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PRZEZNACZENIE

Zestaw VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit to system przeznaczony do po$redniej
detekcji sekwencji docelowych znakowanych DNP. Zestaw jest przeznaczony do
identyfikacji sekwencji docelowych metoda hybrydyzacii in situ (ISH) z wykorzystaniem
srebra w skrawkach tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie,
wybarwionych w aparatach BenchMark IHC/ISH.

Wyniki uzyskane przy uzyciu tego produktu powinny zosta¢ zinterpretowane przez
wykwalifikowanego badacza na podstawie badan histopatologicznych, odpowiednich
danych klinicznych i wiasciwych kontroli.

Ten produkt jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

STRESZCZENIE | INFORMACJE OGOLNE

W hybrydyzacji in situ (ISH) znakowane sondy sg wykorzystywane do detekcji swoistych
sekwencji docelowych DNA lub RNA w utrwalonych skrawkach tkankowych. Sekwencje
docelowe sg odstaniane poprzez podgrzewanie tkanki z roztworem zawierajacym sondy w
celu denaturacji kwaséw nukleinowych. Nastepnie temperatura reakcji jest obnizana, co
umozliwia hybrydyzacje znakowanej sondy bedacej fragmentem kwasu nukleinowego z
komplementarng sekwencjg kwasu nukleinowego w tkance.

Hybrydyzacja sondy do sekwencji kwasu nukleinowego jest wizualizowana po$rednig
metodg detekcji. Najpowszechniej stosowane techniki posrednie wykorzystujg
przeciwciato drugorzedowe skierowane przeciwko haptenowi przeciwciata
pierwszorzgdowego (anty-hapten) oraz enzym z odpowiednim uktadem substrat-
chromogen. Taka kombinacja powoduje wytracenie barwnego osadu w miejscu wigzania
swoistych sond. Wykorzystywana w zestawie VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit
metoda posrednia umozliwia uwidocznienie komplementarnych sekwencji kwasu
nukleinowego poprzez wytracenie czarnego osadu.

ZASADA DZIALANIA

Zestaw VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit wykrywa sondy znakowane DNP
przytaczone do swoistych sekwencji w skrawkach tkanek utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie (FFPE). Zestaw detekcyjny zawiera przeciwciato
pierwszorzedowe oraz znakowane enzymem przeciwciato drugorzedowe skoniugowane z
peroksydaza chrzanowg (HRP), uzywane jako enzym chromogenny. Podczas barwienia
metoda ISH sondy znakowane DNP jednoczesnie swoiscie hybrydyzujg do
odpowiadajacych im docelowych sekwencji DNA w jadrach komérkowych. Zestaw
VENTANA Silver ISH (SISH) DNP Detection Kit zawiera dozowniki z nastepujacymi
odczynnikami: mysie przeciwciato pierwszorzedowe anty-DNP znakowane
hydroksychinoksaling (HQ), mysie przeciwciato drugorzedowe anty-HQ skoniugowane z
peroksydaza chrzanowa (HRP), Chromogen A (Silver A), Chromogen B (Silver B) i
Chromogen C (Silver C). Po inkubacji z mysim przeciwciatem pierwszorzedowym anty-
DNP znakowanym HQ, a nastepnie inkubacji z koniugatem mysiego przeciwciata
drugorzedowego anty-HQ i HRP zachodzi reakcja SISH. Ogélnie rzecz biorag, reakcja ta
jest napedzana przez dodawanie kolejno nastepujacych odczynnikéw: Chromogen A
(octan srebra), Chromogen B (hydrochinon) i Chromogen C (H202). Podczas tej reakcji
jony srebra (Ag*) sa redukowane przez hydrochinon do atoméw srebra metalicznego
(Ag0). Reakgje zasila nadtlenek wodoru (Chromogen C), ktdry jest substratem dla HRP.
Reakcje zachodzaca podczas wykonywania metody SISH przedstawiono na Rysunku 1.
Nastepnie preparat jest wybarwiany kontrastowo odczynnikiem Hematoxylin II, aby
umozliwi¢ interpretacje wynikow z uzyciem mikroskopu $wietinego.

Protokot barwienia obejmuje wiele krokow inkubaciji odczynnikdw przez okre$lony czas w
okre$lonej temperaturze. Pod koniec kazdego kroku inkubacji aparat BenchMark IHC/ISH
przeplukuje skrawki w celu usunigcia niezwigzanego materiatu i nanosi roztwor ptynnego
szkietka nakrywkowego, ktory minimalizuje parowanie odczynnikéw wodnych z preparatu.
Interpretaciji wynikoéw dokonuije sie przy uzyciu mikroskopu $wietinego. Wyniki moga
wspomagac rozpoznanie réznicowe procesow patofizjologicznych, ktére moga (ale nie
musza) by¢ powigzane z dodatnim barwieniem charakterystycznym dla sondy.
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Szczegdtowe informacije dotyczace obstugi aparatu zawiera odpowiedni przewodnik
uzytkownika.
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Rys. 1. VENTANA Silver ISH DNP Detection

MATERIALY | METODY
Dostarczone materiaty

Zestaw VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit zawiera odczynniki w ilosci
wystarczajacej do przeprowadzenia 60 testow.

Odczynnik VENTANA Silver ISH DNP HQ zawiera
przeciwciato anty-DNP znakowane haptenem (~12.5 pg/mL)
w buforze zawierajacym biatko i fosforan, z dodatkiem
$rodka ProClin 300 w stezeniu 0.05%, bedacego
konserwantem.

Odczynnik VENTANA Silver ISH DNP HQ HRP zawiera
roztwor koniugatu enzymatycznego przeciwciata anty-HQ z
peroksydazg chrzanowg (HRP) (~25 pg/mL) w buforze
zawierajacym biatko i fosforan, z dodatkiem $rodka

ProClin 300 w stezeniu 0.05%, bedacego konserwantem.

Odczynnik VENTANA Silver ISH DNP Chromogen A zawiera
CH3COOAg w stezeniu okoto 1% w roztworze wodnym.

Odczynnik VENTANA Silver ISH DNP Chromogen B zawiera
CsHsO2 w stezeniu okoto 1% w roztworze wodnym.

Odczynnik VENTANA Silver ISH DNP Chromogen C zawiera
H202 w stezeniu okoto 0.2% w roztworze wodnym.

Jeden dozownik 6 mL

Jeden dozownik 6 mL

Jeden dozownik 12 mL
Jeden dozownik 6 mL

Jeden dozownik 6 mL

Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie

Zestaw detekcyjny zostat zoptymalizowany do uzytku w aparatach BenchMark IHC/ISH.
Odtwarzanie, mieszanie, rozcieficzanie lub miareczkowanie odczynnikéw wchodzacych w
sktad zestawu nie jest konieczne.

Dalsze rozcienczanie moze doprowadzi¢ do utraty barwienia.
Materialy wymagane, ale niedostarczane
W sktad dostarczonego zestawu nie wehodzg odczynniki do barwienia, takie jak zestawy

detekeyjne firmy VENTANA, ani elementy pomocnicze, takie jak dodatnie i ujemne
kontrolne preparaty tkankowe.

Nie wszystkie produkty przedstawione w arkuszu metody sg dostepne we wszystkich
regionach geograficznych. Odpowiednich informacji udzieli lokalny przedstawiciel dziatu
pomocy techniczne;j.

Wymienione nizej odczynniki i materiaty moga by¢ potrzebne do przeprowadzenia
barwienia, ale nie sg dostarczane z zestawem detekcyjnym:

1. Sonda ISH
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ISH Protease 3 (nr kat. 780-4149 / 05273331001)

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

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

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

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

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

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

9. Cell Conditioning Solution (CC1) (nr kat. 950-124 / 05279801001)

10.  Cell Conditioning Solution (CC2) (nr kat. 950-123 / 05279798001)

11. LCS (Predilute) (nr kat. 650-010 / 05264839001)

12. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (nr kat. 950-224 / 05424569001)
13. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (nr kat. 950-223 / 05424542001)
14.  ULTRALCS (Predilute) (nr kat. 650-210 / 05424534001)

15.  Aparat BenchMark IHC/ISH

16.  Szkietka mikroskopowe Superfrost Plus, natadowane dodatnio

17.  Srodek do zatapiania*

18.  Zautomatyzowany aparat do naklejania szkielek nakrywkowych

19.  Sprzet laboratoryjny do ogdlnego uzytku

* Srodki do zatapiania odpowiednie dla tego testu przedstawiono w Tab. 2.
Przechowywanie i stabilnosé

Produkt, bezpo$rednio po odebraniu i zawsze, gdy nie jest uzywany, nalezy
przechowywaé w temperaturze 2-8°C. Nie zamraza¢. Zestawu detekcyjnego mozna uzyé
bezpo$rednio po wyjeciu go z lod6wki.

W celu zapewnienia wiasciwego dozowania odczynnika i stabilnoci odczynnika

po kazdym cyklu barwienia na dozownik nalezy zatozy¢ zatyczke i niezwlocznie umiesci¢
go w lodéwce w pozycji pionowe;.

Kazdy zestaw detekcyjny jest oznaczony datg waznoéci. Prawidiowo przechowywane
odczynniki zachowujg stabilno$¢ do daty podanej na etykiecie. Nie nalezy uzywa¢
produktu po uptywie daty waznosci. Nie stwierdzono jednoznacznych oznak, ktére
mogtyby wskazywa¢ na niestabilno$¢ tego produktu; dlatego podczas badania nieznanych
preparatow nalezy jednoczes$nie wykona¢ badanie kontroli dodatniej i ujemnej. W razie
zaobserwowania nieoczekiwanych wynikow nalezy niezwtocznie skontaktowac si¢ z
lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy techniczne;j.

Pobieranie prébek i przygotowanie ich do analizy

Do stosowania z zestawem VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit i aparatami
BenchMark IHC/ISH nadajq sie tkanki FFPE (patrz cze$¢ ,Materialy wymagane, ale
niedostarczane”). Zalecanym $rodkiem do utrwalania tkanek jest obojetna zbuforowana
formalina (NBF) w stezeniu 10% (czas utrwalania od 6 do 72 godzin). Grubo$¢ skrawkow
tkanek, metoda utrwalania, niepetne/dtugotrwate utrwalanie lub procesy specjalne, np.
odwapnienie preparatow ze szpiku kostnego, moga by¢ przyczyng zmiennosci wynikéw.
Réznice w procedurach obrobki tkanek, warunki, w ktorych przygotowywano prébki do
analizy, i procedury stosowane w laboratorium mogg powodowa¢ znaczng zmienno$é
wynikéw i wymagac regularnego stosowania kontroli. Wiecej informacji na temat kontroli
przedstawiono w czesci ,Procedury kontroli jakoSci”.

Tkanki nalezy pocia¢ na skrawki o gruboséci odpowiedniej dla uzywanej sondy (~4 pm) i
umiesci¢ na dodatnio natadowanych szkietkach mikroskopowych. Preparaty nalezy
odsaczy¢ lub osuszy¢ w celu usuniecia nadmiaru wody z obszaru pomiedzy szkietkiem a
tkanka.

W przypadku skrawkéw tkankowych o grubosci powyzej 4 um moze by¢ wymagane
zastosowanie silniejszej niz zalecana w protokole obrébki proteaza, a ze wzgledu na
nadmiar parafiny w tkance moze by¢ w nich obserwowanych wiecej jadrowych artefaktow
,babelkowych” niz w ciefiszych skrawkach. Jadrowe artefakty ,babelkowe” przejawiajq sig
wystepowaniem w jadrze komérkowym duzych lub matych pecherzykéw lub wakuol.
Zazwyczaj artefakt ten nie zakidca zliczania sygnatéw. Silne jadrowe artefakty
,babelkowe” moga jednak znieksztalcic jadro komérkowe lub sygnaly SISH,
uniemozliwiajac tym samym zliczenie sygnatéw. W przypadku prébek tego typu przed
powtdmym przeprowadzeniem barwienia w aparacie moze by¢ konieczne ich
odparafinowanie w kapieli ksylenowej i alkoholowej (patrz ,Rozwigzywanie probleméw”).
Jadrowe artefakty ,babelkowe” moga by¢ réwniez wywotane niedostatecznym
utrwalaniem (1-3 godz. przy uzyciu formaliny); w tym przypadku jadrowe artefakty
,babelkowe” sg zwykle bardziej rozlane. Jesli tkanki utrwalano przez 3 godziny, problem
ten mozna rozwigza¢, modyfikujac proces kondycjonowania komérek/obrébki proteaza,
jednak jesli tkanki utrwalano przez 1 godzine, najprawdopodobniej nie uda si¢ rozwigza¢
tego problemu.
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Informacije dotyczace stabilnosci odcietych preparatow i Srodowiskowych warunkéw
przechowywania preparatéw mozna znalez¢ w arkuszu metody odpowiedniej sondy.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

1. Do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

2. Wylacznie do uzytku profesjonalnego.

3. Nie wykonywac wigkszej liczby testow niz liczba okreslona na etykiecie.

4. W tym roztworze jako $rodek konserwujacy zastosowano roztwor ProClin 300.
Uznano go za $rodek draznigcy, a jego kontakt ze skérg moze powodowaé
uczulenie. Podczas pracy z produktem nalezy stosowac uzasadnione $rodki
ostroznosci. Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami, skorg i btonami $luzowymi.
Stosowac odpowiednig odziez i rekawice ochronne. Materiaty pochodzenia
ludzkiego lub zwierzecego nalezy traktowac jako materiaty stanowigce potencjalne
zagrozenie biologiczne i usuwac je z zachowaniem wiasciwych srodkow
ostroznosci.

5. Materialy pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego nalezy traktowac jako materiaty
stanowigce potencjalne zagrozenie biologiczne i usuwac je z zachowaniem
wiasciwych Srodkéw ostroznosci. W przypadku narazenia nalezy przestrzega¢
wytycznych okreslonych w dyrektywach wydanych przez wlasciwe organy.2.3

6.  Podczas pracy z odczynnikami nalezy stosowa¢ uzasadnione $rodki ostroznosci.
Unikac kontaktu odczynnikéw z oczami, skérg i btonami $luzowymi. Podczas pracy
z materiatami o domniemanym dziataniu rakotw6rczym lub materiatami toksycznymi
nalezy nosi¢ rekawiczki jednorazowe i odpowiednig odziez ochronna.

7. W przypadku kontaktu odczynnikéw z wrazliwymi miejscami sptukiwac obficie duzq
iloscig wody. Unika¢ wdychania odczynnikéw.

8. Przed rozpoczeciem cyklu w aparacie upewnic si¢, ze pojemnik na zlewki jest pusty.
W przypadku niepodjecia tego $rodka ostrozno$ci moze doj$¢ do przepetnienia
pojemnika na zlewki i zaistnienia ryzyka poslizgniecia sie i upadku uzytkownika.

9. Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw ze wzgledu na mozliwos¢
otrzymania nieprawidfowych wynikéw.

10.  Aby uzyska¢ wigcej informacji dotyczacych stosowania tego wyrobu, nalezy
zapoznac sie z przewodnikiem uzytkownika aparatu BenchMark IHC/ISH oraz
instrukcjami stosowania wszystkich wymaganych elementéw. Instrukcje te mozna
znalez¢ pod adresem navifyportal.roche.com.

11. W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody usuwania produktu nalezy
skontaktowa¢ sie z wtadzami lokalnymi i/lub krajowymi.

12. Oznakowanie dotyczace bezpieczenstwa produktu jest przede wszystkim zgodne z
wytycznymi GHS UE. Karta charakterystyki jest dostepna na zyczenie
profesjonalnego uzytkownika.

13. W celu zgtoszenia podejrzenia wystapienia powaznych incydentéw zwigzanych z
tym wyrobem nalezy skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem firmy Roche i
wiadciwym organem panstwa czlonkowskiego lub kraju, ktérego rezydentem jest
uzytkownik.

Ten zestaw detekcyjny zawiera elementy sklasyfikowane w okreslony ponizej sposob

zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008:

Tab.1. Informacje o zagrozeniach.
Zagrozenie Kod Zwrot
Ostrzezenie | H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
P261 Unika¢ wdychania mgly lub par.
P79 Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie wynosi¢ poza
miejsce pracy.
P280 Stosowac rekawice ochronne.
W przypadku wystapienia podraznienia skéry lub
P333 + . ) e .
P313 wysypki: Zasiegna¢ porady/zgtosic sie pod opieke
lekarza.
P362 + Zdjac zanieczyszczong odziez i wypra¢ przed
P364 ponownym uzyciem.

EUH208: zawiera mase reakcyjng 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 2-metylo-2H-
izotiazol-3-onu (3:1), hydrochinon. Moze powodowa¢ wystapienie reakcji alergicznej.
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PROCEDURA

Zestaw VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit opracowano do stosowania w aparatach
BenchMark IHC/ISH razem z odczynnikami pomocniczymi firmy VENTANA. Protokoty
barwienia moga by¢ wyswietlane, drukowane i edytowane zgodnie z procedura opisang w
przewodniku uzytkownika aparatu. Pozostate parametry pracy aparatu zostaty ustawione
fabrycznie.

Ponizej opisano procedury barwienia w aparatach BenchMark IHC/ISH. Szczegétowe
instrukcje oraz dodatkowe opcje protokotdw mozna znalez¢ w arkuszu metody
odpowiedniej sondy lub przewodniku uzytkownika.

Aparaty BenchMark IHC/ISH

1. Na preparat naklei¢ etykiete z kodem kreskowym odpowiadajaca protokotowi, ktory
ma zosta¢ wykonany.

Dozownik sondy, odpowiednie dozowniki zestawu detekcyjnego oraz wymagane
dozowniki odczynnikéw pomocniczych umiescié w tacy na odczynniki, a nastepnie
umiesci¢ zatadowang tace w aparacie.

Sprawdzi¢ ptyny i wyrzuci¢ odpady.

Butle na bufor reakcyjny musza by¢ petne.

Przed rozpoczeciem cyklu nalezy oprézni¢ pojemnik na zlewki.

Umiesci¢ preparaty w aparacie.

Rozpocza¢ cykl barwienia.

Po zakonczeniu cyklu barwienia wyja¢ preparaty z aparatu. Wybarwione preparaty
beda pokryte resztkami buforu i roztworem ptynnego szkietka nakrywkowego.
Przystapi¢ do ptukania i odwadniania preparatéw (patrz nizej).

Zalecane procedury postepowania po obrébce w urzadzeniu

1. Aby usunag roztwdr ptynnego szkietka nakrywkowego, preparaty kolejno przemy¢ w
dwdch roztworach fagodnego ptynu do mycia naczyn (nie uzywac ptynu
przeznaczonego do uzycia w zmywarkach automatycznych).

Doktadnie ptuka¢ preparaty wodg destylowang przez okoto 1 minute. Strzasnaé
nadmiar wody.

Preparaty suszy¢ w piecu (45-60°C) lub pozostawi¢ do wyschnigcia na powietrzu w
temperaturze otoczenia. Czas suszenia preparatow w piecu wynosi od 10 minut do
1 godziny (diuzsze suszenie wybarwionych preparatéw wydaje si¢ nie wptywac na
wyniki barwienia). Przed natozeniem szkietek nakrywkowych upewni¢ sie, ze
preparaty sg catkowicie suche, poniewaz resztki wody na preparatach moga,
przeszkadza¢ w naktadaniu szkietek nakrywkowych oraz doprowadzi¢ do powstania
pod nimi pecherzykéw powietrza.

Preparaty umiesci¢ w kapieli z ksylenem na okoto 30 sekund.

Na preparat natozy¢ $rodek do zatapiania.

Na preparat natozy¢ szkietko nakrywkowe. Nalezy pamietac, ze niektore Srodki do
zatapiania nie sg zgodne z tym testem i nie powinno sig ich uzywac (patrz czesci
,Ograniczenia metody” i ,Rozwigzywanie probleméw”).

Procedury kontroli jakosci
Tkanka do kontroli dodatniej

W kazdym cyklu procedury barwienia nalezy uwzgledni¢ tkanke do kontroli dodatniej.
Zgodnie z optymalng praktyka laboratoryjng na szkietko, na ktorym jest tkanka pacjenta,
nalezy doda¢ skrawek tkanki bedacy kontrolg dodatnia. Sktadnikéw tkankowych dajacych
odczyn dodatni uzywa sie w celu potwierdzenia naniesienia odczynnikéw na preparat oraz
prawidtowego dziatania aparatu. Tkanka ta moze zawiera¢ komérki lub sktadniki tkankowe
dajace zaréwno odczyn dodatni, jak i ujemny, a zatem moze by¢ stosowana jednoczesnie
jako dodatnia i ujemna tkanka kontrolna. Wewnetrznych kontroli tkankowych nalezy
uzywa¢ wediug uznania wykwalifikowanego badacza. Tkanki kontrolne powinny by¢
probkami pobranymi z autopsji, biopsji lub chirurgicznie i powinny zosta¢ przygotowane
lub utrwalone w identyczny sposob jak skrawki badane. Skrawki tkanek utrwalone lub
poddane obrobce w sposdb inny niz probka badana umozliwiajg kontrole pordwnawcza,
wszystkich odczynnikéw oraz krokéw metody, na ktére wptyw majq utrwalanie i obrobka
tkanki.

Znane dodatnie kontrole tkankowe powinny by¢ stosowane wytacznie w celu
monitorowania prawidtowego przebiegu barwienia poddanych obrdbce tkanek i dziatania
odczynnikéw testowych, a nie pomocniczo do okreslania rozpoznania dla probek
pacjentow. Jesli nie udaje si¢ potwierdzi¢ dodatniego barwienia w preparatach tkanki do
kontroli dodatniej, nalezy uzna¢, ze wyniki prébek badanych sg niewazne.

Konkretne zalecenia dotyczace tkanek do kontroli dodatniej mozna znalez¢ w arkuszu
metody odpowiedniej sondy.

2.
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Tkanka do kontroli ujemne;j

W stosownych przypadkach informacije na ten temat mozna znalez¢ w arkuszu metody
odpowiedniej sondy.

Odczynnik do kontroli dodatniej

W stosownych przypadkach informacije na ten temat mozna znalez¢ w arkuszu metody
odpowiedniej sondy.

Niewyjasnione rozbieznosci

Niewyjasnione rozbieznosci w tkankach kontrolnych nalezy niezwtocznie zglosi¢
lokalnemu przedstawicielowi dziatu pomocy technicznej. Jesli kontrola jakosci nie spefnia
wymogoéw, wyniki pacjenta sg niewazne. Patrz czgs¢ ,Rozwigzywanie probleméw”.
Zidentyfikowac i rozwigza¢ problem, a nastepnie powtorzy¢ test dla prébek pacjenta.
Weryfikacja badania

Przed pierwszym uzyciem sondy lub systemu do barwienia w procedurze diagnostycznej
nalezy zweryfikowa¢ swoisto$¢ sondy poprzez wybarwienie serii tkanek, dla ktorych znana
jest charakterystyka wynikow badan ISH (wiecej informacji na ten temat mozna znalez¢ w
arkuszu metody sondy, zaleceniach dotyczacych kontroli jako$ci opracowanych w ramach
programu College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program i zawartych
w dokumencie Anatomic Pathology Checklist4 i/lub wytycznych CLSI Approved
Guideline®). Te procedury kontroli jakosci nalezy powtarza¢ dla kazdej nowej partii lub
kazdego nowego odczynnika oraz przy kazdej zmianie parametréw testu.

Interpretacja wynikow

Barwienie przy uzyciu zestawu VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit prowadzi

do wytracenia czarnego produktu reakcji (osad srebra) w miejscach hybrydyzacji sondy z
sekwencjami kwasu nukleinowego. Przed przystapieniem do interpretaciji wynikow
wykwalifikowany badacz z do$wiadczeniem w procedurach ISH musi dokona¢ oceny
kontroli tkankowych i zakwalifikowa¢ wybarwiony preparat do badania. Najpierw nalezy
oceni¢ wybarwienie tkanek do kontroli ujemnej, a nastepnie wyniki tego barwienia
poréwnac z wybarwionym materiatem w celu okreslenia, czy otrzymany sygnat nie powstat
w wyniku nieswoistych reakcji. Informacje na ten temat mozna znalez¢ w czesci
LInterpretacja wynikow” arkusza metody odpowiedniej sondy.

OGRANICZENIA METODY
Ograniczenia ogo6lne

1. Metoda ISH to wieloetapowy proces, ktéry wymaga odbycia specjalistycznego
szkolenia w zakresie doboru odpowiednich odczynnikéw, przygotowania probek,
obrébki, przygotowania preparatu oraz interpretaciji wynikow.

Wybarwienie tkanki zalezy od sposobu postepowania z tkanka i obrobki tkanki
przed barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, podgrzewanie, wykonywanie skrawkéw lub
zanieczyszczenie probki innymi tkankami lub plynami moze prowadzi¢ do powstania
artefaktow, wychwytywania odczynnikéw lub uzyskania fatszywie ujemnych lub
falszywie dodatnich wynikéw. Niespdjne wyniki moga by¢ skutkiem réznic w
metodach utrwalania i zatapiania lub naturalnych nieregularno$ci w obrebie tkanki.
Nadmierne lub niepetne wybarwienie kontrastowe moze uniemozliwi¢ wtasciwg
interpretacje wynikow.

Interpretacja kliniczna kazdego dodatniego wybarwienia lub jego braku musi by¢
dokonywana w kontekscie danych z wywiadu klinicznego, cech morfologicznych
tkanki oraz innych kryteriéw histopatologicznych. Wykwalifikowany patomorfolog ma
obowigzek zapozna¢ sie z dziataniem odczynnikéw oraz metodami stosowanymi w
celu wybarwienia preparatu. Barwienie musi by¢ wykonywane w certyfikowanym,
licencjonowanym laboratorium pod nadzorem wykwalifikowanego patomorfologa
odpowiedzialnego za ocene wybarwionych preparatéw i zapewnienie adekwatnosci
kontroli.

Odczynniki firmy VENTANA sg dostarczane w rozcienczeniu optymalnym do uzytku,
gdy przestrzegane sg dostarczone instrukcje. Wszelkie odchylenia od zalecanych
procedur badawczych moga doprowadzi¢ do uniewaznienia oczekiwanych wynikéw.
Do badania nalezy wiaczy¢ odpowiednie kontrole i udokumentowaé ten fakt.
Uzytkownicy, ktorzy odstepujg od zalecanych procedur badawczych, musza przyjaé
odpowiedzialno$¢ za interpretacje wynikdw badan pacjenta.

Odczynniki mogg wykazywa¢ nieoczekiwane reakcje w uprzednio niebadanych
tkankach. Nie mozna catkowicie wyeliminowa¢ mozliwosci wystapienia
nieoczekiwanych reakcji nawet w przebadanych grupach tkanek ze wzgledu na
biologiczng zmienno$¢ tkanek. W przypadku wystapienia nieoczekiwanych reakcji
nalezy udokumentowac ten fakt i skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem
dziatu pomocy technicznej.
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SzczegO6lne ograniczenia

1. Tkanki nalezy pocig¢ na skrawki o grubosci okoto 4 pm. W skrawkach grubszych niz
4 um moze doj$¢ do utraty barwienia tkanki.

2. Zoptymalizowana procedura barwienia zostata opisana w arkuszu metody
odpowiedniego testu.

3. Zestaw detekcyjny, w potaczeniu z sondami i akcesoriami firmy VENTANA,
umozliwia detekcje sekwencji kwasu nukleinowego, ktéra przetrwa rutynowe
procesy utrwalania w formalinie, obrébki tkanek i wykonywania skrawkow.

4. Jak w przypadku kazdego testu, wynik ujemny oznacza, ze swoista sekwencja
docelowa nie zostata wykryta — nie mozna jednak wykluczy¢ obecno$ci swoiste;
sekwencji docelowej w badanych komérkach lub tkankach.

5. Ten zestaw detekcyjny zostat zoptymalizowany do uzytku z roztworem ptuczacym
Reaction Buffer, sondami, akcesoriami oraz aparatami BenchMark IHC/ISH. Aby
zapewni¢ prawidtowe dziatanie zestawu detekcyjnego, nalezy uzywac roztworu
ptuczacego Reaction Buffer. Uzytkownicy, ktorzy odstepuja od zalecanych procedur
badawczych, sq odpowiedzialni za interpretacje otrzymanych w ten sposdb wynikéw
badan pacjenta.

6.  Ten zestaw detekcyjny zostat zoptymalizowany do uzytku z odczynnikami LCS
(Predilute) lub ULTRA LCS (Predilute). Odczynnik LCS to wstepnie rozcienczony
roztwor ptynnego szkietka nakrywkowego, uzywany zaréwno jako bariera migdzy
odczynnikami wodnymi a powietrzem, jak i odczynnik do usuwania parafiny z
probek tkanki podczas odparafinowania. Bariera stworzona przez odczynnik LCS
ogranicza parowanie i zapewnia stabilne $rodowisko wodne podczas reakcji
hybrydyzacii in situ (ISH) przeprowadzanych w aparatach BenchMark IHC/ISH.

7. Srodki do zatapiania niektorych marek moga prowadzi¢ do utlenienia, wyblakniecia
i/lub zaniku sygnatu SISH. Informacje o zgodnosci $rodkéw do zatapiania
przedstawia Tab. 2.

8.  Niektore zestawy detekcyjne moga nie by¢ zarejestrowane na kazdym aparacie.
Aby uzyskac wiecej informacii, nalezy skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem firmy Roche.

Tab.2. Zgodnos¢ srodkéw do zatapiania z testami opartymi na metodzie SISH.

’ Zgodnos¢ z
Srodek do zatapiania Producent Typ metoda SISH
Entellan Merck Ksylen Nie

Entellan New Merck Ksylen Nie

Eukitt EMS Ksylen Nie

HSR Sysmex Ksylen Nie

Malinol Muto Chemical Ksylen Nie

Acrytol SurgiPath Ksylen Tak
Alcolmount Diapath Alkohol Tak
BioMount 2 BBInternational Ksylen Tak
Cytoseal 60 Richard Allan Scientific | Ksylen Tak
Diamount Diapath Ksylen Tak

DPX BDH: Raymond Lamb Ksylen Tak

FloTexx Lerer Labs Ksylen Tak

Gel Mount Biomeda Roztwor Tak

wodny

Histomount Raymond Lamb Ksylen Tak
MicroMount SurgiPath Ksylen Tak

MM24 SurgiPath Ksylen Tak
Mountex Histolab Ksylen Tak
MountQuick Daido Sangyo Co. Roztwor Tak

wodny
Paramount Protags Quartett: Dako | Ksylen Tak
Permount Fisher Ksylen Tak
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. Zgodnos¢ z
Srodek do zatapiania Producent Typ metoda SISH
Pertex Cell Path Ksylen Tak

Shandon Consul mount | Thermo Scientific Ksylen Tak
Softmount WAKO Lemasol A Tak
SureMount gz;r;g;clgsBiomedical Ksylen Tak

Thermo EZ Mount Thermo Scientific Ksylen Tak
Ultramount Dako Ksylen Tak

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Dziatanie zestawu VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit oceniono na podstawie
wynikéw badan odtwarzalnoci i innych istotnych badan. Wszystkie cykle barwienia
wykonywano zgodnie z protokotem zawartym w arkuszu metody sondy w aparatach
BenchMark IHC/ISH (o ile nie wskazano inaczej).

Szczegdly dotyczace charakterystyki wynikow przedstawiono w arkuszu metody
odpowiedniej sondy.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

Nalezy zapoznac sie z czgscig ,Rozwigzywanie probleméw” arkusza metody
odpowiedniej sondy.

2. Niekompletne usunigcie parafiny moze prowadzi¢ do wystapienia artefaktow
podczas barwienia lub uniemozliwi¢ wybarwienie preparatu.

3. Jesli skrawki tkanek sg wyptukiwane ze szkietek, nalezy sprawdzi¢, czy szkietka sg
natadowane dodatnio. Wigcej informacji mozna znalez¢ w czgsci ,Pobieranie
prébek i przygotowanie ich do analizy”.

4. Aby uzyska¢ informacje o $rodkach zaradczych, nalezy zapoznaé sig z cze$cig
dotyczaca procedury lub przewodnikiem uzytkownika aparatu albo skontaktowac sie
z lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy technicznej.

Jesli dozowanie ptynu przy uzyciu dozownika do odczynnikéw jest niemozliwe, sprawdzic,
czy w komorze napetniania wstepnego lub na menisku nie ma ciat obcych lub czastek
statych, takich jak widkna lub osady. Jesli dozownik jest zatkany, nalezy zaprzesta¢
uzywania dozownika i skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy
technicznej. Mozna réwniez ponownie napetni¢ dozownik — w tym celu nalezy skierowa¢
wylot dozownika w strone pojemnika na zlewki, zdja¢ nasadke dyszy i naciska¢ géma,
cze$¢ dozownika. Wiecej informacji mozna znalez¢ w arkuszu metody dozownika
wbudowanego powigzanego z P/N 760-516.
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UWAGA: W tym dokumencie jako separator dziesietny do zaznaczenia granicy miedzy

czescig catkowitg a utamkowg cyfry dziesietnej zawsze uzywana jest kropka. Nie jest

uzywany separator tysiecy.

Symbole

Firma Ventana stosuje okre$lone ponizej symbole i 0znaczenia dodatkowo do symboli
wymienionych w normie 1SO 15223-1 (dotyczy Stanéw Zjednoczonych: wiecej informacii
mozna znalez¢ pod adresem elabdoc.roche.com/symbols).

Globalny Numer Jednostki Handlowej
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Dotyczy Stanéw Zjednoczonych: Przestroga: Prawo federalne zezwala

Rx only na sprzedaz tego wyrobu wytgcznie lekarzowi lub na zlecenie lekarza.

HISTORIA ZMIAN

Wer. Aktualizacje

D Zaktualizowano informacje zawarte w czesci Ostrzezenia i Srodki
ostroznosci. Zaktualizowano tre$¢ odpowiednio do biezacego szablonu.

WLASNOSC INTELEKTUALNA

VENTANA, BENCHMARK i ULTRAVIEW sg znakami towarowymi firmy Roche. Nazwy i
znaki towarowe wszystkich pozostatych produktow stanowig wiasno$¢ odpowiednich
wiascicieli.

© 2024 Ventana Medical Systems, Inc.

For USA: Rx only
DANE KONTAKTOWE

ul

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, AZ 85755

USA

+1520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

www.roche.com
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Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606
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