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VENTANA Kappa and Lambda Dual ISH mRNA Probe
Cocktail

800-6054

08507023001

PRZEZNACZENIE

Test VENTANA Kappa and Lambda
Dual ISH mRNA Probe Cocktail jest
przeznaczony do jakosciowej detekcii
mRNA tafcuchéw Kappa i mRNA
taricuchéw Lambda w utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie
(FFPE) ludzkich prébkach szpiku
kostnego i tkankach limfoidalnych
wybarwionych w aparacie BenchMark
IHC/ISH metoda chromogenicznej
hybrydyzacii in situ (ISH) i
uwidocznionych w celu obserwacji pod
mikroskopem $wietinym. Test
VENTANA Kappa and Lambda Dual
ISH mRNA Probe Cocktail jest
przeznaczony do wspomagania
identyfikacji chtoniakéw z komérek B i nowotworéw z komérek plazmatycznych.

Wyniki barwienia przy uzyciu testu powinny zostac zinterpretowane przez
wykwalifikowanego patomorfologa na podstawie badan histopatologicznych,
odpowiednich danych Klinicznych i wtasciwych kontroli.

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

STRESZCZENIE | INFORMACJE OGOLNE

Ocena klonalno$ci komdrek B jest przydatnym narzedziem wspomagajacym diagnostyke
w przypadku podejrzenia wystepowania nowotworow z komérek B lub komérek
plazmatycznych. Powszechnie stosowana metoda okreslania klonalnosci komérek B
obejmuje ocene ekspresji taricuchéw lekkich kappa i lambda w tkance FFPE. Poziomy
ekspres;ji faricuchdw lekkich kappa i lambda w prawidtowych komérkach B i nowotworach
z komérek B w znacznym stopniu zalezg jednak od etapu réznicowania, dlatego
uzyteczno$¢ wielu dostepnych testow jest ograniczona ze wzgledu na niewystarczajaca
czuto$¢ przy dolnych zakresach ekspresii.

Test VENTANA Kappa and Lambda Dual ISH mRNA Probe Cocktail (test VENTANA K/L
Probe Cocktail) zapewnia czutg i dynamiczng detekcje mRNA zaréwno fancuchéw lekkich
kappa, jak i taricuchdw lekkich lambda na pojedynczym preparacie tkanki FFPE,
rozszerzajac tym samym uzytecznos¢ kliniczng poprzez oznaczanie komorek B na
wszystkich etapach dojrzewania i odpowiadajacych im komérek nowotworowych.

Test VENTANA KIL Probe Cocktail to mieszanina 2'-O-metylowanych
oligonukleotydowych sond znakowanych haptenami w formie digoksygeniny (DIG) i
benzofurazanu (BF). Kazda z sond obejmuje okoto 80 zasad transkryptu mRNA
powigzanego z regionem faricucha lekkiego kappa lub lambda. Docelowy transkrypt
taficucha kappa jest uwidaczniany w kolorze magenta przy uzyciu zestawu VENTANA
Magenta ISH DIG Detection Kit, natomiast docelowy transkrypt tarcucha lambda jest
uwidaczniany w kolorze czarnym przy uzyciu zestawu VENTANA Silver ISH BF Detection
Kit. Status restrykcji jest okreslany poprzez ocene stosunku sygnatow kappa do sygnatéw
lambda.

ZASADA DZIALANIA

Sktad testu VENTANA K/L Probe Cocktail zostat opracowany do uzytku z zestawami
VENTANA Magenta ISH DIG Detection Kit, VENTANA Silver ISH BF Detection Kit i ISH
TSA Ancillary Kit oraz dodatkowymi odczynnikami w aparacie BenchMark IHC/ISH.

Zestawy detekcyjne zawieraja znakowane HRP przeciwciato pierwszorzedowe
skierowane przeciwko haptenowi, znakowany haptenem odczynnik tyramidowy
przeznaczony do wzmocnienia sygnatu oraz srebrny chromogen lub chromogen dajacy
kolor magenta. Podczas barwienia metodg ISH sondy znakowane BF i DIG hybrydyzujg
do odpowiadajacych im sekwencji docelowych w tkance.

ekspresje mRNA fancuchow Kappa i
Lambda w tkance migdatka.
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Sonda kappa znakowana DIG jest wykrywana przy uzyciu zestawu VENTANA Magenta
ISH DIG Detection Kit. Ten system detekcji wykorzystuje znakowane HRP mysie
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko DIG oraz wzmocnienie sygnatu przy
uzyciu tyramidu znakowanego DIG w celu uwidocznienia czasteczek docelowych jako
sygnatu w kolorze magenta poprzez kowalencyjne zwigzanie tyramidu znakowanego
sulforodaming B (patrz Rys.2).

Sonda lambda znakowana BF jest wykrywana przy uzyciu zestawu VENTANA Silver ISH
BF Detection Kit. Ten system detekcji wykorzystuje znakowane HRP mysie przeciwciato
monoklonalne skierowane przeciwko BF oraz wzmocnienie sygnatu przy uzyciu tyramidu
znakowanego BF w celu uwidocznienia czasteczek docelowych jako czarnego sygnatu
poprzez wytracenie osadu srebra (patrz Rys.3).

Dodatkowe informacije na temat tych odczynnikow do detekcji mozna znalez¢ w
odpowiednich arkuszach metody.

Protokét barwienia obejmuje wiele krokéw inkubacji odczynnikéw przez okre$lony czas w
okreslonej temperaturze. Pod koniec kazdego kroku inkubacji aparat BenchMark
przeplukuje skrawki w celu usuniecia niezwigzanego materiatu i nanosi roztwér ptynnego
szkietka nakrywkowego, ktéry minimalizuje parowanie odczynnikéw wodnych z preparatu.
Interpretaciji wynikéw dokonuije sie przy uzyciu mikroskopu $wietinego.

Szczegdtowe informacje dotyczace obstugi aparatu zawiera odpowiedni przewodnik
uzytkownika.

* Tyramid znakowany SRB
+H,0,
Sygnat w
kolorze Przeciwciato
magenta anty—DIG
znakowane Nieaktywny
HRP . tyramid
znakowany
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znakowany
DIG
Przeciwciato
anty-DIG
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HRP
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sekwencja
MRNA Sonda RNA znakowana
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Rys.2. VENTANA Magenta ISH DIG Detection Kit
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Rys.3. VENTANA Silver ISH BF Detection Kit

MATERIALY | METODY

Dostarczone materiaty

Test VENTANA K/L Probe Cocktail dostarczany jest w ilosci wystarczajacej do
przeprowadzenia 30 testow.

Jeden dozownik 6 mL zawiera okoto 0.120 ug/mL znakowanej sondy w buforze
hybrydyzacyjnym na bazie formamidu (CH3NO w stezeniu wynoszacym okoto 50%).
Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie

Sonda zostata zoptymalizowana do uzytku w aparatach BenchMark IHC/ISH.
Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie lub miareczkowanie odczynnika nie jest
konieczne. Dalsze rozcieficzanie moze prowadzi¢ do pogorszenia jakosci barwienia.
Materiaty wymagane, ale niedostarczane

W skfad dostarczonego zestawu nie wehodzg odczynniki do barwienia, takie jak zestawy
detekcyjne lub elementy pomocnicze firmy VENTANA. Nie wszystkie produkty
przedstawione w arkuszu metody sa dostepne we wszystkich regionach geograficznych.
Odpowiednich informacji udzieli lokalny przedstawiciel dziatu pomocy technicznej.
Wymienione nizej odczynniki i materiaty moga by¢ potrzebne do przeprowadzenia
barwienia, ale nie sg dostarczane:

1. VENTANA U6 BF Probe (nr kat. 760-7062 / 08773866001)

ISH Negative Control (nr kat. 780-2902 / 05272165001)

VENTANA Silver ISH BF Detection Kit (nr kat. 760-513 / 08507031001)
VENTANA Magenta ISH DIG Detection Kit (nr kat. 760-514 / 08507201001)
ISH TSA Ancillary Kit (nr kat. 760-515 / 08507082001)

ISH Peroxidase Inhibitor (nr kat. 780-5061 / 07729014001)

HybReady Solution (nr kat. 780-4409 / 05917557001)

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

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

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

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

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

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

14. ULTRA CC1 (nr kat. 950-224 / 05424569001)

15. ULTRALCS (nr kat. 650-210 / 05424534001)

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

17.  Szkietka mikroskopowe, Superfrost™ Plus

18.  Aparat BenchMark IHC/ISH
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19.  Sprzet laboratoryjny do ogdlnego uzytku
Przechowywanie i stabilnos¢

Produkt, bezposrednio po odebraniu i zawsze, gdy nie jest uzywany, nalezy
przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C. Nie zamraza¢. Sondy mozna uzy¢ bezposrednio
po wyjeciu z lodéwki.

W celu zapewnienia wiasciwego dozowania odczynnika i stabilnosci sondy po kazdym
uzyciu na dozownik nalezy zatozy¢ zatyczke i niezwtocznie umiesci¢ go w lodéwce

W pozycji pionowej.

Na kazdym dozowniku sondy podana jest data waznosci. Prawidtowo przechowywany
odczynnik zachowuije stabilno$¢ do daty podanej na etykiecie. Nie nalezy uzywa¢
odczynnika po uptywie daty waznosci.

Pobieranie préobek i przygotowanie ich do analizy

Do stosowania z testem VENTANA K/L Probe Cocktail nadajq si¢ rutynowo przygotowane
tkanki FFPE. Zalecanym $rodkiem do utrwalania tkanek jest obojetna zbuforowana
formalina (NBF) w stezeniu 10% (czas utrwalania od 6 do 72 godzin)!. W przypadku
tkanek, dla ktérych wymagany jest krok odwapniania, wykazano, ze test VENTANA K/L
Probe Cocktail jest zgodny z odczynnikami do odwapniania na bazie HCI, kwasu
mréwkowego oraz EDTA, jednak jego zgodno$¢ w duzym stopniu zalezy od stezenia i
czasu stosowania odczynnika. Niektore odczynniki do odwapniania moga by¢ niezgodne z
sonda. W Tabelach 5 i 6 przedstawiono okre$lone przetestowane $rodki utrwalajace i
odczynniki do odwapniania. Przed uzyciem nalezy zwalidowa¢ czas stosowania
odczynnika lub $rodka.

Probki tkanek nalezy pocigé na skrawki o grubo$ci 4 um i umiesci¢ na dodatnio
natadowanych szkietkach mikroskopowych (Superfrost™ Plus). Przed barwieniem w
aparacie BenchMark IHC/ISH preparaty nalezy odsaczy¢ lub osuszy¢ w celu usuniecia
nadmiaru wody z obszaru pomiedzy szkietkiem a tkanka. Grubo$¢ skrawkow tkanek,
metoda utrwalania, niepetne/diugotrwate utrwalanie lub procesy specjalne, np.
odwapnienie preparatow ze szpiku kostnego, moga by¢ przyczyng zmienno$ci wynikow.
Preparaty nalezy niezwlocznie wybarwi¢, poniewaz jako$¢ docelowego RNA w cietych
skrawkach tkanek moze z czasem ulega¢ pogorszeniu. Badania wewnetrzne wykazaty, ze
preparaty cietych skrawkow przechowywane w temperaturze pokojowej moga zachowaé
stabilnos$¢ przez co najmniej 60 dni.

Dodatnio natadowane szkietka mogg by¢ podatne na dziatanie czynnikéw
Srodowiskowych, co moze doprowadzi¢ do nieprawidtowego wybarwienia preparatow
metoda ISH (np. brak barwienia lub wybarwienia kontrastowego w tkance). Od
przedstawiciela firmy Roche mozna uzyska¢ kopie dokumentu ,Impacts of environmental
stress on various histology slide types”, utatwiajacego zrozumienie sposobu stosowania
szkietek tych typow.

Zalecane jest, aby podczas badania probek pochodzacych od pacjentéw jednoczesnie
bada¢ wszystkie preparaty kontrolne.

Nalezy pamigtaé, ze w przypadku dtugotrwatej ekspozycji na $wiatto sygnaty srebra lub w
kolorze magenta moga z czasem zmieni¢ odcien lub powoli zanika¢. Nie powinno to mie¢
wpltywu na standardowa praktyke kliniczna, jednak gdy preparaty nie sg uzywane, nalezy
je przechowywac z dala od bezposredniego $wiatta.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

1. Do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD)

2. Wytacznie do uzytku profesjonalnego.

3. PRZESTROGA: W Stanach Zjednoczonych prawo federalne zezwala na sprzedaz
tego wyrobu wytacznie lekarzowi lub na zlecenie lekarza (Rx Only).

4. Nie wykonywac wiekszej liczby testdw niz liczba okreslona na etykiecie.

5. Materialy pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego nalezy traktowa¢ jako materiaty
stanowigce zagrozenie biologiczne i usuwac je z zachowaniem wiasciwych $rodkéw
ostroznosci. W przypadku narazenia nalezy przestrzega¢ wytycznych okreslonych w
dyrektywach wydanych przez wiasciwe organy.2:3

6.  Podczas pracy z odczynnikami nalezy stosowac uzasadnione $rodki ostroznosci.
Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami, skdra i btonami $luzowymi. Podczas pracy
z materiatami 0 domniemanym dziataniu rakotwdrczym lub materiatami toksycznymi
nalezy nosi¢ rekawiczki jednorazowe i odpowiednia odziez ochronna.

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

8. Przed rozpoczeciem cyklu w aparacie upewni¢ sie, ze pojemnik na zlewki jest pusty.
W przypadku niepodjecia tego $rodka ostrozno$ci moze doj$¢ do przepetnienia
pojemnika na zlewki i zaistnienia ryzyka poslizgnigecia sig¢ i upadku uzytkownika.
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9. Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw ze wzgledu na mozliwo$é
otrzymania nieprawidtowych wynikéw.

10.  Aby uzyska¢ wigcej informacji dotyczacych uzycia tego wyrobu, nalezy zapoznaé
sig z przewodnikiem uzytkownika aparatu BenchMark IHC/ISH oraz arkuszami
metody wszystkich wymaganych elementéw. Arkusze te mozna znalez¢ pod
adresem navifyportal.roche.com.

11. W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody usuwania produktu nalezy
skontaktowac 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 incydentow zwigzanych z
tym wyrobem nalezy skontaktowac si¢ z lokalnym przedstawicielem firmy Roche i
wiasciwym organem panstwa cztonkowskiego lub kraju, ktdrego rezydentem jest
uzytkownik.

Ten produkt zawiera elementy sklasyfikowane w okreslony ponizej sposéb zgodnie z

rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008:

Tab. 1. Informacje o zagrozeniach.

Zagrozenie | Kod Zwrot
Niebezpiecz | H351 Podejrzewa sig, ze powoduje raka
efstwo " 360D Moze dziataé szkodliwie na dziecko w fonie matki.

MozZe powodowa¢ uszkodzenie narzadéw poprzez

H373 o
diugotrwate lub powtarzane narazenie.
Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi

P201 . : S
$rodkami ostroznosci.

P202 Nie uzywa¢ przed zapoznaniem sig i zrozumieniem
wszystkich srodkow bezpieczenstwa.

P260 Nie wdycha¢ mgty ani par.
Stosowaé rekawice ochronne/odziez

P280 ochronna/ochrong oczu/ochrong twarzy/ochrone
stuchu.

P308 + W przypadku narazenia lub styczno$ci: Zasiegnaé

P313 porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
Zawarto$¢/pojemnik usuwag, przekazujac je do

P501 : A :
zatwierdzonej placowki utylizacji odpadow.

PROCEDURA BARWIENIA

Test VENTANA KL Probe Cocktail opracowano do stosowania w aparacie BenchMark
IHC/ISH razem z zestawami detekcyjnymi i akcesoriami firmy VENTANA. Parametry
procedur zautomatyzowanych moga by¢ wy$wietlane, drukowane i edytowane zgodnie z
procedurg opisang w przewodniku uzytkownika aparatu.

Procedura ,U Kappa Lambda DISH PRB-CKT" stuzy do barwienia tkanek w aparatach
BenchMark ULTRA i ULTRA Plus.

Tab. 2. Zalecane warunki protokotu barwienia. W zalezno$ci rodzaju probki lub preferencii
badacza mozna wybra¢ opcje krotkiej obrobki wstepnej. Krotka obrébka wstepna
powoduje obnizenie intensywnosci wszystkich swoistych sygnatéw, w tym sygnatu
jadrowego generowanego dla genu IGLL5 (Immunoglobulin Lambda Like Polypeptide 5;
patrz cze$é ,INTERPRETACJA WYNIKOW?).

Barwienie dostepne do wyboru Ustawienie

Krotka obrdbka wstepna Niewybrane

Aparaty BenchMark IHC/ISH

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

2. Dozownik sondy, odpowiednie dozowniki zestawow detekcyjnych oraz wymagane
odczynniki dodatkowe umiesci¢ na tacy na odczynniki, a nastepnie umiescic
zatadowana tace w aparacie.

3. Sprawdzi¢ plyny i wyrzuci¢ odpady.
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Umiesci¢ preparaty w aparacie.

Rozpocza¢ cykl barwienia.

Po zakonczeniu cyklu barwienia wyja¢ preparaty z aparatu.

Przystapi¢ do przeprowadzenia zalecanych procedur postepowania po obrobce w
urzadzeniu.

Zalecane procedury postepowania po obrobce w urzadzeniu

No o~

Uwaga: W celu zapewnienia catkowitego odwodnienia preparatéw nalezy czesto
wymienia¢ roztwory w wanienkach z etanolem; mozna réwniez doda¢ dodatkowa, trzeciq,
kapiel w 100-procentowym etanolu.

1. Aby usunag roztwdr Liquid Coverslip, preparaty kolejno przeptuka¢ w dwdch
roztworach tagodnego ptynu do mycia naczyn (nie uzywac ptynu przeznaczonego
do uzycia w zmywarkach automatycznych).

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

3. Przenies¢ preparaty do kapieli w 90-procentowym etanolu na okofo 1 minute.

4. Przenie$¢ preparaty do kapieli w 100-procentowym etanolu na okoto 1 minute.

5. Przenie$¢ preparaty do drugiej kapieli w 100-procentowym etanolu na okoto 1
minute.

6.  Przenies¢ preparaty do kapieli w ksylenie na okoto 1 minute.

7.  Przenie$¢ preparaty do drugiej kapieli w ksylenie na okoto 1 minute.

8. Napreparat natozy¢ szkietko nakrywkowe. Nalezy pamietac, ze niektére $rodki do
zatapiania nie sg zgodne z testem VENTANA KI/L Probe Cocktail (patrz czes¢
Ograniczenia metody).

PROCEDURA KONTROLI JAKOSCI
Dodatnia kontrola tkankowa

Zalecane jest, aby na kazdym szkietku z preparatem pacjenta uwzgledni¢ kontrolng
tkanke migdatka odpowiednig dla danego laboratorium w celu zapewnienia, ze test dziata
zgodnie z oczekiwaniami. Prawidtowa tkanka migdatka wykazuje peten zakres ekspresji
tancuchdw kappa i lambda, natomiast podécielisko moze postuzy¢ jako element
wykazujacy barwienie ujemne. Wyraznie obnizony sygnat lub nadmierne wybarwienie tfa
wskazuje, ze mogt wystapic btad zwigzany z badanym preparatem. W takim przypadku
preparatu nie nalezy poddawac ocenie.

Tab. 3. Kryteria oceny barwienia kontrolnej tkanki migdatka.

Element Aot . -
barwienia Akceptowalne barwienie Nieakceptowalne barwienie
Punktowy odczyn
cytoplazmatyczny w postaci Wyrazne obnizenie
Znane zabarwionych kropek w intensywno$ci barwienia w
barwienie niemalze wszystkich komérkach | wiekszosci komorek B w strefie
) B w strefie ptaszcza, wyraznie ptaszcza, wymagajace
dodatnie . . . ; d
widoczny przy powigkszeniu powigkszenia 20X w celu
10X, przy fizjologicznym uwidocznienia
stosunku KIL (2-3:1)
Znane Brak lub niewielka ilos¢ losowo | N\admieme nieswoiste barwienie
o . tta nabtonka ptaskiego lub
barwienie rozproszonych obszaréw g v
; o P podscieliska, utrudniajace
ujemne barwienia w podscielisku A
obliczenie stosunku K/L

Marker integralnosci RNA

Skutecznos¢ testu VENTANA K/L Probe Cocktail moze by¢ obnizona w przypadku tkanek
o0 naruszone;j integralnosci mMRNA. RNA jest podatny na degradacije, dlatego powszechnie
ekspresjonowany transkrypt czasteczki U6 jest czesto wykorzystywany jako zamiennik do
oceny degradacji materiatu docelowego w probkach tkanek. Sonda VENTANA U6 BF
Probe (nr kat. 760-7062 / 08773866001) nie jest wymagana do oceny statusu restrykcii,
ale mozna jg wykorzysta¢ do oceny integralnosci RNA u pacjentéw, w przypadku ktérych
na preparacie K/L uzyskano niewystarczajacy sygnat. Negatywne barwienie przy uzyciu
sondy VENTANA U6 BF Probe wskazuje, ze konieczne moze by¢ uzycie nowej probki
pacjenta.

Probki pacjentow nalezy wybarwic przy uzyciu sondy VENTANA U6 BF Probe z
zastosowaniem tej samej procedury i tych samych warunkéw obrébki wstepnej jak w
przypadku barwienia przy uzyciu testu VENTANA KI/L Probe Cocktail.
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Sonda do kontroli ujemnej

W celu oceny tta uzyskanego podczas detekcji w probce pacjenta mozna uzywac
odczynnika ISH Negative Control (nr kat. 780-2902 / 05272165001) zamiast sondy
VENTANA KIL Probe Cocktail. Uzycie sondy do kontroli ujemnej nie jest wymagane do
zinterpretowania statusu restrykcji.

Niewyjasnione rozbieznosci

Niewyjasnione rozbieznosci w tkankach kontrolnych nalezy niezwtocznie zglosi¢
lokalnemu przedstawicielowi dziatu pomocy technicznej. Jesli kontrola jako$ci nie spetnia
wymogow, wyniki pacjentéw sg niewazne. Zidentyfikowac i rozwigzac problem, a
nastepnie powtorzy¢ test dla probek pacjentow (patrz cze$¢ Rozwigzywanie problemow).

Weryfikacja badania

Przed pierwszym uzyciem odczynnika w procedurze diagnostycznej nalezy zweryfikowa¢
dziatanie odczynnika poprzez wybarwienie serii prébek, dla ktérych znana jest
charakterystyka wynikéw badan ISH (patrz zalecenia dotyczace kontroli jakosci
opracowane w ramach programu College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program i zawarte w dokumencie Anatomic Pathology Checklist4 oraz
wytyczne CLSI Approved GuidelineS). Te procedury kontroli jakosci nalezy powtarzaé dla
kazdej nowej partii odczynnikéw, kazdorazowo w przypadku zmiany parametréw testu
oraz zmiany sposobu przygotowania probki.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Przed przystapieniem do interpretacji wynikéw wykwalifikowany patomorfolog z
doswiadczeniem w mikroskopowej interpretacji probek patomorfologicznych musi dokonaé
oceny kontroli. Wigcej materiatow ufatwiajacych ocene barwienia prébek pacjentow oraz
prébek kontrolnych zawiera ,Podrecznik interpretacji wynikow uzyskanych za pomocg
testu VENTANA Kappa and Lambda Dual ISH mRNA Probe Cocktail przeznaczonego do
oceny tkanek chtoniakow z komérek B i nowotworéw z komérek plazmatycznych” (nr kat.
102202118PL). Cechy morfologiczne probki pacjenta i odnosne dane kliniczne muszq,
zostac zinterpretowane przez wykwalifikowanego patomorfologa.

Przy uzyciu testu docelowe transkrypty taficucha kappa barwig sie na kolor magenta, a
docelowe transkrypty taicucha lambda barwig sig na kolor czarny. Typowy wzor barwienia
dodatniego w przypadku komérek B to punktowy odczyn cytoplazmatyczny przybierajacy
forme czesciowego lub petnego pierscienia, natomiast w przypadku komérek
plazmatycznych zazwyczaj obserwuje sie catkowite wypetnienie cytoplazmy
spowodowane duzg iloscig mRNA.

Wzér barwienia jest interpretowany jako stosunek komérek wykazujacych ekspresje
tancuchow kappa do komoérek wykazujacych ekspresje fancuchéw lambda umozliwiajacy
okreslenie statusu restrykcji. W ramach prawidtowej odpowiedzi immunologicznej
zazwyczaj wytwarzana jest poliklonalna populacja zawierajgca duzq ilo$¢ faricuchow
kappa o stosunku tancuchéw kappa do lambda wynoszacym w przyblizeniu 2-3:1. W
przypadku testu VENTANA K/L Probe Cocktail stosunek wigkszy niz 4:1 jest
interpretowany jako restrykcja taricucha kappa, a stosunek mniejszy niz 1:2 jest
interpretowany jako restrykcja taficucha lambda (patrz Tab. 4 i 0).

Transkrypt genu IGLL5 jest w 100% homologiczny z sekwencja taficucha lekkiego
lambda. Z powodu tej homologii test VENTANA KI/L Probe Cocktail moze barwi¢ mRNA
genu IGLL5. Ekspresja genu IGLL5 gtéwnie ma charakter jadrowy, a jej sygnat uwidacznia
sie w formie punktowego barwienia w postaci zabarwionych na czamo kropek. Na
podstawie badan wewngtrznych stwierdzono, ze w okoto 15% przypadkéw obserwuije sie
wyrazny sygnat IGLL5, ktérego nie nalezy bra¢ pod uwage podczas okre$lania statusu
restrykcji.

Na podstawie badan wewnetrznych stwierdzono, ze okoto 5% przypadkéw chtoniaka i
szpiczaka jednocze$nie wykazywato obecno$¢é mRNA zaréwno tarncuchéw kappa, jak i
taricuchéw lambda w cytoplazmie tych samych komérek. W takich przypadkach ocena
klonalnosci metodami ISH jest niemozliwa i nalezy przeprowadzi¢ test oparty o detekcje
biatka. Sygnaty wskazujace na koekspresje nie sa obserwowane w przypadku tkanek, w
ktorych nie wystepuije restrykcja.

Tab. 4. Kryteria oceny stuzace do okreslania statusu restrykcji.

Status kliniczny Stosunek Kappa:Lambda

Restrykcja taficucha Kappa Réwny lub wigkszy od wartosci 4:1

Brak restrykcji Mniejszy niz warto$¢ 4:1 i wigkszy od wartosci 1:2
Restrykcja taficucha X - i
Lambda Réwny lub mniejszy od wartosci 1:2
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Rys.4. Drzewo decyzyjne przeznaczone do interpretacji probek pacjentow i probek
kontrolnych wybarwionych przy uzyciu testu VENTANA KIL Probe Cocktail.
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OGRANICZENIA METODY
Ograniczenia ogoine

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

Wybarwienie tkanki zalezy od sposobu postepowania z tkanka i obrobki tkanki
przed barwieniem. Nieprawidfowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, podgrzewanie, wykonywanie skrawkéw lub
zanieczyszczenie probki innymi tkankami lub ptynami moze prowadzi¢ do powstania
artefaktow, wychwytywania odczynnikéw lub uzyskania fatszywie ujemnych lub
fatszywie dodatnich wynikéw. Niespojne wyniki moga by¢ skutkiem réznic w
metodach utrwalania i zatapiania lub naturalnych nieregularno$ci w obrebie tkanki.

3. Nadmierne lub niepetne wybarwienie kontrastowe moze utrudni¢ wiasciwg,

interpretacje wynikow.

4. Interpretacja kliniczna wybarwienia musi by¢ dokonywana w kontekscie danych z

wywiadu Klinicznego, cech morfologicznych tkanki oraz innych kryteriow
histopatologicznych. Wykwalifikowany patomorfolog ma obowiazek zapoznac sie z
dziataniem odczynnikéw oraz metodami stosowanymi w celu wybarwienia
preparatu. Barwienie musi by¢ wykonywane w certyfikowanym, licencjonowanym
laboratorium pod nadzorem patomorfologa odpowiedzialnego za ocene
wybarwionych preparatow i zapewnienie adekwatno$ci kontroli.
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5. Odczynniki firmy VENTANA sg dostarczane w rozciericzeniu optymalnym do uzytku,
gdy przestrzegane sg dostarczone instrukcje. Wszelkie odchylenia od zalecanych
procedur badawczych moga doprowadzi¢ do uniewaznienia oczekiwanych wynikow.
Do badania nalezy wiaczy¢ odpowiednie kontrole i udokumentowac ten fakt.
Uzytkownicy, ktorzy odstepuja od zalecanych procedur badawczych, musza przyjaé
odpowiedzialno$¢ za interpretacje wynikow badan pacjenta.

6.  Odczynniki moga wykazywac 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
dzialu pomocy techniczne;.

SzczegO6lne ograniczenia

1. Niektore Srodki utrwalajace moga by¢ niezgodne z testem VENTANA K/L Probe
Cocktail. Srodkiem utrwalajacym zalecanym przez firme Ventana jest formalina NBF
w stezeniu 10% (czas utrwalania od 6 do 72 godzin). W Tab. 5 przedstawiono
przetestowane $rodki utrwalajace. Przed uzyciem nalezy zwalidowa¢ czas
utrwalania.

2. Wykazano, ze test VENTANA K/L Probe Cocktail jest zgodny z odczynnikami do
odwapniania na bazie HCI, kwasu mréwkowego oraz EDTA, jednak jego zgodnos¢
w duzym stopniu zalezy od stezenia i czasu stosowania odczynnika. Niektére
odczynniki do odwapniania moga by¢ niezgodne z sondg. W Tabeli 6 przedstawiono
okreslone przetestowane odczynniki. Przed uzyciem nalezy zwalidowa¢ czas
odwapniania.

3. Test VENTANAKIL Probe Cocktail nie jest przeznaczony do diagnozowania
chioniakéw z komdrek B lub reaktywnych proceséw z udziatem komorek B w
prébkach z gruboigtowej biopsji szpiku kostnego w zwigzku z degradacjg mRNA
powodowang przez wiele powszechnie stosowanych roztworéw do odwapniania.

4. Napodstawie badan wewnetrznych stwierdzono, ze okoto 5% przypadkéw
chtoniaka i szpiczaka jednocze$nie wykazywato obecno$¢é mRNA zaréwno
tarnicuchéw kappa, jak i taicuchéw lambda w cytoplazmie tych samych komérek. W
takich przypadkach ocena klonalnosci metodami ISH jest niemozliwa i nalezy
przeprowadzi¢ test oparty o detekcje biatka.

5. Test VENTANA K/L Probe Cocktail opracowano do stosowania ze skrawkami
tkanek o grubosci 4 um. W przypadku skrawkdw o mniejszej lub wigkszej grubosci
moze dochodzi¢ do nieprawidtowego barwienia iflub utraty tkanki.

6.  Tkanki nalezy wybarwi¢ w ciggu 60 dni od wykonania skrawkéw. W przypadku
tkanek wybarwionych po uptywie 60 dni moze dochodzi¢ do utraty barwienia.

7. Niektore $rodki do zatapiania moga by¢ niezgodne z chromogenami
wykorzystywanymi w tescie VENTANA K/L Probe Cocktail. Srodki do zatapiania
niektorych marek moga w szczegolnosci prowadzi¢ do utlenienia, wyblakniecia iflub
zaniku srebmego sygnatu. W Tabeli 7 przedstawiono przetestowane $rodki do
zatapiania.

8. Wybarwione preparaty nalezy przechowywac w ciemnosci, gdy nie sg uzywane, aby
zapobiec blaknigciu lub zmianie odcienia srebrnego chromogenu i chromogenu
dajacego kolor magenta.

9. Sonda, w potaczeniu z zestawami detekcyjnymi i akcesoriami firmy VENTANA,

umozliwia detekcje sekwencji kwasu nukleinowego, ktéra przetrwa rutynowe

procesy utrwalania w formalinie, obrébki tkanek i wykonywania skrawkow. Jak w

przypadku kazdego testu, wynik ujemny oznacza, ze swoista sekwencja docelowa

nie zostata wykryta w probce tkanki — nie mozna jednak wykluczy¢ obecnosci
sekwencji docelowej w pierwotnej, nieutrwalonej tkance.

Ze wzgledu na zmienno$¢ obrobki probek lub preferencje patomorfologa moze byé

konieczne uwzglednienie w protokole opciji krétkiej obrébki wstepnej. Zmiana ta

musi zosta¢ zwalidowana przez uzytkownika. Uzytkownicy, ktorzy odstepuja od
zalecanych procedur badawczych, sg odpowiedzialni za interpretacje otrzymanych

w ten sposdb wynikéw badar pacjentow.

Sonda zostata zoptymalizowana do uzytku z odczynnikami firmy VENTANA w

aparatach BenchMark IHC/ISH. Uzytkownicy, ktérzy odstepujg od zalecanych

procedur badawczych, sg odpowiedzialni za interpretacje otrzymanych w ten
sposob wynikéw badan pacjenta.

Niektore testy moga nie by¢ zarejestrowane na kazdym aparacie. Aby uzyskac

wigcej informacji, nalezy skontaktowac sig z lokalnym przedstawicielem dziatu

pomocy techniczne;.
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Tab. 5. Zgodnos¢ Srodkéw utrwalajacych.

Srodek utrwalajacy Zgodny?
Obojetna zbuforowana formalina
w stezeniu 10% Tak
Obojetna zbuforowana formalina
w stezeniu 20% Tak
Niezbuforowana formalina w
stezeniu 10% Tak
Bouin’s Tak
Formalina z cynkiem Tak
Srodek AFA (mieszanina alkohol-
formalina-kwas octowy) Nie
Prefer Nie
Formalina z alkoholem Nie
Diff-Quik Nie
Tab. 6. Zgodnos¢ przetestowanych odczynnikéw do odwapniania.
00:;;)")?:::‘ go Producent Typ Zgodny?
Decal Decalcifier StatLab HCI/EDTA Tak
Decalcifying Solution B | Fisher Scientific | HCI/EDTA Tak
Formical 2000 StatLab m;;kowy EDTA Tak
Immunocal StatLab Kwas mréwkowy Tak
Tab. 7. Zgodno$¢ Srodkdéw do zatapiania.
Srodek do zatapiania Producent Zgodny?
Acrytol Electron Microscopy Sciences Tak
Consul-Mount Epredia Tak
Cytoseal XYL Richard Allan Scientific Tak
Cytoseal 60 Richard Allan Scientific Tak
Dako Mounting Medium Dako Tak
Diamount Diapath Tak
DPX Mountant CDH Tak
Entellan Merck Tak
Glycergel Dako Tak
HEG00 Roche Tak
HistoCore Spectra CV X1 Leica Tak
Histomount National Diagnostics Tak
MicroMount Leica Tak
Canada Balsam Elabscience Tak
Permount Electron Microscopy Sciences Tak
Pertex Histolab Tak
Epredia Synthetic Mountant Epredia Tak
Sub-X Mounting Leica Tak
Tissue-Tek Film Sakura Tak
Entellan New Merck Nie
Eukitt Merck Nie
102202117PL Rev A
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CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Skutecznos¢ testu VENTANA K/L Probe Cocktail oceniono w badaniach analitycznych i
klinicznych. Wszystkie cykle barwienia wykonywano zgodnie z protokotem testu
VENTANA KIL Probe Cocktail (ktdry przedstawia Tab. 2) w aparacie BenchMark IHC/ISH
(o ile nie wskazano inaczej).

SKUTECZNOSC KLINICZNA

Badanie poréwnania metod polegajace na ocenie skutecznosci testu VENTANA
Kappal/Lambda Dual ISH mRNA Probe Cocktail wykonywanego w aparacie
BenchMark ULTRA (stosowanego w potfaczeniu z zestawami VENTANA Silver ISH
BF i Magenta ISH DIG Detection Kit) w odniesieniu do cytometrii przeplywowej
podczas okreslania statusu restrykcji Kappa/Lambda

Zewnetrzne, wieloosrodkowe badanie zostato przeprowadzone w celu oceny zgodnosci
wynikow testu VENTANA K/L Probe Cocktail i cytometrii przeptywowej podczas okreslania
statusu restrykcji taicuchéw lekkich w probkach tkanek limfoidalnych i szpiku kostnego. W
trzech osrodkach klinicznych w ramach badan przesiewowych oceniono tacznie 1019
przypadkow pod katem ich potencjalnego wigczenia do badania. W osrodkach klinicznych
869 z tych przypadkéw wybarwiono przy uzyciu testu VENTANA K/L Probe Cocktail w
aparacie BenchMark ULTRA, a 811 z 869 wybarwionych przypadkéw wykazato
akceptowalne wybarwienie H&E i zostato ocenionych pod katem barwienia K/L przez
patomorfologa zajmujacego sie klasyfikacjg przypadkéw do badania. Lacznie do badania
zaklasyfikowano 742 przypadki, ktére spetnity odpowiednie kryteria. Kazdy z maksymalnie
4 patomorfologéw z o$rodkéw oceniat wszystkie zaklasyfikowane przypadki.

Skutecznos¢ testu VENTANA K/L Dual ISH oceniano na podstawie procentowe;
zgodnosci wynikow testu ISH i uzyskanych w przesztosci wynikéw cytometrii
przeptywowej dla kazdej kategorii restrykcji (restrykcja taicuchéw kappa, restrykcja
taicuchéw lambda lub brak restrykcji) oraz na podstawie procentowej zgodnosci
wszystkich wynikéw ogotem (OPA) dla wszystkich przypadkow.

Tab. 8. Zgodno$¢ statuséw restrykcji uzyskanych przy uzyciu testu VENTANA K/L Probe
Cocktail i cytometrii przeptywowe;j dla wszystkich badaczy rozpatrywanych facznie.

Tab. 10. Tkanki prawidiowe wybarwione przy uzyciu testu VENTANA K/L Probe Cocktail.
Tkanki oznaczone gwiazdka wykazywaty rozproszone, normalne wybarwienie limfocytow
B.

Wynik cytometrii przeplywowej
Wynik testu - -
VENTANA KIL Dual Rfs,trykfﬂa Rfs,trykctl‘a Brak | .
ISH anicucha aficucha - acznie
Kappa Lambda il
IF({estrykcja fancucha 824 16 23 863
appa
Restrykcja taficucha 16 742 18 776
Lambda
Brak restrykcii 76 37 810 923
tacznie 916 795 851 2562

Tab. 9. Zbiorcza zgodno$¢ statusow restrykcji K/L uzyskanych przy uzyciu testu
VENTANA K/L Dual ISH i cytometrii przeptywowej (dla wszystkich przypadkéw, ktre
nadawaly sie do oceny).

Kategoria restrykcji Procento(vr: 7Nz)godnosc 95-procentowy CI
Restrykcja tancucha Kappa 90.0% (824/916) 86.7-93.2%
Restrykcja tancucha Lambda 93.3% (742/795) 90.1-96.2%
Brak restrykcii 95.2% (810/851) 93.3-96.8%
Ogotem 92.7% (2376/2562) 91.1-94.2%

SKUTECZNOSC ANALITYCZNA

Czutos¢ i swoistos¢

W ramach badan czuto$ci i swoistosci test VENTANA KL Probe Cocktail zostat
wykorzystany do wybarwienia panelu sktadajacego sie z prawidtowych i nowotworowych
tkanek FFPE. Wybarwione preparaty zostaty ocenione przez patomorfologa jako
dodatnie/ujemne wzgledem sygnatéw faricuchéw kappa i lambda. Dla zadnego z
wybarwionych przypadkéw nie zaobserwowano nieoczekiwanego barwienia.
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Tkanka Liczba d;g:;;:;l;(l;v;zystkich
Mdézgowie 01
Mdzg 0/3
Mozdzek 0/4
Nadnercze* 0/4
Jajnik* 0/4
Trzustka* 0/4
Wezet chionny 15/15
Gruczot przytarczowy 013
Przysadka mézgowa 0/3
Jadro* 0/4
Tarczyca 0/4
Sutek* 0/5
Sledziona* 0/4
Migdatek 5/5
Miesien szkieletowy* 0/3
Nerw obwodowy 0/4
Pecherz moczowy 0/4
Grasica* 0/4
Szpik kostny 5/5
Ptuco* 0/5
Serce 0/4
Przetyk* 0/4
Zoladek* 0/4
Jelito cienkie* 0/4
Okreznica* 0/6
Watroba* 0/4
Gruczot $linowy* 0/4
Nerka* 0/5
Gruczot krokowy* 0/4
Szyjka macicy 0/6
Skéra 0/4
Mezotelium 0/4
Odbytnica 01
tozysko 0/3
Macica* 0/4
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Tab. 11. Tkanki nowotworowe wybarwione przy uzyciu testu VENTANA K/L Probe

Cocktail.

Tkanka patologiczna

Liczba dodatnich/wszystkich

gruczotu $linowego)

przypadkéw

Gwiazdziak (mdzgowia) 01
Oponiak (mézgowia) 0/3
Gruczolakorak (gtowy i szyi) 011
Czerniak (jamy nosowej) 0/1
Rak nosowo-gardtowy (nosogardzieli) 011
Rak ptaskonablonkowy (jezyka) 0/1
Gruczolak (nadnercza) 011
Rak korowonadnerczowy (nadnercza) 0/1
Rak z komérek sygnetowatych okreznicy, 0
przerzutowy (jajnika)

Gruczolakorak (jajnika) 02
Guz komorek warstwy ziarnistej (jajnika) 0/1
Gruczolakorak (trzustki) on
Nasieniak (jader) 0/1
Gruczolak (tarczycy) 073
Rak pecherzykowy (tarczycy) 0/1
Gruczolakorak pecherzykowy, brodawkowaty 0
(tarczycy)

Inwazyjny rak przewodowy (sutka) 0/3
Widkniakogruczolak (sutka) 0/2
Kostniakomiesak (kosci) 0/1
Chrzestniakomigsak (kosci) 0/1
Gruczolakorak (ptuca) on
Rak drobnokomérkowy (ptuca) 0/1
Rak ptaskonabtonkowy (ptuca) 0/1
Rak przewodu pokarmowego, przerzutowy (ptuca) 0/1
Rak ptaskonabtonkowy (przetyku) 0/2
Gruczolakorak (zotadka) 0/3
Gruczolak (jelita cienkiego) 0/1
Gruczolakorak (jelita cienkiego) on
Gruczolak (okreznicy) 0/1
Gruczolakorak (okreznicy) 0/3
Gruczolakorak okreznicy, przerzutowy (watroby) on
Rak watrobowokomdrkowy (watroby) 0/4
Gruczolak wielopostaciowy (przyusznego 0
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Tkanka patologiczna Lzia d;g:;;:;l;(l;v;zystkich
R_ak gruczotowato-torbielowaty (gruczotu 0
$linowego)

Rak jasnokomarkowy (nerki) 0/2
Gruczolakorak (gruczotu krokowego) 0/2
Gruczolakorak (macicy) 0/2
Rak ptaskonabtonkowy (szyjki macicy) 0/2
Rak ptaskonabtonkowy (skory) 0/1
Chioniak anaplastyczny z duzych komérek (wezta 02
chionnego)

Chioniak limfoblastyczny z komérek T 0/1
Chioniak z komoérek T, ziamniniak grzybiasty 0/1
Chtoniak z komérek T, chioniak Lennerta 0/2
Chioniak z komérek T, powigzany z enteropatia, 0/5
Chioniak z komérek T, angioimmunoblastyczny 0/6
Chtoniak z komérek T, BNO 0/20
Chioniak z komérek NK/T, typ nosowy 0/5
Chtoniak z komérek NK/T (jadra) 0/1
Chtoniak Hodgkina 0/1
Chtoniak z komérek B, BNO il
Chioniak grudkowy 77
Chioniak z komérek ptaszcza 4/4
Chioniak rozlany z duzych komérek B 1111
Nowotwory z komérek plazmatycznych 4/4
Chtoniak strefy brzeznej 33
Przewlekta biataczka limfocytowa/chtoniak z

matych limfocytow 5/5
Rak nabtonka drég moczowych (pecherza 02
moczowego)

Rak pfaskonabtonkowy przetyku, przerzutowy 0
(wezta chionnego)

Gruczolakorak (odbytnicy) 013

Powtarzalno$¢ w ramach cyklu, precyzja posrednia miedzy dniami i precyzja
posrednia migdzy aparatami

Powtarzalno$¢ i precyzje testu VENTANA KI/L Probe Cocktail oceniono poprzez
wybarwienie panelu sktadajacego sie z 26 przypadkéw w wielu aparatach BenchMark
ULTRA. Panel sktadat sie z przypadkéw probek prawidtowych i nowotworowych i
reprezentowat zakres roznych statusow restrykcji i poziomoéw ekspresji mMRNA. Preparaty
zostaly poddane randomizaciji, a nastepnie ocenione pod katem statusu restrykcji przez
patomorfologa nieznajacego rozpoznan dla poszczegdinych przypadkow.

W przypadku powtarzalnosci w ramach cyklu skrawki tkanek (w dwoch powtérzeniach)
wykonane z kazdej probki zostaty wybarwione w 7 niezaleznych cyklach barwienia
wykonywanych w aparatach. Powtarzalno¢ zostata okre$lona na podstawie wartosci
OPA wszystkich preparatéw, obliczonej w oparciu o modalny status restrykcji wyznaczony
na poziomie przypadku.
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W przypadku precyzji posredniej migdzy dniami skrawki tkanek (w dwdch powtorzeniach)
wykonane z kazdej probki zostaly wybarwione przy uzyciu jednego aparatu BenchMark
ULTRA w 5 nienastepujacych bezposrednio po sobie dniach. Precyzja posrednia zostata
okre$lona na podstawie wartosci OPA wszystkich preparatéw, obliczonej w oparciu o
modalny status restrykcji wyznaczony na poziomie przypadku.

W przypadku precyzji posredniej miedzy aparatami skrawki tkanek (w dwoch
powtorzeniach) wykonane z kazdej probki zostaty wybarwione przy uzyciu 3 réznych
aparatow BenchMark ULTRA. Precyzja po$rednia zostata okreslona na podstawie
wartosci OPA wszystkich preparatéw, obliczonej w oparciu o modalny status restrykcii
wyznaczony na poziomie przypadku.

Tab. 12. Wyniki badan powtarzalnoci i precyzji posredniej przeprowadzonych przy uzyciu
platformy BenchMark ULTRA.

Badanie n/IN OPA 95-procentowy CI
(I';’;;Ivlfarzalnosc w ramach 1781178 100% 67.9-100.0%
Precyzja po$rednia . ;
miedzy dniami 256/256 100% 98.5-100.0%
Precyzja poérednia 156/156 100% 07 6.100.0%
miedzy aparatami

Zgodnos¢ wynikow miedzy platformami BenchMark

Zgodnos¢ wynikow testu VENTANA K/L Probe Cocktail miedzy platformami oceniono
poprzez wybarwienie panelu sktadajacego sie z 59 przypadkow w aparatach BenchMark
ULTRA i ULTRA PLUS. Panel sktadat si¢ z przypadkéw probek prawidiowych i
nowotworowych i reprezentowat zakres réznych statuséw restrykcji i pozioméw ekspresji
mRNA. Preparaty zostaly poddane randomizacji, a nastepnie ocenione pod katem statusu
restrykcji przez patomorfologa nieznajacego rozpoznan dla poszczegéinych przypadkéw.

Tab. 13. Wyniki poréwnania zgodnosci miedzy platformami BenchMark ULTRA i ULTRA
PLUS.

Badanie n/N OPA 95-procentowy CI
Zgodno$¢ miedzy
platformami 59/59 100% 93.9-100.0%

Precyzja badacza

Precyzje wynikéw uzyskiwanych przez jednego badacza i migdzy badaczami dla
przypadkéw wybarwionych przy uzyciu testu VENTANA K/L Probe Cocktail oceniono
poprzez poréwnanie ocen statusow restrykcji dokonanych przez 3 patomorfologéw dla
panelu sktadajacego sig z 60 wybarwionych preparatéw. Panel sktadat sie z przypadkéw
prébek prawidtowych i nowotworowych i reprezentowat zakres roznych statusow restrykcji
i poziomoéw ekspresji mMRNA. Na potrzeby badania preparaty zostaty poddane
randomizacii, a nastepnie ocenione pod katem statusu restrykcji przez 3 patomorfologéw
nieznajacych rozpoznan dla poszczegoinych przypadkow. Po 2-tygodniowej przerwie
wybarwione preparaty zostaty ponownie poddane randomizacji i ocenione pod katem
statusu restrykcji przez tych samych 3 patomorfologéw.

Podczas badania precyzji wynikéw uzyskiwanych przez jednego badacza odczyty danego
patomorfologa z 1. oceny przypadkdw zostaty poréwnane z odczytami tego samego
patomorfologa z 2. oceny przypadkéw. Precyzja badacza zostata okre$lona na podstawie
wartosci OPA obliczonej z wykorzystaniem zbiorczych danych zgodnosci wszystkich 3
patomorfologéw.

W przypadku precyzji miedzy badaczami oceny poszczegdlnych patomorfologéw byty
poréwnywane z ocenami pozostatych 2 badaczy. Precyzja miedzy badaczami zostata
okre$lona na podstawie wartosci OPA wszystkich ocen dokonanych przez 3
patomorfologdw, obliczonej w oparciu o modalny status restrykcji wyznaczony na
poziomie przypadku.

Tab. 14. Wyniki badania precyzji badacza.

Badanie n/N % OPA 95-procentowy CI
Precyzja badacza 180/180 100% 97.9-100.0%
Precyzja migdzy badaczami 352/360 97.8% 94.4-100.0%
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Precyzja migdzy seriami

Precyzje miedzy seriami testu VENTANA K/L Probe Cocktail oceniono poprzez
wybarwienie panelu sktadajacego sig z 26 przypadkéw przy uzyciu 3 partii produkcyjnych
koktajlu sond. Panel sktadat sig z przypadkéw prébek prawidiowych i nowotworowych i
reprezentowat zakres réznych statuséw restrykcji i pozioméw ekspresji mMRNA. Preparaty
zostaly poddane randomizacji, a nastepnie ocenione pod katem statusu restrykcji przez
patomorfologa nieznajacego rozpoznan dla poszczegélnych przypadkdw.

Precyzja miedzy seriami zostata okre$lona na podstawie wartosci OPA wszystkich
preparatow, obliczonej w oparciu o modalny status restrykcji wyznaczony na poziomie
przypadku.

Tab. 15. Wyniki badania precyzji migdzy seriami.
n/N
78/78

% OPA
100%

Badanie 95-procentowy CI

95.3-100.0%

Precyzja migdzy seriami

Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna

Badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej zostato przeprowadzone w celu oceny
odtwarzalnosci wynikow testu VENTANA K/L Probe Cocktail podczas okreslania statusu
restrykcji. Na potrzeby badania w kazdym z 3 zewnetrznych laboratoriéw panel sktadajacy
sie z 28 przypadkéw barwiono w aparacie BenchMark ULTRA przez 5 nienastepujacych
bezpoérednio po sobie dni w okresie wynoszacym 21 dni. Panel sktadat sie z przypadkéw
probek prawidiowych i nowotworowych (8 przypadkéw restrykcji taicucha kappa, 8
przypadkow restrykcji taficucha lambda i 12 przypadkéw braku restrykji) i reprezentowat
zakres roznych statuséw restrykcji i pozioméw ekspresji mRNA.

Preparaty zostaty poddane randomizacji, a nastepnie niezaleznie ocenione pod katem
statusu restrykcji przez 2 patomorfologéw (na jeden osrodek, co tacznie dawato 6
patomorfologéw) nieznajacych rozpoznan dla poszczegdinych przypadkéw. Preparaty
wybarwione przy uzyciu testu VENTANA KI/L Probe Cocktail byly interpretowane razem z
wykonanymi z tego samego przypadku preparatami wybarwionymi H&E i odczynnikiem
ISH Negative Control.

Odtwarzalno$¢ oceniano na podstawie procentowej zgodnosci poszczegdlnych ocen
restrykcji kazdego przypadku i odpowiadajacych temu przypadkowi poszczegoinych
statusow modalnych dla kazdej kategorii restrykcji (restrykgji faricuchéw kappa, restrykcii
taicuchéw lambda lub braku restrykcji) oraz na podstawie procentowej zgodnosci
wszystkich wynikéw ogétem dla wszystkich przypadkoéw (Tab. 16).

Dodatkowo okreslono $rednig procentowa zgodno$¢ poréwnan parami dla kazdego
statusu restrykcji miedzy o$rodkami, badaczami i dniami (Tab. 17).

Tab. 16. Wyniki zgodno$ci miedzy poszczegoéinymi ocenami i modalnymi statusami
restrykcji (KRPA = procentowa zgodno$c¢ restrykcji taficuchdw kappa, LRPA = procentowa
zgodno$¢ restrykcji taricuchéw lambda, NRPA = procentowa zgodno$¢ braku restrykcji)

Kategoria restrykcji Procentowa zgodnos¢ (n/N) 95-procentowy Cl

KRPA 98.8% (237/240) 97.5-99.6%

LRPA 99.6% (239/240) 98.8-100.0%

NRPA 97.5% (351/360) 96.1-99.0%

OPA 98.5% (827/840) 97.7-99.2%
102202117PL Rev A
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Tab. 17. Wyniki procentowej zgodnosci poréwnan parami dla kazdego statusu restrykcji ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW
miedzy osrodkami, badaczami i dniami — wszystkie wyniki rozpatrywane ogotem.

Tab. 18. Rozwigzywanie probleméw.
Kategoria restrykcji Zgodnos¢ | 95-procentowy CI Problem Rozwiazanie

Sposob dobierania
par

Brak/stabe lub 1. Sprawdzi¢, czy preparat zostat oznaczony
95.6% 89.3-98.1% nieodpowiednie tio we wiasciwag etykieta z kodem kreskowym oraz czy
wstepnie wybrano sonde odpowiednig dla wykonywanego
) . ) Restrykcja tancucha 98.8% 96.2-100.0% zakwalifikowanej tkance protokotu. Jesli w protokole wykorzystywana jest
Migdzy osrodkami | | ambda o : o migdatka stuzacej jako opcja krotkiej obrabki wstepnej, nalezy upewnié
" i sie, ze tkanka migdatka zostata zakwalifikowana

Brak restrykeji 96.6% 94.2-98.4% kontrola na szidefu do testu z zastosowaniem protokotu o tych

OPA 96.9% 95.2-98.6% samych warunkach.

2. Upewnic sig, ze uzywany skrawek ma 4 um

95.5% 89.2-98.1% grubosci oraz zastosowano zgodny $rodek do

zatapiania.

) ) Restrykcja taficucha o o 3. Upewnic sig, ze dozowniki odczynnikow nie s

Migdzy badaczami | | ambda 98.8% 96.2-100.0% zaptkane Iubepuste. Sprawdzi¢ dz);a’ranie !

Brak restrykdj 96.6% 94.2-98.4% dozownika,_ kierujqc 90 nad p’o’jempik na zlewki i

mocno naciskajac gormna cze$¢ cylindra. Z

OPA 96.9% 95.1-98.6% dozownika powinna wyptyna¢ pojedyncza kropla.

Jesli dozownik jest zatkany lub zawarta w nim

95.5% 89.2-98.1% ciecz nie jest dozowana w prawidtowy sposob,

nalezy skontaktowac sie z przedstawicielem dziatu

Restrykcja tancuch omocy technicznej i zaprzesta¢ uzywania

iedzy driami restyidatancucha 988% | 962-100.0% oo eap o

- 4. Jesli kontrole na pozostatych szkietkach z

Brak restrykdj 96.6% 94.2-984% preparatami wybarwionynXi przy uzyciu testu

OPA 96.9% 95.1-98.6% VENTANA KIL Probe Cocktail, ktore byly
barwione w tym samym czasie, wybarwily si¢ w
odpowiedni sposdb, mogto doj$¢ do
niepowodzenia barwienia spowodowanego
nieznang przyczyna zwigzang z konkretnym
preparatem. Przygotowaé nowy preparat i
wybarwi¢ go ponownie.

5. Jedli dla pozostatych preparatéw wybarwionych
przy uzyciu testu VENTANA K/L Probe Cocktail w
tym samym czasie réwniez uzyskano
nieodpowiednie barwienie, w przypadku ktrego
nie mozna bylo zidentyfikowa¢ zadnej oczywistej
przyczyny niepowodzenia (np. wasciwosci
barwienia zakwalifikowanego bloczka tkanki
migdatka zmienity sie podczas ciecia bloczka),
nalezy skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem dziatu pomocy.

Brak barwienia lub stabe | 1. Upewni¢ sie, ze uzywany skrawek ma 4 ym
barwienie w probce grubosci oraz, ze do obrébki prébki zastosowano
pacjenta przy zgodny $rodek do utrwalania i/lub odpowiednia,
odpowiednim barwieniu metode odwapniania. Nieprawidtowy proces

we wstepnie odwapniania moze zniszczy¢ docelowy RNA.

zakwalifikowanej tkance 2. Jesli preparat zostat wybarwiony przy uzyciu

migdatka stuzacej jako protokotu uwzgledniajacego opcje krotkiej obrobki

kontrola na szkietku wstepnej, ponowne wybarwienie z zastosowaniem
standardowej obrobki wstepnej moze
spowodowac uzyskanie ciemniejszego sygnatu.

3. Wybarwi¢ preparat przygotowany z prébki
pacjenta przy uzyciu sondy VENTANA U6 BF
Probe, aby oceni¢ integralnos¢ mRNA. W
przypadku zaobserwowania utraty mRNA moze
by¢ wymagana nowa probka pacjenta.

4. Brak naruszenia integralno$ci mMRNA moze
wskazywaé na brak ekspresji mRNA taficuchéw
Kappa i/lub Lambda lub poziom ekspresji
utrzymuijacy sie ponizej wartosci progowej detekcji
testu.

Restrykcja taficucha
Kappa

Restrykcja taficucha
Kappa

Restrykcja taficucha
Kappa
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Problem Rozwiazanie

Upewnic sig, ze uzywany skrawek ma 4 um

grubosci oraz, ze do obrobki probki zastosowano

zgodny $rodek do utrwalania i/lub odpowiednia,

metode odwapniania.

Jesli preparat zostat wybarwiony przy uzyciu

zalecanego protokotu, ponowne wybarwienie z

zastosowaniem krotkiej obrobki wstepnej moze

zredukowac sygnat ta.

3. Wybarwi¢ preparat przygotowany z prébki
pochodzacej od pacjenta przy uzyciu odczynnika
ISH Negative Control, aby oceni¢ tlo uzyskane
przy uzyciu zestawu detekcyjnego. Pomingg tlo
uzyskane podczas detekcji na preparacie
wybarwionym przy uzyciu testu VENTANA K/L
Probe Cocktail w celu zinterpretowania statusu
restrykcji.

4. Jesli tto nadat utrudnia okreslenie statusu

restrykcji, moze by¢ wymagany nowy preparat.

Nieodpowiednie tio w 1.
prébce pacjenta przy
odpowiednim barwieniu
we wstepnie
zakwalifikowanej tkance | 2.
migdatka stuzacej jako
kontrola na szkietku

Jesli preparat zostat wybarwiony przy uzyciu
zalecanego protokotu, ponowne wybarwienie z
zastosowaniem krotkiej obrobki wstepnej moze
zredukowa¢ sygnat IGLL5.

2. Jesli sygnat IGLL5 nadal utrudnia interpretacje
sygnatu kappa/lambda, w celu oceny statusu
restrykcji moze by¢ wymagane przeprowadzenie
testu opartego o detekcje biatka.

Sygnat IGLL5 zakioca 1.
ocene sygnatu
Kappa/Lambda

Tkanki sa wyptukiwane
ze szkietek.

Upewni¢ sig, ze zastosowano szkietka
Superfrost™ Plus.
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UWAGA: W tym dokumencie jako separator dziesigtny do zaznaczenia granicy miedzy
czescig catkowita a utamkowg cyfry dziesigtnej zawsze uzywana jest kropka. Nie jest
uzywany separator tysiecy.

Podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i skutecznoci mozna znalez¢ pod adresem:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Symbole

Firma Ventana stosuje okreslone 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):

®

WELASNOSC INTELEKTUALNA

VENTANA, BENCHMARK, HYBREADY, ULTRAVIEW oraz logo VENTANA sg znakami
towarowymi firmy Roche. Wszystkie pozostate nazwy produktéw i znaki towarowe
stanowig wiasnos$¢ odpowiednich wiascicieli.

© 2024 Ventana Medical Systems, Inc.
DANE KONTAKTOWE
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Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
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+800 5505 6606

www.roche.com
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Globalny Numer Jednostki Handlowej

Niepowtarzalny kod identyfikacyjny wyrobu

Wskazuje podmiot odpowiedzialny za import wyrobu medycznego do
Unii Europejskiej

102202117PL Rev A


https://ec.europa.eu/
https://elabdoc.roche.com/symbols
http://www.roche.com/

