ZYTO\V/ISIOI\I

ZytoLight
FISH-Cytology Implementation Kit

7-2099-20 N/ 20

Fluoreszcens in situ hibridizéciéhoz (FISH) ZytoLight FISH
préba alkalmazésa esetén

4

IVD

In vitro diagnosztikai orvosi eszkéz

a 98/79 / EK EU irdnyelv szerint

1. Javasolt alkalmazds

A ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit reagens készlet a ZytoLight
FISH prébdk alkalmazdsaval genetikai eltérések, mint pl. transzlokdciék,
deléciok, amplifikdcidk és kromoszéma aneuploididk kimutatdsara
haszndlhaté citolégiai mintdk fluoreszcens /n situ hibridizacié (FISH)
vizsgdlata sordn.

Az eredmények értelmezését a beteg klinikai kértérténetével 8sszevetve kell
elvégezni képzett patolégus tovdbbi klinikopatoldgiai  véleményének
figyelembe vételével.

2. Klinikai jelentéség

Genetikai eltérések, aberraciék mint pl. transzlokaciék, deléciék és/vagy
amplifikdciék  kolénbdz8 humdn  daganatos  megbetegedésekhez
kapcsolhaték. Szamos velesziletett rendellenességben figyelheték meg a
kildnbdz8 kromoszémdék aneuploididi.

3.  Vizsgélati médszer

A fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) technika lehet6vé teszi sejt
prepardtumok  specifikus nukleinsav  szekvencidinak kimutatdsét és
megijelenitését. A fluoreszcensen jelélt DNS fragmensek, Ugynevezett FISH
prébdk vagy szonddk és azok komplementer cél-DNS szdloi a
készitményekben egyuttesen denaturdlédnak, majd a hibridizalés sordn
Ssszekapcsolédnak. Ezutdn a nem specifikus és a nem két6détt préba
darabok magas stringencidjd mosdsi lépésekkel kerilnek eltavolitésra. A
DNS DAPI héttérfestését kévetéen a hibridizalt szonda fragmentumok a
kozvetlendl réjuk kapesolt specifikus fluorokrém molekulék segitségével
excitdciés és emisszids szlir6kkel felszerelt fluoreszcens mikroszképpal
vizualizélhaték.
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4.  Mellékelt reagensek
A ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit készlet tartalma:

. Mennyiség
Kéd Osszetevd Térolé
S/
ES2 Cytology Pepsin Solution 4 ml gs?pp?ntoﬂuveg,
Gilatszé tet6vel
WB5 | 20x Wash Buffer TBS 50 ml Csavar-tetds Uveg
PT4 10x MgCl, 50 ml Csavar-tet8s Uveg
PT5 10x PBS 50 ml Csavar-tet8s Uveg
Cytology Stringency Csavar-tetGs Uveg
W87 Wash Buffer SSC 200ml o agy)
WB8 Cytology Wash Buffer 500 ml Csavar-tetds Uveg
SSC (nagy)
. Reakcié tartély,
MT7 | DAPI/DuraTect-Solution 0.8 ml X -
kék tet6vel
Haszndlati Gtmutaté 1

Z-2099-20 (20 teszt): Az ES2 és az MT7 &sszetev6k 20 reakcidhoz
elegendéek. A PT4, PT5, WB7 és WB8 &sszetevék 7db 70ml-es
fest6edénybe elegendéek. A WB5 komponens 14db 70ml-es fest6edénybe
elegendé.

o

Szikséges, de nem biztositott anyagok

ZytoLight FISH préba

Pozitiv és negativ kontrol minték

Pozitivra t6ltétt targylemezek

Vizfords (70°C)

Hibridizaciés kamra vagy fiitéblokk

Hibridizéciés parakamra

Szabélyozhaté pipettak (10 ul, 25 ul)

Fest6edények vagy furdék

Idézité

Kalibralt hmérs

Etanol

37%-o0s formaldehid, sav-mentes, vagy 10%-os formalin,
semlegesre pufferelt

. 2x S6s-Nétruim Citrdt (SSC), pl., 20x SSC Oldatbdl higitva
(Kat. Szam. WB-0003-50)

. Desztillélt vagy ionmentesitett viz
. Fed6lemezek (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
. Gumicement pl., Fixogum Rubber Cement
(Kat. Szém. E-4005-50/-125) vagy hasonlé ragaszté
. Megfeleléen karbantartott fluoreszcens mikroszkép (400-1000x)
. Fluoreszcens mikroszképidhoz elfogadott immerziés olaj
. Megfelels fluoreszcencia sz(irg készletek

6. Téarolés és kezelés

A reagens készlet &sszetevsit 2-8°C  kdzdtt szikséges tdrolni. A
DAPI/DuraTect-Solution (MT7) fénytél védve tdrolandé. Felhaszndlast
kévet6en azonnal a térolési feltételek alkalmazandék. A taroldsi feltételek
betartdsa esetén a készlet teljesitmény-csdkkenés nélkil mikédik a cimkén
feltuntetett lejdrati ideig. Ne haszndlia reagenseket a cimkén feltintetett
lejarati idén tal.

7. Figyelmeztetések és évintézkedések

. Haszndlat elétt olvassa el a haszndlati utasitést!
. Ne haszndlja a reagenseket a lejdrati idé letelte utan!
. Ez a termék olyan anyagokat tartalmaz (kis koncentracidban és

térfogatban), amelyek az egészségre kdarosak és potencidlisan
fert6z6k. Kerilie a kdzvetlen érintkezést a reagensekkel. Tegyen
megfeleld véd@intézkedéseket (haszndlion eldobhaté kesztyiit,
véd6szemuveget és laboratériumi dliézetet)!

. Ha a reagens bérrel érintkezik, azonnal éblitse le bé vizzel!

. Foglalkozésszerii felhaszndldk részére igény esetén anyagbiztonségi
adatlapot biztositunk.

. A reagensek nem Gjra felhaszndlhaték.
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. A mintékat ne hagyja kiszdradni a hibridizécié és a mosdsi lépések
sordn!

. A DAPI/DuraTect-Solution (MT7) nem tehets ki fénynek, kiléndsen
hosszU id6n keresztul tarté erés fénynek, azaz a lépéseket lehetbleg
sététben és/vagy a fényt kizaré taroldkban szikséges elvégezni!

Veszélyességi és bvintézkedésre vonatkozé utasitasok a PT4, PT5, WB5,
WB7 és WB8 &sszetevék esetében:

A veszélyt jelent§ &sszetevé az aldbbiak keveréke: 5-klér-2-metil-4-
izotiazolin-3-on [EC. 247-500-7] és 2-metil-2H-izotiazol-3-on [EC. 220-
239-6] (3: 1).

@ Figyelem

H317 Allergids bérreakciét vélthat ki.

P261 Kerilje a por/fust/gbz/kéd/gézdk/permet
belélegzését.

P272 Szennyezett munkaruhét tilos kivinni a munkahely
teruletérél.

P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvéds haszndlata
kételezd.

P302+P352 HA BORRE KERUL: Lemosds b8 vizzel.

P333+P313  Bérirritdcié vagy kittések megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

P362+P364 A szennyezett ruhadarabot le kell vetni és Gjboli
haszndlat elétt ki kell mosni.

8. Korlatozdsok

e /n vitro diagnosztikai hasznélatra.
o Csak szakképzett felhaszndlok részére.

. A pozitiv reakcié meglétének vagy hianydnak klinikai értelmezését a
klinikai kértérténet, morfoldgia, egyéb hisztopatoldgiai  kritériumok,
valamint més diagnosztikai vizsgdlatok figgvényében végezze. A
szakképzett patolégus felelgssége a reakcidk elkészitéséhez szikséges FISH
szonddk, reagensek, diagnosztikai panelek és modszerek megfelels
ismerete. A FISH festést egy hitelesitett, szikséges engedélyekkel
rendelkez8 laboratériumban kell végezni, patolégus felugyelete mellett, aki
felelés a festett lemezek dttekintéséért és a megfelel§ pozitiv és negativ
kontrol reakciék biztositasdért.

. A minta festése, kiléndsen a jelintenzités és a héttérfestés eréssége
a festést megel6z6 mintakezelésts| és feldolgozdastdl figg. A minta nem
megfelel6 fagyasztdsa, felolvasztdsa, mosdsa, szdritésa, melegitése vagy
mas mintékkal és folyadékokkal valé keresztszennyezése miitermékek vagy
hamis eredmények kialakuldsdhoz vezethet.

. A reagens feljesitménye a jelen hasznélati utasitdsban leirt eljarésok
alkalmazdséval  kerilt  validdldsra. Ezen eljdrédsok moédositésa a
teljesitmény megvdltozdsét okozhatia, amit a felhaszndlénak validélnia
szikséges.

9. Interferenciét kivalté anyagok

A mintédban jelen 1évé vérésvértestek autofluoreszcencidt mutathatnak
akadélyozva a megfelel§ jelfelismerést.

10. A mintdk elékészitése

Inkubdlja a lemezeket 2 percig 2x SSC oldatban 73°C-on kézvetlendl a
proteolizist megel6z8leg.

Alternativ megolddsként mindezt a minték egy éjszakdn &t (12-16 dra)
16rténd 37°C-os inkubdldsdval is végezhetiik.

11. Areagensek el6készitése

A 20x Wash Buffer TBS (WB5), a 10x MgCl, (PT4) és a 10x PBS (PT5)
reagenseket a 12. "A vizsgdlati eljdrds" utasitdsai szerint el6késziteni. A
(PT4) és a (PT5) 8sszetevék 2-8°C hémérsékleten csapadékot képezhetnek.
Haszndlat el6tt amennyiben szikséges, melegitseé Gket 10 percen &t
37°C-on amig a csapadék teliesen feloldédik. A készlet t6bbi reagense
felhaszndldsra kész. Nincs szikség felolddsra, keverésre vagy higitésra.
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12. Vizsgdlati eljarés
121 1.nap
El6készits |épések

. Az Ix Wash Buffer TBS el készitése: 1 rész 20x Wash Buffer TBS
(WB5) higitésa 19 rész ionmentesitett vagy desztillalt vizzel.

. Az 1%-os Formaldehid Oldat el6készitése: 100 ml 1%-os
formaldehid oldathoz &sszekeverink 2,7 ml 37%-os savmentes
formaldehidet vagy 25 ml semlegesen pufferelt formalint (4%-os
formaldehid) 10 ml 10x MgCl,-vel (PT4) és 10 ml 10x PBS-sel (PT5),
majd a térfogatot 100 ml-re kiegészitjilk ionmentesitett vagy
desztilldlt vizzel. Keverjik éssze alaposan.

. Etanol-sorozat készitése (70%-os, 90%-os és 100%-os etanol
oldatok): Higitsuk 7, 9 és 10 rész 100%-os etanolt 3, 1 és O rész
ionmentesitett vagy desztillalt vizzel. Ezek az oldatok megfelels
taroléedényekben eltarolhaték és Ujra felhaszndlhatok.

El6kezelés (proteolizis/utd-fixalas)

(1)  Adagoljunk (cseppenként) Cytology Pepsin Solution (ES2) a citolégiai
mintdhoz és 10 percig inkubdliuk 37°C-on hibridizaciés
pérakamrdban.

T6bb tényezb161, példdul a régzités jellegéts! és id6 tartamdrtdl,
valamint a sejfek természetéts| figg6en kilénbéz8 inkubdcids
id6kre lehet szikség. A citologiai mintdk esetében 5-15 perc
inkubdcids id6 t ajdnlunk. Alfaldnos szabdlyként azt javasoljuk, hogy
elb vizsgdlatokban ellend rizze a proteolizis optimdlis idejét.

(2) Inkubdlia a lemezeket 5 percig 1x Wash Buffer TBS-ben.

(3) Inkubdlia a lemezeket 5 percig 1% Formaldehid oldatban.

(4) Inkubdlia a lemezeket 5 percig 1x Wash Buffer TBS-ben.

(5) Dehidratdlas: 70%, 90% és 100% etanolban, mindegyikben 1

percig.
A mintdk szdritésa levegén, szobah8mérsékleten.
Denaturécié és hibridizacié

(1)  Pipettdzzon 10 ul Zytolight FISH Probe reagenst minden el6kezelt
mintdra.

A prébdt ne tegye ki hosszabb idefi, erds fénynek.

(2) Fedje le a mintdkat 22 mm x 22 mm fedSlemezzel (kerilie a
csapddzott buborékok kialakuldsét) és ragassza le a fed6lemezt.

Gumicement (pl. Fixogum Rubber Cement) ragaszié haszndlatdt
Jjavasoljuk.

(8) Helyezze a térgylemezeket fiitéblokkra vagy hibridizétorra és
denaturdlja a mintdkat 5 percig 72°C-on.

(4) Tegye &t a targylemezeket pdrakamréba és egy éjszakdn &t
hibridizalia ket 37°C-on (pl. hibridizaciés parakamrdaban).

Lényeges, hogy a citolégiai minték ne szdradjanak ki a hibridizécids lépés
sordn.

12.2 2.nap

El6készits |épések

. Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7): 70°C-ra el6melegiteni.

. Cytology Wash Buffer SSC (WB8): Szobahémérsékletre hozni.

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7): Haszndlat elétt szobahdmérsékletre
hozni és fénytél 6vni.

Poszt-hibridizécié és detektalas

(1) (:)vatosan tavolitsa el a ragasziét.

(2) Ovatosan szedje le a fedélemezt.

(3) Mossa meg a mintdkat a Cytology Stringency Wash Buffer SSC-ben
(WB7) 2 percen 4t 70°C-on.

A Cyfology Stringency Wash Buffer SSC reagenst els kell melegiteni.
Sziikség esetén ellend rizze a hé mérsékletét.

Fests edényenként négy lemez haszndlatdt javasoljuk. Ha kevesebb, mint
négy minta lemeze van, haszndljon dres lemezeket.
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(4) Mossa meg a mintédkat Cytology Wash Buffer SSC-ben (WB8) 1
percig szobahémérsékleten.

A Cytology Wash Buffer SSC reagenst elé kell melegiteni. Szikség esetén
ellend rizze a hé mérsékletér.

(5) Fénytdl védve szdritsa meg levegén a mintdkat.

(6) Pipetdzzon 25ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) reagenst a
lemezekre. Kerilve a buborékképzédést fedje le a mintdkat
fedglemezzel (24 mm x 60 mm). Inkubdlja sététben 15 percig.

A pipettahegy végének levdgdsa és a nyilds méretének névelése kdnnyitheti
a pipettdzdst. Kerdlje a fénynek vald hosszabb kitettséget.

(7) A lemezeket sététben kell tartani. Hosszabb ideji tdrolds esetén
helyezze ket 2-8°C-ra.
(8) A reakciék kiértékelése fluoreszcens mikroszképidt igényel. Az aldbbi

hulldmhossz  tartomdnyokkal  rendelkez8  szlir6  készletek
szikségesek:

Fluoreszcens festék Excitacié Emisszié

ZyBlue 418 nm 467 nm

ZyGreen 503 nm 528 nm

ZyGold 532 nm 553 nm

ZyOrange 547 nm 572 nm

ZyRed 580 nm 599 nm

13. Az eredmények kiértékelése

Normdl sejtek kromoszéma eltérések nélkili interfazis vagy metafdzis
dllapotdban megfelels szlir6 készletek haszndlatéval probanként két jel
/fluoreszcens szigndl lathaté. Kivéve az X és/vagy Y kromoszémdkra
specifikus prébdk haszndlatét, ami nulla vagy akdr két jelet/fluoreszcens
szignélt mutathat prébdnként a nemek foggvényében. A kromoszéma
eltérésekkel rendelkez8 sejtekben kilénbszé jelmintdzatok lathatdk, akdr
interfazisban vagy metafdzisban. Az eredmények értékelésével kapcsolatos
tovdbbi részletek a megfelelé szonda leiraséban talalhaték.

14. Ajanlott mingségellendrzési eljarasok

A feldolgozott mintdk és a vizsgdlati reagensek pontos hatékonységdnak
felmérése érdekében minden vizsgdlathoz belss és kilsé kontrol festéseket
kell végezni. Amennyiben a belsé és/vagy kilsé pozitiv kontrol reakciok
nem mutatnak megfelel6 fest6dést, akkor a beteg vizsgdlt mintajanak
eredményét érvénytelennek kell tekinteni.

Belsé kontrol: Az elemzetft mintdban 1év6 nem neoplasztikus sejtek normdl
szignél mintdzatot mutatnak.

Kilsé kontrol: Validdlt pozitiv és negativ kontrol minték.

15. Teljesitményjellemzék

Olvassa el az adott szonda haszndlati utasitdsat.

16. Hulladékkezelés

A reagensek  hulladékként  t6rtén6  elhelyezését az
szabdlyozdsokkal 8sszhangban kell elvégezni.

orszdgos

17. Hibaelhéaritas

A haszndlati utasitastél vald barmilyen eltérés gyengébb vagy akdr teliesen
negativ festési eredményekhez vezethet.

Gyenge jel vagy nincs jel

Valészindsithetd ok Javasolt teendd

A célszekvencia nem | Haszndljon megfeleld kontrolokat
kimutathaté

Az emésztési, a denaturdciés, | Kalibralt hémérével ellenérizze a
a hibridizéciés vagy a magas | haszndlt  miszaki  berendezések
stringencidjo mosds | hEmérsékletét

hémérséklete nem megfelels

Optimalizdlio a pepszines emésziés
inkubdciés idejét, szikség esetén
névelie vagy csdkkentse azt

Nem megfelels
proteolitikus el6kezelés
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A prébakeverék pérolgésa

Hibridizéciés pdarakamra hasznélata
esetén a nedvesitett csikok/vizzel 16116t
tartalyok haszndlata kotelezd.
Hibridizéciés fit6blokk hasznélata
esetén  gondoskodjon = megfelels
pératartalomrél. Ezenkivil a
fed6lemezt teljesen le kell z&rni,
példdul Fixogum ragasztéval, a minta
kiszaraddsat o hibridizcié  sordn
elkertlendd

A magas stringencidjo
mosépuffer koncentrdacidja
t0l alacsony

Ellendrizze a magas stringencidjo

mosépuffer koncentrécidjat

Régi dehidratdlé oldatok

Készitsen friss dehidratalé oldatokat

A fluoreszcens mikroszkép

nem mkédik megfeleléen

Ellen&rizze a mikroszképot

Nem megfelels
szlir6készletet haszndl

Haszndljon a fluorokrémoknak
megfelel§ szlir6készleteket.

A hdrmas  szirSszett  készletek
kevesebb fényt biztositanak, mint a
mono- vagy kettds szir6k. Ennek
kévetkeztében o jelek a hdrmas
sziirdszeft  készlet  haszndlatdval
gyengébbek lehetnek

A prébak/fluorokrémok fény

altal kdrosodhattak

A hibridizaciét és a mosdési |épéseket
sététben végezze

Kereszireagalé fluoreszcens jelek; magas héttérzaj

Valészindsithetd ok

Javasolt teendd

Tul erGs
el6kezelés

proteolitikus

Csdkkentse a pepszines inkubdcié
idejét

Tulsdgosan nagy a préba
mennyisége oz  adott
teriletre

Csokkentse a préoba mennyiségét a
hibridizaciés  terGlet ardnydhoz
mérten, cseppenként ossza szét a
prébat elkerilve a tdlkoncentraléddést

A targylemezek
szobah&mérséklettire
hiiltek a hibridizaciot

megel6z6leg

Tegye a targylemezeket miel6bb
37°C-ra

A magas stringencidjo
mosopuffer koncentrécidja
0l magas

Ellendrizze o magas stringencidjo

mosopuffer koncentrécidjét

A hibridizéciét  kévetd
mosdsi lépés hémérséklete
t0l alacsony

Ellendrizze a hémérsékletet; szikség
esetén emelje azt

A mintdk kiszéradnak az
egyes inkubdciés lépések
kozott

A fed6lemezek leragasztaséval
akadélyozza meg a kiszdradést és az
inkubdciét  nedvesitett  kérilmények
kozoétt végezze

Kérosodott morfolégia

Valészindsithetd ok

Javasolt teendd

Nem megfelels
proteolitikus el6kezelés

Optimalizélia a pepszines emésztés
inkubécids idejét, szikség esetén
névelie vagy csdkkentse azt

A minta elégtelen
szdraddsa a préba
alkalmazdsa el6tt

Novelie a levegén térténé szdradds
idejét
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Gyenge héttérfestés

Valészindsithetd ok

Javasolt teendé

Alacsony  koncentréciojo
DAPI oldat

Haszndljia o DAPI/DuraTect-Solution
ultra (Kat.szdm ~ MT-0008-0.8)
terméket

A DAPI festés inkubdciés
ideje 0l révid

Allitsa be megfeleléen a DAPI festés
inkubdcids idejét

18. Hivatkozésok

. Kievits T, et al. (1990) Cyfogenet Cell Genet53: 134-6.
. Wilkinson DG: In Situ Hybridization, A Practical Approach, Oxford
University Press (1992) ISBN 0 19 963327 4.

4/4

Szakembereink készséggel vélaszolnak kérdéseikre.
Vegye fel velink a kapcsolatot a helptech@zytovision.com cimen.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Németorszég
Tel: +49 471 4832-300

Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

Email: info@zytovision.com

Védiegy:
A ZytoVision® és a ZytoLight® a ZytoVision GmbH védjegyei.
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