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Pro kvalitativni detekci amplifikaci lidského genu ERBB2 a
alfa satelitd chromozomu 17 pomoci fluorescenéni in situ

hybridizace (FISH).
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Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
podle IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamysleny Géel

Dvoubarevnd sonda Zytolight CEN 17/SPEC ERBB2 Dual Color
Probe (PL36) je uréena ke kvalitativni detekci amplifikaci lidského genu
ERBB2 a detekci satelit chromozomu 17 alfa ve formalinem fixovanych,
do parafinu vloZenych vzorcich, jako je karcinom prsu a karcinom
zaludku/gastroezofagedlniho  spojeni, pomoci fluorescenéni in  situ
hybridizace (FISH). Sonda je uréena k pouZiti v kombinaci se sadou
ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (prod. & Z-2028-5/-20).

Vyrobek je uréen pouze pro profesiondlni pouziti. Viechny testy s pouzitim
vyrobku by mély byt provadény v certifikované, licencované laboratofi
anatomické patologie pod dohledem patologa/humdénniho genetika
kvalifikovanym personélem.

Sonda je uréena jako pomucka pro diferencidlni diagnostiku karcinomu
prsu a karcinomu Zaludku/gastroezofagedliniho spojeni a [é¢ebné opatieni
by neméla byt zahdjena pouze na zdkladé vysledku testu.

2.  Princip testu

Technika fluorescenéni /n sifu hybridizace (FISH) umoZiuje detekci a
vizualizaci  specifickych  sekvenci nukleovych kyselin v bunéénych
preparétech. Fluorescenéné znagené fragmenty DNA, tzv. sondy FISH, a
jejich komplementérni cilové tetézce DNA v prepardtech jsou pfi
hybridizaci spoleéné denaturovdny a ndsledné se nechaji annealizovat.
Poté se nespecifické a nenavdzané fragmenty sond odstrani pomoci
promyvacich krokl. Po protibarveni DNA pomoci DAPI se hybridizované
fragmenty sond vizualizuji pomoci fluorescenéniho  mikroskopu
vybaveného excitaénimi a emisnimi filiry specifickymi pro fluorochromy,
kterymi byly fragmenty sond FISH p¥imo ozna&eny.
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3. Dodané ¢inidla

ZytoLight CEN 17/SPEC ERBB2 Dual Color Probe se skladé z:

. ZyGreen (excitace 503 nm/emise 528 nm) zna&ené polynukleotidy
(~4,5 ng/ul), které cili na sekvence mapujici v 17p11.1-q11.1
specifické pro alfa satelitni centromerickou oblast D17Z1
chromozomu 17 (viz obr. 1).

. polynukleotidy zna¢ené ZyOrange (excitace 547 nm/emise 572 nm)
(~4,5 ng/ul), které jsou zaméfeny na sekvence mapuijici oblast
17912-g21.1* (chr17:37,572,531-38,181,308), v niz se nachdzi
oblast genu ERBB2 (viz obr. 1).

. Formamidovy hybridizaéni pufr

*podle sestavy lidského genomu GRCh37/hg19
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Obr. 1: SPEC ERBB2 Mapa sondy (bez méfitka)

ZytoLight CEN 17/SPEC ERBB2 Dual Color Probe je k dispozici ve dvou
velikostech:

Z-2077-50: 0,05 ml (5 reakci po 10 ul)
. Z-2077-200: 0,2 ml (20 reakci po 10 ul)

4. PoZadované, ale neposkytované materidly

. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Prod. &. Z-2028-5/-20)
. Pozitivni a negativni kontrolni vzorky

. Mikroskopickd skli¢ka, kladné nabité

. Vodni lazeri (37 °C, 98 °C)

. Hybridizér nebo horké deska

. Hybridiztor nebo vlhkostni komora v hybridizaéni peci

. Nastavitelné pipety (10 ul, 25 ul)

. Barvici nddoby nebo 16zné

. Casova

. Kalibrovany teplomér

. Etanol nebo reagenéni alkohol

. Xylen

. Deionizovand nebo destilovand voda

. Kryci sklitka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

. Pryzovy cement, napf. Fixogum Rubber Cement (prod. & E-4005-
50/125) nebo podobny.

. Vhodné udrzovany fluorescenéni mikroskop (400-1000x)

. Ponorny olej schvéleny pro fluorescenéni mikroskopii

. Vhodné sady filtra

5. Skladovéni a manipulace

Skladujte pfi teploté 2-8 °C ve svislé poloze chrdnéné pred svétlem.
Pouzivejte chranéné pred svétlem. lhned po pouziti vratte do skladovacich
podminek. Nepouzivejte &inidla po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na
stitku. Pfi odpovidajicim zachézeni je pfipravek stabilni oz do data
pouzitelnosti uvedeného na $titku.

6. Upozornéni a bezpe&nosini opatient

. Pfed pouzitim si pfedtéte ndvod k pouziti!
. Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby pouZzitelnosti!
. Tento vyrobek obsahuje latky (v nizkych koncentracich a objemech),

které jsou zdravi Zkodlivé a potencialné infekéni. Vyvarujte se
jakéhokoli pfimého kontaktu s ¢&inidly. Pijméte vhodnd ochrannd
opatieni (pouZivejte jednordzové rukavice, ochranné bryle a
laboratorni odév)!
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. Jakoukoli zdvaznou uddlost, ke které doslo v souvislosti s vyrobkem,
nahlaste vyrobci a pfislu§nému Gfadu v souladu s mistnimi pfedpisy!

. Pokud se ¢inidla dostanou do kontakiu s kizi, okam#zité ji opldchnéte
velkym mnozstvim vody!

. Pro profesiondlni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni
list materidlu.

. Reagencie nepouzivejte opakovang, pokud neni opakované pouziti
vyslovné povoleno!

. Vyvarujte se kiizové kontaminace vzorki, protoze to mulze vést k
chybnym vysledkam.

. Sonda by neméla byt del3i dobu vystavena svétlu, zejména silnému
svétlu, 1. véechny kroky by mély byt provadény pokud mozno ve tmé
a/nebo s pouzitim nddob odolnych proti svétlu.

Standardni véty o nebezpeénosti a pokyny pro bezpeéné zachdzeni:

Slozkou uréujici nebezpeénost je formamid.

Nebezpedi

H351 Podezfeni, ze zplsobuje rakovinu.

H360FD Muze poskodit plodnost. MiiZze poskodit nenarozené
dité.

H373 Mize zpisobit poskozeni orgdni pfi dlouhodobé nebo
opakované expozici.

P201 Pfed pouzitim si vyzadeite zvl&stni pokyny.

P202 Nemanipulujte s nim, dokud si nepfetiete a
neporozumite véem bezpeénostnim pokyntim.

P260 Nevdechuijte prach/dym/plyn/hmlu/vypary/stiikance.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranu

oti/ochranu obliceje.

P308+P313  Pokud je vystaven nebo znepokojen: Vyhledeijte
|ékatskou pomoc/opatieni.

P405 Sklad je uzaméeny.

7. Omezeni

. Pro diagnostické poutiti /n vitro.

. Pouze pro profesiondlni pouziti.

. Pouze pro neautomatizované poufziti.

. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho barveni nebo jeho

nepfitomnosti musi byt provedena v kontextu klinické anamnézy,
morfologie, daldich histopatologickych kritérii a také dalsich
diagnostickych testt. Za znalost sond FISH, reagencii, diagnostickych
paneli a metod pouzivanych k vyrob& barveného preparatu
odpovidd kvalifikovany patolog/humdnni genetik. Barveni musi byt
provadéno v certifikované licencované laboratofi pod dohledem
patologa/huménniho  genetika, kiery je odpovédny za revizi
obarvenych preparéti a zajisténi adekvéinosti pozitivnich a
negativnich kontrol.

. Barveni vzorki, zejména intenzita signdlu a barveni pozadi, zdvisi na
manipulaci se vzorkem a jeho zpracovéni pfed barvenim. Nesprdvnd
fixace, zmrazeni, rozmrazeni, myti, sueni, zahfivani, fezdni nebo
kontaminace jinymi vzorky &i tekutinami muaze vést k artefakttim nebo
falednym vysledkdm. Nekonzistentni vysledky mohou byt disledkem
rozdili v metoddch fixace a vkladani, jakoz i vrozenych
nepravidelnosti ve vzorku.

. Sonda by se méla pouzivat pouze pro detekci lokusti popsanych v
kapitole 3. "Dodé&vané reagencie".

. Vykon byl ovéfen pomoci postupl popsanych v tomto ndvodu k
poutiti. Upravy téchto postupii mohou zménit vykon a musi byt
ovéfeny uzivatelem. Tento IVD je certifikovén jako CE, pouze pokud
je pouzivdn zplsobem popsanym v fomto ndvodu k pouZiti v rozsahu
uréeného pouziti.
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8.  Rusivé latky

Cervené krvinky pFftomné ve vzorku mohou vykazovat autofluorescenci,
kterd brani rozpozndni signdlu.

Ndsleduijici fixativa jsou s FISH neslugiteln&:

. Bouinovo fixaéni ¢&inidlo

. fixaéni prosttedek B5

. Kyselé fixagni prostiedky (napf. kyselina pikrovd)
. Zenkeray fixativ

. Alkoholy (pfi samostatném pouziti)

. Chlorid rtutnaty

. Formaldehydové/zinkové fixaéni ¢&inidlo

. Hollandiv fixativ

. Formalin bez pufru

9.  Pt¥iprava vzorki

Pripravte vzorky podle ndvodu k pouZiti sady Zytolight FISH-Tissue
Implementation Kit.

10. Piipravné oSetieni zafizeni
Vyrobek je pfipraven k pouziti. Neni tfeba rekonstituce, michdni ani fedéni.
P¥ed pouzitim uvedte sondu na pokojovou teplotu (18-25 °C), chrarite pFed

svétlem. Pred otevienim lahvi¢ky promichejte vortexovénim a kratce
roztocte.

11. Postup analyzy

PredUprava vzorki
Provedte pfedbé&znou Upravu vzorku (odvoskovani, proteolyzu) podle
navodu k pouziti sady ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit.

Denaturace a hybridizace
1. Na kazdy pfedem o3etfeny vzorek napipetujte 10 ul sondy.

2. Vzorky zakryjte krycim skli¢kem o rozmérech 22 x 22 mm (zamezte
zachyceni bublin) a kryci skli¢cko utésnéte.

K ufésnéni doporucujeme pouZit gumovy cement (napf. Fixogum).
3. Umistéte sklicka na horkou desku nebo hybridizator a denaturujte

vzorky po dobu 10 minut pfi teploté 75 °C.

4. Pieneste skli¢ka do vlhké komory a hybridizujte pFes noc pfi 37 °C
(napt. v hybridizagni peci).

Je diilezité, aby vzorky béhem hybridizace nevyschly.

Po hybridizaci
Zpracovdni  po  hybridizaci  (promyti, protibarveni, fluorescenéni
mikroskopie) provedte podle ndvodu k pouZiti sady ZytoLight FISH-Tissue

Implementation Kit.

12. Interpretace vysledka

P pouziti vhodnych sad filtrii se hybridizaéni signdly sondy zobrazi zelené
(CEN 17) a oranzové (oblast genu ERBB2).

Normadlni situace: V inferfazich normdlnich bunék nebo bunék bez
amplifikace zahrnujici oblast genu ERBB2 se objevuji dva zelené a dva
oranzové signdly (viz obr. 2).

Neobvykld situace: U bunék s amplifikaci oblasti genu ERBB2 bude
pozorovdn zvy$eny polet oranzovych signdli nebo shlukd oranZovych
signdlt (viz obr. 2).
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Prekryvayici se signdly se mohou zobrazovat jako Zluté signdly.

Sada dvojitych padsmovych filtri zelené/oranzové barvy
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15. Likvidace

Likvidace ¢inidel musi byt provddéna v souladu s mistnimi pfedpisy.

16. Reseni probléma

Jakékoli odchylka od ndvodu k obsluze muze vést k hor$im vysledkim
barveni nebo k tomu, Ze barveni nebude viibec provedeno. Dali informace
naleznete na www.zytovision.com.

Slaby nebo #adny signdl

Nizkd amplifikace

Normalni buriky ERBB?2

Vysokda amplifikace

ERBB2

Mozné pfi¢ina

Akce

Obr. 2: O¢ekavané vysledky u normdlnich a aberantnich jader

U nékterych abnormdlnich vzorkd mohou byt pozorovany jiné vzorce
signdlu, nez jsou popsdny vy$e. Tyto neogekdvané vzorce signdlu by mély

byt déle zkoumany.

Upozornéni:

. Vzhledem k dekondenzovanému chromatinu se jednotlivé signdly
FISH mohou jevit jako malé shluky signdald. Dva nebo fii signdly
stejné velikosti, které jsou od sebe vzddleny < 1 pramér signélu, by

se tedy mély poéitat jako jeden signdl.

. Nehodnotte piekryvaijici se jédra.

. Nepotitejte nadmérné strdvend jddra (poznd se podle tmavych
oblasti viditelnych uvnitt jader).

. Nepotitejte jadra se silnou autofluorescenci, kterd bréni rozpoznani
signélu.

. Negativni nebo nespecificky vysledek mize byt zplsoben vice faktory

(viz kapitola 16 "Reseni probléma").

. Pro spravnou interpretaci vysledkd musi uZivatel tento vyrobek pied
pouzitim v diagnostickych postupech validovat v souladu s ndrodnimi

a/nebo mezindrodnimi pokyny.

13. Doporué&ené postupy kontroly kvality

Aby bylo mozné sledovat sprévnou funkénost zpracovavanych vzorkd a
testovacich ¢&inidel, méla by byt kaZzdd analyza doplnéna internimi a
externimi kontrolami. Pokud interni a/nebo externi kontroly neprokdzi
odpovidajici zbarveni, je tieba vysledky se vzorky pacientd povazovat za

neplatné.

Vnitini kontrola: Neoplastické buriky ve vzorku, které vykazuji normdlni

vzor signdlu, napf. fibroblasty.

Externi ovladdni: Ovéfené pozitivni a negativni kontrolni vzorky.

14. Vykonnostni charakteristiky
14.1 Analyticky vykon

Vykon byl hodnocen podle ndvodu k pouziti sady Zytolight FISH-Tissue

Implementation Kit.

Analytickd citlivost:
Analytickd
specifiénost:

100% (95% CI 98.5 — 100.0)
100% (95% CI 97.0 - 100.0)

14.2 Klinicky vyko

=

Vzorek bunék nebo tkéné
neni spravné fixovdn

Optimalizujte dobu fixace a fixaéni
¢inidlo nebo poutzijte postfixaéni krok,
jak je popsdno v "postupu analyzy" v
pFiruécee k sadé_ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit.

Nesprdvné provedend
proteolytickd pfedUprava

Optimalizujte dobu inkubace pepsinu,
v piipadé potteby ji prodluzte nebo
zkratte.

Odpafovéni sondy

PFi pouziti hybridizétoru je pouZiti
mokrych pruht/nédrzi naplnénych
vodou povinné. PFi pouziti
hybridiza¢ni pece je nutné pouzit
vlhkou komoru. Kromé toho by mél
byt kryci list zcela uzavien, napt.
pomoci Fixogumu, aby se zabranilo
vysychdni vzorku béhem hybridizace.

Pouziti nevhodnych sad filtréi

Pouzijte sady filtrd vhodné pro
fluochromy sondy.

Sady #ipdsmovych filtri poskytuji
méné svétla ve srovndni se sadami
jednopdsmovych nebo
dvoupdsmovych filtra. V disledku
foho se signdly pfi pouZiti #chto sad
#ipdsmovych filtri mohou jevit slabsi.

K¥izové hybridizaéni signdly; ruivé pozadi

Mozné pficina

Akce

Nedokonalé
odparafinovani

Pouzivejte Eerstvé roztoky; zkontrolujte
délku odparafinovani

P¥ili§ silnd proteolytickd
ptedUprava

Zkréceni inkubaéni doby pepsinu

Skli¢ka se pied hybridizaci
ochladi na pokojovou
teplotu.

Skli¢ka rychle pfeneste na teplotu 37
°C

Zhor$end morfologie

Mozné pficina

Akce

Vzorek bunék nebo tkané
nebyl spravné fixovén

Optimalizujte dobu fixace a fixaéni
¢inidlo nebo poutijte postfixaéni krok,
jak je popséno v "postupu analyzy" v
pFiruéce k sadé ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit.

Diagnostické Karcinom prsu:

Nesprdvné provedend
proteolytickd pfedUprava

Optimalizujte dobu inkubace pepsinu,
v pfipadé potieby ji zkratte.

Nedostateéné vysugeni
pted aplikaci sondy

ProdlouZeni suseni na vzduchu

specifi¢nost:
modelu
Karcinom Zaludku a gastroezofagedln

modelu

citlivost: 93% (95% Cl 91.0 — 95.0) na zdkladé dvourozmérného
modelu
Karcinom Zaludku a gastroezofagedlniho spojeni:
88% (95% ClI 74.0 — 95.0) na zdkladé dvourozmérného
modelu

Diagnosticka Karcinom prsu:

98% (95% ClI 97.0 - 99.0) na zdkladé dvourozmérného

tho spojenti:

95% (95% ClI 92.0 - 97.0) na zdkladé dvourozmérného

Prekryvajici se jadra

Mozné pfic¢ina

Akce

Nevhodnd tloustka
tkanovych ezl

P¥iprava fezi o velikosti 2-4 um z
mikrotomu
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Vzorek vyplave ze skli¢ka

MozZnd pfigina Akce
P¥ili3 silnd proteolytickd Zkrdceni inkubaéni doby pepsinu
pfedUprava

Slabé protibarva

Moznd pfigina Akce

Nizkokoncentrovany roztok | Misto toho poutijte roztok
DAPI DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (prod.
¢ MT-0008-0.8).

PFili kratké doba inkubace | Uprava doby inkubace DAPI
DAPI
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18. Revize

I:IE www.zytovision.com
Nejnovéj$i ndvod k pouziti a ndvod k pouziti v riznych jozycich
naleznete na adrese www.zytovision.com.

Nasi odbornici jsou pfipraveni zodpovédét vase dotazy.
Kontaktujte prosim helptech@zytovision.com
Shrnuti  bezpelnosti  a  vykonnosti  naleznete na  strdnce

www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Némecko
Telefon: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-mail: info@zytovision.com

Ochranné znédmky:

ZytoVision® a ZytoLight® jsou ochranné zndmky spole¢nosti ZytoVision
GmbH.

4/4 ZytoLight CEN 17/SPEC ERBB2 Dual Color Probe 2024-03-13



http://www.zytovision.com/
http://www.zytovision.com/
file://///hyperv/Team-ZV/Technische%20Dokumentation/GAs/FlexISH/helptech@zytovision.com
http://www.zytovision.com/
http://www.zytovision.com/
mailto:info@zytovision.com

