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PRZEZNACZENIE

Zestaw VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit to system oparty o uktad biotyna-
streptawidyna przeznaczony do posredniej detekcji sond znakowanych fluoresceing.
Zestaw jest przeznaczony do identyfikacji sekwencji docelowych metoda hybrydyzaciji in
situ w skrawkach tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie,
wybarwionych w aparatach BenchMark IHC/ISH.

Wynik powinien zosta¢ zinterpretowany przez wykwalifikowanego patomorfologa 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 prébkach utrwalonych skrawkéw tkankowych.
Sekwencje docelowe sg odstaniane poprzez podgrzewanie tkanki z roztworem
zawierajgcym sondy w celu denaturacji kwaséw nukleinowych. Nastepnie temperatura
reakji 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. Powszechnie stosowana technika posrednia wykorzystuje biotynylowane
przeciwciato drugorzedowe skierowane przeciwko danemu gatunkowi przeciwciata
pierwszorzgdowego skierowanego przeciwko haptenowi, oraz enzym powigzany z
odpowiednim uktadem substrat-chromogen. Taka kombinacja powoduje wytracenie
barwnego osadu w miejscu wigzania swoistych przeciwciat. Wykorzystywana w zestawie
VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit metoda posrednia umozliwia uwidocznienie
komplementarnych sekwencji kwasu nukleinowego poprzez wytracenie niebieskiego
osadu.

ZASADA DZIALANIA

Zestaw VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit wykrywa swoiste sondy znakowane
fluoresceing przytaczone do swoistych sekwencji docelowych w skrawkach tkanek
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE). Zestaw VENTANA ISH VIEW
Blue Detection Kit zawiera mysie przeciwciato pierwszorzedowe skierowane przeciwko
fluoresceinie, ktére wykrywa sondy znakowane fluoresceing przytaczone do sekwencji
docelowej. Nastepnie do przeciwciata skierowanego przeciwko fluoresceinie przytacza sie
biotynylowane przeciwciato drugorzedowe w postaci koziej immunoglobuliny IgG
skierowanej przeciwko przeciwciatom mysim. Po tym kroku dodawany jest koniugat
enzymatyczny streptawidyna-AP (fosfataza alkaliczna), ktory przytacza sie do biotyny
obecnej na przeciwciele drugorzedowym. Kompleks jest nastepnie uwidaczniany za
pomocg fosforanu 5-bromo-4-chloro-3-indolilu (BCIP) oraz btekitu nitrotetrazolowego
(NBT) bedacego chromogenem, ktére powodujg wytracenie niebieskiego osadu tatwego
do wykrycia przy uzyciu mikroskopu $wietinego.

Aktywnosc endogennej peroksydazy nie ma wplywu na fosfataze alkaliczng (w
przeciwienistwie do peroksydazy chrzanowej), dlatego jej uzycie umozliwia skuteczniejsze
znakowanie prébek o wysokich stezeniach neutrofili i eozynofili. Blekit nitrotetrazolowy
barwi tkanke na niebieski kolor, a jego zaletg jest wyzszy wspoiczynnik absorpcii, dzigki
czemu uzyskuje sie wyzsza intensywnos¢ reakcji barwnej w migjscu interakcji miedzy
sonda a sekwencjg docelowa.

Protokét barwienia obejmuje wiele krokéw inkubaciji odczynnikéw przez okre$lony czas w
okre$lonej temperaturze. Pod koniec kazdego kroku inkubacji aparat BenchMark IHC/ISH
przeptukuje skrawki w celu usunigcia niezwigzanego materiatu i nanosi roztwér ptynnego
szkietka nakrywkowego, ktory minimalizuje parowanie odczynnikéw wodnych z preparatu.
Interpretaciji wynikow dokonuje sie przy uzyciu mikroskopu $wietinego. Wyniki
wspomagaja 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. Na Rys. 1 przedstawiono zasade dziatania posredniej metody detekcji.
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Rys. 1. Reakcja zachodzaca podczas stosowania zestawu VENTANA ISH iVIEW Blue
Detection

MATERIALY | METODY
Dostarczone materialy

Zestaw VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit zawiera odczynniki w ilosci
wystarczajacej do przeprowadzenia 200 testow.

Zestaw VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit
zawiera okoto 0.5 ug/mL mysiego przeciwciata
monoklonalnego skierowanego przeciwko fluoresceinie
w roztworze buforowanej fosforanem soli fizjologicznej z
dodatkiem biatka stabilizujgcego i $rodka ProClin 300 w
stezeniu 0.10%, bedacego konserwantem.

Zestaw VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit
Biotinylated Ig zawiera okoto 10 pg/mL oczyszczonej
metodg powinowactwa koziej immunoglobuliny IgG
skierowanej przeciwko przeciwciatom mysim w
roztworze buforowane;j fosforanem soli fizjologicznej z
dodatkiem biatka stabilizujgcego i $rodka ProClin 300 w
stezeniu 0.10%, bedacego konserwantem.

Odczynnik VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit
Streptavidin Alkaline Phosphatase w stezeniu okoto 1%,
w buforze Tris z dodatkiem MgCI2 i ZnCI2 oraz $rodka
ProClin 300 w stezeniu 0.10%, bedacego
konserwantem.

Odczynnik VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit
Enhancer zawiera roztwor MgCI2 w stezeniu okoto 11%
(v/v) z dodatkiem $rodka ProClin 300 w stezeniu 0.10%,
bedacego konserwantem.

Odczynnik VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit
NBT zawiera biekit nitrotetrazolowy (0.5 g/L) w
roztworze dimetyloformamidu o steZeniu okoto 1% (v/v).

Jeden dozownik 20 mL

Jeden dozownik 20 mL

Jeden dozownik 20 mL

Jeden dozownik 20 mL

Jeden dozownik 20 mL
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Zestaw VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit BCIP
zawiera fosforan 5-bromo-4-chloro-3-indolilu (0.5 g/L) w
buforze Tris.

Jeden dozownik 20 mL

Odtwarzanie, mieszanie, rozcienczanie, miareczkowanie

Zestaw detekcyjny zostat zoptymalizowany do uzytku w aparatach BenchMark IHC/ISH.
Odtwarzanie, mieszanie, rozciericzanie lub miareczkowanie odczynnikéw wchodzacych w
sktad zestawu nie jest konieczne. Dalsze rozcienczanie moze doprowadzi¢ do utraty
barwienia.

Materiaty wymagane, ale niedostarczane

W skfad dostarczonego zestawu nie wehodzg odczynniki do barwienia, takie jak zestawy
detekcyjne 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 informaciji udzieli lokalny przedstawiciel dziatu
pomocy techniczne;.

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

1. Sonda ISH
2. Tkanki do kontroli dodatniej i ujiemnej (zalecane typy tkanek wymieniono w arkuszu
metody sondy)

3. ISH Protease 1 (nr kat. 780-4147 / 05273315001)

4. ISH Protease 2 (nr kat. 780-4148 / 05273323001)

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

6.  Red Counterstain Il (nr kat. 780-2218 / 05272017001)

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

8. Negative Control Probe (nr kat. 800-2847 / 05278716001)

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

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

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

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

13. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (nr kat. 950-224 / 05424569001)
14.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (nr kat. 950-223 / 05424542001)
15.  LCS (Predilute) (nr kat. 650-010 / 05264839001)

16.  ULTRALCS (Predilute) (nr kat. 650-210 / 05424534001)

17.  Aparat BenchMark IHC/ISH

18.  Srodek do ostatecznego zatapiania

19.  Szkietko nakrywkowe odpowiednie do przykrycia catej tkanki

20. Zautomatyzowany aparat do naklejania szkietek nakrywkowych

21.  Szkietka mikroskopowe, natadowane dodatnio

22.  Sprzet laboratoryjny do ogélnego uzytku.

Przechowywanie i stabilnos¢

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

W celu zapewnienia wiasciwego dozowania odczynnika i stabilnosci 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 waznosci. Prawidtowo 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 skontaktowaé sig z
lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy techniczne;j.

Pobieranie prébek i przygotowanie ich do analizy

Do stosowania z zestawem VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit i aparatami
BenchMark IHC/ISH nadaja sie rutynowo przygotowane tkanki FFPE (patrz cze$¢
,Materialy wymagane, ale niedostarczane”). Zalecanym $rodkiem do utrwalania tkanek
jest obojetna zbuforowana formalina (NBF) w stezeniu 10%." Grubo$¢ skrawkow tkanek,
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metoda utrwalania, niepetne lub diugotrwate utrwalanie lub procesy specjalne, np.
odwapnienie preparatow ze szpiku kostnego, moga by¢ przyczyng zmiennosci wynikow.
Tkanki nalezy pocia¢ na skrawki o grubosci odpowiedniej dla uzywanej sondy (2-5 um) i
umiesci¢ na dodatnio natadowanych szkietkach mikroskopowych. Preparaty nalezy
odsgczy¢ lub osuszy¢ w celu usuniecia nadmiaru wody z obszaru pomiedzy szkietkiem a
tkanka. W celu wzmocnienia adhezji tkanki do szkietka mozna wykorzysta¢ podgrzewanie
preparatéw. Ograniczenia dotyczace podgrzewania przedstawiono w arkuszu metody
sondy.

W przypadku skrawkdw tkankowych o grubosci powyzej 4 ym 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 prowadzi do ,zepchniecia” sygnatow Blue ISH na obrzeza jadra
komérkowego ani nie znieksztatca ich w inny sposob, a wiec nie zaktdca on zliczania
sygnatéw. Silne jadrowe artefakty ,babelkowe” moga jednak znieksztalcic jadro
komoérkowe lub sygnaly Blue ISH, uniemozliwiajac tym samym zliczenie sygnatow. W
przypadku probek tego typu przed powtdrnym przeprowadzeniem barwienia w aparacie
moze by¢ konieczne ich odparafinowanie w kapieli ksylenowe;j i alkoholowej albo
wigczenie przez uzytkownika do procedury barwienia opcji przediuzonego
odparafinowania (patrz Rozwigzywanie probleméw). Jadrowe artefakty ,babelkowe” moga
by¢ réwniez wywotane niedostatecznym utrwalaniem (1-3 godz. przy uzyciu formaliny); w
tym przypadku jadrowe artefakty ,babelkowe” sa zwykle bardziej rozlane. Jesli tkanki
utrwalano przez trzy godziny, problem ten mozna rozwigza¢, modyfikujac proces
kondycjonowania komérek/obrébki proteaza, jednak jesli tkanki utrwalano przez jedng,
godzine, najprawdopodobniej nie uda si¢ rozwigzac tego problemu.

Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki, wykazujace ekspresje RNA i DNA, pozostang
stabilne, jesli beda przechowywane w chiodnym miejscu (15-25°C). W wytycznej
42CFR493.1259 (b) normy Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) z 1988 r.
okreslono wymadg nakazujacy laboratoriom przechowywanie preparatow przez co najmniej
dziesie¢ lat od daty badania oraz przechowywanie bloczkéw prébek przez co najmniej
dwa lata od daty badania. Kazde laboratorium powinno walidowa¢ stabilno$¢ preparatow
cietych skrawkéw tkanek zgodnie z wewnetrznymi procedurami i $rodowiskowymi
warunkami przechowywania preparatow.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

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

2. Wylacznie do uzytku profesjonalnego.

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

4. Ostrzezenie: produkt zawiera formamid. Formamid jest toksyczny przy
wdychaniu i umiarkowanie toksyczny w przypadku spozycia. Dziata draznigco na
skore, oczy i blony $luzowe. Jest wchtaniany przez skoére. Jego dziatanie moze
prowadzi¢ do uszkodzen ptodu. Podczas pracy z odczynnikami nalezy stosowaé
$rodki ostrozno$ci. Podczas pracy z materiatami 0 domniemanym dziataniu
rakotworczym lub materiatami toksycznymi nalezy nosi¢ rekawiczki jednorazowe i
odpowiednig odziez ochronng. Nie wykonywac wigkszej liczby testéw niz liczba
okre$lona na etykiecie.

5. Nie wykonywac¢ wiekszej liczby testéw niz liczba okre$lona na etykiecie.

6. W tym odczynniku jako $rodek konserwujacy zastosowano preparat ProClin 300.
Uznano go za $rodek drazniacy, a jego kontakt ze skérg moze powodowac
uczulenie. Podczas pracy z produktem nalezy stosowaé¢ uzasadnione $rodki
ostroznosci. Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami, skora i bionami $luzowymi.
Stosowa¢ odpowiednig odziez i rekawice ochronne.

7. 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 okreélonych w dyrektywach wydanych przez wiaéciwe organy.2:3

8. Podczas pracy z odczynnikami nalezy stosowa¢ uzasadnione $rodki ostroznosci.
Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami, skéra i btonami $luzowymi. Podczas pracy
z materiatami 0 domniemanym dziataniu rakotwdrczym lub materiatami toksycznymi
nalezy nosi¢ rekawiczki jednorazowe i odpowiednig odziez ochronna.

9. W przypadku kontaktu odczynnikéw z wrazliwymi miejscami sptukiwaé obficie duzq
iloscig wody. Unika¢ wdychania odczynnikéw.
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10.  Przed rozpoczeciem cyklu w aparacie upewnic sie, ze pojemnik na zlewki jest pusty.

W przypadku niepodijecia tego $rodka ostroznosci moze dojs¢ do przepetnienia
pojemnika na zlewki i zaistnienia ryzyka poslizgniecia sie i upadku uzytkownika.

11.  Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikdw ze wzgledu na mozliwo$¢
otrzymania nieprawidtowych wynikéw.

12.  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.

13. W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody utylizacji produktu nalezy
skontaktowa¢ sig z wtadzami lokalnymi i/lub krajowymi.

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

15. W celu zgtoszenia podejrzenia wystapienia powaznych incydentow zwigzanych z
tym wyrobem nalezy skontaktowac si¢ z lokalnym przedstawicielem firmy Roche i
wiasciwym organem panistwa czlonkowskiego lub kraju, ktérego rezydentem jest
uzytkownik.

Tab. 1. Informacje o zagrozeniach.

Zagrozenie Kod Zwrot
Niebezpiecz | H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
enstwo

H360D Moze dziata¢ szkodliwie na dziecko w fonie matki
Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac

H412 :
dtugotrwate skutki.

P201 Przed uzyciem zapozna¢ sie ze specjalnymi $rodkami
ostroznosci

P261 Unika¢ wdychania mgty lub par.

P273 Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
Stosowac rekawice ochronne/odziez

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

P308 + W przypadku narazenia lub styczno$ci: zasiegnaé

P313 porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
W przypadku wystapienia podraznienia skory lub

P333 + k- zasi ) 10SiC i iek

P313 :N)iisyp i: zasiegna¢ porady/zgtosic sie pod opieke
ekarza.

Ten produkt zawiera substancje o numerze CAS 55965-84-9, mase reakcyjng 5-chloro-2-
metylo-2H-izotiazol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3:1).

PROCEDURA

Zestaw VENTANA ISH VIEW Blue 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 procedurg 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 protokotéw mozna znalez¢ w arkuszu metody

odpowiedniej sondy lub przewodniku uzytkownika.

Aparaty BenchMark IHC/ISH

1. Na preparat nakleic etykiete z kodem kreskowym odpowiadajacg protokotowi, ktdry
ma zosta¢ wykonany.

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

3. Sprawdzi¢ ptyny i wyrzuci¢ odpady.

Umiesci¢ preparaty w aparacie.

5. Rozpoczaé cykl barwienia.

>

2023-11-09
FT0700-425n

3/5

6.  Pozakonczeniu cyklu barwienia wyjac preparaty z aparatu.

7. Przejs¢ do czesci Zalecane procedury postepowania po obrobce w urzadzeniu.
Zalecane procedury postepowania po obréobce w urzadzeniu

UWAGA: W celu zapewnienia catkowitego odwodnienia preparatéw nalezy czesto
wymienia¢ roztwory w wanienkach z etanolem; mozna réwniez doda¢ dodatkowa, trzecig
kapiel w etanolu w stezeniu 100%.

1. Aby usunag roztwdr Liquid Coverslip, preparaty kolejno przeptuka¢ w dwoch
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 80-procentowym etanolu na okofo 1 minute.

4. Przenie$¢ preparaty do kapieli w 90-procentowym etanolu na okoto 1 minute.

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

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

7. Zanurzy¢ preparaty 10 razy w 100-procentowym acetonie (acetonu nalezy uzywaé
jednokrotnie i wymienia¢ go po kazdym cyklu barwienia). Preparatéw nie zostawia¢
w acetonie.

8.  Przenies¢ preparaty do pierwszej kapieli w ksylenie na okoto 30 sekund.

9. Przenie$¢ preparaty do drugiej kapieli w ksylenie na okoto 30 sekund.

10.  Na preparat natozy¢ szkietko nakrywkowe.

PROCEDURA KONTROLI JAKOSCI
Tkanka do kontroli dodatniej

W kazdym cyklu procedury barwienia nalezy uwzglednic tkanke do kontroli dodatnie;.
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 zardwno odczyn dodatni, jak i ujemny, a zatem moze by¢ stosowana jednoczes$nie
jako dodatnia i ujemna tkanka kontrolna. Wewnetrznych kontroli tkankowych nalezy
uzywa¢ wediug uznania gtownego badacza i patomorfologa. Tkanki kontrolne powinny by¢
prébkami pobranymi z autopsii, 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 poréwnawcza,
wszystkich odczynnikéw oraz krokéw metody, na ktére wptyw maja utrwalanie i obrobka
tkanki.

Znane dodatnie kontrole tkankowe powinny by¢ stosowane wytgcznie w celu
monitorowania prawidtowego przebiegu barwienia poddanych obrébce 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 probek badanych sg niewazne.

Konkretne zalecenia dotyczace tkanek do kontroli dodatniej mozna znalez¢ w ulotce
dotaczonej do opakowania odpowiedniej sondy.

Tkanka do kontroli ujemnej

W kazdym cyklu procedury barwienia nalezy uwzgledni¢ probke do kontroli ujemne;.
Celem jest monitorowanie niepozadanej reaktywno$ci krzyzowej sondy ze sktadnikami
komérkowymi. Ta sama prébka, ktéra stuzy do kontroli dodatniej, moze by¢ rowniez
uzywana do kontroli ujemnej. Zréznicowanie typéw komorek obecnych w wigkszosci
probek przektada sig na obecno$¢ na preparacie obszaréw, ktoére moga postuzy¢ jako
wewnetrzna kontrola ujemna, jednak za weryfikacje takich obszaréw odpowiada
uzytkownik. Sktadniki komérkowe nieulegajace wybarwieniu nie powinny wykazywac
swoistego barwienia, powinny natomiast wskazywac¢ barwienie tta. Jesli w ujiemnych
obszarach prébki kontrolnej zachodzi niedopuszczalne barwienie, wyniki uzyskane dla
prébek pacjentow nalezy uzna¢ za niewazne.

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

Odczynnik do kontroli dodatniej

Podczas weryfikacji badania oraz czynno$ci zwigzanych z rozwigzywaniem probleméw, w
cyklu nalezy uwzgledni¢ odczynnik do kontroli dodatniej, poniewaz dostepno$¢ materiatu
DNA i RNA moze sig rézni¢ w zaleznosci od zastosowanych metod utrwalania oraz
obrébki wstepnej probki.
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W stosownych przypadkach informacije na ten temat mozna znalez¢ w arkuszu metody
odpowiedniej sondy.

Odczynnik do kontroli ujemnej

W celu utatwienia interpretacji wynikéw kazdego pacjenta podczas barwienia kazdej
probki sonde ISH nalezy zastapi¢ odczynnikiem do kontroli ujemnej. Umozliwia on
wskazanie nieswoistego barwienia tta na kazdym preparacie. Podczas barwienia
preparatu zamiast sondy ISH nalezy uzy¢ sondy Negative Control Probe. Czas inkubacji
kontroli powinien odpowiada¢ czasowi inkubacji sondy.

Zastosowanie kontroli ujemnej jest szczegdlnie istotne ze wzgledu na to, ze forma jelitowa
fosfatazy alkalicznej moze wystepowac nie tylko w rabku szczoteczkowym komérek
nablonkowych jelita, lecz réwniez w innych komérkach.4 Ponadto podczas utrwalania
tkanki moze doj$¢ do zachowania enzyméw zdolnych do redukcji biekitu
nitrotetrazolowego.56

Niewyjasnione rozbieznosci

Niewyjasnione rozbieznosci w tkankach kontrolnych nalezy niezwtocznie zglosi¢
lokalnemu przedstawicielowi dziatu pomocy technicznej. Jesli kontrola jakosci nie spefnia
wymogow, wyniki pacjenta sg niewazne. Patrz czgs$¢ Rozwigzywanie probleméw.
Zidentyfikowa¢ 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,
zaleceniach zawartych w dokumencie Anatomic Pathology Checklist? iflub wytycznych
CLSI Approved Guideline 8). Te procedury kontroli jakosci nalezy powtarzaé dla kazde
nowej partii lub nowego odczynnika oraz kazdorazowo w przypadku zmiany parametrow
testu.

Interpretacja wynikow

Barwienie przy uzyciu zestawu VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit prowadzi

do wytracania niebieskiego produktu reakcji w formie osadu w miejscach hybrydyzacji
sondy do sekwenciji kwasu nukleinowego. Przed przystapieniem do interpretaciji wynikow
wykwalifikowany patomorfolog z do$wiadczeniem w procedurach ISH musi dokona¢
oceny kontroli tkankowych i zakwalifikowa¢ produkt barwienia 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.

OGRANICZENIA METODY
Ograniczenia ogoine

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

Wybarwienie tkanki zalezy od sposobu postepowania z tkanka i obrobki tkanki
przed barwieniem. Nieprawidiowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, podgrzewanie, wykonywanie skrawkéw lub
zanieczyszczenie probki innymi tkankami lub ptynami moze prowadzié¢ 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 nieregularnosci w obrebie tkanki.
Nadmierne lub niepetne wybarwienie kontrastowe moze uniemozliwi¢ wtasciwg
interpretacje wynikéw.

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 patomorfologa odpowiedzialnego za
ocene wybarwionych preparatéw i zapewnienie adekwatnosci kontroli.

Odczynniki firmy VENTANA sa dostarczane w rozcieficzeniu optymalnym do uzytku,
gdy przestrzegane sg dostarczone instrukcje. Dalsze rozcienczanie moze
doprowadzi¢ do utraty odpowiedniego wybarwienia. Wszelkie odchylenia od
zalecanych procedur badawczych moga doprowadzi¢ do uniewaznienia
oczekiwanych wynikéw. Do badania nalezy wtgczy¢ odpowiednie kontrole i

2023-11-09
FT0700-425n

4/5

udokumentowac ten fakt. Uzytkownicy, ktorzy odstepuja od zalecanych procedur
badawczych, muszg przyja¢ odpowiedzialnos¢ za interpretacje wynikoéw badan
pacjenta.

Odczynniki mogg 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
dziatu pomocy technicznej.

SzczegOllne ograniczenia

1. Kazdy etap procedury uzycia zestawu detekcyjnego zostat zoptymalizowany i
ustawiony fabrycznie w aparatach BenchMark IHC/ISH. Ze wzgledu na zmienno$¢
utrwalania i obrébki tkanek konieczne moze by¢ wydtuzenie lub skrocenie czasu
hybrydyzaciji dla poszczegélnych probek. Wigcej informacji na temat zmiennych
zwigzanych z utrwalaniem mozna znalez¢ w dokumencie ,Immunohistochemistry
Principles and Advances’® lub dokumencie ,Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool
for the Surgical Pathologist”.9

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

Jak w przypadku kazdego testu, wynik ujemny oznacza, ze swoista sekwencja
kwasu nukleinowego nie zostata wykryta — nie mozna jednak wykluczy¢ obecno$ci
swoistej sekwencji kwasu nukleinowego w badanych komérkach lub tkankach.

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, ktérzy odstepuja od zalecanych procedur
badawczych, sa odpowiedzialni za interpretacje otrzymanych w ten sposéb wynikéw
badan pacjenta.

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

Podczas uzywania sond znakowanych fluoresceing oraz zestawu VENTANA ISH
VIEW Blue Detection Kit moze wystapi¢ barwienie cytoplazmatyczne illub jadrowe
komérek nabtonkowych tkanki przewodu pokarmowego. W celu wykrycia barwienia
tego typu wymagane jest uzycie sondy Negative Control Probe.

Niektore zestawy detekcyjne moga nie by¢ zarejestrowane na kazdym aparacie.
Aby uzyskac wigcej informacji, nalezy skontaktowa¢ si¢ z lokalnym
przedstawicielem firmy Roche.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW
Dziatanie zestawu VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit oceniono na podstawie
wynikéw badan odtwarzalnosci i innych istotnych badan.

Z zestawem VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit opracowano wiele sond firmy
VENTANA. W ramach badan tych testow okre$lono nastepujace parametry
charakterystyki wynikéw dla zestawu VENTANA ISH VIEW Blue Detection Kit:

1. Precyzja w cyklu barwienia, pomigdzy dniami, pomiedzy aparatami i pomigdzy
platformami w aparatach BenchMark IHC/ISH.

Czuto$¢ i swoistos¢ barwienia w przypadku réznych typéw tkanek prawidiowych i
nowotworowych oraz tkanek, do ktorych badania przeznaczony jest test.

Wyniki wszystkich badan spetnity kryteria akceptacii.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

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

2.

2. Niekompletne usuniecie parafiny moze prowadzi¢ do wystapienia artefaktow
podczas barwienia lub uniemozliwi¢ wybarwienie preparatu.
e Jesli z preparatu nie usunieto catej parafiny, nalezy powtorzy¢ cykl barwienia
z wybrang opcja przedtuzonego odparafinowania, jezeli jest ona dostepna.
e Alternatywnie mozna przeprowadzi¢ reczne odparafinowanie bez uzycia
aparatu. Jesli wybrano odparafinowanie reczne, przed umieszczeniem
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preparatow w aparacie nalezy cofna¢ zaznaczenie opcji odparafinowania na
poktadzie aparatu w protokole barwienia. Nalezy szczegélnie uwazac, aby
preparaty nie wyschty przed rozpoczeciem cyklu barwienia.

3. Jesli skrawki tkanek sg wyptukiwane ze szkietek, nalezy sprawdzi¢, czy szkietka sa
natadowane dodatnio. Nalezy zapoznac¢ sie z czg$cig Pobieranie probek i
przygotowanie ich do analizy.

4. Jedli w skrawkach tkanki o grubosci powyzej 4 um wskutek nadmiaru parafiny
pojawig sie jadrowe artefakty ,babelkowe”, w procedurze barwienia nalezy wybra¢
opcje ,przediuzone odparafinowanie’.

5. Aby uzyskac informacje o $rodkach zaradczych, nalezy zapoznac sie z
przewodnikiem uzytkownika aparatu lub skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem dziatu pomocy techniczne;.

6.  Jesli dozowanie ptynu przy uzyciu dozownika do odczynnikdw 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 strong pojemnika na
zlewki, zdja¢ nasadke dyszy i naciska¢ gérna czes¢ dozownika. Informacje
dotyczace prawidtowego uzytkowania dozownika mozna znalez¢ w arkuszu metody
powigzanego dozownika wbudowanego.

UWAGA: W tym dokumencie jako separator dziesigtny do zaznaczenia granicy miedzy

cze$cig catkowitg a utamkowa liczby dziesietnej zawsze uzywana jest kropka. Nie jest

uzywany separator tysiecy.
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Symbole

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

®

HISTORIA ZMIAN
Wer.

Globalny Numer Jednostki Handlowej

Niepowtarzalny kod identyfikacyjny wyrobu

Wskazuje podmiot odpowiedzialny za import wyrobu medycznego do
Unii Europejskiej

Aktualizacje

G Zaktualizowano informacje zawarte w cze$ci Materiaty wymagane, ale
niedostarczane.

WEASNOSC INTELEKTUALNA

VENTANA, BENCHMARK oraz logo VENTANA sg znakami towarowymi firmy Roche.
Wszystkie pozostate znaki towarowe stanowig wtasnos¢ odpowiednich wiascicieli.
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