavke) 0/6
Bezgavka 0/2 Ledvica 0/6
Hipofiza 6/6 Prostata 0/6
Modo 1/6 Maternica 0/2
S¢itnicna Zleza 16 Matemniéni vrat oM
Timusna Zleza
(prizelic) 0/6 Tkivo skeletne misice 0/3
Dojka 0/4 Koza 0/1
Tkivo perifernega
Vranica 0/6 zivea 0/2
Tkivo plevralnega
Tonzila 0/6 mezotelija 0/3
Kostni mozeg 0/4 Oko 113
Pliuca 0/5 Grlo 2/3
Srce 0/6 Obécitnica 0/3
Poziralnik 0/6 Secni mehur 0/3
Obcutljivost

Pregl. 4. Obcutljivost testa DLL3 (SP347) Assay je bila dolo¢ena s testiranjem razli¢nih
neoplastiénih tkiv, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin.

St. pozitivnih/

Patologija vseh primerov
Veliki mozgani — glioblastom 7
Veliki mozgani - atipi¢ni meningiom 0/1
Veliki mozgani — maligni ependimom il
Veliki mozgani - oligodendrogliom il
Serozni adenokarcinom jaj¢nikov 01
Adenokarcinom jajénikov 0/1
Trebusna slinavka - karcinom celic otockov il
Adenokarcinom trebusne slinavke 01
Modo — seminom gl
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St. pozitivnih/
Patologija vseh primerov
Modo - embrionalni karcinom 17
Stitnica — medulami karcinom il
Sgitnica — papilarni karcinom 0/1
Dojka - intraduktalni karcinom on
Dojka — invazivni duktalni karcinom 02
Vranica - difuzni limfom celic B 0/1
Plju€a — drobnoceliéni karcinom il
Plju¢a - plo3€atocelicni karcinom 0/1
Plju¢a — adenokarcinom on
Poziralnik — ploS&atoceliéni karcinom 0/1
Poziralnik — adenokarcinom 0/1
Zelodec — mucinozni adenokarcinom 01
Adenokarcinom tankega Crevesa 0/1
Maligni intersticialom tankega Crevesa 7
Debelo ¢revo — adenokarcinom 01
Debelo Crevo - intersticialom 01
Rektum — adenokarcinom 01
Rektum — maligni intersticialom srednjega stadija 7
Jetra — hepatocelularni karcinom il
Jetra — hepatoblastom on
Ledvica — svetlocelicni karcinom 0/1
Prostata — adenokarcinom 012
Maternica — adenokarcinom 01
Maternica — svetloceli¢ni karcinom 01
Materniéni vrat — plo$¢atoceli¢ni karcinom 12
Skeletna miSica — embrionalni rabdomiosarkom 01
Rektum — maligni melanom il
Koza - bazalnoceli¢ni karcinom 0/1
Retroperitonej — nevroblastom 01
Potrebusnica — maligni mezoteliom 0/1
Bezgavka - difuzni limfom celic B 12
Bezgavka - Hodgkinov limfom 17
Secni mehur - urotelijski karcinom 0/1
Secni mehur — maligni leiomiosarkom 01
Gladka miica — leiomiosarkom 0/1
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Ponovljivost

Studije ponovljivosti za test DLL3 (SP347) Assay so bile izvedene, da pokazejo:

. Obnovljivost protitelesa med serijami.

. Obnovljivost znotraj postopkov in med postopki na instrumentu BenchMark GX.

. Obnovljivost znotraj postopkov in med postopki na instrumentu BenchMark XT.

. Obnovljivost znotraj postopkov in med postopki na instrumentu BenchMark ULTRA.

e Obnovljivost med platformami med instrumentom BenchMark GX, BenchMark XT in
instrumentom BenchMark ULTRA.

Vse $tudije ustrezajo merilom sprejemljivosti.
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OPOMBA: tocka (pika/loCilo) se v tem dokumentu vedno uporablja kot decimalni

loCevalnik za oznagevanje meje med integralnimi in delnimi deli decimalne Stevilke.

LoCevalniki za tisoCice se ne uporabljajo.

Simboli

Ventana poleg tistih, navedenih v standardu ISO 15223-1, uporablja naslednje simbole in
znake (za ZDA: za opredelitev uporabljenih simbolov glejte dialog.roche.com):

GTIN Globalna trgovinska $tevilka izdelka
Edinstvena identifikacija pripomocka
@ Oznacuje subjekt, ki uvaza medicinski pripomocek v Evropski uniji

ZGODOVINA REVIZIJ

Revizija Posodobitve

C Posodobitve razdelkov Prilozeni materiali, Potrebni materiali, ki niso
prilozeni, Opozorila in varnostni ukrepi, Simboli in Intelektualna lastnina

INTELEKTUALNA LASTNINA

VENTANA, BENCHMARK, OPTIVIEW in logotip VENTANA so blagovne znamke druzbe
Roche.

Vse druge blagovne znamke so last njihovih lastnikov.

© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.
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Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606

www.roche.com
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