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Instructions for Use

Please read before using this product.

Mode d’emploi

A lire avant d'utiliser ce produit.

Istruzioni per L’'uso

Si prega di leggere, prima di usare il prodotto.
Gebrauchsanweisung

Bitte vor der Verwendung dieses Produkts lesen.
Instrucciones de Uso

Por favor, leer antes de utilizar este producto.
Instrugdes de Utilizagao

Leia estas instru¢des antes de utilizar este produto.
Instruktioner vid Anvédndning

Var god las innan ni anvander produkten.
O&nyieg Xpnong

MapakahoUpue diaBaaTe TG 0dnyieg TTPIV
XPNOIUOTIOINCETE TO TTPOIOV AUTO.
Brugsanvisning

Lees venligst for produktet tages i brug.
Gebruiksinstructies

Lezen voor gebruik van dit product.
Bruksanvisning

Vennligst les denne far du bruker produktet.
Kullanim Talimatlari

Litfen bu drind kullanmadan énce okuyunuz.
WHcTpykumm 3a ynotpeba

Monsi, npoyeTeTte npeawu ynotpeba Ha TO3n NPOAYKT.
Hasznalati utasitas

Atermék hasznalatba vétele el6tt olvassa el.
Instructiuni de utilizare

Cititi aceste instructiuni nainte de a utiliza produsul.

MHCprKLIMiI no npuMeHeHur
MpouTuTe Nepen NPUMEHEHUEM 3TOTO NPOAYKTA.
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Instrukcja obstugi
Przed uzyciem tego produktu nalezy przeczytac¢
instrukcje.

Navodila za uporabo
Preberite pred uporabo tega izdelka.

Navod k pouziti
Ctéte pted pouzitim tohoto vyrobku.
Navod na pouzitie
Prosim, precitajte si ho pred pouzitim produktov.
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Check the integrity of the packaging before use.

Vérifier que le conditionnement est en bon état

avant I'emploi.

Prima dell’'uso, controllare l'integrita della confezione.

Vor dem Gebrauch die Verpackung auf

Unversehrtheit Gberpriifen.

Comprobar la integridad del envase, antes de usarlo.

Verifique a integridade da embalagem antes de

utilizar o produto.

Kontrollera att paketet &ar obrutet innan anvéndning.

EAéyETe TNV aKEPQIOTNTA TNG CUGKEUATIAG TTPIV ATTO

™ xpnon.

Kontroller, at pakken er ubeskadiget for brug.

Controleer de verpakking vooér gebruik.

Sjekk at pakningen er intakt far bruk.

Kullanmadan 6nce ambalajin bozulmamis olmasini

kontrol edin.

MpoBepeTe LenocTTa Ha onakoBkaTa npeau

ynotpeba.

Hasznalat el6tt ellenérizze a csomagolas épségét.

Verificati integritatea ambalajului Tnainte de a utiliza

produsul.

Mepen npumeHeHnemM y6eamTech B LIENOCTHOCTH

YNaKoBKU.

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢, czy opakowanie

jest szczelne.

Pred uporabo preverite celovitost embalaze.

Pfed pouzitim zkontrolujte neporusenost obalu.

Pre pouzitim skontrolujte, €i balenie nie je porusené.
LARATY U 3 gl AaDls (e (383
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Catalog No: PB0809

Intended Use

This reagent is for in vitro diagnostic use.

RNA Negative Control Probe is intended for use in the identification of background staining resulting from non-specific interactionsin
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue by in situ hybridization (ISH) using the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX
system and Leica BOND-III system).

The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies and proper controls and
should be evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Summary and Explanation

RNA Negative Control Probe is a single oligonucleotide, designed from zebra fish DNA and analysed using Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) analysis to confirm that the sequence bears no homology with any human sequences. The RNA Negative Control
Probe is generated with a fluorescein label using the same procedures as applied to other oligonucleotide probes used in the detection
of RNA on BOND. Therefore, RNA Negative Control Probe is ideal as a negative control probe for RNA ISH on BOND.

Reagents Provided
RNA Negative Control Probe is a fluorescein-conjugated oligonucleotide probe (200 ng/mL) supplied in hybridization solution.
Total volume = 5.5 mL

Dilution and Mixing
RNA Negative Control Probe is ready to use. Reconstitution, mixing, dilution or titration of this reagent is not required.

Materials Needed but not Provided

Refer to “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation for a complete list of materials required for specimen treatment and
in situ hybridization staining using the BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica BOND-III system).

Storage and Stability
Store at 2-8 °C. The product is stable under these conditions up to the expiry date indicated on the container label.

There are no obvious signs indicating contamination and/or instability. Appropriate positive and negative tissue controls should be run at
the same time as test tissue.

Return to 2-8 °C immediately after use.
Storage conditions other than those specified above must be verified by the user'.

Precautions
« This product is intended for in vitro diagnostic use.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE H360D: May damage P201: Obtain special instructions before use.

Contains Formamide (<50%) and the unborn child. P202: Do not handle until all safety precautions have been read
Dextran Sulphate (<30%). H315: Causes skin and understood.

GHSO07: Exclamation mark. irritation. P260: Do not breathe dust/fumes/gas/mist/vapours/spray.

GHSO08: Health hazard. H319: Causes serious  P308+313: IF exposed or concerned: Get medical advice/attention.
Signal words: Danger. eye irritation. P314: Get medical advice/attention if you feel unwell.

P264: Wash hands thoroughly after handling.

P280: Wear protective gloves/protective clothing/eye protection/
face protection.

P305+351+338: IF IN EYES: Rinse cautiously with water for
several minutes. Remove contact lenses, if present and easy to do.
Continue rinsing.

P337+313: If eye irritation persists: Get medical advice/attention.
P302+352: IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.
P332+313: If skin irritation occurs: Get medical advice/attention.
P362+364: Take off contaminated clothing and wash before reuse.
Restricted to professional users.

« To obtain a copy of the Material Safety Data Sheet contact your local distributor or regional office of Leica Biosystems, or alternatively,
visit the Leica Biosystems’ Web site, www.LeicaBiosystems.com.

« Specimens, before and after fixation, and all materials exposed to them, should be handled as if capable of transmitting infection and
disposed of with proper precautions™. Never pipette reagents by mouth and avoid contacting the skin and mucous membranes with
reagents or specimens. If reagents or specimens come in contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water. Seek
medical advice.

« Consult Federal, State or local regulations for disposal of any potentially toxic components.

« Minimize microbial contamination of reagents or an increase in non-specific staining may occur.

* Retrieval, incubation times or temperatures other than those specified may give erroneous results. Any such change must be
validated by the user.

PB0809
Page 2



Instructions for Use

RNA Negative Control Probe was developed for use on the automated BOND system (includes Leica BOND-MAX system and Leica
BOND-lII system) in combination with Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection and BOND ancillary reagents. The
recommended staining protocol for RNA Negative Control Probe is ISH Protocol A. Enzyme retrieval is recommended using the BOND
Enzyme Pre-treatment Kit, Enzyme 1, for 15 minutes.

Appropriate tissue and reagent controls should always be used. The protocol for the tissue and reagent controls should correspond to
that of the RNA test probe.

Quality Control
Differences in tissue processing and technical procedures in the user’s laboratory may produce significant variability in results,
necessitating regular performance of in-house controls in addition to the following procedures.

Positive Tissue Control
Used to indicate correctly prepared tissues and proper staining techniques. One positive tissue control should be included for each set of
test conditions in each staining run.

A tissue with weak positive staining is more suitable than a tissue with strong positive staining for optimal quality control and to detect
minor levels of reagent degradation.

Negative Tissue Control
Should be examined after the positive tissue control to verify the specificity of the labeling of probe to the target. Alternatively, the variety
of different cell types present in most tissue sections frequently offers negative control sites, but this should be verified by the user.

Negative Reagent Control
Use RNA Negative Control Probe PB0809 in place of the RNA test probe with a section of each patient specimen to evaluate
non-specific staining and allow better interpretation of specific staining at the target.

Positive Reagent Control

Use RNA Positive Control Probe PB0785 in place of the RNA test probe with a section of each patient specimen to provide information
on the preservation of nucleic acids in the tissue as well as accessibility of nucleic acids to the probe. If the RNA Positive Control Probe
fails to demonstrate positive staining, results with the test specimens should be considered invalid.

Patient Tissue
Examine patient specimens stained with RNA test probe last. Positive staining intensity should be assessed within the context of any
non-specific background staining of the RNA Negative Control Probe PB0809.

Results Expected

Normal Tissues

Using PB0809 no staining was observed in a wide range of tissues. (Total number of normal cases evaluated = 96).
Abnormal Tissues

Using PB0809 no staining was observed in ovarian tumors (0/3), thyroid tumors (0/3), lung tumors (0/3), liver tumors (0/3), brain tumors
(0/2), esophageal tumors (0/2), breast tumors (0/2), skin tumors (0/2), metastatic tumors of unknown origin (0/2), stomach tumors (0/1),
colon tumors (0/1), rectal tumors (0/1), a tumor of the larynx (0/1), and a tumor of the thymus (0/1) (Total number of abnormal cases
evaluated = 29).

PB0809 is recommended to aid as a screening tool to evaluate staining of an RNA test probe on a patient specimen.

Product Specific Limitations

RNA Negative Control Probe has been optimized at Leica Biosystems for use with Anti-Fluorescein antibody, BOND Polymer Refine
Detection and BOND ancillary reagents. Users who deviate from recommended test procedures must accept responsibility for
interpretation of patient results under these circumstances. The protocol times may vary, due to variation in tissue fixation and the
effectiveness of enzymatic digestion, and must be determined empirically. RNA Negative Control Probe should be used when optimising
retrieval conditions and protocol times.

Troubleshooting

Reference 3 may aid in remedial action.
Contact your local distributor or the regional office of Leica Biosystems to report unusual staining.

Further Information

Further information on in situ hybridization with BOND reagents, under the headings Principle of the Procedure, Materials Required,
Specimen Preparation, Quality Control, Assay Verification, Interpretation of Staining, Key to Symbols on Labels, and General Limitations
can be found in “Using BOND Reagents” in your BOND user documentation.

References

1. Pringle JH, Primrose L, Kind CN, et al. In situ hybridization demonstration of poly-adenylated RNA sequences in formalin-fixed
paraffin sections using a biotinylated oligonucleotide poly d(T) probe. Journal of Pathology. 1989;158(4):279—286.

2. Lewin B. Units of transcription and translation: the relationship between heterogeneous nuclear RNA and messenger RNA. Cell.
1975;4:11—20.

3. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.

4. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.

5. Wilkinson DG. The theory and practice of in situ hybridization. In: Wilkinson DG. (ed.) In situ Hybridization A practical approach. 2
Edition. New York: Oxford University Press, 1998, pp.18—20.

Date of Issue
25 September 2018
PB0809

Page 3



BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe

Référence: PB0809

Utilisation Prévue
Ce réactif est destiné au diagnostic in vitro.

RNA Negative Control Probe est congue pour I'identification du marquage de bruit de fond résultant d’interactions non spécifiques lors de
I'hybridation in situ (ISH) systéme BOND automatisé (qui comprend les systémes Leica BOND-MAX et Leica BOND-II) sur tissu fixé a la
formaline et enrobé de paraffine.

L'interprétation clinique de tout marquage ou de son absence doit étre complétée par des études morphologiques utilisant des controles
appropriés et évaluée dans le contexte des antécédents cliniques du patient et des autres tests diagnostiques par un pathologiste
qualifié.

Résumé et Explications

RNA Negative Control Probe est un oligonucléotide simple, élaboré a partir d’ADN de Danio rerio (poisson zébre) et analysé a 'aide d’'un
outil de recherche d’alignement local de séquences (BLAST) pour confirmer que les séquences ne présentent aucune homologie avec
des séquences humaines. RNA Negative Control Probe est produit avec un marqueur fluorescéine en utilisant les mémes procédures
que celles appliquées aux autres sondes oligonucléotidiques utilisées dans la détection de TARN sur BOND. Par conséquent, RNA
Negative Control Probe convient idéalement comme contréle négatif lors de I'ISH d’ARN sur BOND.

Réactifs Fournis
RNA Negative Control Probe est une sonde oligonucléotidique conjuguée a la fluorescéine (200 ng/ml) fournie en solution d’hybridation.
Volume total = 5,5 ml

Dilution et Mélange
RNA Negative Control Probe est préte a 'emploi. Reconstitution, mélange, dilution ou titration de ce réactif non nécessaire.

Matériel Nécessaire Non Fourni

Voir “Utilisation des réactifs BOND” dans votre manuel d’utilisation BOND pour obtenir la liste compléte du matériel nécessaire au
traitement des échantillons et au marquage par hybridation in situ avec systétme BOND automatisé (qui comprend les systémes Leica
BOND-MAX et Leica BOND-III).

Conservation et Stabilité

Conserver entre 2-8 °C. Le produit reste stable dans ces conditions jusqu’a la date de péremption imprimée sur I'étiquette du récipient.
Il n’y a aucun signe évident indiquant une contamination et/ou une instabilité. Des contréles tissulaires positifs et négatifs appropriés
doivent étre testés en méme temps que le tissu analysé.

Remettre a 2-8 °C immédiatement aprés usage.

Des conditions de stockage différentes de celles ci-dessus doivent étre controlées par rutilisateur’.

Précautions
« Ce produit est congu pour le diagnostic in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Peut nuire P201: Se procurer les instructions avant utilisation.

Contient Formamide (<50%) et le au fotus. P202: Ne pas manipuler avant d’avoir lu et compris toutes les

sulfate de dextran (<30%). H315: Provoque une précautions de sécurité.

GHSO07: Point d’exclamation. irritation cutanée. P260: Ne pas respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/

GHSO08: Danger pour la santé. H319: Provoque une vapeurs/aérosols.

Mentions d’avertissement: Danger. séveére irritation des P308+313: EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée: consulter
yeux. un médecin.

P314: Consulter un médecin en cas de malaise.

P264: Se laver les mains soigneusement aprés manipulation.
P280: Porter des gants de protection/des vétements de protection/
un équipement de protection des yeux/du visage.
P305+351+338: EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer
avec précaution a I'eau pendant plusieurs minutes. Enlever les
lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre
facilement enlevées. Continuer a rincer.

P337+313: Si lirritation oculaire persiste: consulter un médecin.
P302+352: EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU: laver
abondamment a I'eau et au savon.

P332+313: En cas d'irritation cutanée: consulter un médecin.
P362+364: Enlever les vétements contaminés et les laver avant
réutilisation.

Usage réservé aux professionnels.

« Pour obtenir une copie de la fiche technique des substances dangereuses, contactez votre distributeur local ou le bureau régional de
Leica Biosystems, ou allez sur le site Web de Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com.

« Les échantillons, avant et apreés fixation, et tous les matériels ayant été en contact avec eux, devraient étre manipulés comme s'ils
étaient a risque infectieux et éliminés avec les précautions adéquates . Ne jamais pipeter les réactifs a la bouche et éviter le contact
de la peau et des muqueuses avec les réactifs ou les échantillons. Si des réactifs ou des échantillons entrent en contact avec des

zones sensibles, rincer abondamment & I'eau. Consultez un médecin. PB0809
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« Renseignez-vous sur les réglements fédéraux, nationaux et locaux pour I'élimination des composés potentiellement toxiques.
«  Eviter une contamination microbienne des échantillons qui peut entrainer un marquage non spécifique.

« Des durées ou températures de révélation ou d’incubation autres que celles spécifiées peuvent donner des résultats erronés. Tout
changement doit étre validé par I'utilisateur.

Mode D’emploi

RNA Negative Control Probe a été développé pour étre utilisé sur le systtme BOND automatisé (qui comprend les systémes Leica
BOND-MAX et Leica BOND-IIl) en association avec Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection et les réactifs auxiliaires
BOND. Le protocole de coloration recommandé pour RNA Negative Control Probe est ISH Protocol A. Un prétraitement enzymatique est
recommandé avec BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, pendant 15 minutes.

Des controles appropriés de tissu et de réactif doivent toujours étre employés. Le protocole relatif au tissu et aux controles de réactif doit
correspondre a celui de la sonde d’essai d’ARN.

Contréle de qualité
Des différences de traitement des tissus et de procédures techniques dans le laboratoire de I'utilisateur sont susceptibles de conduire

a une variabilité significative des résultats, ce qui rend nécessaire la mise en ceuvre réguliére de controles en interne, en plus des
procédures suivantes.

Controle positif du tissu

Il est utilisé pour indiquer que les tissus ont été préparés correctement et que les techniques de marquage sont appropriées. Un controle
positif du tissu doit étre inclus pour chaque série de conditions d’essais et pour chaque essai de marquage. Un tissu présentant un
marquage faiblement positif est plus adapté a un contrdle optimal de qualité qu’un tissu présentant un marquage fortement positif, il
permet également de détecter des niveaux moindres de dégradation du réactif.

Controle négatif du tissu
Il doit étre examiné apres le contréle positif du tissu afin de vérifier la spécificité du marquage de la sonde vers le site cible. La diversité

des différents types cellulaires présents dans la plupart des coupes tissulaires permet fréquemment de disposer de sites de controle
négatif, mais cette possibilité doit étre vérifiée par I'utilisateur.

Controle négatif du réactif

Utiliser RNA Negative Control Probe PB0809 a la place de la sonde d’essai d’ARN avec une coupe de chaque échantillon du patient afin
d’évaluer le marquage non spécifique et de permettre une meilleure interprétation du marquage spécifique au niveau du site cible.

Controle positif du réactif

Utiliser RNA Positive Control Probe PB0785 a la place de la sonde d’essai d’ARN avec une coupe de chaque échantillon du patient afin
d’obtenir des informations sur la préservation des acides nucléiques dans le tissu ainsi que la pénétrabilité des acides nucléiques vis-a-
vis de la sonde. Si RNA Positive Control Probe ne présente pas de marquage positif, les résultats des échantillons d’essai doivent étre
considérés comme invalides.

Tissu du patient

Examiner les échantillons du patient marqués avec la sonde d’essai d’ARN en dernier. Lintensité du marquage positif ne doit étre
évaluée que par rapport au marquage non spécifique obtenu avec RNA Negative Control Probe PB0809.

Résultats Attendus

Tissus sains

A laide de PB0809, aucune coloration n’a été observée dans un large éventail de tissus. (Nombre total de cas normaux évalués = 96).
Tissus tumoraux

A l'aide de PB0809, aucune coloration n'a été observée dans les tumeurs ovariennes (0/3), tumeurs de la thyroide (0/3), tumeurs
pulmonaires (0/3), tumeurs du foie (0/3), tumeurs du cerveau (0/2), tumeurs de 'cesophage (0/2), tumeurs mammaires (0/2), tumeurs
de la peau (0/2), tumeurs métastatiques d’origine inconnue (0/2), tumeurs de I'estomac (0/1), tumeurs du c6lon (0/1), tumeurs rectales
(0/1), une tumeur du larynx (0/1) et une tumeur du thymus (0/1) (Nombre total de cas anormaux évalués = 29).

PB! 9 est recommandé pour aider en tant qu’outil de dépistage afin d’évaluer la coloration d’une
spécimen d’un patient.

Limites Spécifiques du Produit

RNA Negative Control Probe a été optimisée chez Leica Biosystems pour une utilisation avec Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer
Refine Detection et les réactifs auxiliaires BOND. Les utilisateurs qui ne respectent pas les procédures de test recommandées prennent
la responsabilité de I'interprétation des résultats des patients dans ces conditions. Les durées du protocole doivent étre déterminées
empiriquement, a cause des variations de fixation des tissus et de I'efficacité de la digestion enzymatique. RNA Negative Control Probe
devrait étre réalisés lors de 'optimisation des conditions de révélation et des durées du protocole.

Dépannage

La référence 3 peut faciliter les mesures correctrices.
Prenez contact avec votre distributeur local ou avec le bureau régional de Leica Biosystems pour signaler tout marquage inattendu.
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Informations Complémentaires

Des informations complémentaires sur I'hybridation in situ avec les réactifs BOND, les principes de la procédure, le matériel requis, la
préparation des échantillons, les contréles qualité, les vérifications d’analyse, I'interprétation du marquage, les légendes et symboles
sur les étiquettes et les limitations générales peuvent étre trouvées dans “Utilisation des réactifs BOND” dans votre manuel d'utilisation
BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
N. catalogo: PB0809

Uso Previsto
Reagente per uso diagnostico in vitro.

L'uso del’RNA Negative Control Probe ¢ previsto per 'identificazione della colorazione di fondo prodotta da interazioni aspecifiche
in sezioni di tessuto fissate in formalina, incluse in paraffina attraverso I'ibridazione in situ (ISH, In situ Hybridization) con il sistema
automatizzato BOND (include il sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III).

L'interpretazione clinica di un’eventuale colorazione, o della sua assenza, deve avvalersi di studi morfologici e di opportuni controlli ed
essere effettuata da patologi qualificati, nel contesto del’anamnesi clinica del paziente e di altri test diagnostici.

Sintesi e Note Esplicative

La RNA Negative Control Probe € un singolo oligonucletide, progettato a partire dal DNA del pesce zebra e analizzato con il BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) per confermare che la sequenza non contesse omologie con nessuna sequenza umana. La RNA
Negative Control Probe € realizzata con una marcatura con fluoresceina utilizzando le stesse procedure applicate alle altre sonde
oligonuclotidiche impiegate nell'individuazione del’lRNA nel BOND. Per questo la RNA Negative Control Probe & uno strumento ideale
per il controllo negativo della ISH del’lRNA nel BOND.

Reagenti Forniti

La RNA Negative Control Probe € una sonda oligonucleotidica coniugata con fluoresceina (200 ng/ml) fornita in soluzione per
ibridazione.

Volume totale = 5,5 ml

Diluizione e Miscelazione
La RNA Negative Control Probe & pronta per 'uso. Non € necessario ricostituire, miscelare, diluire o titolare il reagente.

Materiali Necessari Ma Non Forniti
Per un elenco completo dei materiali necessari per il trattamento del campione e I'ibridazione in situ con il sistema BOND (include il

sistema Leica BOND-MAX e il sistema Leica BOND-III), consultare I"Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per I'utente BOND.

Conservazione e Stabilita
Conservare a 2-8 °C. In queste condizioni il prodotto & stabile fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta del contenitore.

Non vi sono segni evidenti che indichino contaminazione e/o instabilita. Eseguire i controlli tissutali positivi e negativi adeguati
contemporaneamente al test.

Riportare a 2-8 °C immediatamente dopo l'uso.
L'utente deve verificare eventuali condizioni di conservazione diverse da quelle specificate'.

Precauzioni
« L'uso previsto del prodotto & per uso diagnostico in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Pud nuocere  P201: Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso.

Contiene Formammide (<50%) e al feto. P202: Non manipolare prima di avere letto e compreso tutte le
destrano solfato (<30%). H315: Provoca avvertenze.

GHSO07: Punto esclamativo. irritazione cutanea. P260: Non respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli
GHSO08: Pericolo per la salute. H319: Provoca grave  aerosol.

Avvertenze: Pericolo. irritazione oculare. P308+313: IN CASO di esposizione o di possibile esposizione,

consultare un medico.

P314: In caso di malessere, consultare un medico.

P264: Lavare accuratamente mani dopo l'uso.

P280: Indossare guanti/indumenti protettivi/proteggere gli occhi/

il viso.

P305+351+338: IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI:
sciacquare accuratamente per parecchi minuti. Togliere le eventuali
lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a sciacquare.
P337+313: Se l'irritazione degli occhi persiste, consultare un medico.
P302+352: IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare
abbondantemente con acqua e sapone.

P332+313: In caso di irritazione della pelle: consultare un medico.
P362+364: Togliersi di dosso gli indumenti contaminati e lavarli
prima di indossarli nuovamente.

Riservato ad utenti professionali.

* Una copia della Scheda di sicurezza puo essere richiesta al distributore locale o all'ufficio di zona di Leica Biosystems o, in
alternativa, visitando il sito di Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.

* | campioni, prima e dopo la ﬁssazione,ze tutti i materiali esposti ad essi devono essere manipolati come potenziali vettori di infezione
e smaltiti con le opportune precauzioni". Non pipettare mai i reagenti con la bocca ed evitare il contatto dei reagenti e dei campioni
con la pelle e le membrane mucose. Se un reagente o un campione viene a contatto con superfici sensibili, lavare abbondantemente
con acqua. Consultare un medico.

+ Consultare la normativa nazionale, regionale o locale vigente per lo smaltimento dei componenti potenzialmente tossici.
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« Ridurre al minimo la contaminazione microbica dei reagenti per evitare il rischio di una colorazione non specifica.

« Tempi o temperature di incubazione diversi da quelli specificati possono fornire risultati erronei. Ogni eventuale modifica deve essere
validata dall'utente.

Istruzioni per L’'uso

RNA Negative Control Probe & stato sviluppato per I'uso sul sistema BOND automatizzato (include il sistema Leica BOND-MAX e il
sistema Leica BOND-III) unitamente a Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection e con i reagenti ausiliari BOND. Il
protocollo di colorazione raccomandato per RNA Negative Control Probe & ISH Protocol A. Si raccomanda un pretrattamento enzimatico
usando BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 per 15 minuti.

Usare sempre controlli appropriati dei tessuti e dei reagenti. Il protocollo per i controlli dei tessuti e dei reagenti deve corrispondere a
quello della sonda test di RNA.

Controllo di qualita

Differenze nella lavorazione del tessuto e nei procedimenti tecnici in uso presso il laboratorio dell’'utente possono produrre una
discrepanza significativa nei risultati, rendendo necessaria la regolare esecuzione di controlli interni in aggiunta alle procedure descritte
di seguito.

Controllo positivo del tessuto

E usato per indicare tessuti correttamente preparati e tecniche di colorazione appropriate. Per ogni gruppo di condizioni del test in ogni
ciclo di colorazione, deve essere incluso un controllo positivo del tessuto. Un tessuto a debole colorazione positiva & piu adatto di uno a
forte colorazione positiva per un controllo di qualita ottimale e per rilevare livelli minimi di degradazione del reagente.

Controllo negativo del tessuto

Va esaminato dopo il controllo positivo del tessuto per verificare la specificita della marcatura della sonda sul bersaglio. In alternativa,
la varieta di tipi cellulari diversi presenti nella maggior parte delle sezioni tissutali offre spesso siti di controllo negativo, ma questo va
verificato dall’'utente.

Controllo negativo del reagente

Usare RNA Negative Control Probe PB0809 al posto della sonda test di RNA con una sezione di ogni campione del paziente per
valutare la colorazione aspecifica e per consentire una migliore interpretazione della colorazione specifica in corrispondenza del
bersaglio.

Controllo positivo del reagente

Usare RNA Positive Control Probe PB0785 al posto della sonda test di RNA con una sezione di ogni campione del paziente per fornire
informazioni sulla preservazione degli acidi nucleici nel tessuto nonché sull’accessibilita degli acidi nucleici alla sonda. Se RNA Positive
Control Probe non dimostra alcuna colorazione positiva, i risultati dei campioni analizzati vanno considerati non validi.

Tessuto del paziente

Per ultimi, esaminare i campioni biologici del paziente colorati con la sonda test di RNA. L'intensita della colorazione positiva va
analizzata nel contesto di qualsiasi colorazione aspecifica di fondo di RNA Negative Control Probe PB0809.

Risultati Attesi

Tessuti normali

Utilizzando PB0809, non & stata osservata colorazione in una vasta gamma di tessuti. (Numero totale di casi normali esaminati = 96).
Tessuti neoplastici

Utilizzando PB0809, non & stata osservata colorazione in tumori ovarici (0/3), tumori tiroidei (0/3), tumori ai polmoni (0/3), tumori al
fegato (0/3), tumori al cervello (0/2), tumori esofagei (0/2), tumori mammari (0/2), tumori della pelle (0/2), tumori metastatici di origine

ignota (0/2), tumori allo stomaco (0/1), tumori del colon (0/1), tumori del retto (0/1), tumore della laringe (0/1) e tumore del timo (0/1)
(Numero totale di casi anormali esaminati = 29).

PB0809 é consigliata quale strumento di ausilio allo screening per valutare la colorazione di un RNA di prova su un campione
di pazienti.

Limitazioni Specifiche del Prodotto

La RNA Negative Control Probe € stata ottimizzata da Leica Biosystems per I'uso con I'Anti-Fluorescein Antibody, il BOND Polymer
Refine Detection e con i reagenti ausiliari BOND. Gli utenti che modificano le procedure raccomandate devono assumersi la
responsabilita dell'interpretazione dei risultati relativi ai pazienti in tali circostanze. | tempi del protocollo possono variare in base

alle variazioni nella fissazione del tessuto e nell’efficienza della digestione enzimatica e devono essere definiti in modo empirico.
Nell'ottimizzazione delle condizioni di riconoscimento e dei tempi del protocollo si devono impiegare del RNA Negative Control Probe.

Individuazione e Risoluzione dei Problemi
Il riferimento bibliografico n. 3 pud essere di aiuto per le azioni di rimedio.

Per riferire una colorazione inusuale rivolgersi al distributore locale o all'ufficio di zona di Leica Biosystems.

Altre Informazioni

Altre informazioni sull’ibridazione in situ con i reagenti BOND si trovano in “Uso dei reagenti BOND” nella documentazione per I'utente
BOND, ai titoli Principio della procedura, Materiali necessari, Preparazione del campione, Controllo di qualita, Verifica del saggio,
Interpretazione della colorazione, Leggenda dei simboli e delle etichette e Limitazioni generali.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Bestellnr.: PB0809

Verwendungszweck
Dieses Reagenz ist fiir die /n-vitro-Diagnostik bestimmt.

RNA Negative Control Probe ist zur Identifizierung von Hintergrundfarbungen als Folge unspezifischer Wechselwirkungenin
formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe mittels der In-situ-Hybridisierung (ISH) mit dem automatischen BOND-System
(bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) vorgesehen.

Die klinische Auswertung der An- oder Abwesenheit einer Farbung sollte durch morphologische Untersuchungen und geeignete
Kontrollen erganzt werden und sollte im Zusammenhang mit der Krankengeschichte eines Patienten und anderen diagnostischen Tests
von einem qualifizierten Pathologen vorgenommen werden.

Zusammenfassung und Erldauterung

Bei der RNA Negative Control Probe handelt es sich um ein Oligonukleotid, das auf Zebrafisch-DNA basiert und dessen Sequenz

mit einer Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) Analyse untersucht wurde, um sicherzustellen, dass keine Homologie zu
Humansequenzen vorhanden ist. Die RNA Negative Control Probe wurde mit denselben Verfahren wie fiir andere Oligonukleotidsonden,
die beim RNA-Nachweis mit dem BOND benutzt werden, mit einem Fluorescein-Marker versehen. Deshalb ist RNA Negative Control
Probe ideal fiir die Verwendung als negative Kontrollsonde fiir die RNA-ISH mit dem BOND.

Im Lieferumfang Enthaltene Reagenzien

RNA Negative Control Probe ist eine Fluorescein-konjugierte Oligonukleotidsonde (200 ng/ml), die in einer Hybridisierungslésung
geliefert wird.

Gesamtvolumen = 5,5 ml

Verdiinnung und Mischung
RNA Negative Control Probe ist gebrauchsfertig. Rekonstitution, Mischen, Verdlinnen oder Titrieren dieses Reagenzes ist nicht
erforderlich.

Zusatzlich Bendotigte Materialien

Eine vollstandige Liste der Materialien, die fiir die Probenbehandlung und die Farbung durch In-situ-Hybridisierung mit dem BOND-
System (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-System und dem Leica BOND-III-System) benétigt werden, befindet sich im Abschnitt
“Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in Inrem BOND-Benutzerhandbuch.

Aufbewahrung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Das Produkt ist unter diesen Bedingungen bis zu dem auf dem Behalteretikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Es gibt keine klaren Zeichen, die auf eine Kontamination und/oder Instabilitat hinweisen. Passende positive und negative
Gewebekontrollen sollten zusammen mit dem untersuchten Gewebe analysiert werden.

Unmittelbar nach Gebrauch wieder bei 2—-8 °C aufbewahren.
Andere als die oben angegebenen Lagerungsbedingungen miissen vom Anwender selbst getestet werden'.

Vorsichtsmanahmen
« Dieses Produkt ist fur die /n-vitro-Diagnostik bestimmt.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Kann das P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
Enthalt Formamid (<50%) und Kind im Mutterleib P202: Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.
Dextran-Sulfat (<30%). schadigen. P260: Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.
GHSO07: Ausrufezeichen. H315: Verursacht P308+313: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat
GHS08: Gesundheitsgefahr. Hautreizungen. einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.
Signalworter: Gefahr. H319: Verursacht P314: Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen/ arztliche Hilfe
schwere hinzuziehen.
Augenreizung. P264: Nach Gebrauch Hande griindlich waschen.

P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/
Gesichtsschutz tragen.

P305+351+338: BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser spiilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

P337+313: Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/
arztliche Hilfe hinzuziehen.

P302+352: BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und
Seife waschen.

P332+313: Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P362+364: Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem
Tragen waschen.

Nur von Fachleuten zu verwenden.

« Ein Exemplar des Sicherheitsdatenblattes erhalten Sie von Ihrer ortlichen Vertriebsfirma, von der Regionalniederlassung von Leica
Biosystems oder liber die Webseite von Leica Biosystems unter www.LeicaBiosystems.com.
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« Behandeln Sie Préparate vor und nach der Fixierung sowie samtliche damit in Berl{ihrung kommenden Materialien so, als ob sie
Infektionen ibertragen kénnten und entsorgen Sie sie mit den entsprechenden VorsichtsmaRRnahmen’. Pipettieren Sie Reagenzien
niemals mit dem Mund und vermeiden Sie den Kontakt von Haut oder Schleimhauten mit Reagenzien oder Praparaten. Falls
Reagenzien oder Praparate mit empfindlichen Bereichen in Kontakt kommen, spiilen Sie diese mit reichlich Wasser. Holen Sie
anschlieRend arztlichen Rat ein.

« Beachten Sie bei der Entsorgung potentiell giftiger Bestandteile die behdrdlichen und 6rtlichen Vorschriften.

« Mikrobielle Kontaminationen sollten minimiert werden, da es sonst zu einer Zunahme unspezifischer Farbungen kommen kann.

« Die Verwendung anderer als die angegebenen Retrievals, Inkubationszeiten oder Temperaturen kann zu fehlerhaften Ergebnissen
fiihren. Diesbeziigliche Anderungen miissen vom Anwender selbst getestet werden.

Gebrauchsanweisung

RNA Negative Control Probe wurde zur Nutzung auf dem automatisierten BOND-System (bestehend aus dem Leica BOND-MAX-
System und dem Leica BOND-III-System) in Kombination mit Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection und BOND-
Zusatzreagenzien optimiert entwickelt. ISH Protocol A ist das empfohlene Farbeprotokoll fiir RNA Negative Control Probe. Es wird eine
Enzymvorbehandlung unter Anwendung von BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 fiir 15 Minuten.

Es sind stets geeignete Gewebe- und Reagenzkontrollen zu nutzen. Das Protokoll fir die Gewebe- und Reagenzkontrollen sollte dem
fur die RNA-Testsonde entsprechen.

Qualitatskontrolle

Unterschiede bei der Gewebebearbeitung und den technischen Verfahren im Labor des Benutzers kdnnen zu signifikanten
Schwankungen bei den Ergebnissen fiihren. Daher ist es wichtig, zusatzlich zu den folgenden Verfahren regelméaRige laborinterne
Kontrollen durchzufiihren.

Positive Gewebekontrolle

Zeigt korrekt vorbereitete Gewebe und korrekte Farbetechniken an. In jedem Farbelauf sollte fiir jeden Satz Testbedingungen eine
positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden. Gewebe mit schwach positiver Farbung ist fiir die optimale Qualitatskontrolle und den
Nachweis kleiner Minderungen in der Reagenzleistung besser geeignet, als ein Gewebe mit stark positiver Farbung.

Negative Gewebekontrolle

Sollte im Anschluss an die positive Gewebekontrolle durchgefiihrt werden, um die Spezifitat der Zielsondenmarkierung zu verifizieren.
Alternativ bietet die Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebeschnitten vorliegen, haufig Stellen fiir eine negative
Kontrolle. Jedoch sollte dies vom Benutzer verifiziert werden.

Negative Reagenzkontrolle

Zur Beurteilung einer unspezifischen Farbung und zur besseren Bewertung einer spezifischen Farbung an der Zielstelle ist mit einem
Schnitt jedes Patientenpraparates RNA Negative Control Probe PB0809 anstelle der RNA-Testsonde zu verwenden.

Positive Reagenzkontrolle

Verwenden Sie RNA Positive Control Probe PB0785 anstelle der RNA-Testsonde bei einem Schnitt jedes Patientenpraparates, um
Informationen Uber die Erhaltung von Nukleinséuren in dem Gewebe und die Zuganglichkeit von Nukleinséuren zu der Sonde zu
erhalten. Falls RNA Positive Control Probe keine positive Farbung nachweisen kann, sollten die mit den Testproben erzielten Ergebnisse
als ungliltig betrachtet werden.

Patientengewebe

Die mit der RNA-Testsonde gefarbten Patientenproben miissen zuletzt untersucht werden. Eine positive Farbeintensitat ist im Kontext
einer unspezifischen Hintergrundfarbung der RNA Negative Control Probe PB0809 zu bewerten.

Erwartete Ergebnisse

Normale Gewebe

PB0809 zeigte keinerlei Farbung in einem breiten Spektrum von Gewebeproben. (Anzahl der insgesamt untersuchten
Normalgewebeproben = 96).

Tumorgewebe

Mit PB0809 wurde bei Tumoren von Eierstécken (0/3), Schilddriise (0/3), Lunge (0/3), Leber (0/3), Gehirn (0/2), Osophagus (0/2), Brust
(0/2), Haut (0/2), metastatischen Tumoren unbekannten Ursprungs (0/2) und je einem Tumor von Magen (0/1), Colon (0/1), Rektum
(0/1), Larynx (0/1) und Thymus (0/1) keine Farbung nachgewiesen. (Anzahl der insgesamt untersuchten pathologischen Gewebeproben
=29).

PB0809 wird zur Unterstiitzung beim Screening zur Beurteilung der Anfarbung einer RNA-Testsonde in einer Patientenprobe
empfohlen.

Produktspezifische Einschrankungen

RNA Negative Control Probe wurde von Leica Biosystems zur Verwendung mit dem Anti-Fluorescein Antibody, dem BOND Polymer
Refine Detection und BOND-Zusatzreagenzien optimiert. Anwender, die andere als die empfohlenen Testverfahren verwenden,
missen unter diesen Umstanden die Verantwortung fiir die Auswertung der Patientenergebnisse iibernehmen. Die Verfahrenszeiten
kénnen aufgrund von Unterschieden in der Gewebefixierung und der Wirksamkeit der enzymatischen Verdauung variieren und missen
empirisch bestimmt werden. Bei der Optimierung der Retrieval-Bedingungen und Verfahrenszeiten sollte RNA Negative Control Probe
verwendet werden.

Fehlersuche

MaRnahmen zur Abhilfe beim Auftreten von Fehlern finden Sie in Referenz 3.

Falls Sie ungewdhnliche Farbeergebnisse beobachten, wenden Sie sich an lhre 6rtliche Vertriebsfirma oder die Regionalniederlassung
von Leica Biosystems.
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Weitere Informationen

Weitere Informationen zur In-situ-Hybridisierung mit BOND-Reagenzien finden Sie in den Abschnitten Grundlegende Vorgehensweise,
Erforderliches Material, Probenvorbereitung, Qualitatskontrolle, Assay-Verifizierung, Deutung der Farbung, Schiiissel der Symbole auf
den Etiketten und Allgemeine Einschréankungen in “Das Arbeiten mit BOND-Reagenzien” in lnrem BOND-Benutzerhandbuch.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe

Catalogo N°.: PB0809

Uso Propuesto
Este reactivo es para uso diagnéstico in vitro.

RNA Negative Control Probe es para uso en la identificacion de tincion de fondo resultante de interacciones no especificas en tejidos
fijados en formalina e incluidos en parafina mediante hibridacion in situ (ISH) usando el sistema automatizado BOND (incluye el sistema
Leica BOND-MAX y el sistema Leica BOND-III).

La interpretacion clinica de cualquier tincion o de la ausencia de ésta debe complementarse con estudios morfolégicos y controles
adecuados, y debe evaluarla un patélogo cualificado junto con el historial clinico del paciente y con otras pruebas diagnésticas.

Resumen y Explicacién

RNA Negative Control Probe es un unico oligonucledtido, disefiado a partir de ADN de pez cebra y analizado mediante analisis

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Herramienta de busqueda de alineacion local basica) para confirmar que la secuencia no
encierra ninguna homologia con ninguna secuencia humana. RNA Negative Control Probe se genera con una etiqueta de fluoresceina
utilizando los mismos procedimientos que se aplican a otras sondas de oligonucleétidos utilizadas en la deteccion de ARN en BOND. En
consecuencia, RNA Negative Control Probe es ideal como sonda de control negativo para RNA ISH en BOND.

Reactivos Suministrados

RNA Negative Control Probe es una sonda de oligonucleétido conjugado con fluoresceina (200 ng/mL) suministrado en solucién de
hibridacion.

Volumen total = 5,5 mL

Dilucion y Mezcla

RNA Negative Control Probe esta listo para usar. No es necesaria la reconstitucién, mezcla, dilucion o titulacién de este reactivo.

Materiales Necesarios Pero No Suministrados

Consulte en el apartado “Utilizacion de reactivos BOND” de la documentacion de usuario de BOND la lista completa del material
necesario para el tratamiento de las muestras y la hibridacion in situ cuando se utiliza el sistema BOND (incluye el sistema Leica BOND-
MAXy el sistema Leica BOND-III).

Conservacion y Estabilidad

Almacenar a 2-8 °C. El producto es estable en estas condiciones hasta la fecha de caducidad que se indica en la etiqueta del
recipiente.

No hay signos obvios que indiquen contaminacion o inestabilidad. Deben realizarse los controles positivos y negativos adecuados de
tejido, al mismo tiempo que se analiza el tejido de prueba.

Volver a guardar a 2-8 °C inmediatamente después de su uso.
" Py sz . e . .. . . 1
Si las condiciones de conservacion son diferentes de las especificadas, el usuario debe realizar las comprobaciones necesarias .

Precauciones
« Este producto es para uso diagndstico in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Puede dafiar P201: Pedir instrucciones especiales antes del uso.

Contiene Formamida (<50%) y al feto. P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y

sulfato de dextrano (<30%). H315: Provoca comprendido todas las instrucciones de seguridad.

GHSO07: Signo de exclamacion. irritacién cutanea. P260: No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/
GHSO08: Peligro para la salud. H319: Provoca el aerosol.

Palabras de advertencia: Peligro. irritacién ocular grave. P308+313: EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta:

Consultar a un médico.
P314: Consultar a un médico en caso de malestar.
P264: Lavarse manos concienzudamente tras la manipulacion.
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.
P305+351+338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS:
Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar
las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
P337+313: Si persiste la irritacién ocular: Consultar a un médico.
P302+352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con
agua y jabén abundantes.
P332+313: En caso de irritacion cutanea: Consultar a un médico.
P362+364: Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de
volver a usarlas.
Limitado a usuarios profesionales.
« Sidesea obtener un ejemplar de la Hoja de datos de seguridad de los materiales, pongase en contacto con su distribuidor o con la
oficina regional de Leica Biosystems, o visite la pagina Web de Leica Biosystems en www.LeicaBiosystems.com
« Las muestras, antes y después de ser fijadas, y cualquier material en contacto con ellas, deben ser tratados como sustancias
capaces de transmitir infecciones y deben ser eliminadas con las precauciones correspondientes”. No pipetee nunca los reactivos
con la boca, y evite el contacto de la piel y las mucosas con reactivos o muestras. Si algun reactivo o alguna muestra entra en
contacto con zonas sensibles, lavelas con agua abundante. Consulte a un médico.

« Consulte la normativa federal, nacional o local referente a la eliminacién de sustancias potencialmente tdxicas.
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+ Minimice la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que puede producir un aumento de las tinciones inespecificas.

* Los tiempos de exposicion e incubacion, y las temperaturas diferentes de las especificadas pueden dar resultados erréneos.
Cualquier cambio que se produzca debera ser validado por el usuario.

Instrucciones de Uso

RNA Negative Control Probe se ha desarrollado para usarse en el sistema automatizado BOND (incluye el sistema Leica BOND-MAX
y el sistema Leica BOND-IIl) en combinacién con Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection y reactivos auxiliares
BOND. El protocolo de tincién recomendado para RNA Negative Control Probe es ISH Protocol A. El pretratamiento enzimatico se
recomienda usando BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, durante 15 minutos.

Siempre se deben usar controles apropiados de tejidos y de reactivos. El protocolo para controles de tejidos y de reactivos debe
corresponder al de la sonda para el ensayo de ARN.

Control de calidad

Las diferencias en el procesamiento de los tejidos y en los procedimientos técnicos del laboratorio del usuario pueden producir una

variabilidad significativa en los resultados; por ello, es necesario que éste lleve a cabo regularmente sus propios controles, ademas de
los siguientes procedimientos.

Control positivo de tejido

Se utiliza para indicar la preparacion correcta de los tejidos y las técnicas de tincion adecuadas. Debe incluirse un control positivo de
tejido por cada conjunto de condiciones de ensayo en cada serie de tinciones realizada. Un tejido con una tincién positiva débil es mas
adecuado que un tejido con una tincién positiva intensa para un control de calidad 6ptimo y para detectar niveles bajos de degradaciéon
del reactivo.

Control negativo de tejido

Debe examinarse después del control positivo de tejido, a fin de verificar la especificidad del marcado de la sonda en la diana. O bien, la
variedad de diferentes tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de tejido ofrece con frecuencia lugares de control negativo,
pero esto debe ser verificado por el usuario.

Control negativo de reactivo

Utilice RNA Negative Control Probe PB0809 en lugar de la sonda para el ensayo de ARN con un corte de cada muestra del paciente a
fin de evaluar la tincién no especifica y obtener una mejor interpretacion de la tincién especifica en la sonda.

Control positivo de reactivo

Utilice RNA Positive Control Probe PB0785 en lugar de la sonda para el ensayo de ARN con un corte de cada muestra del paciente a fin
de brindar informacion acerca de la conservacion de los acidos nucleicos en el tejido y de la accesibilidad de los acidos nucleicos para
la sonda. Si RNA Positive Control Probe no muestra tincion positiva, los resultados de las muestras analizadas deben considerarse no
validos.

Tejido del paciente

Examine las muestras del paciente tefiidas con la sonda para el ensayo de ARN al final. La intensidad de la tincion positiva debe
valorarse en el contexto de cualquier tincién de fondo no especifica de RNA Negative Control Probe PB0809.

Resultados Esperados

Tejidos normales

Al emplear PB0809, en una amplia gama de tejidos no se observé tincion. (Numero total de casos normales evaluados = 96).

Tejidos tumorales

Al emplear PB0809 no se observo tincion en los canceres ovaricos (0/3), los canceres tiroideos (0/3), los canceres de pulmon (0/3), los
canceres hepaticos (0/3), los tumores cerebrales (0/2), los canceres esofagicos (0/2), los canceres de mama (0/2), los canceres de piel
(0/2), los canceres metastasicos de origen desconocido (0/2), el cancer gastrico (0/1), el cancer de colon (0/1), el tumor rectal (0/1), el
cancer de laringe (0/1) y el cancer de timo (0/1). (Numero total de casos anémalos evaluados = 29).

Se recomienda PB0809 como asistente de cribado para valorar la tincién del sensor de ARN de prueba en una muestra del
paciente.

Limitaciones Especificas del Producto

RNA Negative Control Probe se ha optimizado en Leica Biosystems para su uso con Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine
Detection y reactivos auxiliares BOND. Los usuarios que se aparten de los procedimientos de analisis recomendados deben asumir
la responsabilidad de interpretar los resultados del paciente tomando en cuenta estas circunstancias. Los tiempos de protocolo
pueden diferir debido a la variacion en la fijacién de los tejidos y a la eficacia en la digestion enzimatica y deben ser determinados
empiricamente. Se debe utilizar RNA Negative Control Probe a la hora de optimizar las condiciones de deteccion y los tiempos de
protocolo.

Solucion de Problemas

La referencia 3 puede ayudar en las acciones correctoras.
Contacte con su distribuidor local o la oficina regional de Leica Biosystems para informar de cualquier tincién anémala.

Para Obtener Mas Informacion

Para obtener mas informacién sobre hibridacién in situ con reactivos BOND, consulte los apartados Principio del procedimiento, Material
necesario, Preparacion de las muestras, Control de calidad, Verificacién del analisis, Interpretacién de la tincién, Clave de simbolos en
las etiquetas y Limitaciones generales de la seccion “Utilizacion de Reactivos BOND” de la documentacién de usuario suministrada por
BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe

N° de catalogo: PB0809

Utilizagao Prevista

Este reagente destina-se a utilizagao diagnéstica in vitro.

A RNA Negative Control Probe destina-se a ser usada para a identificagao de coloragéo de fundo proveniente de interacgoes
inespecificas em tecidos fixos com formalina e incluidos em parafina por hibridizagao in situ (ISH) utilizando o sistema BOND
automatizado (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema Leica BOND-III).

Ainterpretagao clinica de qualquer coloragédo ou da sua auséncia deve ser complementada por estudos morfolégicos utilizando
controlos adequados, e deve ser avaliada no contexto da histéria clinica do doente e de outros testes complementares de diagnéstico
por um anatomo-patologista qualificado.

Resumo e Explicagdo

A RNA Negative Control Probe é um unico oligonucleétido, concebido a partir de ADN do peixe-zebra e analisada utilizando a andlise
da Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento Local Basico (Basic Local Alignment Search Tool, BLAST) para confirmar que a sequéncia
nao apresenta qualquer homologia com nenhuma sequéncia humana. A RNA Negative Control Probe é produzida com um rétulo de
fluoresceina utilizando os mesmos procedimentos aplicados para outras sondas de oligonucleétidos usadas na detecgdo de ARN no
BOND. Por conseguinte, a RNA Negative Control Probe é ideal como uma sonda de controlo negativo para ISH de ARN no BOND.

Reagentes Fornecidos

A RNA Negative Control Probe é uma sonda de oligonucleétidos conjugada com fluoresceina (200 ng/mL) fornecida em solugéo de
hibridizagao.

Volume total = 5,5 mL

Diluicado e Mistura

A RNA Negative Control Probe esta pronta a utilizar. Nao é necessaria reconstituigdo, mistura, diluigdo ou titulagdo deste reagente.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Consultar “Utilizar os reagentes BOND” na documentagao do utilizador BOND para uma lista completa de materiais necessarios para
tratamento de amostras e coloragao por hibridizagao in situ utilizando o sistema BOND (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o sistema
Leica BOND-III).

Armazenamento e Estabilidade

Armazene a uma temperatura de 2-8 °C. Nestas condigdes, o produto permanece estavel até ao fim do prazo de validade referido no
rétulo do recipiente.

Né&o existem sinais evidentes que indiquem contaminagdo e/ou instabilidade. Devem ser executados controlos tecidulares positivos e
negativos adequados em simultdneo com o tecido de teste.

Coloque entre 2-8 °C imediatamente depois de utilizar.
Condigdes de armazenamento diferentes das acima especificadas devem ser confirmadas pelo utilizador'.

Precaucgoes
« Este produto destina-se a utilizagéo diagndstica in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Pode afectar o P201: Pedir instrugbes especificas antes da utilizagéo.

Contém Formamide (<50%) e sulfato  nascituro. P202: Nao manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas
de dextrano (<30%). H315: Provoca as precaugdes de seguranca.

GHSO07: Ponto de exclamacéo. irritagdo cutanea. P260: Nao respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/
GHSO08: Perigo para a saude. H319: Provoca aerossois.

Palavras-sinal: Perigo. irritagdo ocular grave. P308+313: EM CASO DE exposigao ou suspeita de exposi¢ao:

consulte um médico.
P314: Em caso de indisposig¢éo, consulte um médico.
P264: Lavar maos cuidadosamente ap6s manuseamento.
P280: Usar luvas de protecgado/vestuario de protecgao/protecgéo
ocular/protecgéo facial.
P305+351+338: SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto, retireas, se tal Ihe for possivel. Continuar
a enxaguar.
P337+313: Caso a irritagdo ocular persista: consulte um médico.
P302+352: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar
com sabonete e d4gua abundantes.
P332+313: Em caso de irritagéo cutanea: consulte um médico.
P362+364: Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a
voltar a usar.
Limitado a utilizadores profissionais.

« Para obter uma cdpia da Ficha de Dados de Seguranga do Material, entre em contacto com o seu distribuidor local ou sucursal

regional da Leica Biosystems ou, em alternativa, visite o site da Leica Biosystems na internet, www.LeicaBiosystems.com

PB0809
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« As amostras, antes e depois da fixagdo, e todo o material que a elas seja exposto, devem ser manipulados como se fossem capazes
de transmitir infecgdo e eliminados usando as precaugdes adequadas’. Nunca pipete reagentes com a boca e evite o contacto entre
a pele e membranas mucosas e reagentes ou amostras. Se reagentes ou amostras entrarem em contacto com areas sensiveis,
lave-as com uma quantidade abundante de agua. Consulte um médico.

« Consulte os regulamentos federais, estatais e locais relativamente a eliminagdo de quaisquer componentes potencialmente tdxicos.

* Minimize a contaminag@o microbiana dos reagentes ou podera ocorrer um aumento da coloragéo inespecifica.

« Autilizagao de tempos e temperaturas de recuperagao e incubagéo diferentes dos especificados pode produzir resultados erréneos.
Qualquer alteragéo deste tipo deve ser validada pelo utilizador.

Instrucdes de Utilizagao

RNA Negative Control Probe foi desenvolvido para utilizagdo no sistema automatizado BOND (inclui o sistema Leica BOND-MAX e o
sistema Leica BOND-III) juntamente com Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection e reagentes auxiliares BOND.
O protocolo de coloragdo recomendado para RNA Negative Control Probe é o ISH Protocol A. Recomenda-se o pré-tratamento
enzimatico com BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, durante 15 minutos.

Devem ser sempre utilizados os controlos apropriados de tecidos e reagentes. O protocolo para os controlos de tecidos e reagentes
deve corresponder ao protocolo da sonda de teste de ARN.

Controlo de qualidade

As diferengas no processamento de tecidos e nos procedimentos técnicos do laboratdrio do utilizador podem produzir uma variabilidade
significativa de resultados, exigindo a realizagéo regular de controlos internos além dos procedimentos a seguir descritos.

Controlo positivo do tecido

Utilizado para indicar os tecidos correctamente preparados e as técnicas de coloragdo adequadas. Cada conjunto de condi¢des de
teste, em cada processo de coloragéo, deve incluir um controlo positivo do tecido. Um tecido com uma coloragéo positiva fraca € mais
adequado do que um tecido com uma coloragéo positiva forte para assegurar um controlo de qualidade 6ptimo e para detectar niveis
minimos de degradagao dos reagentes.

Controlo negativo do tecido

Este deve ser examinado depois do controlo positivo do tecido para verificar a especificidade da marcagdo da sonda em relagao

ao alvo. Alternativamente, a variedade de diferentes tipos de células presentes na maior parte dos cortes tecidulares oferece
frequentemente locais de controlo negativo, no entanto, isto deve ser verificado pelo utilizador.

Controlo negativo do reagente

Utilize RNA Negative Control Probe PB0809 em vez da sonda de teste de ARN com um corte de cada amostra do doente para avaliar a
coloragéo ndo especifica e permitir uma melhor interpretagédo da coloragéo especifica no alvo.

Controlo positivo do reagente

Utilize RNA Positive Control Probe PB0785 em vez da sonda de teste de ARN com um corte de cada amostra do doente para dar
informagdes sobre a conservagéo dos acidos nucleicos no tecido e sobre a acessibilidade dos acidos nucleicos a sonda. Se RNA
Positive Control Probe ndo demonstrar uma coloragédo positiva, os resultados obtidos com as amostras do teste ndo devem ser
considerados validos.

Tecido do doente

Examine, no fim, as amostras do doente coradas com a sonda de teste de ARN. A intensidade da coloragéo positiva deve ser avaliada
no contexto de qualquer coloragédo néo especifica de fundo de RNA Negative Control Probe PB0809.

Resultados Esperados

Tecidos normais

Utilizando o PB0809 n&o foi observada coloragdo numa grande variedade de tecidos. (Nimero total de casos normais avaliados = 96).
Tecidos tumorais

Utilizando o PB0809 néo foi observada coloragdo em tumores ovaricos (0/3), tumores da tiroide (0/3), tumores pulmonares (0/3),
tumores hepaticos (0/3), tumores cerebrais (0/2), tumores esofagicos (0/2), tumores mamarios (0/2), tumores de pele (0/2), tumores
metastaticos de origem desconhecida (0/2), tumores do estémago (0/1), tumores do célon (0/1), tumores do reto (0/1), um tumor da
laringe (0/1) e um tumor do timo (0/1) (NUmero total de casos anormais avaliados = 29).

O PB0809 é recomendado para ajudar como uma ferramenta de rastreio para avaliar a coloragcdo de uma sonda de teste de
ARN numa amostr iente.

Limitagoes Especificas do Produto

A RNA Negative Control Probe foi optimizada na Leica Biosystems para utilizagdo com o Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer
Refine Detection e reagentes auxiliares BOND. Utilizadores que se desviem dos procedimentos de teste recomendados devem assumir
a responsabilidade pela interpretagdo dos resultados dos doentes nestas circunstancias. Os tempos de protocolo podem variar, devido
a variagdes na fixagao tecidular e na eficacia de digestdo enzimatica , devendo ser determinados de forma empirica. Os RNA Negative
Control Probe deve ser utilizados quando se optimizam as condigdes de recuperagdo e os tempos do protocolo.

Resolucao de Problemas

A Referéncia 3 pode ajudar na acgéo de resolugéo.
Entre em contacto com o seu distribuidor local ou com a sucursal regional da Leica Biosystems para notificar qualquer coloragéo pouco
habitual.

Informagoes Adicionais

Podera encontrar informagdes adicionais sobre a hibridizagéo in situ com reagentes BOND nas secgdes de Principios do Procedimento,
Material Necessario, Preparagdo da Amostra, Controlo de Qualidade, Verificagdo do Ensaio, Interpretagdo da Coloragao, Significado
dos Simbolos nos Rétulos e Limitagdes Gerais em “Utilizar os Reagentes BOND” na sua documentagao do utilizador BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe

Artikelnummer: PB0809

Anvandningsomrade

Reagenset ar avsett for in vitro-diagnostik.

RNA Negative Control Probe &r avsedd att anvéndas vid identifikation av bakgrundsfargning som harrér fran icke-specifika interaktioner
for formalinfixerad, paraffininbaddad vavnad genom in situ hybridisering (ISH) med det automatiserade BOND-systemet (som innefattar
systemen Leica BOND-MAX och Leica BOND-III).

Den kliniska tolkningen av varje infargning, eller utebliven infargning, maste alltid kompletteras med morfologiska studier och lampliga
kontroller. Utvarderingen bor géras av kvalificerad patolog och inkludera patientens anamnes och 6vriga diagnostiktester.

Forklaring och Sammanfattning

RNA Negative Control Probe ar en enkeloligonukleotid framstallt av zebrafisk-DNA och analyserad med Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST)-analys for att bekréfta att sekvensen inte &r homolog med nagra humana sekvenser. RNA Negative Control Probe
genereras med en fluoresceinmarkér och samma tillvdgagangssatt som anvands fér andra oligonukleotid-prober som anvands vid
sparning av RNA med BOND. Darfoér ar RNA Negative Control Probe idealisk som negativ kontrollprobe fér RNA-ISH med BOND.

Ingaende Reagens
RNA Negative Control Probe &r en fluoresceinkonjugerad oligonukleotid-probe (200 ng/ml) som tillhandahalls i en hybridiseringslésning.
Total volym = 5,5 ml

Spadning och Blandning
RNA Negative Control Probe ar fardig att anvandas. Reagenset behdver varken rekonstitueras, blandas, spadas eller titreras.

Nodvandigt Materiel Som Ej Medfoljer

| "Anvénda BOND-reagens” i BOND-anvéndardokumentationen finns en fullstandig lista med den materiel du behdver for att behandla
ett prov och gora en in situ-hybridiseringsfargning med BOND-systemet (som innefattar systemen Leica BOND-MAX och Leica BOND-
).

Forvaring och Stabilitet

Forvara vid 2-8 °C. Produkten ar under dessa forhallanden stabil fram till det utgangsdatum som anges pa férpackningsetiketten.

Det finns inga uppenbara tecken som indikerar kontamination och/eller instabilitet. Ldmpliga positiva och negativa vavnadskontroller ska
koras samtidigt med testvavnad.

Stall tillbaka i 2—-8 °C omedelbart efter anvandning.
Andra forvaringsbetingelser an de ovan angivna maste verifieras av anvandaren'.

Séakerhetsforeskrifter
« Produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Kan skada det  P201: Inhamta sarskilda instruktioner fére anvandning.

Innehaller Formamid (<50%) och ofédda barnet. P202: Anvand inte produkten innan du har last och forstatt
dextransulfat (<30%). H315: Irriterar huden. sakerhetsanvisningarna.

GHSO07: Utropstecken. H319: Orsakar allvarlig  P260: Inandas inte damm/rék/gaser/dimma/angor/spre;.
GHSO08: Halsofara. ogonirritation. P308+313: Vid exponering eller misstanke om exponering S6k
Signalord: Fara. lakarhjalp.

P314: Sok lakarhjalp vid obehag.

P264: Tvatta handerna grundligt efter anvéndning.

P280: Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/
ansiktsskydd.

P305+351+338: VID KONTAKT MED OGONEN: Ské|j forsiktigt
med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det
gar latt. Fortsatt att skolja.

P337+313: Vid bestaende 6gonirritation: Sok lakarhjalp.
P302+352: VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket tval och
vatten.

P332+313: Vid hudirritation: Sék lakarhjalp.

P362+364: Ta av nedstankta klader och tvatta dem innan de
anvands igen.

Endast for yrkesméssig anvandning.

« Du kan fa tillgang till sékerhetsdatablad genom att kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor. En annan
mojlighet ar Leica Biosystems webbsajt pa www.LeicaBiosystems.com.

« Prover, bade fore och efter fixeringen, och allt material som anvénts tillsammans med dem ska hanteras som infektiost avfall enligt
gangse praxis “. Pipettera aldrig reagenser med munnen och undvik att reagenser eller prover kommer i kontakt med hud och
slemhinnor. Om reagenser eller prover kommer i kontakt med kansliga omraden, skélj med stora mangder vatten. Sok lakarvard.

« Angaende avfallshantering av potentiellt toxiska material hanvisar vi till gallande europeiska, nationella och lokala bestdmmelser och
férordningar.

« Minimera mikrobiologisk kontamination av reagens. Om detta inte gors kan det leda till en 6kad icke-specifik infargning.
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« Atervinnande och andra inkubationstider eller temperaturer &n de specificerade kan ge felaktiga resultat. Sddana féréndringar ska
valideras av anvandaren.

Instruktioner Vid Anvandning

RNA Negative Control Probe har utvecklats fér anvandning med det automatiska BOND-systemet (som innefattar systemen

Leica BOND-MAX och Leica BOND-III) i kombination med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection och BOND
hjélpreagenser. Det rekommenderade fargningsprotokollet for RNA Negative Control Probe ar ISH Protocol A. Enzymatisk férbehandling
med BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 rekommenderas, 15 minuter.

Anvand alltid for andamalet avsedda vévnads- och reagenskontroller. Vavnads- och reagensprotokollen ska 6verensstdmma med
protokollet for RNA-testsonden.

Kvalitetskontroll

Skillnader i véavnadsbehandling och tekniska metoder i anvéndarens laboratorium kan ge stor variation i resultaten; regelbundna
internkontroller &r darfér nédvandiga utéver metoderna nedan.

Positiv vavnadskontroll

Anvands for att pavisa korrekt forberedda vavnader och ratt fargningstekniker. En positiv vavnadskontroll per testuppséattning bor inga
vid varje fargningskorning. En vavnad med svag positiv fargning ar battre lampad for optimal kvalitetskontroll och for att upptacka laga
nivaer av reagensdegradering an en vavnad med stark positiv fargning.

Negativ vdavnadskontroll

Bor undersokas efter den positiva vavnadskontrollen, for att bekrafta sondmérkningens specificitet gentemot malet. Alternativt ger
ofta den méngd olika celltyper som finns i de flesta vévnadssnitt upphov till negativa kontrollomraden, men detta bor kontrolleras av
anvandaren.

Negativ reagenskontroll

Anvand RNA Negative Control Probe PB0809 i stéllet for RNA-testsonden pa en begrénsad del av varje patientprov for att utvardera
icke-specifik fargning och underlatta tolkningen av specifik infargning av malet.

Positiv reagenskontroll

Anvand RNA Positive Control Probe PB0785 i stéllet for RNA-testsonden pa en begransad del av varje patientprov for information om
bibehallande av nukleinsyror i vdvnaden samt sondens tillgang till nukleinsyror. Om RNA Positive Control Probe inte uppvisar positiv
fargning bor resultat erhallna fran testproverna anses vara ogiltiga.

Patientvavnad

Undersok patientprover fargade med RNA-testsonden sist. Positiv fargningsintensitet bér utvarderas inom ramen for all ospecifik
bakgrundsfargning av RNA Negative Control Probe PB0809.

Férvantade Resultat

Normala vévnader

Vid anvandning av PB0809 observerades ingen fargning i ett stort antal olika testade vavnader. (Totalt antal utvarderade normala fall =
96).

Tumérvéavnader

Vid anvandning av PB0809 observerades ingen fargning i aggstockstumarer (0/3), skoldkorteltumorer (0/3), lungtumérer (0/3),
levertumérer (0/3), hjarntumérer (0/2), esofagustumérer (0/2), brosttumérer (0/2), hudtumérer (0/2), metastatiska tumérer av okant
ursprung (0/2), magsackstumérer (0/1), kolontumérer (0/1), rektala tumérer (0/1), en struphuvudtumér (0/1), samt en thymustumér (0/1)
(Totalt antal utvérderade onormala fall = 29).

PB0809 rekommenderas for att underlétta som ett screeningverktyg, for att utvérdera fargning av en RNA-testprob pa ett
patientprov.

Produktspecifika Begrdnsningar

RNA Negative Control Probe har optimerats hos Leica Biosystems for anvandning med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer
Refine Detection och BOND hjélpreagenser. Anvéndare som avviker fran rekommenderat testférfarande maste vid andrade forhallanden
ta ansvar for tolkningen av patientresultaten. Protokolltiderna kan variera pa grund av variationer i vavnads fixering och hur effektivt
enzymerna smalter och skall faststallas empiriskt. RNA Negative Control Probe ska anvéandas da forhallanden for atervinnande och
protokolltider ska optimeras.

Fels6kning
Referens 3 kan vara till hjélp vid felsdkningsatgéard.

Kontakta en lokal distributor eller Leica Biosystems regionkontor for att rapportera onormal infargning.

Mer Information

Mer information om in situ-hybridisering med BOND-reagens finns under rubrikerna Bakgrund till metoden, Nédvandig materiel,
Forbereda provet, Kvalitetskontroll, Verifiering av assayer, Tolka infargningsresultat, Symbolférklaring for etiketter och Allménna
begransningar i "Anvanda BOND-reagens” i BOND anvandardokumentation.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Ap. kotaroyov: PB0809

ZKo1oég XpAong

AuTé To avTIdPACTAPIO TTPOOPIZETAI YIa SIAYVWOTIKK XPAON in vitro.

To RNA Negative Control Probe TrpoopileTal yio xpfion oTnv TauToTI0inon TNG XpWwong UtroBEBpou TTou TTPOKUTITEI ATTO HN EISIKEG
AAANAETTIOPAOEIG TE POVIPOTIOINUEVO E POPUOAN, EVOWHATWUEVO OE Trapagivn 1I0T6 Ye in situ uBpIdiopd (ISH) pe xprion Tou
auTopaToTroiNuévou auaTripatog BOND (repiAapfBavel 1o ouoTtnua Leica BOND-MAX kai To oUoTtnpa Leica BOND-III).

H KAIVIKA eppnveia oTToI0OdATIOTE XPWONG 1 TNG atrouaiag Tng Ba TTPETTEI va GUUTTANPWVETAI PE HOPPOAOYIKEG PHEAETEG KAl OWOTOUG
papTupeg Kal Ba TTpéTTel va agloAoyeital oTa TTAAioIa Tou KAIVIKOU I0TOPIKOU Tou aoBevoUg Kal GAAWY dIayVWOTIKWYV ECETATEWY aTTd
£10IkeuPévo TTaBoAoyoavaTéo.

NepiAnyn ko ETre§ynon

To RNA Negative Control Probe eival éva povo oAlyovoukAeoTidio, To otroio €xel oxediaaTei atrd DNA amd wapl-éBpa kal avoAubei

pe xprion avéAuong EpyaAeiou avalitnong Baoikng TotmikAg eubuypdupiong (Basic Local Alignment Search Tool, BLAST), €101 woTe
va emReRaiwBei 611  aAAnAouxia de péper kapia opoAoyia pe otroieadATIoTE avBpwiveg ahAnhouyieg. To RNA Negative Control
Probe dnuioupyeital ue orjpavaon @AOUOPECKEIVNG PE XPNOTN TwV idlwv JIadIKACIWY, OTTWG EQAPHALOVTAI O GANOUG AVIXVEUTEG
OoAlyovoukAeoTISiwv TTou Xpnaoipotrolouvtal oty avixveuon Tou RNA a1o oUotnua BOND. Emropévwg, To RNA Negative Control Probe
gival 1I8aviké wg avixveuTtng apvnTikou pdptupa yia ISH RNA oto olotnua BOND.

AvTidpaoTipia Mou MNapéxovrai

To RNA Negative Control Probe eivai évag ouleuypévog pe AOUOPETKEIVN avixveuTrig oAiyovoukAgoTiSiwy (200 ng/mL) Trou TrapéxeTal og
SidAupa uBpIdIopoU.

ZUVOAIKOG 6yKog = 5,5 mL

Apaiwon kal Avapeign
To RNA Negative Control Probe eival éToigo yia Xprion. Aev amaiteital avacUoTaon, avapeign, apaiwan r TiTAod4tnan Tou
avTIdpacTnpiou autou.

YAikd Mou Atraitouvral AAAG Aev Mapéxovrail

Ma pia TARPN AioTa Twv UAIKWY TTou atraitodvTal yia TNy emegepyaacia delydaTwy Kal Tn Xpwaon in situ uBpidiopol pe Xprion Tou
ouoTripatog BOND (trepidapBdvel To ouotnua Leica BOND-MAX kai To oUotnpa Leica BOND-III), avatpégre otnv evétnta “Xprion
avTidpaoTnpiwv BOND” oto UAIKS Tekunpiwong xpriong Tng BOND.

DUAagN Kal ZTaBepOTNTA

OUAO}UUETE aToug 2-8 °C. To Trpoidv eival oTabepd UTTO TIG CUVBNKESG AUTEG £wG TNV NUEPOUNVIa AENG TTOU avaypa@eTal OTNV ETIKETA TOU
TIEPIEKTN.

Aev uttdpxouv eppaveig evoeigeig TTou va uTTodelkvUouv poAuvon ri/kal aoTtaBela. Tautdxpova e TOV I0TO TNG €GETAONG TTPETTEI val
avaAvovTal katdAAnAol BTIKOI Kal apvnTIKOi HAPTUPEG I0TOU.

Emravagépete 10 TTP0idv oToug 2—-8 °C apéowg PeTd Tn XprAon.

ZuvOnKkeg PUAAENG KTOG OTTG aUTEG TTou KaBopidovTal TTaPATIavVW TTPETTEN va ETTaANBeUovTal aTrd Tov xpr’]cm]‘.

Mpo@uAdgeig
« Autd TO TTPOIGV TTPOOPIETaI YIa BIAYVWOTIKA XpAoN in vitro.
RNA POSITIVE CONTROL PROBE  H360D: MTtopei va P201: E@odiaoTeiTe pe TIG £101KEG 0ONYieg TTPIV OTTO TN XPrion.
Nepiéyel Poppapidio (<50%) kai BAdwel To éuBpuo. P202: Mnv 10 XpNnOIJOTIOINCETE TTPIV JIABACETE KAl KATAVONOETE TIG
Beikn de€Tpavn (<30%). H315: MpokaAei odnyieg TpoeUAAgNG.
GHSO07: ©aupaoTiké. epeBioud Tou P260: Mnv avatvéete okévn/avabupidoeig/aépia/oTayovidia/aTuoug/
GHSO08: Kivduvog yia Tnv uyeia. SépparTog. EKVEQUWMATA.
MpogidotroiNTég Aégeig: Kivduvog. H319: MpokaAei P308+313: ZE NEPINTQZH ¢kBeong i mBavotnTag £KBeoNG:
goBapd oPBaAUIKO ZupBouAeuBEiTE/ETTIOKEPBEITE YIATPO.
epeBIoPo. P314: ZupBouleuBeite/ETiokePBEiTe yiaTpd £dv aioBaveeite
adiabeaia.

P264: MAUveTE XEPIO OXONADTIKG PETA TO XEIPITHO.
P280: Na gopdTe TTPOTTATEUTIKA YAVTIO/TTPOCTATEUTIKG evOUpaTa/
HEOO OTOUIKAG TTPOOTACIAG VIO T PATIO/TTPOCWTTO.
P305+351+338: ZE MEPINTQIH ENADHE ME TA MATIA:
Z€ETTAUVETE TIPOCEKTIKA HE VEPOS YIa OPKETA AeTTTd. EAV uTrdp)ouv
PAKOi ETTAPNG, APAIPEDTE TOUG, EQOOOV Eival EUKOAO.
uveyioTe va EETTAEVETE.
P337+313: Edv dev utroxwpei 0 0@BaAuIkog epeBITUAG:
ZupBouAeuBEiTE/ETTIOKEPOEITE YIATPO.
P302+352: ZE MNEPINTQZH EMNA®HZ ME TO AEPMA: MAUveTe pe
AagpBovo vepd kal oatouvi.
P332+313: Edv TapatnpnBsi epebIopdg Tou SEPUATOG:
ZupBouAeuBEiTE/ETTIOKEPOEITE YIATPO.
P362+364: ByaATte 10 poAuopEVa poUxa Kal TTAUVETE Ta TTPIV TO
EavaypnoIPOTIOINCETE.
Mévo yia eayyeApartikn xprion.
« Ta va AGBeTe éva avTiTutio Tou SEATIOU SEDOPEVWY AOPAAEING UAIKOU, ETTIKOIVWVAGOTE WE TOV TOTTIKO 0ag SIaVOoUEa 1) TA TTEPIPEPEIOKE
ypageia TG Leica Biosystems 1}, evaAAaKTIKE, eTTIOKEPOEiTE TOV I0T6TOTTO TNG Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
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«  Ta Seiypata, TPIV KOl HETE TN HOVIPOTTOINON, KABWG Kal OAa Ta UAIKG TToU SKTiGSVEﬂI o€ auTd, TTPETTEl va uTToRAANOVTal OE XEIPIOUS WG
duvnTIKG PETEdOONG AoiNWENG Kal va aTToppiTITovTal Je KATAAANAEG TTPOQUAGEEIG . Mnv avappo@daTe TTOTE Pe TITTETA Ta avTISPACTrpIa
HE TO OTOMA KAl ATTOPEUYETE TNV ETTAPH TOU dEPUATOG Kal TwV BAevvoydvwy pe avTidpaaTripia fi Seiypata. Edv ta avridpaoTtipia ) Ta
Seiypata €éABouV Ot £TTaPN PE EUAiTONTEG TIEPIOKEG, TTAUVETE PE APBovEG TTOTOTNTEG VEPOU. ZNTAOTE TN CUPBOUAR 10TPOU.

*  ZUMPPBOUAEUTEITE TOUG OPOCTIOVIIAKOUG, TTIOAITEIAKOUG 1) TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG YO aTTOPPIYN TUXOV SUVNTIKWG TOGIKWY CUOTATIKWY.

« EAaxiotomoijoTe tn pikpofiakr) yéAuvan Twv avTidpacTnpiwy, dI6TI dIaQoPETIKA evOEXETAl va augnBei n un €18IKr Xpwon.

« Avdktnon, Xpovol rj BepUokpacieg ETTWAONG SIOPOPETIKEG aTTO EKEIVEG TTOU KaBopiovTal EVOEXETAI va dWOOUV ETPAAPEVA
amoteAéapaTa. Tuxov TéTola METABOAN TTPETTEI va ETTIKUPWVETAI ATTO TO XPAROTN.

O3nyieg Xpriong

To RNA Negative Control Probe avamixénke mpog xprion oto autopatotroinuévo ouotnua BOND (mepiAapBavel To ouoTtnua Leica
BOND-MAX «kai 1o cUoTtnua Leica BOND-III), o ouvduaopd pe ta akdAouBa: Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine
Detection kai Ta Bon@ntikd avnidpaoTtripia BOND. To cuvioTwpevo TpwTdkoAAo xpwong yia To RNA Negative Control Probe €ivai 1o ISH
Protocol A. Zuviotdrai ev{upikA TTpoemegepyacia pe xprion Tou BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, yia 15 mpakTikd.

Oa TTpETTEl TTAVTA va XenaoigoTrolouvTal KatdAAnAol HaPTUPES I0TOU Kai avTIdpaaTnpiou. To TTPWTOKOAAO yia TOUG HEPTUPES IGTOU Kal
avTidpacTnpiou Ba TTPETTEI va avTIOTOIKE OTO TIPWTOKOAAO Tou avixveuTr) egétaong RNA.

MoioTik6g éAeyxog

Tuxov dI0POpPEG OTNV ETTEEEPYATIO TWV IOTWV KAl TIG TEXVIKEG OIODIKATIEG OTO EPYATTAPIO TOU XPHOTN EVOEXETAI VO TTPOKAAETOUV
onuavTikh HETaBANTOTNTA OTa aTTOTEAEOPATA, KABIGTWVTAG AVAYKAIO TNV TAKTIKF) EKTEAEOT ECWTEPIKWYV EAEYXWYV ETTITTPOCHBETA TTPOG TIG
akoAouBeg Siadikaaieg.

OeTIKOG HaPTUPAG I0TOU

XPNOIUOTIOIEITAI YIO VO UTTODEIKVUEI CWOTE TTAPAOKEUAOUEVOUG I0TOUG KOl CWOTEG TEXVIKEG XPWONG. Oa TTPETTEI va TTEPIAAUBAVETAI

£vag BeTIKOG HapTUPAG I0TOU YIa KGBE 0UVOAO CUVBNKWY §€TaoNG o€ KABE ekTEAEON Xpwong. ‘Evag 10Tdg pe aoBevr BeTIKA Xxpwon eival
KataAANAGTEPOG aTTé €vav I0TO PE 1I0XUPR BETIKR XPWan yia BEATIOTO TTOIOTIKG EAEYXO KAl VIO TNV QViIXVEUTT TTIOAU HIKPWYV ETTITTESWV TUXOV
ammodéunNong TwWV avTIdPacTNPIWY.

ApvnTIK6G HAPTUPOG ICTOU

Oa TpéTrel va egeTadeTal PETE aTTO TO BETIKG PAPTUPA 10TOU Yia £TTAARBEUON TNG €IBIKOTNTAG TNG OAPAVONG TOU QVIXVEUTH OTO OTOXO.
EvaAAakTiKd, n TToIKIAia S1a@épwy KUTTAPIKWY TUTTWV TTOU UTTAPXOUV OTIG TIEPIOCOTEPES TOPEG IOTWV TTAPEXEI OUXVE BEOEIG apvnTIKoU
pdpTupa, aAAG autd Ba TTpéTTel va eTTaAnBeleTal atmd 10 XPAOTN.

ApvnTIK6G HAPTUPAG aAVTIOPACTNPIOU
Xpnoipotroijote To RNA Negative Control Probe PB0809 avTi Tou avixveuTr| egétaong RNA pe pia Topr) k&e deiyparog acbevoug, yia va
agloAOyAOETE TN UN €IGIKA XPWON Kal va ETTITPEWETE TNV KAAUTEPN EPUNVEIT TNG EIBIKAG XPWONG OTO GTOXO.

O£TIKOG HAPTUPAG AVTIBPAOTNPiIOU

Xpnoipotroijote 1o RNA Positive Control Probe PB0785 avti Tou avixveut e¢étaong RNA pe pia Topr) kdBe deiypatog aoBevoug, yia va
TIApAoXETE TTANPOPOPIEG TXETIKA e TN SIATAPNAN VOUKAEKWY 0§€wv 0TV 10T, KABWG Kal TNV TTPOCTTIEAACIUOTNTA TWV VOUKAEKWY 0§€wv
até Tov avixveuTr). Edv to RNA Positive Control Probe dev Trapouciddel BTk xpwan, Ta atroTeAéopata e Ta deiyata Tng e¢éTaong Oa
TPETTEl va BewpolvTal GKupa.

loTég aoBevoug
EgertdoTe Ta Seiypata aoBevoug TTou £X0UV UTTOOTET Xpwon WE Tov avixveuTr| e§éTaong RNA aTo téAog. H éviaan tng BeTikAg xpwang Ba
TIPETTEN VA KTINATaI OTO TTAGiGIO TUXOV WN €18IKAG Xpwaong uttoBddpou Tou RNA Negative Control Probe PB0809.

Avapevopeva ATroteAéouaTa

Dduaoioloyikoi 10Toi

Katd 1 xprion Tou PB0809 dev rapatnpribnke Xpwaon ot £va peyaho e0pog I0TWV. (ZUVOAIKOG apIBuOG GUTIOAOYIKWY TTEPICTATIKWY TTOU
aglohoyribnkav = 96).

NeotrAaoparikoi 1oTof

Katd 1 xprion Tou PB0809 dev rapatnpribnke Xpwaon og dykoug Twv woBnkwv (0/3), dykoug Tou Bupeoeidn (0/3), dykoug Tou Tvedpova
(0/3), éykoug Tou rjtrarog (0/3), dykoug Tou eyke@diou (0/2), 6ykoug Tou oloogayou (0/2), dykoug Tou paoTou (0/2), dykoug Tou dépuaTog
(0/2), petaoTaTikoUg dykoug ayvwaTou TrpoéAeuong (0/2), évav dyko Tou aTopdyou (0/1), évav éyko Tou kdAou (0/1), évav dyko Tou
opBou (0/1), évav dyko Tou Adpuyya (0/1) kai évav dyko Tou BUupou adéva (0/1) (cuvoAikdg apiBUdG PN PUOIOAOYIKWY TTEPICTATIKWV TTOU
aglohoyriBnkav = 29).
To PB0809 ouvIOTATAI ETTIKOUPIKG WG &
RNA ot éva deiyua aoBevr).

Ei8ikoi Meplopiopoi Tou Mpoidvrog

To RNA Negative Control Probe éxel BeATioTotroin®ei oTnv Leica Biosystems yia xprion pe 10 Anti-Fluorescein Antibody, o BOND
Polymer Refine Detection kai Ta Bonéntika avridpaoTtipia BOND. XprioTeg TTou aTrokAivouv atrd TIG ouVIOTWHEVEG Sladikaaieg egéTaang
TIPETTEI VO ATTOSEXOVTAI TNV EUBUVN VIO EPUNVEIR TWV ATTOTEAETUATWY AOBEVWV UTTO TIG GUVOIKEG aUTEG. O1 Xpdvol TOU TIPWTOKOAAOU
evOExeTal va dla@épouv, Aoyw TNG METABANTATNTAG TNG POVIUOTIOINGNG TOU I0TOU KAI TNG OTTOTEAEOHATIKOTNTAG TNG EVEUUIKAG TTEWPNG Kal
TIPETTEl va TTpoadiopifovTal euTTEIPIKA. KaTtd Tn BEATIOTOTTOINGN TwV CUVBNKWY avaKTNONG KAl TV XPOVWVY TTPWTOKOAAOU, TTPETTEI va
xpnaoipotroinBel RNA Negative Control Probe.

AvTtipetrwmion MNpoBAnpdTwy
H mapatopTtr 3 evdéxeTal va BonBroel aTnv EVEPYEIQ ATTOKATAOTAONG.

Mo va avagépETe TTEPITITWOEIG AOUVHBOUG XPWONG, ETTIKOIVWVHOTE HJE TOV TOTTIKO 0ag dIavouEd 1) TO TTEPIPEPEIOKS ypaeio TNG Leica
Biosystems.
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NpécBeTeg MAnpogopicg

Mmopeite va Bpeite TTEPICOOTEPEG TTANPOPOPIEG TXETIKA PE TOV in Situ uBPIdIoUS pe avTidpaoTtripia BOND, utré Toug TiTAOUg “ApXr
NG diadikaciag”, “ATraitolpeva UAIKE”, “TpoeToipaaia deiypatog”, “MoioTikdg €Aeyxog”, “ETmaArnBeuan poodiopiopou”, “Eppnveia Tng
xpwong”, “Ymépvnua yia Ta oUpBoAa oTig eTIKETES” Kal “Tevikoi TTeplopiopoi” oTnv evétnTa “Xprion avtidpaaTtnpiwv BOND” aT10 UAIKO
TeKpNpiwong xpriong Tng BOND.
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1. Pringle JH, Primrose L, Kind CN, et al. In situ hybridization demonstration of poly-adenylated RNA sequences in formalin-fixed
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2. Lewin B. Units of transcription and translation: the relationship between heterogeneous nuclear RNA and messenger RNA. Cell.
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4. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe

Katalognummer: PB0809

Tilsigtet Anvendelse
Dette reagens er beregnet til brug i in vitro-diagnostik.

RNA Negative Control Probe er beregnet til brug ved identifikation af baggrundsfarvning, der folger af ikke-specifikke reaktioneri
formalinfikseret, paraffinindstebt vaev ved in situ-hybridisering (ISH) med brug af det automatiske BOND-system (bestaende af Leica
BOND-MAX-systemet og Leica BOND-IlI-systemet).

Den kliniske fortolkning af enhver farvning eller fraveer af samme skal ledsages af morfologiske undersggelser og egnede kontroller og
skal evalueres af en uddannet patolog i konteksten af patientens anamnese samt andre diagnostiske prgver.

Resumé og Forklaring

RNA Negative Control Probe er et enkelt oligonukleotid designet ud fra zebrafisk-DNA og analyseret med brug af Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST)-analyse for at kontrollere, at sekvensen ikke har homologi med humane sekvenser. RNA Negative Control Probe
fremstilles med et fluoresceinmeerke med brug af de samme procedurer, som er geeldende for andre oligonukleotidsonder, der anvendes
til detektion af RNA pa BOND. RNA Negative Control Probe er derfor ideel som en negativ kontrolsonde for RNA-ISH pa BOND.

Leverede Reagenser
RNA Negative Control Probe er en fluoresceinkonjugeret oligonukleotidsonde (200 ng/ml) leveret i hybridiseringsopl@sning.
Totalt volumen = 5,5 ml

Fortynding og Blanding
RNA Negative Control Probe er klar til brug. Rekonstitution, blanding, fortynding eller titrering af dette reagens er ikke pakraevet.

Nadvendige Materialer, Der lkke Medfelger

Der henvises til “Anvendelse af BOND-reagenser” i BOND-brugerdokumentationen for en komplet liste over materialer, der er
ngdvendige til praeparatbehandling og in situ-hybridiseringsfarvning ved hjeelp af BOND-systemet (bestaende af Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-IlI-systemet).

Opbevaring og Stabilitet
Opbevares ved 2-8 °C. Produktet er under disse betingelser stabilt frem til udigbsdatoen, der er angivet pa beholderens etiket.

Der er ingen tydelige tegn, der indikerer kontaminering og/eller ustabilitet. Passende positive og negative veevskontroller ber kares
samtidigt med testvaev.

Seettes tilbage til opbevaring ved 2—-8 °C umiddelbart efter brug.
Opbevaringsforhold, der adskiller sig fra de oven for specificerede, skal verificeres af brugeren'.

Forholdsregler
« Dette produkt er beregnet til brug i in vitro-diagnostik.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE H360D: Kan skade P201: Indhent saerlige anvisninger for brug.

Indeholder Formamid (<50%) og det ufedte barn. P202: Anvend ikke produktet, fer alle advarsler er laest og forstaet.
dextransulfat (<30%). H315: Forarsager P260: Indand ikke pulver/rag/gas/tage/damp/spray.

GHSO07: Udrabstegn. hudirritation. P308+313: VED eksponering eller mistanke om eksponering: Seg
GHSO08: Sundhedsfarer. H319: Forarsager lzegehjeelp.

Signalord: Fare. alvorlig gjenirritation. P314: Sgg leegehjeelp ved ubehag.

P264: Vask haender grundigt efter brug.

P280: Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/gjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse.

P305+351+338: VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan
geres let. Fortsaet skylning.

P337+313: Ved vedvarende gijenirritation: Sag lsegehjeelp.
P302+352: VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt saebe
og vand.

P332+313: Ved hudirritation: Seg leegehjeelp.

P362+364: Forurenet tej tages af og vaskes, for det bruges igen.
Ma kun anvendes af professionelle brugere.

« En kopi af sikkerhedsdatabladet (MSDS) kan fas ved henvendelse til den lokale distributer eller til Leica Biosystems’ regionale kontor.
Det kan tillige hentes pa Leica Biosystems’ hiemmeside www.LeicaBiosystems.com.

* Preeparater, bade for og efter fiksering, samt alle @vrige materialer, der eksponeres for gisse, skal handteres som veerende i stand
til at overfare infektion og skal bortskaffes under iagttagelse af passende forholdsregler . Afpipettér ikke reagenser med munden, og
undgé at reagenser og preeparater kommer i kontakt med hud og slimhinder. Hvis reagenser eller praeparater kommer i kontakt med
felsomme omrader, skal disse vaskes med rigelige maengder vand. Sgg leege.

« Bortskaffelse af potentielt toksiske komponenter skal ske i overensstemmelse med gzeldende statslig eller lokal lovgivning.

« Mikrobiel kontamination af reagenser skal minimeres for at undga en @get ikke-specifik farvning.

« Genfinding, inkubationstider eller -temperaturer ud over de specificerede kan give fejlagtige resultater. Enhver aendring af denne art
skal valideres af brugeren.

PB0809
Page 25



Brugsanvisning

RNA Negative Control Probe er udviklet til brug for det automatiserede BOND-systemet (bestaende af Leica BOND-MAX-systemet og
Leica BOND-IlI-systemet) i kombination med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection og BOND-hjeelpereagenser.
Brugere. Den anbefalede farvningsprotokol for RNA Negative Control Probe er ISH Protocol A. Til enzymforbehandling, som anbefales,
bruges BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 i 15 minutter.

Der skal altid bruges egnede vaevs- og reagenskontroller. Protokollen for vaevs- og reagenskontrollerne skal svare til protokollen for RNA
testproben.

Kvalitetskontrol

Forskelle i behandlingen af vaev og forskelle i tekniske procedurer i brugerens laboratorium kan frembringe betydeligt varierende
resultater og nedvendiggere regelmaessig udferelse af kontroller pa stedet ud over nedenstaende procedurer.

Positiv vaevskontrol

Anvendes til pavisning af, at vaevet er fremstillet korrekt, og at der er anvendt korrekte farvningsteknikker. Der ber inkluderes en positiv
vaevskontrol for hvert szet testbetingelser i hver farvekersel. Svagt positivt farvet vaev er mere egnet end kraftigt positivt farvet vaev til
optimal kvalitetskontrol og pavisning af sma niveauer af reagensnedbrydning.

Negativ vaevskontrol
Skal undersgges efter den positive vaevskontrol for at verificere specificiteten af maerkningen af proben i forhold til malstedet.

Alternativt frembyder de mange forskellige celletyper, der er til stede i de fleste vaevssnit, ofte negative kontrolsteder, men dette skal
verificeres af brugeren.

Negativ reagenskontrol
Brug RNA Negative Control Probe PB0809 i stedet for RNA testproben pa et snit af hver patientprave for at vurdere uspecifik farvning og
muliggere bedre fortolkning af specifik farvning pa malstedet.

Positiv reagenskontrol

Brug RNA Positive Control Probe PB0785 i stedet for RNA testproben pa et snit af hver patientprgve for at undersgge holdbarheden af
kernesyrerne og samtidig probens tilgeengelighed til kernesyrerne. Hvis RNA Positive Control Probe ikke udviser positiv farvning, ma
testresultatet fortolkes som ikke brugbart.

Patientvaev
Undersag patientpraver farvet med RNA test proben sidst. Intensiteten af positiv farvning skal bedemmes i sammenhaeng med uspecifik
baggrundsfarvning af RNA Negative Control Probe PB0809.

Forventede Resultater

Normala veev

Ved brug af PB0809 blev der ikke observeret farvning i en lang raekke vaev. (Samlet antal evaluerede, normale tilfeelde = 96).
Tumorvaev

Ved brug af PB0809 blev der ikke observeret farvning i ovarietumorer (0/3), skjoldbruskkirteltumorer (0/3), lungetumorer (0/3),
levertumorer (0/3), hjernetumorer (0/2), spiserarstumorer (0/2), brysttumorer (0/2), hudtumorer (0/2), metastatiske tumorer af ukendt
oprindelse (0/2), mavetumorer (0/1), tyktarmstumorer (0/1), endetarmstumorer (0/1), en strubehovedtumor (0/1) og en thymuskirteltumor
(0/1) (Samlet antal evaluerede, unormale tilfeelde = 29).

Det anbefales at anvende PB0809 som et screeningsvaerktej til at vurdere farvning af en RNA-testsonde pa en patientprove.

Produktspecifikke Begransninger

RNA Negative Control Probe er blevet optimeret hos Leica Biosystems til brug sammen med Anti-Fluorescein antibody, BOND

Polymer Refine Detection og BOND-hjzelpereagenser. Brugere, som afviger fra anbefalede testprocedurer, ma selv tage ansvaret

for fortolkningen af patientresultater under disse betingelser. Protokoltiderne kan variere pa grund af variationer i vaevsfiksering og
effektiviteten af enzymatisk nedbrydning og skal bestemmes empirisk. Der skal anvendes RNA Negative Control Probe ved optimering af
genfi ndingsbetingelser og protokoltider.

Fejlfinding
Reference 3 kan veere til hjzelp ved afhjeelpende foranstaltninger.
Kontakt den lokale distributer eller Leica Biosystems’ regionale kontor for at rapportere usaedvanlig farvning.

Yderligere Oplysninger

Yderligere oplysninger om in situ-hybridisering med BOND-reagenser kan findes i “Anvendelse af BOND-reagenser” i BOND-
brugerdokumentationen under overskrifterne Proceduremaessige principper, Nedvendige materialer, Preeparatklargering,
Kvalitetskontrol, Analyseverifikation, Fortolkning af farvning, Negle til symboler pa etiketter og Generelle begraensninger.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe

Catalogusnummer.: PB0809
Beoogd gebruik
Dit reagens is bedoeld voor in vitro diagnostisch gebruik.

RNA Negative Controle Probe is bedoeld voor gebruik bij de identificatie van achtergrondkleuring als gevolg van niet-specifieke interactie
in met formaline gefixeerd, in paraffine ingebed weefsel, door in situ hybridisatie (ISH) met gebruik van het automatische BOND systeem
(waaronder het Leica BOND-MAX-systeem en het Leica BOND-IlI-systeem).

De klinische interpretatie van eventuele kleuring of ontbreken daarvan moet worden aangevuld met morfologisch onderzoek en het
gebruik van geschikt controlemateriaal. De interpretatie moet door een vakkundige patholoog worden geévalueerd binnen de context
van de klinische geschiedenis van de patiént en eventueel ander diagnostisch onderzoek.

Samenvatting en uitleg
RNA Negative Control Probe is een enkel oligonucleotide, ontworpen op basis van DNA van de zebravis, geanalyseerd met behulp van
de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) om te bevestigen dat de sequentie niet overeenstemt met menselijke sequenties.

RNA Negative Control Probe wordt gegenereerd met een fluoresceine-label, met behulp van dezelfde procedures die op andere
oligonucleotideprobes wordt toegepast bij detectie van RNA op BOND. Daarom is RNA Negative Control Probe ideaal voor negatieve
controle van RNA ISH op BOND.

Geleverde reagentia
RNA Negative Control Probe is een fluoresceine-gekoppelde oligonucleotideprobe (200 ng/ml) geleverd in Hybridization Solution.
Totaal volume = 5,5 mL

Verdunnen en mengen
RNA Negative Control Probe is klaar voor gebruik. Reconstrueren, mengen, verdunnen of titreren van deze reagens is niet vereist.

Benodigde materialen die niet worden meegeleverd

Zie “Het gebruik van BOND reagentia” in de gebruikersdocumentatie over BOND voor een compleet overzicht van materialen die nodig
zijn voor monsterbehandeling en in situ hybridisatiekleuring met behulp van het BOND systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-
systeem en het Leica BOND-IIl-systeem).

Opslag en stabiliteit
Bewaar bij 2-8 °C. Onder deze omstandigheden is het product stabiel tot de vervaldatum die op het etiket van de container is vermeld.

Er zijn geen zichtbare tekenen die kunnen duiden op besmetting en/of instabiliteit. Tegelijk met het testweefsel moet weefsel voor
positieve en negatieve controle worden gebruikt.

Plaats het product direct na gebruik weer terug bij een temperatuur van 2-8 °C.
Afwijkende opslagomstandigheden moeten worden geverifieerd door de gebruiker'.

Voorzorgsmaatregelen
< Dit product is bedoeld voor in vitro diagnostisch gebruik.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Kan het P201: Verkrijgen alvorens te gebruiken de speciale aanwijzingen
Bevat Formamide (<50%) en ongeboren kind raadplegen.
dextraansulfaat (<30%). schaden. P202: Pas gebruiken nadat u alle veiligheidsvoorschriften gelezen en
GHSO07: Uitroepteken. H315: Veroorzaakt ~ begrepen heeft
GHS08: Gezondheidsgevaar. huidirritatie. P260: Stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel niet inademen.
Signaalwoorden: Gevaar. H319: Veroorzaakt ~ P308+313: NA (mogelijke) blootstelling: een arts raadplegen.
ernstige P314: Bij onwel voelen een arts raadplegen.
oogirritatie. P264: Na het werken met dit product handen grondig wassen.

P280: Beschermende handschoenen/beschermende kleding/
ogbescherming/gelaatsbescherming dragen.

P305+351+338: BIJ CONTACT MET DE OGEN: voorzichtig afspoelen
met water gedurende een aantal minuten; contactlenzen verwijderen,
indien mogelijk; blijven spoelen.

P337+313: Bij aanhoudende oogirritatie: een arts raadplegen.
P302+352: BIJ CONTACT MET DE HUID: met veel water en zeep
wassen.

P332+313: Bij huidirritatie: een arts raadplegen.

P362+364: Verontreinigde kleding uittrekken en wassen alvorens deze
opnieuw te gebruiken.

Alleen voor professionele gebruikers.

« Neem voor een veiligheidsinformatieblad contact op met uw lokale distributeur of regionale kantoor van Leica Biosystems, of ga naar
de website van Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com

* Monsters, en alle materialen die eraan worden blootgesteld, moeten voor en na fixatie worden behandeld als potentiéle overdragers
van infecties en met inachtneming van de juiste voorzorgsmaatregelen worden afgevoerd?. Reagentia mogen nooit met de mond
worden gepipetteerd. Vermijd contact van de huid en slijmvliezen met reagentia of monsters. Als reagentia of monsters in contact
komen met gevoelige gebieden, moet u deze gebieden wassen met een ruime hoeveelheid water. Neem contact op met een arts.

« Raadpleeg de richtlijnen van de lokale, provinciale of nationale overheid voor het afvoeren van potentieel giftige componenten.
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« Minimaliseer de kans op microbiéle contaminatie van reagentia. Als u dit niet doet, kan er een toename van niet-specifieke kleuring
optreden.

« Terugwinning, incubatietijden of temperaturen die afwijken van de specificaties kunnen foutieve resultaten geven. Zulke
veranderingen moeten worden gevalideerd door de gebruiker.

Gebruiksaanwijzing

RNA Negative Control Probe is ontwikkeld voor gebruik op het automatische BOND systeem (waaronder het Leica BOND-MAX-systeem
en het Leica BOND-llI-systeem), in combinatie met BOND Polymer Refine Detection. Het aanbevolen kleuringsprotocol voor RNA
Negative Control Probe is ISH Protocol A. Het aanbevolen protocol voor voorbehandeling en kleuring wordt bepaald door de specifieke
oligonucleotide ISH probe die wordt getest.

Gebruik altijd geschikte controles voor weefsel en reagens. Het protocol voor de controle van weefsel en reagens dient overeen te
stemmen met het protocol van de RNA-testprobe.

Kwaliteitscontrole

Verschillen in weefselverwerking en technische procedures in het laboratorium van de gebruiker kunnen significante verschillen in
resultaten geven, wat het noodzakelijk maakt regelmatig interne controles uit te voeren in aanvulling op de volgende procedures.

Positieve weefselcontrole

Wordt gebruikt om te bevestigen dat weefsels correct geprepareerd zijn en dat passende kleuringstechnieken zijn gebruikt.

Er dient één positieve weefselcontrole te worden opgenomen voor iedere set testcondities waarin de kleuring wordt uitgevoerd. Voor
optimale kwaliteitscontrole en detectie van lichte degeneratie van de reagens is een weefsel met zwakke positieve kleuring meer
geschikt dan een weefsel met sterke positieve kleuring.

Negatieve weefselcontrole

Dient te worden onderzocht na het positieve controleweefsel, om de specificiteit van de labeling van de probe met het target te
verifiéren. De verscheidenheid aan celtypen die in de meeste weefselcoupes aanwezig zijn levert vaak negatieve controlelocaties op,
maar dit moet wel worden geverifieerd door de gebruiker.

Negatieve reagenscontrole
Gebruik RNA Negative Control Probe PB0809 in plaats van de RNA testprobe met een coupe van ieder pati€éntenmonster om niet-
specifieke kleuring te evalueren en specifieke kleuring bij het target beter te kunnen interpreteren.

Positieve reagenscontrole

Gebruik RNA Positive Control Probe PB0785 in plaats van de RNA testprobe met een coupe van ieder patiéntenmonster om informatie
te verkrijgen over het behoud van nucleinezuren in het weefsel, en over toegankelijkheid van nucleinezuren voor de probe. Als de RNA
Positive Controle Probe geen positieve kleuring vertoont, moeten de resultaten die op basis van testmonsters zijn verkregen als ongeldig
worden beschouwd.

Patiéntenweefsel

Bekijk pati€éntenmonsters gekleurd met RNA testprobe als laatste. Bepaal de intensiteit van de positieve kleuring binnen de context van
iedere niet-specifieke achtergrondkleuring van de RNA Negative Control Probe PB0809.

Verwachte Resultaten

Normale weefsels

Bij gebruik van PB0809 is er in een breed scala aan weefsels geen kleuring waargenomen. (Totaal aantal beoordeelde normale gevallen
=96).

Tumorweefsels

Bij gebruik van PB0809 werd geen kleuring waargenomen in ovariumtumoren (0/3), schildkliertumoren (0/3), longtumoren (0/3),
levertumoren (0/3), hersentumoren (0/2), slokdarmtumoren (0/2), borsttumoren (0/2), huidtumoren (0/2), gemetastaseerde tumoren van
onbekende oorsprong (0/2), maagtumoren (0/1), colontumoren (0/1), rectumtumoren (0/1), een tumor van de larynx (0/1) en een tumor
van de thymus (0/1). (Totaal aantal beoordeelde afwijkende gevallen = 29).

PB0809 wordt aanbevolen als screeningsinstrument om kleuring van een RNA-testprobe bij patiéntenmonsters te evalueren.

Productspecifieke beperkingen

RNA Negative Control Probe is door Leica Biosystems geoptimaliseerd voor gebruik met Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer
Refine Detection en BOND hulpreagentia. Gebruikers die van de aanbevolen testprocedures afwijken, moeten verantwoordelijkheid
nemen voor interpretatie van patiéntresultaten onder deze omstandigheden. De protocoltijden kunnen verschillen als gevolg van variatie
in weefselfixatie en de effectiviteit van enzymatische vertering, en moeten empirisch worden vastgesteld. Gebruik RNA Negative Control
Probe bij optimalisatie van de omstandigheden voor terugwinning, en van protocoltijden.

Probleemoplossing
Referentie 3 helpt mogelijk bij foutherstelling.
Neem contact op met uw lokale distributeur of het regionale kantoor van Leica Biosystems om ongebruikelijke kleuring te melden.

Nadere informatie

Nadere informatie over in situ hybridisatie met BOND reagentia, onder de kopjes Principe van de procedure, Benodigde materialen,
Monsterpreparatie, Kwaliteitscontrole, Testverificatie, Interpretatie van kleuring, Uitleg bij symbolen op etiketten en Algemene
beperkingen, kunt u vinden in “Het gebruik van BOND reagentia” in de gebruikersdocumentatie behorende bij BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Katalognummer: PB0809

Tiltenkt bruk
Denne reagensen er for in vitro-diagnostisk bruk.

RNA Negative Control Probe er beregnet for bruk i identifikasjonen av bakgrunnsfarging som falge av uspesifikke interaksjoner i
formalinfiksert, parafininnstapt vev ved in situ hybridisering (ISH) med det automatiserte BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-
systemet og Leica BOND-IlI-systemet).

Den kliniske tolkningen av farge eller manglende farge skal suppleres med morfologiske undersgkelser og bruk av egnede kontroller, og
ber evalueres av en kvalifisert patolog i lys av pasientens kliniske historie og eventuelle andre diagnostiske tester.

Oppsummering og forklaring

RNA Negative Control Probe er et enkelt oligonukleotid som er designet fra sebrafisk-DNA og analysert ved hjelp av Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST)-analyser for & bekrefte at sekvensen ikke har homologi til noen humane sekvenser. RNA Negative
Control Probe genereres med et fluorescensmerke ved hjelp av de samme prosedyrene som anvendes pa andre oligonukleotidprober
som brukes for & pavise RNA i BOND. RNA Negative Control Probe er derfor ideell som en negativ kontrollprobe for RNA ISH i BOND.

Medfelgende reagenser
RNA Negative Control Probe er en fluorescenskonjugert oligonukleotidprobe (200 ng/ml) som leveres i hybridiseringsl@sning.
Totalt volum = 5,5 ml

Fortynning og blanding

RNA Negative Control Probe er klar til bruk. Rekonstituering, blanding, fortynning eller titrering av denne reagensen er ikke ngdvendig.
Nedvendige materialer som ikke medfolger

| “Bruk av BOND-reagenser” i BOND-brukerveiledningen finner du en komplett liste over materialer som trengs til pravebehandling og in
situ hybridisering-farging med BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica BOND-IlI-systemet).

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevares ved 2-8 °C. Produktet er stabilt under disse forholdene inntil utigpsdatoen som er angitt pa etiketten pa beholderen.

Det er ingen apenbare tegn som indikerer kontaminering og/eller ustabilitet. Egnede positive og negative vevskontroller skal kjeres
samtidig som testvev.

Returneres til 2—-8 °C umiddelbart etter bruk.

Andre oppbevaringsbetingelser enn de som er nevnt ovenfor ma verifiseres av brukeren’.

Forholdsregler
« Dette produktet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE H360D: Kan skade = P201: Innhent saerskilt instruks fer bruk.

Inneholder Formamid (<50%) og det ufadte barnet. P202: Skal ikke handteres for alle advarsler er lest og oppfattet.
dekstransulfat (<30%). H315: Irriterer P260: Ikke innand stev/reyk/gass/take/damp/aerosoler.

GHSO07: Utropstegn. huden. P308+313: Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk
GHSO08: Helsefare. H319: Gir alvorlig legehjelp.

Signalord: Fare. oyeirritasjon. P314: Sgk legehjelp ved ubehag.

P264: Vask hender grundig etter bruk.

P280: Benytt vernehansker/verneklzer/vernebriller beskyttelse /
ansiktsskjerm.

P305+351+338: VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med
vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette
enkelt lar seg gjere. Fortsett skyllingen.

P337+313: Ved vedvarende pyeirritasjon: Sgk legehjelp.
P302+352: VED HUDKONTAKT: Vask med mye sape og vann.
P332+313: Ved hudirritasjon: Sgk legehjelp.

P362+364: Ta av forurenset tey og vask det for gjenbruk.

Kun til yrkesmessig bruk.

« For a fa en kopi av sikkerhetsdatabladet (MSDS) kan du ta kontakt med den lokale forhandleren eller regionkontoret til Leica
Biosystems, eller alternativt ga til Leica Biosystems’ nettside, www.LeicaBiosystems.com

« Prover, for og etter fiksering, og alt materiale som eksponeres for dem, skal behandles som potensielt smittefarlig og avhendes i
samsvar med gjeldende forholdsregler. Hold aldri pipetter med reagens i munnen, og unngé at hud og slimhinner kommer i kontakt
med reagenser og prever. Hvis reagenser eller praver kommer i kontakt med falsomme omrader, skal omradene skylles med rikelig
vann. Kontakt lege.

« Folg nasjonale og lokale forskrifter for avhending av komponenter som kan veere giftige.

* Reduser mikrobiell kontaminering av reagensene til et minimum, ellers kan det forekomme okt uspesifikk farging.

« Gjenvinning, inkubasjonstider eller temperaturer som er annerledes enn det som er angitt, kan gi ungyaktige resultater. Slike
endringer ma valideres av brukeren.
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Bruksanvisning

RNA Negative Control Probe ble utviklet for bruk pa automatiserte BOND-systemet (herunder Leica BOND-MAX-systemet og Leica
BOND-llI-systemet) i kombinasjon med Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection og BOND tilherende reagenser. Den
anbefalte fargeprotokollen for RNA Negative Control Probe er ISH Protocol A. Til enzymatisk forbehandling, anbefales det & bruke BOND
Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1, i 15 minutter.

Egnede vev og reagens ber alltid benyttes. Protokollen for vev og reagenser skal tilsvare den RNA-test sonde.

Kvalitetskontroll

Forskjeller i behandlingen av vev og forskjeller i tekniske prosedyrer i brukerens laboratorium kan gi betydelig variasjon i resultatene, og
det kan veere nedvendig & foreta regelmessige kontroller pa stedet i tillegg til prosedyrene angitt nedenfor.

Positiv vevskontroll
Brukes for & pavise korrekt vevspreparering og fargeteknikker.

En positiv vevskontroll bar inkluderes for hvert sett med testbetingelser i hver fargerunde. Svakt positivt farget vev er mer egnet enn
kraftig positivt farget vev til optimal kvalitetskontroll og pavisning av sma nivaer reagensnedbrytning.

Negativ vevskontroll
Skal undersgkes etter den positive vevskontrollen for & sikre at proben merker malet spesifikt. Alternativt har de mange ulike celletypene
som finnes i de fleste vevssnittene ofte negative kontrollsteder, men dette ma verifiseres av brukeren.

Negativ reagenskontroll
Bruk RNA Negative Control Probe PB0809 i stedet for RNA-testproben pa et snitt av hver pasientpreve for & vurdere uspesifikk farging
og for & muliggjere bedre fortolkning av spesifikk farging pa malet.

Positiv reagenskontroll

Bruk RNA Positive Control Probe PB0785 i stedet for RNA-testproben pa et snitt av hver pasientprave for & fa informasjon om
preservering av nukleinsyrer i vevet, sa vel som tilgjengelighet av nukleinsyrer til proben. Hvis RNA Positive Control Probe ikke viser
positiv farging, skal resultatene til testpravene anses som ugyldige.

Pasientvev
Undersgk pasientprover farget med RNA-testprobe sist. Intensiteten av positiv farging ber vurderes i sammenheng med eventuell
uspesifikk bakgrunnsfarging av RNA Negative Control Probe PB0809.

Forventede resultater

Normalt vev

Ved bruk av PB0809 ble ingen farging observert i et stort utvalg av vev. (Totalt antall evaluerte normale tilfeller = 96).
Tumorvev

Ved bruk av PB0809 ble ingen farging observert i ovarietumorer (0/3), thyreoideatumorer (0/3), lungetumorer (0/3), levertumorer (0/3),
hjernetumorer (0/2), tumorer i spisergr (0/2), brysttumorer (0/2), hudtumorer (0/2), metastatiske tumorer av ukjent opprinnelse (0/2),
magetumorer (0/1), tumorer i kolon (0/1), tumorer i rektum (0/1), en tumor i larynx (0/1) og en tumor i thymus (0/1) (Totalt antall evaluerte
unormale tilfeller = 29).

PB0809 anbefales brukt som et screeningverktey for 4 vurdere farging med RNA-testprobe pa en pasientprove.

Produktspesifikke begrensninger
RNA Negative Control Probe er optimalisert av Leica Biosystems til bruk sammen med Anti-Fluorescein antibody, BOND Polymer Refine
Detection og BOND tilleggsreagenser. Brukere som avviker fra de anbefalte testprosedyrene, ma selv ta ansvar for

tolkningen av pasientresultater i slike situasjoner. Protokolltidene kan variere grunnet variasjon i vevsfiksering og effektiviteten
til enzymatisk fordeyelse, og ma dermed bestemmes empirisk. RNA Negative Control Probe ber brukes ved optimalisering av
gjenvinningsforhold og protokolltider.

Feilsgking
Se referanse nr. 3 for opprettingstiltak.
Ta kontakt med den lokale forhandleren eller regionkontoret til Leica Biosystems for & rapportere om unormal farging.

Ytterligere opplysninger

Du finner mer informasjon om in situ hybridisering med BOND-reagenser i “Bruk av BOND-reagenser” i brukerdokumentasjonen for
BOND-systemet under overskriftene Testprinsipper, Materiell som kreves, Preparering av prgver, Kvalitetskontroll, Analysekontroll,
Tolkning av farging, Oversikt over symboler og Generelle begrensninger.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe

Katalog No: PB0809

Kullanim Amaci

Bu reaktif, in vitro tani kullanimi igindir.

RNA Negative Control Probe, otomatik BOND sistemi kullanilarak (Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini de
icermektedir) in situ hibridizasyon (ISH) yoluyla formalinde fikse edilmis parafine gémiilii dokudaki spesifik olmayan etkilesimlerden
kaynaklanan arka plan boyamasinin tanimlamasinda kullaniimak tizere tasarlanmistir.

Boyamalarin veya bulunmadiklarinin klinik yorumu morfolojik galismalar ve uygun kontrollerle tamamlanmali ve uzman bir patolog
tarafindan hastanin klinik dykiisi ve diger tani testleri baglaminda degerlendirilmelidir.

Ozet ve Agiklama
RNA Negative Control Probe zebra baligi DNA'sindan tasarlanmis ve dizilislerin insan dizilisleri ile herhangi bir homoloji tagimadigini
dogrulamak igin Temel Lokal Hizalama Arama Araci (BLAST) analizi kullanilarak analiz edilmistir.

RNA Negative Control Probe BOND tizerinde RNA saptamasi igin kullanilan diger oligontikleotid problari ile gecerli proseddrlerle ayni
prosediirler kullanilarak fluoresein etiketi ile Gretilmistir. Dolayisiyla, RNA Negative Control Probe BOND tizerinde RNA ISH igin bir
negatif kontrol probu olarak idealdir.

Saglanan Reaktifler
RNA Negative Control Probe hibridizasyon ¢ézeltisi iginde temin edilen fluoresein-konjuge oligonikleotid probdur (200 ng/mL).
Toplam hacim = 5,5 mL

Seyreltme ve Karigtirma
RNA Negative Control Probe kullanima hazirdir. Bu reaktifin sulandiriimasi, karistiriimasi, seyreltimesi veya titre edilmesi gerekmez.

Gerekli Olan Fakat Saglanmamig Malzemeler

BOND sistemi kullanilarak (Leica BOND-MAX sistemini ve Leica BOND-III sistemini de icermektedir) numune isleme ve in situ
hibridizasyon boyama igin gerekli malzemelerin tam listesi icin BOND kullanici dokiimantasyonundaki “BOND Reaktiflerinin Kullanimi”
bélimine bakiniz.

Saklama ve Stabilite.

2-8 °C’de saklayin. Uriin kap etiketinde belirtilen son kullanma tarihine kadar bu kosullar altinda stabildir.

Kontaminasyon ve/veya instabilite gosteren acik bir belirti yoktur. Uygun pozitif ve negatif doku kontrolleri test dokusu ile ayni anda
gergeklestiriimelidir.

Kullanimdan hemen sonra derhal 2-8 °C sicakliga doniin.

Yukarida belirtilenlerin disindaki saklama kosullari kullanici tarafindan dogrulanmahdir'.

Onlemler
< Bu Urlin in vitro tani kullanimi igin tasarlanmistir.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE = H360D: Anne karninda P201: Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari aliniz.

Formamid (<50%) Igeriyor ve gocuga zarar verebilir. P202: Kullanmadan 6nce tiim givenlik talimatlarini okuyunuz ve
dekstran siilfat (<30%). H315: Cilt tahrislerine anlayiniz.

GHSO07: Unlem isareti. neden olur. P260: Toz/duman/gaz/sis/buhar/aerosol solumayiniz.

GHSO08: Saglik tehlikesi. H319: Ciddi g6z P308+313: Maruziyet veya etkilenme HALINDE: Tibbi tavsiye /
Isaret kelimesi: Tehlike. tahrigine neden olur. bakim alin.

P314: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz tibbi tavsiye / bakim alin.
P264: Kullandiktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.
P280: koruyucu eldiven/koruyucu elbise/géz koruyucu/yiiz siperi
kullaniniz.
P305+351+338: GOZLERLE TEMAS HALINDE: Birkag dakika
dikkatlice suyla yikayiniz. Miimkinse mevcut kontak lensleri
gikariniz. Yikamaya devam ediniz.
P337+313: GOz tahrisinin devami halinde: Tibbi tavsiye / bakim
aln.
P302+352: CILT ILE TEMAS HALINDE: Bol miktarda su ve
sabunla yikayiniz.
P332+313: Cilt tahrisinde: Tibbi tavsiye / bakim alin.
P362+364: Kontamine olmus giysileri ¢ikarin ve tekrar
kullanmadan 6nce yikayin.
Sadece uzmanlar tarafindan kullanilmalidir.
* Malzeme Givenlik Bilgi Formunun bir kopyasini almak igin yerel distribitériiniiz veya Leica Biosystems bdlge ofisi ile iletisime gegin
veya Leica Biosystems'in internet sitesini ziyaret edin: www.LeicaBiosystems.com
« Fiksasyondan 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim malzemeler enfeksiyon bulastirabilen maddeler olarak ele
alinmali ve uygun 6nlemler alinarak imha edilmelidir?. Reaktifleri higbir zaman agzinizla pipetlemeyin ve reaktiflerin veya numunelerin
cilt ve mukdz membranlari ile temasindan kaginin. Eger reaktiflerin veya numunelerin hassas bélgelerle temas etmesi halinde, bol su
ile yikayin. Tibbi yardim alin.

« Toksik olma potansiyeli olan bilesenleri imha etmek igin Federal, Devlet veya yerel diizenlemeleri takip edin.
« Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonunu en aza indirin, aksi halde spesifik olmayan boyamada bir artis meydana gelebilir.
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« Belirtilenlerin digindaki geri alma, inklibasyon sireleri veya sicakliklar hatali sonuglara neden olabilir. Bu gibi degisiklikler kullanici
tarafindan dogrulanmalidir.

Kullanim talimatlar

RNA Negative Control Probe BOND Polymer Refine Detection ile kombinasyon halinde otomatik BOND sistemi (Leica BOND-MAX
sistemini ve Leica BOND-III sistemini de igermektedir) Gizerinde kullaniimak igin gelistiriimistir. RNA Negative Control Probe igin 6nerilen
boyama protokoll ISH Protocol Adir. BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 kullanilarak 15 dakika boyunca de enzim 6n iglemi
tavsiye edilir.

Her zaman uygun doku ve reaktif kontrolleri kullanilmalidir. Doku ve reaktif kontrolleri protokolii RNA test probunun protokoliine uygun
olmaldir.

Kalite Kontrol
Kullanicinin laboratuvarindaki doku isleme ve teknik prosedirlerdeki farkliliklar sonuglarda anlamli degiskenlige yol acarak asagidaki
prosediirlere ek olarak diizenli sekilde sirket ici kontrollerin gergeklestirimesini gerektirebilir.

Pozitif Doku Kontrolii
Dogru sekilde hazirlanmis dokulari ve uygun boyama tekniklerini gdstermek igin kullanilir.

Her boyama déngustinde her test kosulu setine bir pozitif doku kontrolii dahil edilmelidir. Minér diizeydeki reaktif bozulmalarini saptamak
icin zayif pozitif boyama yapilan bir doku optimal kalite kontrol igin glgli pozitif boyama yapilmis bir dokudan daha uygundur.

Negatif Doku Kontrolii
Prob etiketinin hedefe gore spesifikligini dogrulamak igin pozitif doku kontroliinden sonra incelenmesi gerekir. Alternatif olarak, birgok
doku kesitinde bulunan farkli hiicre tipleri sik sik negatif kontrol alanlari sunar, fakat bu kullanici tarafindan dogrulanmalidir.

Negatif Reaktif Kontroli
Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek ve hedefteki spesifik boyamanin daha iyi sekilde yorumlanmasini saglamak igin her hasta
numunesinin bir kesiti ile RNA test probu yerine RNA Negative Control Probe PB0809'u kullanin.

Pozitif Reaktif Kontrolii

Dokudaki niikleik asitlerin korunmasi ve niikleik asitlerin proba ulasabilirligi hakkinda bilgi saglamak igin her hasta numunesinin bir kesiti
ile RNA test probu yerine RNA Positive Control Probe PB0785'i kullanin. RNA Positive Control Probe’un pozitif boyama gosteremedigi
durumlarda, test numuneleri ile elde edilen sonuglar gegersiz olarak kabul edilmelidir.

Hasta Dokusu
En son RNA test probu ile boyanmis hasta numunelerini inceleyin. Pozitif boyama yogunlugu su probun spesifik olmayan arka plan
boyamasi baglaminda degerlendiriimelidir: RNA Negative Control Probe PB0809.

Ongériilen Sonuglar

Normal Dokular

PB0809 kullanildiginda ¢ok sayida dokuda boyama gézlemlenmemistir. (Degerlendirilen toplam normal vaka sayisi = 96).

Timorli Dokular

PB0809 kullanildiginda ovaryen timérleri (0/3), tiroid tlmérleri (0/3), akciger timorleri (0/3), karaciger tlimoérleri (0/3), beyin tumorleri
(0/2), 6zofagus timarleri (0/2), gogus timorleri (0/2), cilt timdrleri (0/2), bilinmeyen nedenden meydana gelen metastatik tiimérler (0/2),
mide timorleri (0/1), kolon timérleri (0/1), rektal timorler (0/1), larinks timori (0/1) ve timus timoriinde (0/1) boyama gézlemlenmemistir
(Degerlendirilen toplam anormal vaka sayisi = 29).

PB0809 bir hasta numunesinde RNA test probu boyamasini degerlendirmek icin bir tarama araci yardimcisi olarak tavsiye
edilir.

Uriine Ozgii Sinirlamalar

RNA Negative Control Probe Leica Biosystems’te Anti-Fluorescein antibody, BOND Polymer Refine Detection ve BOND yardimci
reaktifleri ile kullanim igin optimize edilmistir. Tavsiye edilen test prosediirlerine riayet etmeyen kullanicilar bu kosullar altinda hasta
sonuglarin yorumlanmasi ile ilgili sorumlulugu tstlenmelidir. Protokol siireleri doku fiksasyonundaki varyasyon ve enzimatik sindirimin
etkililigi nedeniyle farklilik gdsterebilir ve ampirik olarak belirlenmelidir. RNA Negative Control Probe geri alma kosullari ve protokol
streleri optimize edilirken kullaniimahdir.

Sorun Giderme
Referans 3 sorunlarin giderilmesinde faydal olabilir.
Olagandisi boyamay: bildirmek icin yerel distribiitoriinliz veya Leica Biosystems bdlge ofisi ile iletisime gegin.

Daha Fazla Bilgi

BOND reaktifleri in situ hibridizasyon hakkinda daha fazla bilgi BOND kullanici dokiimantasyonundaki “BOND Reaktiflerinin Kullanim”
icinde Prosedur Prensibi, Gerekli Malzemeler, Numunenin Hazirlanmasi, Kalite Kontrol, Miktar Tayini Dogrulamasi, Boyamanin
Yorumlanmasi, Etiket Uzerindeki Sembollerin Agiklamasi ve Genel Sinirlamalar basliklari altinda bulunabilir.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
KaraJjoxen Ne: PB0809

MpeaHasHayeHne

Toau peareHT e 3a ynotpeba npw in vitro guarHocTuka.

MpoaykTbT RNA Negative Control Probe e npegHasHaveH 3a usnonseaHe npu naeHTuguKauma Ha (poHOBO oLBeTsiBaHe, Npou3TUYaLLo
OT HecneunUYHUTE B3auMoaencTBrs BbB cuKcupaHa ¢ hopManiH, BrpageHa B napaduH TbkaH ypes in situ xubpuamsauums (ISH) ¢
nomMoLlyTa Ha aBTomatusvpaHarta cuctema BOND (BkrniouBa cuctemute Leica BOND-MAX u Leica BOND-III).

KnuHnyHata MHTepnpeTaums Ha BCSIKO OLBETsIBAHE WU HeroBaTa nunca criefea Aa 6bae AonbrHeHa oT MOPONOrMYHU NpoyYBaHWs
1 CbOTBETHWUTE KOHTPONU M A Ce OLIEHsIBA B KOHTEKCTA Ha KNWHWYHATa UCTOPWS Ha MauueHTa 1 Apyrv ANarHOCTUYHW U3CNeaBaHus ot
KBanuduumpaH naTonor.

OnucatenHa u passicHuTenHa

RNA Negative Control Probe e eguHnueH onuroHykneotus, cbagageH ot [IHK Ha puba 3ebpa, 1 aHanuampaH ¢ noMoLLTa Ha aHanua
ypes MHCTpyMeHTa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), 3a aa ce noTBbpAK, Ye CEKBEHLMATA HAMA XOMOMOTUS C YOBELLKW
cekeHuun. RNA Negative Control Probe ce reHepupa 6ensizaH ¢ conyopecLyH, kaTo ce M3nos3sat CbLyuTe npoleaypu, KouTo ce
npunarart npu Apyrv npo6u oT ONMroHyKneoTua, cnyxewm 3a otkpusaHeTo Ha PHK Ha BOND. Eto 3awwo npogyktsT RNA Negative
Control Probe e npeaneH 3a npoba 3a HeratueHa koHTpona 3a PHK ISH Ha BOND.

I'Ipe.qocTaBeHM peareHTU

RNA Negative Control Probe e koHtorvpaHa ¢ riyopecumH onuroHykneoTtugHa npoba (200 ng/mL), noctaBeHa B pa3Tsop 3a
xmbpuansaums.

06w, obem = 5,5 mL

Paspe)Kp.aHe N cMecBaHe
MpoaykTbT RNA Negative Control Probe e rotos 3a ynotpe6a. He ce nancksa Bb3cTaHOBsIBaHe, CMeCBaHe, paspexaaHe unm Tutpupaqe
Ha TO3U peareHT.

HeOﬁXOAVIMVI, HO HenpeaocTaBeHU maTtepuanu

BwxTe ,Ynotpeba Ha peareHT BOND" BbB BallaTta OKyMeHTaLms 3a notpedutens Ha BOND 3a nbfieH CNUChK OT Matepuanu,
HeobXxoAMMM 3a TpeTUpaHe Ha CNecuMeHU U in situ ouBeTsiBaHe ¢ xMbpuansaums npu nanonssaHe Ha cuctemara BOND (BknioyBa
cuctemute Leica BOND-MAX un Leica BOND-III).

CbxpaHeHue u ctabunHocT

CoxpaHsBaiiTe npu Temnepatypa 2 — 8 °C. poaykTbT e ctabuneH npu Te3n ycrioBusi 4O U3TUYaHe Ha CPOKa Ha roAHOCT, yka3aH Ha
eTnKeTa Ha KOHTeliHepa.

He ca Hanuue o4eBMAHM MpPU3HAaLW, yKasBally 3aMbpcsiBaHe WM/UNM HECTabUNHOCT. CbOTBETHUTE MO3UTUBHM W HEraTMBHU TbKaHHU
KOHTpony TpsibBa Aa 6baaT 06paboTeHr eAHOBPEMEHHO C TecToBaTa ThKaH.

[la ce BbpHe Ha TemnepaTypa 2 — 8 °C BeaHara crnep ynotpeba.
:
[pyrute ycnosusi Ha CbXpaHeHUe, OCBEH NOCOYeHUTe Mno-rope, TpsibBa Aa GbaaT NpoBepeHn OT noTpebuTens .

MpeanasHu mepku
« To3aun npoayKT e NnpegHa3HayeH 3a in Vitro gnarHocTuka.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Moxe ga P201: Mpeawn ynotpeba ce cHabaeTe cbeC cneumanHn UHCTPYKLMK.
Cbabpxa copmamua (<50%) u yBpeam nnopa. P202: He u3snonaeanTe, npeay Aa cre npoyenu u pasbpany BCUYKW
npekctpaH cyndar (<30%). H315: MNpepunssukea npeanasHn Mepkun 3a 6e3onacHocT.
GHSO07: YauBuTeneH 3Hak. [ApasHeHe Ha Koxara. P260: He BauwBaiite npax/nyLuek/ras/gum/manapeHns/aeposonu.
GHSO08: OnacHocT 3a 3gpaBeTo. H319: MNpeaussukea P308+313: MPW siBHa unu npegnonaraema ekcrno3nuus:
CurHanHu aymu: OnacHocT. Cepuo3HO ApasHeHe MoTbpceTe MeAULIMHCKY CbBET/MOMOLL,.

Ha ouuTe. P314: Mpwn Hepa3nonoxeHue NoTbpceTe MEAULIMHCKM CbBET/

NOMOLL.

P264: UamwuiiTe pbLeTe cu cTapaTtenHo cnep ynotpeba.

P280: M3nonaeanTe npeanasHn pbkaBuuu/npeanasHo obnekno/
npeanasHu ounna/npeanasHa mMacka 3a nuue.

P305+351+338: MPU KOHTAKT C OYUTE: M3nnakHeTe
BHUMATENHO C BOAA B NPOABLIMKEHNE Ha HAKOIIKO MUHYTU.
CBarneTte KOHTaKTHUTE NeLLy, ako UMa TakuBa 1 JOKOSIKOTO ToBa e
Bb3MOXHO. [1pofbxeTe C U3nnakBaHeTo.

P337+313: MNMpu npogbrxutenHo gpasHeHe Ha ouuTe: MNMoTbpceTe
MEeJMULIMHCKN CbBET/NOMOLL,.

P302+352: NMPU KOHTAKT C KOXXATA: M3muitTe 06UnHo cbe
canyH 1 Boaa.

P332+313: MNpu nosiBa Ha KOXHO Apa3HeHe: MoTbpceTe
MEeJMULIMHCKN CbBET/NMOMOLL,.

P362+364: CBanete 3aMbpCceHOTO 0BIEKII0 1 ro usnepeTe nNpeau
roBTOpHa ynoTpeba.

Camo 3a npochecvoHanHa ynotpeba.
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« 3a pa nonyunte konve Ha VHdopMauroHHWS NUCT 3a 6e30nacHOCT Ha MaTepuanuTe, cBbpXeTe ce ¢ Balwms mecteH aucTpubyTop
1nu pervoHaneH oguc Ha Leica Biosystems unu nocetere ye6caiita Ha Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com

+ CnecvMeHuTe Npeay 1 cried huUkcaumsi, KakTo U BCUYKW MaTepuani, U3MOXeHN Ha TSXHOTO BUsiHUe, TpsibBa ga 6baat TpeTupaHu
KaTo crnocobHW Aa npefaaat UHdeKLMs 1 Aa GbaaTt U3XBLPIIEHU, NpUnaraiiku CbOTBETHUTE NpeAnasHyu Mepku . Hukora He
nuneTupanTe peareHTV ¢ ycTa 1 n3bsreaiTe KOHTaKT Ha koXara v NuraBuLuTe C peareHT Unu cnecmeHu. Mpu KOHTaKT Ha peareHTv
WNW CNECUMEHN C YYBCTBUTESTHU 30HU N3MUITE 30HUTE C 0BUMHO konmyecTBo Boga. MoTbpceTe MeauLMHCKa NOMOLL.

« KoHcynTupaiite ce ¢ pefeparnHuTe, bpXaBHUTE UM MECTHUTE PETMaMeHTU OTHOCHO U3XBBbPIISHETO Ha MOTEHLMANHO TOKCUYHI
KOMMOHEHTH.

« CsexpaiiTe 1O MUHUMYM MUKPOBHAaTa KOHTaMUHALWS Ha peareHTUTe, B NPOTUBEH CIlyyait MOXe [a ce MosiBY yBenuyaBaHe Ha
HecrneLn@UYHOTO OLBETSIBaHE.

*  M3BnuyaHeTo, MHKyGaLMOHHUTE BpeMeHa Uu TemMnepaTypy, pasfivyHu oT NoCoYeHUTe, MoraT a AoBeAaT A0 NOrpeLlHn pesynTaTu.
Bcsikakeu nogo6bHy npomexn TpsibBa Aa 6baat BanuaupaHu ot notpebutens.

WHcTpyKumm 3a ynotpeba

MpoaykTbT RNA Negative Control Probe e paspa6oteH 3a ynotpeba ¢ aBTomatusmpaHnara cuctema BOND (BkntouBa cuctema Leica
BOND-MAX u cuctema Leica BOND-III) B kom6uHauus ¢ Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection u cnomaratenyu
peareHT BOND. MpenopbuntenHuat npotokon 3a ousetsiaHe 3a RNA Negative Control Probe e ISH Protocol A. MNpenopbyBa ce
M3BMUYaHE Ha eH3UMVU B NpoabikeHne Ha 15 MuHyTn ¢ nomolta Ha BOND Enzyme Pre-treatment Kit, Enzyme 1.

BuHary Tps6Ba fa ce 13non3eat NoaxoAsLLM KOHTPOMM Ha ThKaHU 1 peareHTu. [pOTOKONbT 3a KOHTPOMNUTE Ha ThKaHW N peareHTn
TpsibBa Aa cboTBETCTBA Ha To3n 3a PHK TecToBa npoba.

KayecTtBeH KOHTpOn

Pasnuuusita B oGpaGOTKaTa Ha TbKaHUTe N TEXHUYECKUTE npoueaypu B naGopaTopMﬂTa Ha n0Tpe6MTen;| morat aa gosegar 4o
3Ha4YUTENHO BapupaHe Ha pe3ynrtatute, Hanarawo peaoBHO U3BbpLUBaHE Ha BbTPeLleH KOHTPO B JONb/IHEHME KbM CnegHuTe
npoueaypu.

Mo3suTuBHa TbKaHHa KOHTpona

Wanonaga ce, 3a ia Ce nokaxar NpaBWITHO NPUrOTBEHW ThKaHMN ¥ NPaBUIHM TEXHWUKW Ha oLBeTsIBaHe. EAHa No3uTuBHA ThkaHHa
KOHTpona TpsibBa Aa GbAe BKMOYEHa 3@ BCEKU CET C TECTOBMW YCIOBUSA NPU BCsika Cepusi NPpo6u 3a oLBeTsBaHe.

TbkaH cbeC cnabo No3UTUBHO OLBETSIBAHE € NO-MOAXOASALLA OT ThKaH CbC CUIHO NO3UTUBHO OLBETSIBAHE 32 ONTUMAneH KaieCTBEH
KOHTPO 1 3@ OTKpMBaHe Ha No-Markv HUBa Ha Aerpajauus Ha peareHTa.

HeratnBHa TbKaHHa KOHTpona

TpsiGBa Aa ce uacneaBa crnep No3uTMBHaTa TbkaHHa KOHTPONa, 3a ia Ce NMpoBepy CreumndruiHoOCTTa Ha MapKUPaHEeTo Ha Lieneeus
€reMeHT OT coHpaTta. ANTepHaTUBHO, Pa3HOOBPA3NETO OT PasnUYHK BUAOBE KIETKW, NPUCHLCTBALLM B MOBEYETO ThKaHHU CPE3U, YECTO
npeanara MecTa 3a HeraTvBHa KOHTpoOna, Ho ToBa Tpsibea 4a ce NpoBepw OT NoTpebuTens.

HeraTuBHa KOHTpona Ha peareHTa

Wanonagante RNA Negative Control Probe PB0809 BmecTo TecToBa npo6a PHK cbC cpe3 OT BCekv CNecMMeH Ha nauveHTa, 3a aa
HanpaBuTe oLeHka Ha HecneLMdUYHOTO OLBETsIBaHe 1 Aa AafeTe no-f4obpa MHTeprpeTaumst Ha CneLmuYHOTO OLBETSBaHE Ha
NpULENHNS eNeMeHT.

Mo3uTnBHa KOHTpPONa Ha peareHTa

WManonaeaiite RNA Positive Control Probe PB0785 BmecTto PHK TectoBaTta npo6a, cbc cpe3 OT BCEku CNeCMMEH Ha nauneHTa, 3a Aa
npefocTaBuTe MHOPMaLWst 32 3aNa3BaHETO Ha HYKITEMHOBUTE KUCENWHN B TbKaHTa, KakTo U 3a JOCTBMHOCTTA Ha HyKMeuHoBuUTe
kucenuHu 3a coHpara. Ako RNA Positive Control Probe He nokassa No3uTUBHO OLBETABaHe, pesyntaTtute oT NpobuTe, BKIKOYEHU B
TecTa, TpsiGBa [a ce cyMTaT 3a HeBanuUaHU.

TbKaH OT nauneHTa
Wacnenpaiite npobu Ha naumeHTw, ouBeTeHn nocneaHo ¢ PHK TectoBa npo6a. HacuTeHocTTa Ha NO3MTUBHOTO oLBeTsiBaHe Tpsabsa Aa
6bae oLeHeHa B KOHTEKCTa Ha BCSIKO HecneunduyHo hoHoso oueTsiBaHe Ha RNA Negative Control Probe PB0809.

OuyakBaHu pe3yntatu

HopmanHu Tbkanm

Mpu nsnonaeaHe Ha PB0809 He ce Habntogaea oLBeTsIBaHE NMPU LUMPOK HAGop OT TbkaHu. (O6LY 6poii Ha OLIEHEHUTE HOPManHW cryyan
=96).

AGHOPMHYM TbKaHn

Mpu usnonaeaHe Ha PB0809 He ce Habntogasa oLBeTsiBaHe Npu TyMOpw Ha siiuHuumTe (0/3), Tymopu Ha wuToBmaHarta xnesa (0/3),
6enoapobHu Tymopwm (0/3), Tymopu Ha vepHus apob (0/3), mo3byHK Tymopm (0/2), Tymopu Ha xpaHonpoBoga (0/2), Tymopu Ha rbpaata
(0/2), koxHun Tymopwm (0/2), meTactatnynu Tymopm (0/2), Tymopum Ha ctomaxa (0/1), Tymopu Ha o6oaHoTo yepso (0/1), Tymopu Ha
nAebenoto yepso (0/1), Tymop Ha napuHkca (0/1) n Tymop Ha Tumyca (0/1) (O6wy 6poit Ha oueHeHUTe abHOPMHKM cnydam = 29).

PB0809 ce npenopb4Ba KaTo NOMOLEH UHCTPYMEHT 3a CKPUHUWHT 3a OLleHKa Ha OUBeTsABaHeTO Ha TecToBa npo6a PHK Ha
CMecUMeH OT NaLMeHT.

CneuncdunyHn orpaHnyeHns Ha npoayKTa

MpoaykTbT RNA Negative Control Probe e ontumnamnpat ot Leica Biosystems 3a ynotpe6a c Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer
Refine Detection u cnomaratenxu pearent BOND. MoTpebutenute, KOUTO Ce OTKMOHSABAT OT NpenopbyaHnTe NpoLeaypu 3a TectBaHe,
TpsibBa fla Noemart OTrOBOPHOCT 3a UHTEprNpeTauusTa Ha pesynTtaTute Ha nauveHTUTe npu Tesn obeTosiTencTaa. BpemetpaeHeto Ha
NpOTOKONMTE MOXe [a Bapvpa Nopaau Bapuauusita BbB uKcaLmsita Ha TbkaHTa 1 edpekTUBHOCTTa Ha eH3uMaTyHaTa acumunaums

n Tpsibea ga ce onpegenu emnupuyHo. Tpsioea aa ce nsnonasa RNA Negative Control Probe npu ontummuanpaHre Ha ycnosusita Ha
U3BNUYaHe N BpeMeTpaeHeTo Ha NPOTOKONMUTE.
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OTCTpaHﬂBaHe Ha HensnpaBHOCTU

PedepeHuuna 3 Moxe aa NOANOMOrHe NpW Kopurupaium AeicTeums.
CebpixeTe ce ¢ Bawwus mecteH aucTpmbyTop unm permoHanyust oduc Ha Leica Biosystems, 3a aa cbobwmTe 3a HeobuyanHo
ouBeTsaBaHe.

OonbnHutenHa uHdopmaums

[onbnHutenHa uHdopmauws 3a in situ xmbpuausauus c peareHt BOND MoxeTe Aa HamepuTe B ,YnoTpeba Ha peareHTn BOND*

BbB BallaTa JoKymMeHTauusi 3a notpebutenst Ha BOND nop 3arnasusTa ,[puHumn Ha npouepypaTta“, ,Heobxoaumu matepuanu®,
,MpurotesiHe Ha cnecumen”, ,KoHTpon Ha kayecTBoTo", ,MOTBbpXKAABaHe Ha aHanusa"“, ,MIHTepnpeTaums Ha ouBeTsiBaHeTo", JlereHaa Ha
CUMBONUTE Ha eTukeTMTE" 1 ,OBLLUM OrpaHnyeHns”.

W3nonsBaHa nutepartypa

1.

Pringle JH, Primrose L, Kind CN, et al. In situ hybridization demonstration of poly-adenylated RNA sequences in formalin-fixed
paraffin sections using a biotinylated oligonucleotide poly d(T) probe. Journal of Pathology. 1989;158(4):279—286.

. Lewin B. Units of transcription and translation: the relationship between heterogeneous nuclear RNA and messenger RNA. Cell.

1975;4:11—20.

. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988, Final Rule 57 FR 7163 February 28, 1992.
. Villanova PA. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Protection of laboratory workers from infectious

diseases transmitted by blood and tissue; proposed guideline. 1991; 7(9). Order code M29-P.

. Wilkinson DG. The theory and practice of in situ hybridization. In: Wilkinson DG. (ed.) In situ Hybridization A practical approach. 2™

Edition. New York: Oxford University Press, 1998, pp.18—20.

[OaTta Ha u3gaBaHe
25 Centemspu 2018

PB0809
Page 37



BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Katalégusszam: PB0809

Alkalmazasi teriilet

Ez a reagens in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

Az RNA Negative Control Probe a nem specifikus interakciok miatti hattérfestédés meghatarozasara szolgal formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szévetben, in situ hibridizacié (ISH) utjan, automata BOND rendszer (igy a Leica BOND-MAX rendszer vagy a Leica BOND-III
rendszer) hasznalataval.

Minden festédés meglétének vagy hidanyanak klinikai értelmezését morfoldgiai vizsgalatokkal és megfeleld kontrollokkal kell kiegésziteni,
valamint az értékelést a beteg klinikai kortorténete és egyéb diagnosztikai vizsgalatok figyelembevételével, képzett patolégusnak kell
elvégeznie.

Osszefoglalas és magyarazat

Az RNA Negative Control Probe egyetlen fajta oligonukleotidbdl all, amelyet zebradanié DNS-bdl allitanak elé és a BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, egy szekvencia-hasonlésag keresé programcsomag) segitségével elemeznek, hogy igazoljak, a szekvencia
nem homolég semmilyen human szekvenciaval. Az RNA Negative Control Probe fluoreszcein jeldléssel készll azonos médszereket
alkalmazva, mint a BOND rendszerrel hasznalatos, az RNS kimutatasara szolgalé mas oligonukleotid probak. Ennek kdszénhetéen az
RNA Negative Control Probe idedlisan hasznalhaté a BOND rendszeren végzett RNS ISH préba negativ kontrolljaként.

Biztositott reagensek

Az RNA Negative Control Probe egy hibridizal6 oldatban talalhatd, fluoreszceinnel konjugalt oligonukleotid préba (200 ng/ml).

Teljes mennyiség = 5,5 ml

Higitas és elegyités

Az RNA Negative Control Probe hasznalatra kész. Nem sziikséges a reagens feloldasa, elegyitése, higitasa vagy titralasa.
Sziikséges, de nem biztositott anyagok

A minta kezeléséhez és a BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-III rendszerrel) végzett in situ

hibridizacios festéshez sziikséges anyagok teljes listajat lasd a BOND felhasznaléi dokumentacio ,BOND reagensek hasznalata” cimii
részében.

Tarolas és stabilitas
2-8 °C-on tarolandé. A termék ilyen koriilmények kozott a tartaly cimkéjén jelzett lejarati datumig stabil marad.

Nincsenek szennyezédésre és/vagy instabilitasra utalo egyértelmi jelek. A vizsgalt szévettel egy iddben a megfelel6 pozitiv és negativ
szovetkontrollok futtatasat is el kell végezni.

Felhasznalas utan azonnal tegye vissza 2—8 °C kozotti hémérsékletre.
Afentiekben elgirtaktdl eltérd tarolasi feltételeket a felhasznalénak ellendriznie kell'.

Ovintézkedések
« [Ez atermék in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Karosithatiaa  P201: Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkozé

Formamidot (<50%) és dextran- szlletendd gyermeket.  kiilénleges utasitasokat.

szulfatot (<30%) tartalmaz. H315: Bérirritald P202: Ne hasznalja addig, amig az 6sszes biztonsagi

GHSO07: Felkialtojel. hatasu. ovintézkedést el nem olvasta és meg nem értette.

GHSO08: Egészségi veszély. H319: Sulyos P260: A por/flst/gaz/kod/gézok/permet belélegzése tilos.

Jelz8szok: Veszély. szemirritaciét okoz. P308+313: Expozicié vagy annak gyanuja esetén: orvosi ellatast
kell kérni.

P314: Rosszullét esetén orvosi ellatast kell kérni.

P264: A hasznalatot kdvetéen a kezet alaposan meg kell mosni.
P280: Védokesztyli/védéruha/szemvédd/arcvédd hasznalata
kotelezd.

P305+351+338: SZEMBE KERULES ESETEN: Ovatos &blités
vizzel tobb percen keresztil. Adott esetben kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kdnnyen megoldhaté. Az 6blités folytatasa.
P337+313: Ha a szemirritacio nem mulik el: orvosi ellatast kell
kérni.

P302+352: HA BORRE KERUL: Lemosas b3 szappanos vizzel.
P332+313: Bérirritacio esetén: orvosi ellatast kell kérni.
P362+364: A szennyezett ruhadarabot le kell vetni, és az ujbdli
hasznalat elétt ki kell mosni.

Kizardlag szakemberek altali felhasznalasra.

« Az anyagbiztonsagi adatlap igényléséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazdéjahoz vagy regionalis irodajahoz, vagy
keresse fel a Leica Biosystems weboldalat a www.LeicaBiosystems.com cimen.
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« A mintakat fixalas el6tt és utan, valamint a vellk érintkez6 6sszes anyagot fert6zések terjesztésére képes anyagként kell kezelni, és
megfelel6 koriltekintéssel kell artalmatlanitani’. Soha ne pipettazza szajjal a reagenseket, tovabba keriilje a bér és a nyalkahartyak
érintkezését a reagensekkel és a mintakkal. Ha a reagensek vagy mintak érzékeny terilettel érintkeznek, b6 vizzel mossa le az
érintett terliletet. Forduljon orvoshoz.

« Minden potencialisan toxikus 6sszetevé artalmatlanitasaval kapcsolatban kdvesse a szovetségi, allami és helyi eldirasokat.

« Minimalisra kell csdkkenteni a reagensek mikrobialis szennyezdését, kiilonben megndvekedhet a nem specifikus festédés.

« A megadottaktol eltéré feltarasi koriilmények, inkubacids idék és hémérsékletek hibas eredményekhez vezethetnek. A felhasznalénak
minden ilyen jellegli valtoztatast validalnia kell.

Hasznalati atmutaté

Az RNA Negative Control Probe automata BOND rendszerrel (igy a Leica BOND-MAX rendszerrel vagy a Leica BOND-IIl rendszerrel)
és az Anti-Fluorescein Antibody antitesttel, a BOND Polymer Refine Detection kittel €s a BOND segédreagensekkel vald egyiittes
hasznalatra lett kifejlesztve. Az RNA Negative Control Probe prébahoz javasolt festési protokoll az ISH Protocol A. Az enzimes
feltarashoz a BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 oldat 15 percig tarté alkalmazasa javasolt.

Mindig kell megfelel6 szévet- és reagenskontrollokat alkalmazni. A szévet- és reagenskontrollokhoz tartozé protokolinak meg kell felelnie
az RNS vizsgalati préba protokolljanak.

Minéség-ellenérzés
A felhasznalé laboratériumaban alkalmazott szovetfeldolgozasi és technikai eljarasok eltérései jelentés kiilonbséget okozhatnak az
eredményekben, ami az alabbi eljarasokon tul belsé kontrollok rendszeres futtatasat teszi sziikkségessé.

Pozitiv szévetkontroll

A megfelel6 szovet-elkészités és festési technikak ellenérzésére hasznalatos. Minden tesztelési korlilményegydttes esetében és
minden megfestési sorozatban kell alkalmazni egy pozitiv szévetkontrollt.

A gyengén pozitiv festédésl szovet alkalmasabb az erésebben pozitiv festédésli szovetnél az optimalis mindség-ellenérzéshez,
valamint a kismértéki reagensbomlas észleléséhez.

Negativ szovetkontroll

A pozitiv szévetkontroll utan azért kell megvizsgalni, hogy a préba célnak megfeleld jeldlésének specificitasat ellendrizni lehessen.
Ezenkiviil a legtdbb szévetmetszetben jelen 1évé kiilénbozé sejttipusok gyakran hasznalhatok negativ kontrollként, de ezeket a
felnasznalénak kell ellenériznie.

Negativ reagenskontroll
A nem specifikus festédés kiértékeléséhez és a célsejtekben létrejové specifikus festddés jobb értelmezéséhez az RNS vizsgalati proba
helyett alkalmazza az RNA Negative Control Probe PB0809 készitményt minden betegminta esetén egy metszetnél.

Pozitiv reagenskontroll

A nukleinsavak szdveti megtartottsagaval, valamint a nukleinsavak préba altali hozzaférhetéségével kapcsolatos informaciok
szerzéséhez az RNS vizsgalati préba helyett alkalmazza az RNA Positive Control Probe PB0785 készitményt minden betegminta esetén
egy metszetnél. Ha az RNA Positive Control Probe nem mutat pozitiv festédést, a vizsgalt mintak eredményeit érvénytelennek kell
tekinteni.

Betegszovet

Az RNS vizsgalati probaval festett betegmintakat vizsgalja meg utolséként. A pozitiv festédés intenzitasat az RNA Negative Control
Probe PB0809 esetleges nem specifikus hattérfestédésének viszonylataban értékelje.

Varhaté eredmények
Normal szévetek

A PB0809 alkalmazasaval szamos kiilénbz6 széveten nem volt festédés megfigyelhetd. (Vizsgalt normal esetek dsszesitett szama =
96).

Koéros szbvetek

A PB0809 hasznalatakor nem volt megfigyelhet6 festédés petefészek-daganatok (0/3), pajzsmirigy-daganatok (0/3), tidédaganatok (0/3)
maéjdaganatok (0/3), agydaganatok (0/2), nyelécsé-daganatok (0/2), emlédaganatok (0/2), bérdaganatok (0/2), ismeretlen eredetii attétes
daganatok (0/2), gyomordaganat (0/1), vastagbél-daganat (0/1), végbél-daganat (0/1), gégedaganat (0/1) és csecsemdmirigy-daganat
(0/1) esetén (vizsgalt kdéros esetek Osszesitett szama = 29).
A PB! minta RNS vizsgalati proba festédé

ének kié zkozként h

Termékspecifikus korlatozasok

Az RNA Negative Control Probe terméket a Leica Biosystems az Anti-Fluorescein Antibody antitesttel, a BOND Polymer Refine
Detection kittel és a BOND segédreagensekkel valo hasznalatra optimalizalta. A tesztelési eljarasoktol vald eltérés esetén a felhasznalo
feleléssége a betegeredmények értelmezése az adott kériilmények kdzott. A protokoll végrehajtasahoz sziikséges id6 a szévet
fixalasanak és az enzimes emésztés hatékonysaganak eltérései miatt valtozé lehet, ezért tapasztalati alapon térténé meghatarozast
igényel. A feltarasi korlilmények és a protokollidék optimalizalasakor hasznalni kell az RNA Negative Control Probe készitményt.

Hibaelharitas

A 3. szamu hivatkozas segithet a javito intézkedéseket illetéen.
Szokatlan festédés bejelentéséhez forduljon a Leica Biosystems helyi forgalmazéjahoz vagy regionalis irodajahoz.
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Tovabbi informaciok

A BOND reagensekkel végzett in situ hibridizaciéra vonatkozé tovabbi informaciokat a BOND felhasznaléi dokumentacié ,BOND
reagensek hasznalata” cim(i részében talal a kdvetkezé szakaszokban: Az eljaras elve, Sziikséges anyagok, A mintak elékészitése,
Min&ség-ellendrzés, A teszt ellendrzése, A festddés értelmezése, A cimkéken szerepld szimbélumok magyarazata és Altalanos
korlatozasok.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Nr. catalog: PB0809

Utilizare prevazuta
Acest reactiv este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

RNA Negative Control Probe este prevazut pentru utilizare in identificarea coloratiei de fundal rezultate din interactiuni nespecifice in
tesut fixat cu formalina si incorporat in parafina, prin hibridizare in situ (ISH) utilizand sistemul automatizat BOND (care include sistemul
Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

Interpretarea clinica a oricarei coloratii sau a absentei acesteia trebuie verificata prin studii morfologice, folosind proceduri de control
adecvate, si trebuie evaluata in contextul antecedentelor clinice ale pacientului, precum si al altor teste de diagnosticare efectuate de
catre un patolog calificat.

Rezumat si explicatie

RNA Negative Control Probe este o singura oligonucleotida, conceputa din ADN de peste zebré si analizata utilizand analiza Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) pentru a confirma ca secventa nu are omologie cu vreo secventa umana. RNA Negative Control Probe
este generatéd cu o etichetd de fluoresceina utilizand aceleasi proceduri care sunt aplicate la alte probe de oligonucleotide utilizate in
detectarea ARN pe BOND. Prin urmare, RNA Negative Control Probe este ideald ca proba de control negativ pentru ARN ISH pe BOND.

Reactivi furnizati
RNA Negative Control Probe este o proba de oligonucleotide conjugata cu fluoresceina (200 ng/ml) furnizata n solutie de hibridizare.
Volum total = 5,5 ml.

Diluare si amestecare
RNA Negative Control Probe este gata de utilizare. Reconstituirea, amestecarea, diluarea sau titrarea acestui reactiv nu sunt necesare.

Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

Consultati ,Utilizarea reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND pentru o lista completa a
materialelor necesare pentru tratarea specimenelor si colorarea prin hibridizare in situ utilizand sistemul BOND (care include sistemul
Leica BOND-MAX si sistemul Leica BOND-III).

Depozitare si stabilitate

A se depozita la 2-8 °C. Produsul este stabil in aceste conditii pana la data expirarii indicata pe eticheta recipientului.

Nu exista semne evidente care sa indice contaminarea si/sau instabilitatea. Trebuie utilizate tesuturi de control adecvate, pozitive si
negative, in acelasi timp cu tesutul de test.

A se returna la 2-8 °C imediat dupa utilizare.
Alte conditii de depozitare decét cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator'.

Precautii
« Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Poate dduna P201: Procurati instructiuni speciale Thainte de utilizare.

Contine fomamidéa (<50%) si sulfat fatului. P202: A nu se manipula decat dupa ce au fost citite si intelese
de dextran (<30%). H315: Provoaca toate masurile de securitate.

GHSO07: Semn de exclamare. iritarea pielii. P260: Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/
GHSO08: Pericol pentru sanatate. H319: Provoaca o pulverizarea.

Cuvinte de avertizare: Pericol. iritare grava a ochilor. P308+313: IN CAZ DE expunere sau de posibild expunere:

Consultati medicul.

P314: Consultati medicul, daca nu va simtiti bine.

P264: Spalati-va bine mainile dupa manipulare.

P280: Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/
echipament de protectie a ochilor/ echipament de protectie a fetei.
P305+351+338: IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie
cu apa, timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact,
dacé este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti.

P337+313: Daca iritarea ochilor persista: Consultati medicul.
P302+352: IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spalati cu multa
apa si sapun.

P332+313: in caz de iritare a pielii: Consultati medicul.

P362+364: Scoateti imbracamintea contaminata si spalatio fnainte
de reutilizare.

Numai pentru utilizatori profesionisti.

« Pentru a obtine o copie a fisei tehnice de securitate pentru material, luati leg&tura cu distribuitorul dvs. local sau cu biroul regional al
Leica Biosystems sau, ca alternativa, vizitati site-ul web al Leica Biosystems, www.LeicaBiosystems.com
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« Specimenele, inainte si dupa fixare, precum si toate materialele expuse la acestea, trebuie manipulate ca si cand ar avea potentialul
de a transmite infectii si trebuie eliminate luand masurile de precautie adecvate™. Nu pipetati niciodata reactivii cu gura si evitati
contactul reactivilor si probelor cu pielea si membranele mucoase. Daca reactivii sau probele vin in contact cu suprafetele sensibile,
spalati cu apa din abundenta. Solicitati asistentad medicala.

« Consultati reglementarile nationale, judetene sau locale pentru informatii privind eliminarea oricaror componente cu potential toxic.

* Reduceti la minimum contaminarea microbiana a reactivilor, in caz contrar poate aparea o crestere a colorarii nespecifice.

« Timpii sau temperaturile de recuperare, incubare care difera de valorile specificate pot genera rezultate eronate. Orice astfel de
modificare trebuie validata de catre utilizator.

Instructiuni de utilizare

RNA Negative Control Probe a fost dezvoltata pentru utilizarea pe sistemul automat BOND (care include sistemul Leica BOND-MAX
si sistemul Leica BOND-III) in combinatie cu Anti-Fluorescein Antibody si BOND Polymer Refine Detection. Protocolul de coloratie
recomandat pentru RNA Negative Control Probe este ISH Protocol A. Se recomanda pretratarea enzimatica utilizand BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1, timp de 15 minute.

Trebuie utilizate intotdeauna tesuturi si reactivi de control corespunzatori. Protocolul pentru tesuturile si reactivii de control trebuie sa
corespunda cu cel al probei de testare ARN.

Controlul calitétii

Diferentele in ceea ce priveste procesarea tesutului si procedurile tehnice in laboratorul utilizatorului pot cauza o variabilitate
semnificativa a rezultatelor, necesitand efectuarea cu regularitate de controale interne, in plus fatad de urmatoarele proceduri.

Tesutul de control pozitiv

Folosit pentru a indica tesuturile pregétite corect si tehnicile de colorare adecvate. O proba de tesut de control pozitiv trebuie sa fie
inclusa pentru fiecare set de conditii de testare in fiecare etapa de colorare.

Un tesut cu colorare pozitiva slaba este mai adecvat decat un tesut cu colorare pozitiva puternica in vederea unui control optim al
calitatii si pentru a detecta nivelurile minore de degradare a reactivului.

Tesutul de control negativ

Trebuie examinat dupa tesutul de control pozitiv pentru a verifica specificitatea informatiilor etichetarii probei fata de tinta. Ca alternativa,
varietatea de tipuri diferite de celule prezente in majoritatea sectiunilor tisulare ofera frecvent locuri de control negativ, dar acest lucru
trebuie verificat de catre utilizator.

Reactivul de control negativ

Folositi RNA Negative Control Probe PB0809 in locul probei de testare ARN cu o sectiune din specimenul fiecarui pacient pentru a
evalua colorarea nespecifica si a permite o mai buna interpretare a colorarii specifice la tinta.

Reactivul de control pozitiv

Folositi RNA Positive Control Probe PB0785 in locul probei de testare ADN cu o sectiune din specimenul fiecarui pacient pentru a furniza
informatii despre conservarea acizilor nucleici in tesut precum si accesibilitatea acizilor nucleici pentru proba. Daca RNA Positive Control
Probe nu demonstreaza coloratia pozitiva, rezultatele obtinute cu specimenele testate trebuie considerate nevalide.

Tesutul pacientului
Examinati specimenele pacientului colorate cu proba de testare ADN ultimele. Intensitatea colorarii pozitive trebuie evaluata in contextul
oricérei coloratii de fundal nespecifice a RNA Negative Control Probe PB0809.

Rezultate asteptate
Tesuturi normale

La utilizarea PB0809 nu s-a observat vreo colorare la o varietate de tesuturi. (Numarul total al cazurilor normale evaluate = 96).
Tesuturi anormale

Using PB0809 nu a fost observata vreo colorare in tumori ovariene (0/3), tumori tiroidiene (0/3), tumori pulmonare (0/3), tumori
hepatice (0/3), tumori cerebrale (0/2), tumori esofagiene (0/2), tumori mamare (0/2), tumori ale pielii (0/2), tumori metastatice de origine
necunoscuta (0/2), tumori gastrice (0/1), tumori de colon (0/1), tumori rectale (0/1), o tumoare a laringelui (0/1) si o tumoare a timusului
(0/1) (Numar total de cazuri anormale evaluate = 29).

PB0809 este recomandata pentru a ajuta ca instrument de screening pentru evaluarea coloratiei unei probe de testare ARN pe
un specimen al pacientului.

Restrictii specifice produsului

RNA Negative Control Probe a fost optimizata la Leica Biosystems pentru utilizarea cu Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer
Refine Detection si cu reactivii auxiliari BOND. Utilizatorii care se abat de la procedurile de testare recomandate trebuie sa accepte
responsabilitatea pentru interpretarea rezultatelor pacientului in aceste circumstante. Timpii protocolului pot varia, datorita variatiei
in fixarea tesutului si eficacitatii digestiei enzimatice, si trebuie sa fie determinati empiric. Atunci cand se optimizeaza conditiile de
recuperare si timpii protocolului trebuie utilizata RNA Negative Control Probe.

Rezolvarea problemelor
Referinta 3 poate ajuta la actiunile de remediere.

Contactati distribuitorul dumneavoastra local sau biroul regional al Leica Biosystems pentru raportarea colorérii neobisnuite.

Informatii suplimentare

Informatii suplimentare referitoare la hibridizarea in situ cu reactivi BOND, sub titlurile Principiul procedurii, Materiale necesare,
Pregatirea specimenului, Controlul calitatii, Verificarea analizei, Interpretarea colorarii, Explicarea simbolurilor de pe etichete si Limitari
generale pot fi gasite in ,Utilizarea Reactivilor BOND” din documentatia dumneavoastra de utilizare a sistemului BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Howmep no karasaory: PB0809

HasHauenue

OTOT peakTUB NpeAHa3HaYeH Anst AMAarHOCTVKY in vitro.

3oHa RNA Negative Control Probe npeaHasHaueH Ans UCnonb3oBaHWs B paMkax onpeaeneHust hhOHOBOrO OKpalLMBaHWS B pesynbrate
Hecneuundnyeckoro B3anmMoaencTeus B (OMKCMPOBaHHbBIX (hOPMannHOM U 3anuTbix B napaduH obpasiiax TkaHel nyTem rubpuansaunm in
situ (ISH) ¢ ncnonb3oBaHvem aBToMaTuanpoBaHHon cuctemsl BOND (BkntovatoLueit cuctembl Leica BOND-MAX u Leica BOND-IIN).
KnuHuyeckas uHTEpnpeTaums noboro okpallMBaHUs WU ero OTCYTCTBUS JOIDKHA GbITh [OMNONHEHa MOPEONOTrMYeCcKMU
MCCNEeAOoBaHUAMU C HaANeXaLLMN KOHTPOMSIMU U AOMKHA GbiTb OLeHeHa KBanuduUMpoBaHHbLIM NaTONOroOM C Y4eTOM aHaMHe3a
naumeHTa 1 Apyrux AmarHoCTUHeCKUX TeCTOB.

KpaTKoe U3noXxeHne n NnosiCHeHue

3oHa RNA Negative Control Probe npeactaensieT coboi oAvHOYHbI ONUIOHYKINeoTua, narotosneHHsii u3 HK nonocaroro gaxvo n
npoaHan“3MpoBaHHbI C MOMOLLbIO CPeACTBa NOMCKa OCHOBHOTO NOKanbHoro BeipaBHueaHus (BLAST) ans noareepxaeHus Toro, 4To
nocnefoBaTenbHOCTb HE FOMOMOrMYHa H OHOW nocneaoBaTensHocTh Yenoseka. 3oHa RNA Negative Control Probe renepupyetcs
C cbrnyopecLenMHOBO METKOW NOCPeACTBOM TaKUX Xe npoueayp, Kakve NPUMEHSIOTCS K APYrM ONUTOHYKNEOoTUAHBIM 30HAaM,
ucnonb3yemblm Ans aetekuun PHK B cucteme BOND. CneposatensHo, RNA Negative Control Probe naeansHo nogxogut B kadectse
30HAa oTpuuatensHoro koHTpons anst ISH PHK B cucteme BOND.

PeakTuBbl, BXoasilme B KOMMNIEKT NOCTaBKU

3oHa RNA Negative Control Probe npeacraensietT coboi KOHbIOrMPOBaHHbIN C (ryopecLeNHOM ONUIOHYKNEOTUAHbIN 30HA (200 Hr/mn),
nocTaBnsieMblil B pacTBope Ans rubpuansaumm.

O6wmin 06bem = 5,5 mn

Pa3BegeHue n cMelwlMBaHue
RNA Negative Control Probe rotoB k npumeHeHnio. OTOT peakTuB HE HyXAaeTcs B BOCCTAHOBNEHWUW, CMELUMBAHWUW, pa3BeaeHUn unm
TUTPOBaHUN.

Heo6xoauMble MaTepuarnbi, He BXoAsiliMe B KOMMIEKT NOCTaBKU

MonHeIN cnvcok maTepuanos, HeobxoanMbIx Ans 06paboTku U okpalumBaHus nyTem rubpuamnsaumm in situ obpasLos B cucteme
BOND (Bkntovatoern cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnanuu Leica), umeetcs B pasaene «lpumerHeHne peaktusoB BOND»
[AOKyMeHTaLum nonb3osatens cucremsl BOND.

XpaHeHue ¥ cTabunbLHOCTb

XpaHuTb npu Temnepatype 2—-8 °C. B aTux ycroBusix NpoayKUWsi OCTAeTCst CTabUIbHON A0 UCTEYEHWs CpOKa FOAHOCTM, KOTOPbIN ykasaH
Ha 3TUKeTKe KOHTenHepa.

He CyllecTByeT O4YeBWOHbIX MNPU3HAKOB, CBUOETENbCTBYHOWMX O KOHTaMuHauuun wvnm HectabunbHOCTW (pEaKTI/IBa). TKaHVI,
ncnonb3yrLmnecs B Ka4yecTee COOTBETCTBYHOLLMX MOMOXUTENBHOMO N OTpUUATENbHOIO KOHTPONA, cnefyeTt noaArotaenueaTh B TO Xe camoe
Bpemsi, YTO 1 uccnegyemble TKaHu.

HemenneHHo nocne npyMeHeHnst BepHyTb Ha XpaHeHwue npu 2-8 °C.
;
YcnoBus xpaHeHus, OTINYaoLLIMECS OT YKa3aHHbIX BbilLe, JOMKHbI GbiTb BepUULIMPOBaHbI NONb3oBaTENeM .

Mepbl NPeaoOCTOPOXHOCTU
+  OTOT NpoAYKT NpefHasHa4eH ANs AUarHoCTUKY in Vvitro.

PB0809
Page 44



RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: MoxeT P201: Mepea ncnonbaoBaHnemM HeO6XOAMMO NONYYUTL

CopepxuTt hopmamua (Formamide) HaHecTun Bpea cneunanbHble yKasaHus.

(<50 %) n cynbat AekcTpaHa HepoXaeHHOMY P202: He ucnonb3oBatb Ao Tex Nop, noka He GyAyT NPoYTEHbI 1

(Dextran Sulphate) (<30 %). pebeHky. NPUHSATBI K CBEAEHWIO BCE YKa3aHWs Mo TEXHWKe 6e30nacHoCTU.

GHSO07: BocknuuatenbHbIi 3HaK. H315: Bbi3biBaeT P260: He BapixaiiTe nbinb, AblM, ra3, TyMaH, napbl U pacnblneHus:.

GHSO08: OnacHocTb Ansi 300pOBbS pasapaxeHune Koxu. P308+313: B cnyyae Bo3aeicTBUA N 06€CNOKOEHHOCTH:

Yenoseka. H319: BbizbiBaeT obpaTtuTech 3a MEAVLIMHCKOW MOMOLLbIO.

CurHanbHoe cnoeo: OnacHo. cepbesHoe P314: ObpaTuTech 3a MEAULIMHCKON NMOMOLLbIO/KOHCYNLTaLmMeN,
pasapaxeHue rmasa. €Cnu Bbl OTMEYaeTe yXyALIeHUe CaMoYyBCTBUSI.

P264: Mocne obpalleHns ¢ BeLeCTBOM TLLATENbHO BLIMOWTE PYKU.
P280: Vcnonb3ayiiTe 3alUMTHbIE NepYaTKu, 3aLMTHYIO OAeXaY,
3alWmTy rmMas u nuua.
P305+351+338: MPU NMOMAOAHNN B IMAS3A: B Teuerve
HECKOMbKUX MUHYT TLLaTenbHO NpomoiiTe Bogon. Ecnu Bbl HocuTe
KOHTPAKTHbIE JIMH3bI, N0 BO3MOXHOCTW CHUMUTE uX. MpopomxkaiTte
npombliBaTh rnasa BOAON.
P337+313: Ecnu pasgpaxeHue rna3 He npoxoauT: obpatuteck 3a
MEeZMULIVHCKON NMOMOLLbHO.
P302+352: MPY NONAOAHWM HA KOXY: Mpomoiite GonbLunm
KONMYECTBOM BOAbI C MbIFIOM.
P332+313: B cnyyae BO3HUKHOBEHUSI pa3fpaXKeHUst KOXK:
obpaTtnTech 3a MEAVNLIMHCKOM MOMOLLbIO.
P362+364: CHUMUTe 3arpsisHEHHYI0 OfeXay W BbICTUpaiTe nepeq,
NOBTOPHbBIM UCMONb30BaHNEM.
Tonbko Anst NPoeCcoHaNbHOTO UCMOMNb30BaHUS.
« [ins nony4eHus konuu nacnopta 6e30MacHOCT XMMWUYECKO NPOAYKLIMM 0BpaTUTECh K MECTHOMY AUCTPUGLIOTOPY 1N B
pervoHarnbHblii odmc komnaxum Leica Biosystems nu6o nocetute Be6-cant komnanum Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com.
« C obpasuamu (8o v nocne ukcaumm) 1 BCEMU Matepuanamu, Ha KOTopble OHU BO3AEWCTBYIOT, criedyeT obpalyarbes Kak ¢
NoTeHLManbHO CNocoGHbIMM K Nepeaaye UHMEKLMM 1 yTUIM3MpoBaTh, Cobnioaasi COOTBETCTBYIOLLME MePbI MPEAOCTOPOXHOCTH
Hukorpa He HabupaliTe peakTuBbI B NUNETKy pToM. M3GeraiTe KoHTaKTa peakT1BoB 1 06pasLoB C KOXelt 1 CNn3NCTbIMKU 0Bonoykamu.
B cnyyae koHTaKTa peakT1BOB N 06pasLioB C YyBCTBUTENbHBIMW 30HaMW NPOMOITE UX GOnbLLIMM Konn4ecTBoM Bogbl. ObpaTuTech
3@ MeOULIMHCKO MOMOLLbIO.

+ [o Bonpocam yTunuaaLmm nobbix BO3MOXHO TOKCUHECKMX KOMIMOHEHTOB BbINOMHANTE TpeGoBaHUs deaepanbHbIX, perMoHanbHbIX
UIMN MECTHBIX HOPMATUBHBIX AOKYMEHTOB.

« CBOAMTE K MUHUMYMY MUKPOGHOE 3arpsi3HEHNE PEaKTUBOB BO M3BEKaHNE YCUITEHNS HECTIELMUYECKOTO OKpaLLINBaHUS.

» HapyLlueHue ykazaHHbIX B MUHCTPYKLMU NpaBus 4eMack1poBKU, BPEMEHU WHKYBaLmum 1 TepMudeckoi 06paBoTKu MOXKET NPUBECTM K
oWKNBOoYHbIM pesynbTaram. Niobble Noao6HbIe U3MEHeHMs AOMKHbI BbiTh BanuaMpoBaHbl Nonb3oBaTenem.

WUHCTpYKUUA No NpuMeHeHUo

3oHa RNA Negative Control Probe 6bin paspaboTtaH Ans ucnonb3oBaHusi B aBTomatuampoBaHHoii cucteme BOND (BkrtovatoLuei
cuctembl BOND-MAX 1 BOND-III komnaHuu Leica) B coveTaHum ¢ aHTuTenamum k cnyopecuenHy Anti-Fluorescein Antibody,

cuctemort obHapyxeHuss BOND Polymer Refine Detection n gononHutensHbiMu peaktnsamv BOND. PekomeHayemMbiM NpoTokonom
MMMyHorncToxummyeckoro okpawwmsaHus ans RNA Negative Control Probe siBnsietcst ISH Protocol A. depmeHTaTusHoe
[leMacknpoBaH1e PeKOMEeHAYEeTCA BbINOMHATL C UCNonb30BaHMeM Habopa npeasapuTenbHoii obpaboTkn hepmenta BOND Enzyme
Pretreatment Kit, Enzyme 1 B TeqeHne 15 MuHyT.

Bcerga cnepyeT Mcnonb3oBaTh TKaHW U peakTUBbI, MPeACTaBnsioLLme coboi COOTBETCTBYIOLME KOHTPONK. MpoToKoN, B KOTOPOM
NPUMEHSIIOTCS TKaHU U PEaKTUBbI, IBNSIOLLNECS KOHTPOMAMM, OMKEH COOTBETCTBOBATL TOMY, KOTOPbIN NPOBOAWTCS C UCMOMNb30BaHUEM
PHK-30Haa, npeaHasHa4yeHHoro Ans ucnbiTaHui.

KOHTpOHb KayecTBa

Pasnuuus B meTofiax 06paboTku TKaHem 1 TEXHUYECKVX NpoLeaypax, BbINONHSeMbIX B NaGopaTopum nomnb3oBaTensi, MoryT NpUBECTU K
CyLLECTBEHHO BapuabernbHOCTU Pe3ynbTaTos, B CBSA3W C YeM TPebyeTcs perynsipHoe BbINOMHEHWE BHYTPUNabopaTopHbIX KOHTPOMeN B
[IOMOMHEHMUE K yKa3aHHbIM HUXE npoLeaypam.

MonoxutenbHbIA KOHTPONb TKaHU

anMeHSleTCﬂ ANA NPoBEepKM NPaBUITbHOCTU NOATOTOBKU TKaHen n METOLOB OKpallunBaHUA. B Ka)K,E\bII?I Ha60p ycnosmﬁ TecTa Npu Kaxxaom
LinKne okpawimBaHua cnefyet BkNioYaTb OOMH Cpe3 TKaHU ANs NONOXUTENbHONO KOHTPONS.

[Insi onTUMAaribHOro KOHTPOISA Ka4ecTBa U OGHaPYXEHWst He3HAaUUTENbHBIX YPOBHEN Aerpafjauunm peaktea 6onee noaxoauT TkaHb co
cnabbiM NONOXUTENbHLIM OKpalumBaHueMm, Yem TKaHb C CUITbHbIM MONTOXKUTENbHbLIM OKpallMBaHNEM.

OTpuuaTenbHbI KOHTPOMb TKaHU

3710 ncnbiTaHve crnefyert BbINOMNHATbL NOCrne uccnefoBaHns TKaHu, I/ICI'IOanyPOLIJ,eVICﬂ B Ka4yeCTBe NOJIOXUTENbHOIO KOHTPOMNSA C TeM,
YTOGb! Bepwd)muwpoaan; CI'IeL[VI(bI/NHOCTb MapKnpoBaHus 30HAa OTHOCUTENbHO Uenun. Kpome TOro, pa3H006p83Hble TWUNbl KNETOK Ans
OTPULLATENLHOTO KOHTPOSIS MOXHO YacTo HaiTh B BONbLUMHCTBE CPE30B TKaHEN, OfHAKO Takue npenaparbl AOMKHbI GbITb NPOBEPEHbI
nonb3oBarenem.

OTpuuaTenbHbIN KOHTPONb peakTuBa
ﬂJ‘Iﬂ OUEHKN Hecneumquecn(oro OKpalinBaHua n nquueVl WHTEepnpeTaunn CI'IeLlVICbVI‘-IeCKOI’O OKpalimnBaHuAa Ll,eJ'IeBOI;I obnacTu npn

nccneaoBaHumM cpe3oB kaxaoro obpasua, B3fToro y nauueHTa, BMECTO 30HAa ANns ucnbiTyemoro obpasua PHK ncnonbayiite RNA
Negative Control Probe PB0809.
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PeakTus, npeacraBnsiowmii co6oi NONoXUTENbHbIA KOHTPONb

[ins nony4erns nHOpMaLM O COXPAHHOCTU HYKIMEUHOBbIX KUCIOT B TKaHSIX, a Taloke O BO3MOXHOCTU X JOCTUYb C NOMOLLbIO

30HAa NpY MCCneoBaHWUM CPe30B Kaxaoro obpasua, B3AToro y nauueHTa, BMecto PHK-30Haa, npefHasHauyeHHoro Ans UcnbiTaHuid,
ucnonbayiite RNA Positive Control Probe PB0785, koTopas cnyuT B ka4ecTBe nonoxuTenbHoro koHTpons. Ecnn RNA Positive
Control Probe (PHK-30HA, ncnonb3ylowmincs B ka4ecTBe NOIOXUTENBHOTO KOHTPOIS), AEMOHCTPUPYET HeyAOBMNEeTBOPUTENbHbIE
pe3ynbTaThl C TOYKW 3pEHNS NOSNOXMTENBHOrO OKpalUMBaHUA, pesynbTaThbl UCCrefoBaHNst 06pasLioB CreayeT CHMTaTb HeJOCTOBEPHbLIMU.

TkaHb, Nony4yeHHas y nauueHTa

Wccnenyiite o6pasLibl TkaH, B3SITON Y NaLMEHTa W OKpaLLEeHHOW ¢ ncnonb3oBaHnemM PHK-3oHaa, npefHasHauyeHHoro Ans UcnbITaHuii,
B MOCIEAHIO0 o4epeab. VIHTEHCUBHOCTb MOMOXUTENBHOMO OKpaLLMBaHWs CriedyeT OLieHMBaTb B KOHTEKCTe No6oro Hecrneumduryeckoro
doHoBoro okpaLumeaHus RNA Negative Control Probe PB0809 (PHK-3oHAa, siBnsitoLerocs otpuuatenbHeiM kKoHTponem PB0809).

OxupaemMble pe3ynbraThbl

HopwmanbHbie TkaHu

Mpu ucnonb3osaHun PBO809 okpalumBaHus He Habnoaanock B LUMPOKOM AvanasoHe uayvaembix TkaHei. (Obee uicno
UCCrenoBaHHbIX HOPMarbHbIX TkaHew = 96).

DNatonornyecku nsmeHeHHble TkaHW

Mpu ncnonb3osaHum PBO809 He Habniopanock okpaluvsaHum onyxonen auyHmnkos (0/3), onyxonei wutosuaHoi xenessl (0/3),
onyxoneit nerkux (0/3), onyxonen nevenn (0/3), onyxoneit mosra (0/2), onyxonen nuwiesoaa (0/2), onyxonen Mono4Hom xenesbl

(0/2), onyxonei koxwu (0/2), meTacTaTu4eckux onyxornei HenssecTHoro npoucxoxaenus (0/2), onyxonei xenyaka (0/1), onyxonen
ToncToro kuweyHvka (0/1), onyxonen npsimoi kuwkwu (0/1), onyxoner roptanu (0/1) n onyxonu BunoykoBoi xenessl (0/1) (obliee ymicno
MCCreaoBaHHbIX NaTONOrMYeCckn U3MeHeHHbIX obpasLos = 29).

PB0809 pekoMeHa0BaH B Ka4eCTBE CKPUHUHIOBOIO MHCTPYMEHTAa ANsi OLEHKMU OKpaliMBaHWUA 30HAa ANA UCTbITyeMoro obpasua
PHK B o6pasue nauvenra.

OrpaHuyeHus, cneuncuyHbie AnNA 3TOro npoaykKra

3oHa RNA Negative Control Probe ontumunanposaH komnaHuen Leica Biosystems ans npumeHenus ¢ peaktusamu Anti-Fluorescein
Antibody, BOND Polymer Refine Detection n gononHutensHeiMu peaktusamu BOND. lNonb3osaTenu, OTKNOHSOWMECS OT
peKoMeH/JoBaHHbIX NpoLieayp aHanuaa, JormkHbI 6paTh Ha cebst OTBETCTBEHHOCTL 3a MHTeppeTaLmio pe3ynsTaToB UCCNeaoBaHuit
NaLMEeHTOB, BbIMOTHEHHBIX B TaKUX YCNOBMSIX. [POJOMKUTENBHOCTD BbIMOMHEHWS IPOTOKOMNa MOXKET BapbupoBaThb B 3aBUCUMOCTN OT
BapuaHTa ukcaLum TkaHemn 1 apheKTUBHOCTU hepMEeHTaTUBHOTO pacLLenneHnst U AoMmKHa OnpeaensTbCst aMnupuyecku. B npouecce
ONTUMU3ALINN YCROBNIA AEMaCcKMPOBaHNA aHTUIEHOB W NPOAOMKUTENBHOCTY BbIMNOMHEHNS NPOToKoNa AoMmKeH ucnonb3osatbest RNA
Negative Control Probe (PHK-30Hz, BbINOMHSIOLLMIA (YHKLIMM OTPULLATENBHOTO KOHTPONS).

Mowuck n ycTpaHeHne Henonanok

MIcTOYHMK (3) MOXET NOMOYb B MPUHATUM Mep MO YCTPAHEHWIO HENonaaok.

O6paTtuTech k MECTHOMY AVUCTPUGHLIOTOPY UMK B perMoHarnbHbIN opuc komnauum Leica Biosystems, ecnu B xofe pa6ots!
perucTpvpyetcs HeobblHHOE OKpaluMBaHve (TkaHu, obpasua).

[OononHuTtenbHaa nHdopmauus

[ononHutenbHas MHopMaLys, kacatoLwasica NpoBefAeHUs rmbpuamnsaumm in situ ¢ ucnonb3oBaHnem peaktmsos BOND, cogepxutcs
B py6pukax «MpuHuun metoga», «Heobxoammele matepuansi», «MogrotoBka 06pa3uoB», «KoHTponb kavecTBay, «[poBepka
[OCTOBEPHOCTM aHanuaay, «IHTepnpeTaums okpalumBaHus», «3Ha4eHUs CYMBOMOB B MapkMpoBke npoaykuun» n «O6Live
orpaHundeHus» pasgena «MprmereHne peaktusos BOND» B fokyMeHTaLmm nonb3osatens cuctembl BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Nr katalogowy: PB0809

Przeznaczenie

Ten odczynnik jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.

Preparat RNA Negative Control Probe jest przeznaczony dobarwienia tta wynikajgcego z niespecyficznych oddziatywan w utrwalonej
formaling tkance zatopionej w parafinie przez hybrydyzacje in situ (ISH) przy uzyciu automatycznego systemu BOND (w tym systemoéw
Leica BOND-MAX i Leica BOND-III).

Kliniczng interpretacje wybarwienia lub jego braku nalezy uzupemi¢ badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami. Ocene
powinien przeprowadzi¢ wykwalifikowany patolog w kontekscie historii choroby pacjenta oraz innych badan diagnostycznych.

Podsumowanie i objasnienie

RNA Negative Control Probe to pojedynczy oligonukleotyd sporzadzony z DNA dania pregowanego i analizowana przy pomocy Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) w celu potwierdzenia, ze sekwencja nie wykazuje homologii z zadnymi ludzkimi sekwencjami.
RNA Negative Control Probe generuje sie za pomocg znakowania fluoresceing, stosujgc takie same procedury, jak w przypadku sond
oligonukleotydowych stosowanych do wykrywania RNA w systemach BOND. W zwigzku z tym RNA Negative Control Probe to idealna
sonda kontroli negatywnej dla RNA ISH w systemie BOND.

Odczynniki znajdujace si¢ w zestawie

Preparat RNA Negative Control Probe to skoniugowana z fluoresceing sonda oligonukleotydowa (200 ng/ml) dostarczana w roztworze
do hybrydyzacji.

taczna objetos¢ = 5,5 ml

Rozcienczanie i mieszanie.

Preparat RNA Negative Control Probe jest gotowy do uzycia. W przypadku tego odczynnika nie jest konieczne dodawanie wody,
mieszanie, rozcienczanie ani miareczkowanie.

Wymagane materiaty niedotagczone do zestawu

Aby uzyskac¢ petna liste materiatéw potrzebnych do przygotowania prébek i barwienia immunohistochemicznego in situ za pomocg
systemu BOND (w tym systeméw Leica BOND-MAX i Leica BOND-III) zob. ,Korzystanie z odczynnikéw BOND” w dokumentacji
uzytkownika BOND.

Przechowywanie i trwatos¢

Przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Produkt jest stabilny w tych warunkach do uptywu daty wazno$ci podanej na etykiecie pojemnika.
Nie istniejg zadne widoczne oznaki skazenia i/lub niestabilnosci. Odpowiednie pozytywne i negatywne kontrole tkankowe nalezy
przeprowadza¢ w tym samym czasie co badanie tkanki.

Niezwtocznie po uzyciu ponownie umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.

Przechowywanie w warunkach innych od wskazanych powyzej wymaga weryfikacji uzytkownika.

Srodki ostroznosci
« Test jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE H360D: Moze dziata¢ P201: Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami
Zawiera formamid (<50%) i siarczan szkodliwie na dziecko ostroznosci.

dekstranu (<30%). w fonie matki P202: Nie uzywac¢ przed zapoznaniem sig i zrozumieniem
GHS07: Wykrzyknik. H315: Dziata wszystkich $rodkéw bezpieczenstwa.
GHSO08: Zagrozenie dla zdrowia. draznigco na skére. P260: Nie wdycha¢ pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
Stowa sygnalizujace: H319: Dziata P308+313: W PRZYPADKU narazenia lub stycznosci: Zasiggnaé
Niebezpieczenstwo. draznigco na oczy. porady lekarza.
P314: W przypadku ztego samopoczucia nalezy zasiegng¢ porady
lekarza.

P264: Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

P280: Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
oczu/ochrone twarzy.

P305+351+338: W PRZYPADKU KONTAKTU Z OCZAMI:
Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyjg¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usungé¢. Nadal ptukac.
P337+313: W przypadku utrzymywania si¢ dziatania draznigcego
na oczy: Zasiegna¢ porady lekarza.

P302+352: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Przemyé
duzg iloscig wody z mydtem.

P332+313: W przypadku wystgpienia podraznienia skory:
Zasiegna¢ porady lekarza.

P362+364: Zanieczyszczong odziez zdja¢ i wypraé przed
ponownym uzyciem.

Wytgcznie do uzytku zawodowego.
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« Aby otrzyma¢ egzemplarz karty charakterystyki, nalezy skontaktowac sig z lokalnym dystrybutorem lub regionalnym biurem Leica
Biosystems, lub odwiedzi¢ strone internetowa, www.LeicaBiosystems.com.

« Z prébkami przed utrwaleniem i po utrwaleniu, jak réwniez ze wszystkimi materiatami, ktére majg z nimi stycznos¢, nzaleiy obchodzi¢
sie tak, jak z materiatami potencjalnie zakaznymi i nalezy je utylizowaé, zachowujgc odpowiednie $rodki ostroznosci.” Podczas
pobierania pipetg nie wolno zasysa¢ odczynnikéw ustami i nalezy unika¢ kontaktu odczynnikéw i preparatéw ze skérg oraz btonami
$luzowymi. W razie kontaktu odczynnikdw lub prébek ze szczegdlnie narazonymi miejscami przemy¢ miejsce kontaktu duzg iloscig
wody. Nalezy zasiegng¢ porady lekarza.

« Wszelkie potencjalnie toksyczne sktadniki nalezy utylizowa¢ zgodnie z krajowymi lub lokalnymi przepisami.

« Chroni¢ odczynniki przed skazeniem drobnoustrojami, poniewaz moze ono doprowadzi¢ do zwiekszonego barwienia
niespecyficznego.

« Zastosowanie czaséw odzyskiwania, inkubacji lub temperatur innych niz podano w instrukcji moze spowodowac btedne wyniki.
Wszelkie zmiany tego typu muszg zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Instrukcja stosowania

Preparat RNA Negative Control Probe zostat opracowany z myslg o zastosowaniu w automatycznym systemie BOND (obejmujacym
systemy Leica BOND-MAX i Leica BOND-III system) w potgczeniu z Anti-Fluorescein Antibody oraz BOND Polymer Refine Detection
i pomocniczymi odczynnikami BOND. Zalecany protokét barwienia dla RNA Negative Control Probe to ISH Protocol A. Zalecane jest
odmaskowywanie enzymu przy uzyciu zestawu BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 przez 15 minut.

Zawsze nalezy stosowaé¢ odpowiednie kontrole tkanek i odczynnikéw. Protokét kontroli tkanek i odczynnikdéw powinien odpowiadac¢
protokotowi z sondy do badan RNA.

Kontrola jakosci

Réznice w przetwarzaniu tkanek i procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga doprowadzi¢ do znacznej zmiennosci
wynikéw, co oznacza konieczno$¢ dodatkowego przeprowadzania regularnych kontroli wewnetrznych.

Tkankowa kontrola pozytywna

Stosowana w celu wskazania prawidtowo przygotowanych tkanek i prawidtowych technik barwienia. W kazdej serii barwienia kazdy
zestaw warunkéw testowych powinien uwzglednia¢ jedng tkankowg kontrole pozytywna.

Do optymalnej kontroli jakosci i do wykrywania niewielkich pozioméw degradacji odczynnikéw bardziej nadaje si¢ tkanka o stabym
barwieniu pozytywnym niz tkanka o silnym barwieniu pozytywnym.

Tkankowa kontrola negatywna

Nalezy jg wykona¢ po tkankowej kontroli pozytywnej, aby sprawdzi¢ swoisto$¢ znakowania docelowej substancji przez sonde.
Ewentualnie tkankowa kontrola negatywna moze obejmowac rézne typy komorek obecne w wiekszosci skrawkéw tkankowych, jednak
powinno to zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika.

Negatywna kontrola odczynnika

Aby przeprowadzi¢ oceng barwienia niespecyficznego oraz umozIliwi¢ lepsza interpretacje barwienia specyficznego nalezy uzy¢ RNA
Negative Control Probe PB0809 zamiast sondy RNA na kazdym skrawku z prébki pobranej od pacjenta.

Pozytywna kontrola odczynnika

Aby uzyska¢ informacje o zachowaniu kwaséw nukleinowych w tkance, a takze o mozliwos$ci znakowania kwaséw nukleinowych przez
sonde, nalezy uzy¢ RNA Positive Control Probe PB0785 zamiast sondy RNA na kazdym skrawku z prébki pobranej od pacjenta. Jesli
RNA Positive Control Probe nie wykaze odpowiedniego pozytywnego barwienia, wyniki testu przeprowadzonego na prébkach pobranych
od pacjenta nalezy uznac¢ za niewazne.

Tkanka pacjenta

Prébki pacjenta barwione sondg RNA nalezy badac¢ jako ostatnie. Intensywno$¢ barwienia pozytywnego nalezy ocenia¢ w kontekscie
ewentualnego niespecyficznego barwienia tta w RNA Negative Control Probe PB0809.

Oczekiwane wyniki

Tkanki prawidtowe
Przy zastosowaniu PB0809 w wielu tkankach nie stwierdzono barwienia. (tgczna liczba ocenionych prawidtowych przypadkéw = 96).

Tkanki patologiczne

Uzywajgc PB0809 nie obserwowano barwienia w guzach jajnika (0/3), guzach tarczycy (0/3), guzach ptuc (0/3), guzach watroby (0/3),
guzach mozgu (0/2), guzach przetyku ( 0/2), guzach sutka (0/2), rakach skéry (0/2), guzach przerzutowych o nieznanym pochodzeniu
(0/2), guzach zotadka (0/1), guzach okreznicy (0/1), guzie odbytnicy (0/1), guzie krtani (0/1) i guzie grasicy (0/1) (catkowita liczba
ocenionych przypadkdéw patologicznych = 29).

Zaleca sie stosowanie preparatu PB0809 jako narzedzia przesiewowego do oceny barwienia sondy RNA na prébce pobranej od
pacjenta.

Szczegolne ograniczenia dla produktu

Preparat RNA Negative Control Probe zostat zoptymalizowany w Leica Biosystems pod katem stosowania z Anti-Fluorescein Antibody,
BOND Polymer Refine Detection i pomocniczymi odczynnikami BOND. W tych okolicznosciach uzytkownicy, ktorzy postepuja
niezgodnie z zalecanymi procedurami testowymi muszg wzig¢ odpowiedzialno$¢ za interpretacje wynikdw chorego. Czasy protokotu
moga by¢ rézne w zwigzku ze zréznicowaniem w zakresie utrwalenia tkanek i skutecznoéci trawienia enzymatycznego - nalezy je
okresli¢ doswiadczalnie. Podczas optymalizacji warunkéw odmaskowywania i czaséw protokotu nalezy stosowaé RNA Negative Control
Probe.
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Rozwigzywanie probleméw

QOdnosnik 3 moze by¢ pomocny w podejmowaniu dziatan zaradczych.
W celu zgtoszenia nietypowego barwienia nalezy skontaktowac¢ sie z lokalnym dystrybutorem lub z regionalnym biurem firmy Leica
Biosystems.

Dodatkowe informacje

Dodatkowe informacje dotyczgce hybrydyzaciji in situ przy uzyciu odczynnikéw BOND opisanej w rozdziatach ,Zasady postepowania”,
.Wymagane materialy”, ,Przygotowanie prébek”, ,Kontrola jakosci”, ,Weryfikacja testu”, ,Interpretacja barwienia”, ,Objasnienie symboli
na etykietach” i ,Ograniczenia ogéine” mozna znalez¢ w rozdziale ,Stosowanie odczynnikéw BOND” w dokumentaciji uzytkownika
systemu BOND.
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Kataloska §t.: PB0809

Predvidena uporaba

Ta reagent je namenjen diagnosti¢ni uporabi in vitro.

Sonda RNA Negative Control Probe je namenjena uporabi pri identifikaciji obarvanja ozadja, ki je posledica nespecifiénih interakcij v
tkivu, fiksiranem s formalinom in vstavljenem v parafin, s hibridizacijo (ISH) in situ z uporabo avtomatiziranega sistema BOND (vklju€uje
sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-III).

Kliniéno razlago kakr§nega koli obarvanja ali odsotnosti le-tega morajo dopolnjevati morfolo$ke Studije in ustrezni kontrolni vzorci, ki jih v
okviru kliniéne anamneze bolnika in drugih diagnosti¢nih testov oceni usposobljen patolog.

Povzetek in razlaga

Sonda RNA Negative Control Probe je enojni oligonukleotid, pripravljen iz DNA cebrice, ki se analizira z uporabo analize Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) za potrditev, da zaporedje nima homologije z nobenim humanim zaporedjem. Sonda RNA Negative
Control Probe je pripravljena s fluoresceinsko oznako z uporabo enakega postopka kot pri oligonukleotidnih sondah, ki se uporabljajo za
zaznavanje RNA v sistemu BOND. Iz tega razloga je sonda RNA Negative Control Probe idealna sonda negativne kontrole za ISH RNA
v sistemu BOND.

Prilozeni reagenti
Sonda RNA Negative Control Probe je fluorescein-konjugirana oligonukleotidna sonda (200 ng/ml), ki jo dobimo v raztopini hibridizacije.
Skupna prostornina = 5,5 ml.

Redcenje in mesanje
Sonda RNA Negative Control Probe je pripravljena za uporabo. Rekonstitucija, me$anje, red¢enje ali titracija tega reagenta niso
potrebni.

Potrebni materiali, ki niso prilozeni

Glejte »Uporaba reagentov BOND« v priloZeni dokumentaciji BOND za uporabnika za popoln seznam materialov, ki so potrebni za
obdelavo vzorcev in barvanje s hibridizacijo in situ pri uporabi sistema BOND (vkljuCuje sistem Leica BOND-MAX in sistem Leica BOND-
).

Shranjevanje in stabilnost

Hraniti pri temperaturi 2—-8 °C. Izdelek je stabilen pod temi pogoji do datuma izteka roka uporabnosti, ki je naveden na oznaki vsebnika.

Ni oitnih znakov, ki bi kazali na kontaminacijo in/ali nestabilnost. Primerno pozitivno in negativno kontrolno tkiva morate obdelati so¢asno
s testnim vzorcem tkiva.

Takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2—8 °C.
Uporabnik mora potrditi ustreznost pogojev shranjevanja, ¢e se ti razlikujejo od zgoraj navedenih'.

Previdnosti ukrepi
« Taizdelek je namenjen za diagnosti¢no uporabo in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Lahko $koduje  P201: Pred uporabo pridobiti posebna navodila.

Vsebuje formamid (< 50 %) in nerojenemu otroku. P202: Ne uporabljajte, dokler se ne seznanite z vsemi varnostnimi
dekstranov sulfat (< 30 %). H315: Povzroca ukrepi.

GHSO07: Klicaj. drazenje koze. P260: Ne vdihavati prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.
GHSO08: Nevarno za zdravje. H319: Povzro¢a hudo P308+313: PRI izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti: Poiscite
Signalne besede: Nevarno. drazenje oci. zdravnisko pomo¢/oskrbo.

P314: Ob slabem pocutju poiscite zdravniS§ko pomoé¢/oskrbo.
P264: Po uporabi temeljito umiti roke.

P280: Nositi zas¢itne rokavice/zas¢itno obleko/zascito za oci/
za$¢ito za obraz.

P305+351+338: PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj
minut. Odstranite kontaktne lece, ¢e jih imate in ¢e to lahko storite
brez teZzav. Nadaljujte z izpiranjem.

P337+313: Ce draZenje odi ne preneha: Poidgite zdravnisko
pomoc/oskrbo.

P302+352: PRI STIKU S KOZO: Umiti z veliko mila in vode.
P332+313: Ce nastopi drazenje koze: Poiégite zdravnisko pomog/
oskrbo.

P362+364:Sleci kontaminirana oblacila in jih oprati pred ponovno
uporabo.

Omejeno na strokovne uporabnike.

« Kopijo varnostnega lista lahko dobite pri lokalnem distributerju ali regionalni pisarni druzbe Leica Biosystems ali na spletnem mestu
www.LeicaBiosystems.com.

« Zvzorci, pred fiksiranjem in po njem, in vsemi materiali, s katerimi so E)riéli v stik, morate rokovati, kot da bi lahko prenasali okuzbe, in
pri njihovem odstranjevanju upostevati ustrezne previdnostne ukrepe.” Nikoli ne pipetirajte reagentov skozi usta; pazite, da reagenti
in vzorci ne pridejo v stik s koZo ali sluznicami. Ce reagenti ali vzorci pridejo v stik z ob&utljivimi deli, jih izperite z obilo vode. Poi$¢ite
zdravnisko pomo¢.
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« Sledite zveznim, drzavnim ali lokalnim predpisom za odstranjevanje katerih koli morebitno strupenih sestavin.
« Pazite, da ne pride do mikrobne okuzbe reagentov, saj lahko povzroéi nespecificno barvanje.

« Ce uporabite &as ali temperature razkrivanja in inkubacije, ki se razlikujejo od navedenih, lahko pridobite napagne rezultate.
Uporabnik mora validirati morebitne spremembe.

Navodila za uporabo

Sonda RNA Negative Control Probe je bila razvita za uporabo na avtomatiziranem sistemu BOND (vkljuduje sistem Leica BOND-MAX in
sistem Leica BOND-III) skupaj s sistemoma Anti-Fluorescein Antibody, BOND Polymer Refine Detection in pomoznimi reagenti BOND.
Priporoceni protokol za barvanje za sondo RNA Negative Control Probe je ISH Protocol A. Priporo€eni nacin pridobivanja encimov je z
uporabo BOND Enzyme Pretreatment Kit, Enzyme 1 za 15 minut.

Vedno morate uporabljati ustrezne kontrolna tkiva in reagente. Protokol za kontrolna tkiva in kontrolne reagente mora biti primeren za
test s sondo RNA.

Kontrola kakovosti

Razlike pri obdelavi tkiva in tehni¢nih postopkih v laboratoriju uporabnika lahko vodijo do precejSnje variabilnosti rezultatov, kar zahteva
redne interne kontrole ucinkovitosti poleg spodaj navedenih postopkov.

Pozitivni kontrolni vzorci tkiva
Uporabite jih za opredelitev pravilno pripravljenih tkiv in ustreznih tehnik barvanja. Pri vsakem postopku barvanja morate vsakemu
sklopu preizkusnih pogojev dodati en pozitiven kontrolni vzorec tkiva.

Za najboljSo kontrolo kakovosti in zaznavanje manjsih ravni razpadanja reagentov je tkivo s Sibkim pozitivnim obarvanjem bolj primerno
kot tkivo z mo€nim pozitivnim obarvanjem.

Negativni kontrolni vzorci tkiva

Pregledati jih morate po pregledu pozitivnih kontrolnih vzorcev tkiva, da preverite specificnost oznacevanja tar¢e s sondo. Drugace pa
se kot negativni kontrolni vzorci pogosto uporablja vrsta razlicnih celic, ki so prisotne v vec€ini rezin tkiv, vendar pa mora tako uporabo
preveriti uporabnik.

Negativni kontrolni reagent

Za oceno nespecificnega obarvanja in bolj$o razlago specific(nega obarvanja uporabite kontrolni reagent RNA Negative Control Probe
PB0809 namesto testne sonde RNA z eno rezino vsakega vzorca bolnika.

Pozitivni kontrolni reagent

Da preverite ohranjenost nukleinskih kislin v tkivu ter dostopnost nukleinskih kislin sondi, uporabite kontrolni reagent RNA Positive
Control Probe PB0785 namesto testne sonde RNA z eno rezino vsakega vzorca bolnika. Ce sonda RNA Positive Control Probe ne kaze
pozitivnega obarvanja, morate rezultate vzorcev Steti za neveljavne.

Bolnikovo tkivo

Nazadnje preglejte bolnikove vzorce, obarvane s testno sondo RNA. Intenzivnost pozitivnega obarvanja morate oceniti v kontekstu
morebitnega nespecificnega obarvanja ozadja v kontrolnem vzorcu z izdelkom RNA Negative Control Probe PB0809.

Pri¢akovani rezultati

Normalna tkiva

Z izdelkom PB0809 niso opazili obarvanja $tevilnih drugih tkiv. (Skupno Stevilo ocenjenih normalnih primerov = 96).

Nenormalna tkiva

Pri uporabi PB0809 niso opazili obarvanja pri tumorijih jajénikov (0/3), tumorijih ¢itnice (0/3), pljunih tumorjih (0/3), tumorjih na jetrih
(0/3), mozganskih tumorjih (0/2), ezofagealnih tumorjih (0/2), tumorjih na dojkah (0/2), koznih tumorjih (0/2), metastatskih tumorjih
neznanega izvora (0/2), Zelodénih tumorjih (0/1), tumorjih kolona (0/1), rektalnih tumorijih (0/1), tumorju grla (0/1) in tumorju prizeljca (0/1)
(Skupno $tevilo ocenjenih nenormalnih primerov = 29).

PB0809 se priporoca kot orodje presejanja za oceno barvanja pri testu s sondo RNA na bolnikovem vzorcu.

Specificne omejitve izdelka

Druzba Leica Biosystems je sondo RNA Negative Control Probe optimizirala za uporabo s Anti-Fluorescein Antibody, s sistemom BOND
Polymer Refine Detection in pomoZnimi reagenti BOND. Uporabniki, ki odstopijo od priporo€enih preizkusnih postopkov, morajo prevzeti
odgovornost za razlago bolnikovih rezultatov pod temi pogoji. Trajanje protokola se lahko spreminja zaradi sprememb pri fiksaciji tkiva in
ucinkovitosti encimske razgradnje, zato ga je treba dolo¢iti empiri¢no. Pri optimizaciji pogojev pridobivanja in trajanja protokola morate
uporabiti izdelek RNA Negative Control Probe.

Odpravljanje tezav

Referenca 3 lahko pomaga pri ukrepanju za odpravljanju napake.

Ce zelite poro&ati o nenavadnem obarvanju, se obrnite na svojega lokalnega distributerja ali regionalno pisarno druzbe Leica
Biosystems.

Dodatne informacije

Dodatne informacije o hibridizaciji in situ z reagenti BOND so na voljo v priloZzeni dokumentaciji za uporabnika »Uporaba reagentov
BOND« v poglavjih Nacelo postopka, Potrebni materiali, Priprava vzorcev, Kontrola kakovosti, Verifikacija testa, Razlaga obarvanja,
Legenda simbolov na oznakah in Splo$ne omejitve.
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BOND™ Ready-To-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Kat. ¢.: PB0809

Zamyslené pouziti

Tato reagencie je uréena k diagnostickému pouziti in vitro.

Kontrola RNA Negative Control je uréena k pouZziti pfi stanoveni barveni pozadi vznikajiciho pfi nespecifickych interakcich ve tkani
fixované formalinem a zalité v parafinu hybridizaci in situ (ISH) pomoci automatického systému BOND (v&etné systému Leica BOND-
MAX a Leica BOND-III system).

Klinickou interpretaci jakéhokoliv barveni nebo jeho nepfitomnosti je nutné doplnit morfologickym vySetfenim s pouzitim spravnych
kontrol a zhodnotit je musi kvalifikovany patolog v kontextu s klinickou anamnézou pacienta a jinymi diagnostickymi testy.

Souhrn a vysvétleni

Sonda RNA Negative Control Probe je jediny oligonukleotid ziskany z DNA zebficky a analyzovany metodou Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) k dolozeni, Ze tato sekvence neobsahuje Zadnou homologii s lidskymi sekvencemi. Sonda RNA Negative Control
Probe je znacena fluoresceinem za pouziti stejného postupu, jakym se pfipravuji dalsi oligonukleotidové sondy pouzivané k detekci RNA
v systémech BOND. Proto je sonda RNA Negative Control Probe idealni negativni kontrolni sondou pfi RNA ISH na systému BOND.

Dodavané reagencie

Sonda RNA Negative Control Probe je fluorescein-konjugovana oligonukleotidova sonda (200 ng/ml) dodavana v hybridizanim roztoku.
Celkovy objem = 5,5 ml

Redéni a michani

Sonda RNA Negative Control Probe je pfipravena k pouziti. Rekonstituce, michani, fedéni ani titrace této reagencie nejsou nutné.
Potifebny material, ktery neni soucasti dodavky

Uplny seznam materialt potfebnych ke zpracovani vzorku a k barveni mista hybridizace in situ pomoci systému BOND (véetné systému
Leica BOND-MAX a Leica BOND-III system) je uveden v bodé ,Pouziti reagencii BOND" v uzivatelské dokumentaci BOND.

Skladovani a stabilita

Uchovaveijte pfi teploté 2-8 °C. Produkt je za téchto podminek stabilni az o datumu exspirace uvedeného na Stitku nadoby.

Neexistuji zjevné znamky indikujici kontaminaci anebo nestabilitu. Sou¢asné s vySetfovanou tkani je tfeba provést i hodnoceni pfislusné
pozitivni a negativni tkariové kontroly.

Okamzité po pouZziti vratte do prostfedi s teplotou 2-8 °C.

Podminky skladovani jiné nez vySe uvedené musi uzivatel' validovat.

Bezpecénostni opatieni
« Tento produkt je uréen pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

SONDA RNA NEGATIVE CONTROL  H360D: Muze poskodit P201: Pfed pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

PROBE plod v téle matky. P202: Nepouzivejte, dokud jste si neprecetli vSechny bezpeénostni
Obsahuje formamid (< 50 %) a H315: Drazdi kuzi. pokyny a neporozuméli jim.

dextran sulfat (< 30 %). H319: ZpUsobuje P260: Nevdechuijte prach/dym/plyn/mih/paru/aerosoly.

GHSO07: Vykfi¢nik. vazné podrazdéni o&i.  P308+313: PRI expozici nebo podezfeni na ni: Vyhledejte

GHSO08: OhroZeni zdravi. lékafskou pomoc/oSetfeni.

Signalni slova: Nebezpedi. P314: Necitite-li se dobfe, vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetteni.

P264: Po manipulaci si diikladné omyjte ruce.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy $tit.

P305+351+338: PRI ZASAZENI OCi: Nékolik minut opatrné
oplachujte vodou. Vyjméte kontaktni €ocky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
P337+313: Pretrvava-li podrazdéni oéi: Vyhledejte Iékarskou
pomoc/osetfeni.

P302+352: PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim vody
a mydla.

P332+313: Pri podrazdéni kuze: Vyhledejte Iékafskou pomoc/
oSetfeni.

P362+364: Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym
pouzitim vyperte.

Omezeno na profesionalni uZivatele.

« Vytisk bezpecnostniho listu materialu ziskate od mistniho distributora nebo oblastni kancelafe spole¢nosti Leica Biosystems, nebo
muZzete navstivit webové stranky Leica Biosystems: www.LeicaBiosystems.com.

« Se vzorky, pred fixaci i po fixaci, a se véemi materidly, které s nimi pFi§I¥ do kontaktu, je nutno zachazet, jako by mohly prenaset
infekci, a zlikvidovat je s pouzitim pfislusnych bezpeénostnich opatfeni . Nikdy reagencie nepipetujte Usty a zabrarite kontaktu
reagencii a vzorkud s kuzi a sliznicemi. Pokud se reagencie nebo vzorky dostanou do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym
mnozstvim vody. Vyhledejte Iékafskou pomoc.

« Udaje o likvidaci jakychkoli potencialné toxickych komponent prostuduijte ve federalnich, statnich nebo mistnich nafizenich.
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« Minimalizujte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohlo by dojit ke zvySeni vyskytu nespecifického barveni.

« Ziskavani, inkubaéni doby nebo teploty jiné nez specifikované mohou vést k chybnym vysledkim. VSechny takové zmény musi byt
uzivatelem validovany.

Navod k pouziti

Sonda RNA Negative Control Probe byla vyvinuta k pouZziti v automatickém systému BOND (v€etné systému Leica BOND-MAX a Leica
BOND-IIl) v kombinaci s Anti-Fluorescein Antibody, soupravou BOND Polymer Refine Detection a pomocnymi reagenciemi BOND.
Protokol doporuéeného barveni pro sondu RNA Negative Control Probe je ISH Protocol A. Odmaskovani enzymu je doporuc¢eno za
pouziti soupravy BOND Enzyme Pre-treatment Kit, Enzyme 1 na 15 minut.

Vzdy se musi pouzit pfislusné tkariové a reagencni kontroly. Protokol tkariové a reagenéni kontroly musi odpovidat kontrolam RNA
testovaci sondy.

Kontrola jakosti

Rozdily ve zpracovani tkani a v technickych postupech v laboratofi uZivatele mohou zplisobit vyznamnou variabilitu vysledkd, coz
vyzaduje kromé nize uvedenych postupt i pravidelné provadéni kontrol v laboratofi.

Pozitivni tkannova kontrola

Pouziva se k prikazu spravné pripravenych tkani a spravnych barvicich technik. V kazdém barvicim cyklu musi byt pouzita jedna
pozitivni tkafiova kontrola pro kazdy soubor testovacich podminek.

Pro optimalni kontrolu jakosti a k detekci mensiho stupné degradace reagencie je vhodné;jsi tkan se slabym pozitivnim barvenim nez
tkan se silnym pozitivnim barvenim.

Negativni tkafiova kontrola

Musi byt vySetiena po pozitivni tkariové kontrole k ovéreni specificity oznaceni sondy podle cilové tkané. Alternativné ¢asto predstavuje
mista negativni kontroly fada riznych typt bunék pfitomnych ve vétsiné tkanovych fezu, to ale musi uzivatel validovat.

Negativni reagencni kontrola

K vyhodnoceni nespecifického barveni a umoznéni lepsi interpretace specifického barveni cilové tkané pouzijte na fezu z kazdého
vzorku
pacienta kontrolu RNA Negative Control Probe PB0809 namisto tetovaci sondy RNA.

Pozitivni reagenéni kontrola

K ziskani informaci o konzervaci nukleovych kyselin ve tkani a pfistupnosti nukleovych kyselin pro sondu pouzijte na fezu z kazdého
vzorku pacienta kontrolu RNA Positive Control Probe PB0785 namisto tetovaci sondy RNA. Pokud sonda RNA Positive Control Probe
nevykazuje pozitivni barveni, musi byt vysledky testovanych vzorkd povaZzovany za neplatné.

Tkan pacienta
Nakonec vySetfete vzorky pacienta barvené pomoci RNA testovaci sondy. Intenzita pozitivhiho barveni musi byt zhodnocena v kontextu
se v8im nespecifickym barvenim pozadi u sondy RNA Negative Control Probe PB0809.

Ocekavané vysledky

Normalni tkané

Pfi pouziti PB0809 nebylo barveni pozorovano u mnoha rtiznych tkani. (Celkovy pocet normalnich vysetfovanych tkani = 96).
Abnormalni tkdné

Pfi pouziti sondy PB0809 nebylo pozorovano zadné barveni u vzorki nadoru ovarii (0/3), nadoru $titné zlazy (0/3), nadoru plic (0/3),
nadoru jater (0/3), nadoru mozku (0/2), nadoru jicnu (0/2), nadoru prsu (0/2), nadoru kize (0/2), metastatickych nadorti neznamého
puvodu (0/2), nadoru Zzaludku (0/1), nadoru tlustého stfeva (0/1), nadoru rekta (0/1), nadoru hrtanu (0/1) a nadoru thymu (0/1). (Celkovy
pocet vysetfovanych abnormalnich ptipadl = 29).

nda PB! Ziva jaki reeningovy na i i barveni RNA i ve vzork

Omezeni specificka pro tento produkt

Sonda RNA Negative Control Probe byla spole¢nosti Leica Biosystems optimalizovana pro pouziti s Anti-Fluorescein Antibody,
soupravou BOND Polymer Refine Detection a s pomocnymi reagenciemi BOND. Uzivatelé, ktefi se pfi vySetieni odchyli od
doporu¢eného postupu, musi za téchto okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledki u pacienta. Doby uvedené v protokolu
se mohou lisit v disledku odchylek pfi fixaci tkani a u¢innosti enzymatické digesce a musi byt stanoveny empiricky. Pfi optimalizaci
podminek pfi ziskavani a dob v protokolu musi byt pouzita sonda RNA Negative Control Probe.

Reseni problému
Odkaz 3 mlize napomoci pfi provadéni napravnych opatfeni.
S hlasenim neobvyklého barveni kontaktujte mistniho distributora nebo oblastni kancelaF spole¢nosti Leica Biosystems.

Dalsi informace

Dalsi informace o hybridizaci in situ reagenciemi BOND naleznete pod nazvy Princip metody, Potfebné materialy, Pfiprava vzorku,
Kontrola kvality, Ovéfeni testl, Interpretace barveni, Vysvétleni symboll na titcich a Obecna omezeni v uzivatelské dokumentaci
BOND, v bodé ,Pouziti reagencii BOND".
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BOND™ Ready-to-Use ISH
RNA Negative Control Probe
Katalégové ¢.: PB0809

Zamyslané pouzitie

Toto ¢inidlo je uréené na diagnostické pouzitie in vitro.

Sonda RNA Negative Control Probe je uréena na identifikaciu zafarbenia pozadia vyplyvajuceho z nespecifickych interakcii v tkanive
zaliatom v parafine a fixovanom formalinom prostrednictvom hybridizacie in situ (ISH) pouzitim automatizovaného systému BOND
(vratane systému Leica BOND-MAX a Leica BOND-III).

Klinicka interpretacia akéhokolvek zafarbenia alebo jeho absencie musi byt kombinovana s morfologickymi vySetreniami a
zodpovedajlcimi kontrolami. Vysledky je nutné vyhodnotit' v kontexte klinickej anamnézy pacienta a dal$ich diagnostickych testov
vedenych kvalifikovanym patolégom.

Zhrnutie a vysvetlenie

Sonda RNA Negative Control Probe je jednoduchy oligonukleotid, vytvorena z DNA pruhovaného danio a analyzovana pouzitim analyzy
pomocou nastroja Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), aby sa potvrdilo, Ze sekvencia nie je podobna Ziadnym ludskym
sekvenciam. Sonda RNA Negative Control Probe je vygenerovana s oznacenim fluoresceinu pomocou rovnakej procedury aka sa
pouziva pri inych oligonukleotidovych sondach pouzivanych pri detekcii RNA v BOND. V désledku toho je sonda RNA Negative Control
Probe idedlna ako negativna kontrolna sonda pri RNA ISH v BOND.

Dodané cinidla

Sonda RNA Negative Control Probe je oligonukleotidova sonda konjugovana s fluoresceinom (200 ng/ml) dodavana v hybridizaénom
roztoku.

Celkovy objem = 5,5 ml

Riedenie a mieSanie
RNA Negative Control Probe je pripravena na pouzitie. Rekonstiticia, mieSanie, riedenie ani titracia tohto ¢inidla nie st potrebné.

Potrebny nedodany material

Uplny zoznam materialov potrebnych na spracovanie vzorky a zafarbenie pri hybridizacii in situ pomocou systému BOND (zahffia
systémy Leica BOND-MAX a Leica BOND-III) si pozrite v ¢asti ,Pouzivanie ¢inidiel BOND* v pouzivatelskej dokumentécii k systému
BOND.

Uskladnenie a stabilita

Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Za tychto podmienok su vSetky komponenty stabilné az do datumu exspiracie, ktory sa uvadza na Stitku
zasobnika.

Neexistuju ziadne evidentné znamky signalizujlice kontaminaciu a/alebo nestabilitu. Suc¢asne s testovanym tkanivom treba analyzovat aj
kontroly s pozitivnym aj negativnym tkanivom.

Okamzite po pouziti vratte do prostredia s teplotou 2 — 8 °C.

Iné nez vy$sie uvedené podmienky skladovania si vyzaduju validaciu pouiivatel‘om‘.

Bezpeénostné opatrenia
« Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro.

RNA NEGATIVE CONTROL PROBE  H360D: Moze P201: Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi.
Obsahuje formamid (<50 %) a poskodit nenarodené P202: Nepouzivajte, kym si neprecitate a nepochopite vSetky
dextran sulfat (<30 %). dieta. bezpecnostné opatrenia.
GHSO07: Vykriénik. H315: Drazdi kozu. P260: Nevdychujte prach/dym/plyn/hmlu/pary/aerosoly.
GHSO08: Nebezpecny pre zdravie. H319: Spésobuje P308+313: Po expozicii alebo podozreni z nej: Vyhladajte lekarsku
Signalne slova: Nebezpecenstvo. vazne podrazdenie pomoc/starostlivost.

oci. P314: Ak pocitujete zdravotné problémy, vyhladajte lekarsku

pomoc/starostlivost.

P264: Po manipuldcii si dokladne umyte ruky.

P280: Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/
ochranu tvare.

P305+351+338: PO ZASIAHNUTI OCIi: Opatrne niekolko mindt
oplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to
mozné, odstrarite ich. Pokracujte vo vyplachovani.

P337+313: Ak podrazdenie oci pretrvava: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

P302+352: PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym
mnozstvom mydla a vodou.

P332+313: Ak sa prejavi podrazdenie pokozky: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

P362+364: Kontaminovany odev vyzlecte a pred opatovnym
pouzitim vyperte.

Uréené iba pre odbornikov.

« Kartu bezpeénostny udajov materialov vam poskytne miestny distributor alebo regionalna poboc¢ka spolo¢nosti Leica Biosystems,
pripadne navstivte webovu lokalitu spolo¢nosti Leica Biosystems www.LeicaBiosystems.com.
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« So vzorkami pred fixaciou a po nej a vSetkymi materialmi, ktoré s nimi prisli do kontaktu, je nutné manipulovat ako s potencialne
infek&nymi a zlikvidovat ich pri dodrzani zodpovedajtcich bezpe&nostnych opatrni”. Cinidla nikdy nepipetujte Ustami a zabrarite
kontaktu ¢inidiel a vzoriek s koZou a sliznicami. Ak sa ¢inidla alebo vzorky dostanu do kontaktu s citlivymi oblastami, umyte ich
velkym mnoZstvom vody. Vyhladajte lekarsku pomoc.

« Likvidaciu pripadnych potencialne toxickych stcasti definuju federalne, Statne alebo miestne predpisy.

* Minimalizujte mikrobialnu kontaminaciu €inidiel. V opaénom pripade moéze dojst k zvySeniu neSpecifického zafarbenia.

« Nedodrzanie predpisanych déb zachytu, inkuba¢nych dob alebo teplot moze viest k nespravnym vysledkom. VSetky takéto zmeny si
vyZaduju validaciu pouzivatefom.

Navod na pouzitie

Sonda RNA Negative Control Probe bola vytvorena na pouZitie v automatizovanom systéme BOND (zahfia systémy Leica BOND-MAX

a Leica BOND-III) v kombinacii s Anti-Fluorescein Antibody, systémom BOND Polymer Refine Detection a pomocnymi ¢inidlami BOND.

Odporucany protokol farbenia pre sondu RNA Negative Control Probe je ISH Protocol A. Na vyhladavanie enzymov sa odportic¢a pouzit
supravu BOND Enzyme Pre-treatment Kit, Enzyme 1, po dobu 15 minut.

Vzdy sa musia pouzivat vhodné kontroly tkanivom a ¢inidlom. Protokol pre kontroly tkanivom a ¢inidlom musi zodpovedat protokolu pre
testovaciu sondu RNA.

Kontrola kvality

Rozdiely v spracovani tkaniva a technickych postupoch v laboratériu pouzivatela mézu viest k vyznamnému kolisaniu vysledkov, ¢o si
vyzaduje, okrem nasledujlcich postupov, aj pravidelné interné kontroly.

Pozitivna kontrola tkanivom

Identifikuje spravne pripravené tkaniva a spravne techniky zafarbenia. Kazda suprava testovych podmienok v kazdom cykle zafarbenia
musi obsahovat jednu pozitivnu kontrolu tkanivom.

Tkanivo so slabym pozitivnym farbenim je na optimalnu kontrolu kvality a na detekciu slabsej degradéacie ¢inidla vhodnejsie nez tkanivo
so silnym pozitivnym farbenim.

Negativna kontrola tkanivom
Nutné vySetrit po pozitivnej kontrole tkanivom s cielom overit Specificitu znacenia sondy na cieli. Ako negativnu kontrolu je mozné pouzit
aj rézne typy buniek pritomné vo vacésine tkanivovych rezov, takyto postup si v8ak vyzaduje validaciu pouzivatelom.

Negativna kontrola ¢inidlom

Na vyhodnotenie ne$pecifického zafarbenia pouzite sondu RNA Negative Control Probe PB0809 namiesto testovacej sondy RNA s
rezom jednotlivych vzoriek pacienta, o umozni lep$iu interpretaciu $pecifického farbenia ciefa.

Pozitivna kontrola ¢inidlom

Pouzitie sondy RNA Positive Control Probe PB0785 namiesto testovacej sondy RNA s rezom vzorky jednotlivych pacientov poskytne
informacie o zachovani nukleovych kyselin v tkanive, ako aj o dostupnosti nukleovych kyselin pre sondu. Ak sonda RNA Positive Control
Probe nebude vykazovat pozitivne zafarbenie, vysledky testovanych vzoriek je nutné povazovat za neplatné.

Tkanivo pacienta
Pacientske vzorky zafarbené testovacou sondou RNA preskimajte ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je nutné vyhodnotit v
kontexte pripadného nespecifického zafarbenia sondy RNA Negative Control Probe PB0809 na pozadi.

Ocakavané vysledky

Normaélne tkaniva

Pri pouziti PB0809 nebolo pozorované Ziadne zafarbenie na Sirokej $kale réznych tkaniv. (Celkovy pocet normainych vySetrenych
pripadov = 96).

Abnormalne tkaniva

Pri pouzivani PB0809 sa nezistilo Ziadne zafarbenie pri nadoroch vaje¢nikov (0/3), nadoroch §titnej zfazy (0/3), nadoroch pluc (0/3),
nadoroch pecene (0/3), nadoroch mozgu (0/2), nadoroch paZeraka (0/2), nadoroch prsnika (0/2), nadoroch kozZe (0/2), metastatickych
nadoroch neznameho pdvodu (0/2), nadoroch zaltdka (0/1), nadoroch hrubého ¢reva (0/1), nadoroch koneénika (0/1), nadore hrtana
(0/1) a nadore detskej zlazy (0/1) (celkovy pocet hodnotenych abnormalnych pripadov = 29).

PB0809 sa odportca ako skriningovy nastroj na zhodnotenie zafarbenia testovacej sondy RNA na vzorke pacienta.

Specifické obmedzenia pre tento vyrobok

Sonda RNA Negative Control Probe bola v spolo¢nosti Leica Biosystems optimalizovana na pouzitie s Anti-Fluorescein Antibody, so
systémom BOND Polymer Refine Detection a pomocnymi ¢inidlami BOND. Pouzivatelia, ktori sa odchylia od odporu¢anych testovacich
postupov, musia akceptovat zodpovednost za interpretaciu vysledkov pacienta za tychto okolnosti. Casyjednotlivych protokolov sa mézu
lisit z dévodu odchylok vo fixacii tkaniva a ucinnosti enzymatického zhustenia a musia sa zistit empiricky. Pri optimalizacii podmienok
vyhladavania a ¢asov jednotlivych protokolov je potrebné pouzit sondu RNA Negative Control Probe.

Riesenie problémov

Pri ndprave moéze byt ndpomocna referencia 3.
Neobvyklé zafarbenie ohlaste miestnemu distributorovi alebo regionainej pobocke spolo¢nosti Leica Biosystems.
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Dalsie informacie

Dalsie informacie o hybridizacii in situ s ¢inidlami BOND najdete v &astiach Princip postupu, Pozadované materialy, Priprava vzorky,
Kontrola kvality, Overenie testu, Interpretacia zafarbenia, Legenda k symbolom na oznaceni a VSeobecné obmedzenia v pouzivatel'skej
dokumentacii k systému BOND ,Pouzivanie ¢inidiel BOND".
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