\\‘5 D Gebrauchsanweisung

a bietechne brand

RNAscope™ ISH Probe dapB (Negative Control)
200470

In-vitro-Diagnostikum.
Nur fir den US-Export.

VERWENDUNGSZWECK

Die RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control) ist als Negativkontrolle fiir RNAscope In-situ-
Hybridisierungstests (ISH) an formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten (FFPE) Gewebeproben bestimmt.
Die Sonde zielt auf MRNA-Transkripte des Dihydrodipicolinat-Reduktase-Gens des Bacillus subtilis ab.

Die Sonde ist fur den Einsatz in klinischen Labors mit BOND RNAscope Brown Detection im
automatischen BOND-III Farbeautomaten von Leica Biosystems vorgesehen. Die klinische Auswertung
jeglicher Hybridisierungssignale bzw. fehlender Hybridisierungssignale muss von einem qualifizierten
Pathologen mit angemessenen Kontrollen durchgefiihrt und durch histologische Untersuchungen und
relevante klinische Daten erganzt werden.

VERFAHRENSPRINZIP

Die RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control) enthalt Oligonukleotid-Sonden, die mit
Nukleinsauresequenzen des Dihydrodipicolinat-Reduktase-Gens des Bacillus subtilis in FFPE-
Gewebeschnitten hybridisiert werden. Die Visualisierung erfolgt unter Verwendung der
Detektionsreagenzien BOND RNAscope Brown Detection, die ein braunes chromogenes

Signal erzeugen, das mithilfe eines Lichtmikroskops beurteilt werden kann.'2 Die dapB-Sonde
ist eine Negativkontrollsonde, bei der keine Signalerzeugung in Menschengewebe erwartet wird.
Die Negativkontrolle wird verwendet, um in Kombination mit der RNAscope-Zielsonde jegliche
Hintergrund- bzw. unspezifische Farbung zu beurteilen.

IM LIEFERUMFANG ENTHALTENES REAGENZ

14 mL der RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control) werden als gebrauchsfertige Oligonukleotid-
Sondenldsung in einem Formamid enthaltenden Hybridisierungspuffer bereitgestellt. Die bereitgestellte
Menge ist ausreichend fiir 30 Testdurchfiihrungen. Kein Rekonstituieren, Mischen, Verdiinnen oder
Titrieren erforderlich.

LAGERUNG UND STABILITAT

e Die Sonde nach Erhalt und sofort nach jeder Verwendung bei 2-8 °C aufbewahren.

o Ungeodffnete Sonden sind bis zu dem auf der Flasche aufgedruckten Verfallsdatum stabil.
Nach dem Verfallsdatum nicht mehr verwenden.

e Nach der Ubertragung in einen BOND Open Container ist die Sonde mindestens 3 Wochen
stabil, wenn sie nach der Verwendung bei 2-8 °C gelagert wird.

NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTENE ERFORDERLICHE MATERIALIEN

e BOND RNAscope Brown Detection (Leica Biosystems, DS9815)
e BOND Open Container 30 mL (Leica Biosystems, OP309700)
o BOND Epitope Retrieval 2 (Leica Biosystems, AR9640)
e BOND Dewax Solution (Leica Biosystems, AR9222)
e 10X BOND Wash Solution (Leica Biosystems, AR9590)
e BOND-III Slide Stainer (Leica Biosystems) mit BOND-Software v5.1 oder héher mit BDD v82
oder hoher.
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Der Abschnitt ,Using BOND Reagents® (Verwendung von BOND-Reagenzien) im BOND
Benutzerhandbuch enthalt gangige Materialien, die zur Verfahrensdurchfihrung mit BOND Geraten
bendtigt werden.

PROBEN FUR DIE TESTDURCHFUHRUNG

Bei den Proben muss es sich um formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes (FFPE) humanes
Oropharynxkarzinomgewebe handeln. Das Gewebe in 10%igem neutral gepuffertem formalin fixieren und
aus den Gewebebldcken 4-5 um Gewebeschnitte herstellen. Die Proben sollten innerhalb von 3 Wochen
nach dem Aufziehen auf die Objekttrager gefarbt werden, wenn die Objekttrager bei Raumtemperatur
(20-25 °C) gelagert werden.

FARBEVERFAHREN

Die Proben durfen nur von Laborpersonal gefarbt werden, das in histologischen Verfahren und in der
Verwendung des BOND-III Gerats geschult wurde.

Die Farbeverfahren fiir die RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control) und fiir Zielsonden in
RNAscope-Tests missen identisch sein. Fur jede Patientenprobe unter Verwendung eines angrenzenden
Gewebeschnitts eine Sonden-Negativkontrolle ausfihren.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
Die Proben missen von einer qualifizierten Fachkraft fir anatomische Pathologie ausgewertet werden.

Bei einem Signal erscheinen braune chromogene Punkte, die mit einem Lichtmikroskop und einer
Objektivlinse mit 20- oder 40-facher Vergréf3erung erkennbar sind.

Eine fehlende oder lediglich schwache, fokale Farbung, die eine eindeutige Auswertung der RNAscope-
Zielsonde zulasst, gilt als akzeptables dapB-Signal.

Bei einem schwachen Signal auf dem Tumorbereich sollte auf die Auswertung der RNAscope-Zielsonde
verzichtet werden.

LEISTUNGSMERKMALE

Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitat wurde unter Verwendung von punktférmig auf Glasobjektirager aufgetragenen
und auf der Oberflache fixierten Plasmiden getestet, die einen Teil der dapB-Gensequenz enthalten. Die
RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control) wurde auf dem Plasmid enthaltenden Objekttrager
getestet. Das dapB-Plasmid konnte nachgewiesen werden, bei anderen, nicht in Zusammenhang
stehenden Sequenzen war hingegen kein Nachweis mdglich.

Analytische Prazision

Die Reproduzierbarkeit der Farbeleistung der RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control) wurde Uber
mehrere Tage, mit verschiedenen Geraten und unterschiedlichen Sondenchargen bewertet.

Die Prazision von Tag zu Tag wurde Uber finf Tage unter Verwendung der gleichen Sondencharge und
des gleichen BOND-III Gerats beurteilt. Dabei wurde taglich ein Gewebeschnitt von jeweils flinf FFPE-
Gewebeproben gefarbt. Zwischen den einzelnen Tagen wurde fiir das ISH-Signal eine prozentuale
Ubereinstimmung von insgesamt 100% fiir 25 beurteilte Gewebeschnitte berechnet.
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Die Prazision von Gerat zu Gerat wurde unter Verwendung der gleichen Sondencharge mit drei
unterschiedlichen BOND-III Geraten beurteilt. Dabei wurde mit jeder Charge ein Gewebeschnitt von
jeweils funf FFPE-Gewebeproben gefarbt. Zwischen den einzelnen Geraten wurde fir das ISH-Signal
eine prozentuale Ubereinstimmung von insgesamt 100% fiir 15 beurteilte Gewebeschnitte berechnet.

Die Prazision von Charge zu Charge wurde unter Verwendung von drei verschiedenen Sondenchargen
beurteilt. Dabei wurde mit jeder Charge ein Gewebeschnitt von jeweils finf FFPE-Gewebeproben gefarbt.
Zwischen den einzelnen Chargen wurde fiir das ISH-Signal eine prozentuale Ubereinstimmung von
insgesamt 100% fur 15 beurteilte Gewebeschnitte berechnet.

GRENZEN DES VERFAHRENS

1. Die Verfahrensmethode wurde fir die Verwendung des automatischen BOND-III Farbeautomaten
von Leica Biosystems mit BOND RNAscope Brown Detection und BOND Reagenzien optimiert.
Alle Benutzer missen in der Verwendung des BOND-III Gerats geschult sein.

2. Von einer Anderung der Verfahren wird abgeraten, da jegliche Modifikationen zu ungenauen
Ergebnissen fiihren kénnen.

3. Der Test wurde mittels humaner FFPE-Gewebeproben validiert. Andere Gewebetypen wurden
nicht beurteilt.

4. Fur eine ordnungsgemale Testauswertung werden Positiv- und Negativkontrollsonden bendtigt.
Mit der Positivkontrollsonde wird die RNA-Integritat innerhalb der Probe verifiziert. Mit der
Negativkontrollsonde wird das Fehlen von unspezifischen Signalen oder Stérsubstanzen,
die die Auswertung beeintrachtigen kdnnten, bestatigt.

5. Die Farbung der Gewebe und Zellen ist von einer sachgemaflen Behandlung und Aufbereitung
der Proben vor dem Farben abhangig. Unsachgemalies Fixieren, Einfrieren, Auftauen, Waschen,
Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder eine Kontamination mit anderen Gewebeproben oder
Flussigkeiten kann zu Artefakten und zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren.
Inkonsistente Ergebnisse kdnnen auf Abweichungen beim Fixierungs- oder Einbettungsverfahren
zurlickzufihren sein oder auf UnregelmaRigkeiten im Gewebe selbst beruhen.

6. Falsch-negative Ergebnisse kdnnen unter Umstanden durch den allmahlichen Abbau der mRNA in
den Geweben entstehen. Die Proben sollten innerhalb von 3 Wochen nach dem Aufziehen auf die
Objekttrager gefarbt werden, wenn die Objekttrager bei Raumtemperatur (20-25 °C) gelagert werden.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Formamide (< 50%). Gefahrenhinweis(e)
H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.
H360 Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im
Mutterleib schadigen.
H373 Kann die Leber, die Nieren und das Blut schadigen.

. . Sicherheitshinweis(e):

Signalwort: Gefabr. P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
P202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.
P281 Vorgeschriebene persdnliche Schutzausristung verwenden.
P308+P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat
einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.
P314 Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe
hinzuziehen.
P405 Unter Verschluss aufbewahren.
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P501 Inhalt/Behalter gemaf
lokalen/regionalen/nationalen/internationalen Vorschriften der
Entsorgung zufiihren.

1. Jeglichen direkten Kontakt mit der Sonde vermeiden. Eine angemessene personliche
Schutzausristung (PSA) tragen, um Kontakt mit Augen, Haut und Schleimhauten zu vermeiden. Bei
Kontakt mit reichlich Wasser abwaschen.

n

Die Sonde enthalt Material tierischen Ursprungs. Bei allen Materialien menschlichen oder tierischen
Ursprungs muss das Risiko einer Infektionsiibertragung beriicksichtigt werden. Bei der Handhabung
und zur Gewahrleistung der ordnungsgemafRen Entsorgung sind angemessene Vorsichtsmalinahmen
zu ergreifen.

3. Mikrobielle Kontamination kann zu ungenauen Ergebnissen fiihren.

4. Weitere Sicherheitsinformationen sind dem Sicherheitsdatenblatt unter www.bio-techne.com
zu entnehmen.

5. Informationen zur ordnungsgemafen Entsorgung der Sonde sind bei den zusténdigen ortlichen
Behdrden erhaltlich und den geltenden Vorschriften zu entnehmen.

FEHLERSUCHE
Wenn die erwarteten Ergebnisse mit dem Kontrollgewebe nicht erzielt werden, den Test wiederholen.

Falls Sie Hilfe bei der Fehlersuche benétigen, wenden Sie sich an unseren technischen Service
support.acd@bio-techne.com.
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GEISTIGES EIGENTUM

ACD und RNAscope sind Marken von Advanced Cell Diagnostics, Inc.
BOND ist eine Marke von Leica Biosystems.
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