ZYTO\V/ISION

FlexISH
ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe

Z-2166-50
Z-2166-200

N/ 5(0.05 ml)
N/ 20 (0.2 ml)

Do jako$ ciowe] detekcji amplifikacji ludzkiego genu ERBB2
i alfa satelit chromosomu 17 metoda fluorescencyjnej
hybrydyzacji /in situ (FISH)

£

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
zgodnie z dyrektywa 98/79/WE

1.  Przeznaczenie

FlexiSH ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe (PL122) jest przeznaczony do
jakos ciowej detekcji amplifikacji ludzkiego genu ERBB2 jak réwniez alfa
satelit chromosomu 17 w prébkach utrwalonych w formalinie i zatopionych
w parafinie takich jok ludzki rak piersi lub tkanki raka z otgdka metoda
fluorescencyjnej hybrydyzacji /n situ (FISH). Sonda jest przeznaczona do
stosowania w potg czeniu z zestawem FlexISH-Tissue Implementation Kit (Nr
kat. Z-2182-5/-20).

Interpretacja wynikéw musi byé wykonana przez wykwalifikowanego
patologa w konteks cie klinicznej historii pacjenta w odniesieniu do
pozostatych klinicznych i patologicznych danych pacjenta.

2. Znaczenie kliniczne

Gen ERBB2 (znany réwniez joko HER2 i NEU) znajduje sie w regionie
chromosomalnym 1712 i koduje transbtonowa glikoproteing 185-190
kDa, p185, dziatajacy, joko receptor komérkowego czynnika wzrostu.
Biatko p185 nalezy do podgrupy EGFR (receptor naskérkowego czynnika
wzrostu) nadrodziny RTK (receptorowa kinaza tyrozynowa) zawierajacej
réwniez EGFR (ERBB1), ERBB3 (HER3), and ERBB4 (HER4). Amplifikacja
protoonkogenu ERBB2, obserwowana w ok. 20% prébkach wszystkich
rakéw piersi, jest skorelowana ze ztym rokowaniem choroby. Podobne
wyniki uzyskano dla szeregu innych nowotworéw zto$ liwych, np. raka
jajnika, raka z otgdka i rakéw gruczotu § linowego.

3. Zasada testu

Technika fluorescencyjnej hybrydyzaciji /n sifu (FISH) umoz liwia wykrywanie
i wizualizacje okre$ lonych sekwencji kwaséw nukleinowych w preparatach
komérkowych. Fluorescencyjnie oznakowane fragmenty DNA, nazwane
sondami, i ich komplementarne docelowe nici DNA w preparatach sa
wspélnie denaturowane, a nastepnie tacza sie podczas hybrydyzacji.
Niespecyficzne i niezwig zane fragmenty sondy sa usuwane przez stopniowe
przemywanie. Po barwieniu kontrastowym DNA za pomocg DAPI,
zhybrydyzowane fragmenty sondy sg zwizualizowane za pomoca
mikroskopu fluorescencyjnego wyposaz onego w filtiry wzbudzenia i emis;ji
specyficzne dla fluorochroméw, ktérymi fragmenty sondy FISH zostaty
oznakowane.

1/4

4. Dostarczone odczynniki
FlexiSH ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe sktada sie z:

. ZyGreen (wzbudzenie 503 nm/emisia 528 nm) wyznakowane
polinukleotydy (~10.0 ng/ul), ktérych docelowe sekwencije sa
zmapowane w 17912-g21.1* (chr17:37,572,531-38,181,308)
zajmujacy region genu ERBB2 (patrz Rys. 1).

. ZyOrange (wzbudzenie 547 nm/emisja 572 nm) wyznakowane
polinukleotydy (~1.0 ng/ul), ktérych docelowe sekwencie sa
zmapowane w 17p11.1-q11.1 specyficzne dla alfa-satelitarnego
regionu centromerowego D17Z1 chromosomu 17.

. Bufor do hybrydyzacji oparty na formamidzie.
* zgodnie z Human Genome Assembly GRCh37/hg19
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Rys. 1: ERBB2 Mapa sondy (bez skali)

FlexiSH ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe jest dostepny w dwéch
rozmiarach:

. Z-2166-50: 0.05 ml (5 reakcji po 10 ul kaz da)
o Z-2166-200: 0.2 ml (20 reakeji po 10 ul kaz da)

5.  Materialy wymagane, ale nie dostarczane
. FlexISH-Tissue Implementation Kit (Nr kat. Z-2182-5/-20)
. Pozytywny i negatywny preparat kontrolny
. Szkietka mikroskopowe, pozytywnie natadowane
. taz nia wodna (37°C, 98°C)
. Hybrydyzator lub plyta grzewcza
. Hybrydyzator lub komora wilgotnos ciowa w cieplarce do
hybrydyzaciji
. Regulowane pipety (10 ul, 25 ul)
. Barwiacze
. Timer
D Skalibrowany termometr
. Etanol lub odczynnik alkoholowy
. Ksylen
. Dejonizowana lub destylowana woda
. Szkietka nakrywkowe (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
. Rubber cement, np. Fixogum Rubber Cement
(Nr. kat. E-4005-50/-125) lub podobny
. Odpowiednio utrzymany mikroskop fluorescencyjny (400-1000x)
. Olejek immersyjny zatwierdzony do mikroskopii fluorescencyjnej
. Odpowiedni zestaw filiréw

6.  Przechowywanie i obstuga

Przechowywaé w temperaturze 2-8°C w pozycji pionowej chronigc przed
Swiattem.

Uz ywaj chronigc przed $wiattem. Powr6¢ do warunkéw przechowywania
natychmiast po uzyciu. Nie nalezy uzywaé odczynnikéw po uplywie
terminu waz no$ c¢i podanego na etykiecie. Produkt jest stabilny do daty
waz nos ci podanej na etykiecie, gdy jest odpowiednio przechowywany.
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7. Ostrzez enia i $ rodki ostroz nos ci

. Sonda nie powinna byé eksponowana na $wiatto, zwlaszcza silne
$wiatto, przez dtuzszy okres czasu, np. wszystkie kroki powinny
zostaé wykonane, jesli to mozliwe, w ciemnosci i/lub uzywajac
pojemnikéw odpornych na § wiatto!

. Przeczytaj instrukcje uz ytkowania przed uz yciem!

. Nie stosowaé odczynnikéw po przekroczeniu daty waz nos cil

. Produkt ten zawiera substancje (w matym stez eniu i objetos ci), ktére
s3 szkodliwe dla zdrowia i potencjalnie zakazne. Unikaé

jakiegokolwiek bezpos redniego kontaktu z odczynnikami. Podejmij
odpowiednie § rodki ochronne (stosuj rekawiczki ochronne, okulary
ochronne i odziez laboratoryjng)!

. Jes li odezynniki wejda w kontakt ze skérg, natychmiast optucz skére
duz 3 ilo$ cig wody!

. Karta charakterystyki substancji niebezpieczne| jest dostepna na
2 gdanie profesjonalnego uz ytkownika.

. Nie uz ywaj ponownie odczynnikéw.

. Unikaj krzyz owego zanieczyszczenia prébek, ktére moz e prowadzié

do btednych wynikéw.

Zwroty wskazuja ce rodzaj zagroz enia i okres lajace § rodki ostroz nos ci:

Sktadnik determinujacy zagroz enie to formamid.

@ Niebezpieczeristwo

H319 Dziata draz nigco na oczy.

H351 Podejrzewa sie, ze powoduije raka.

H360FD Moz e dziataé szkodliwie na ptodnos ¢. Moz e dziataé
szkodliwie na dziecko w tonie matki.

H373 Moz e powodowa¢ uszkodzenie narza déw poprzez
diugotrwate lub powtarzane naraz enie.

P201 Przed uz yciem zapoznaé sie ze specjalnymi $ rodkami
ostroz nos ci.

P260 Nie wdychaé pytu/dymu/gazu/mgly/par/rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowaé re kawice ochronne/odziez ochronng/ochrone

oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+ W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroz nie

P338 ptukaé wodg przez kilka minut. Wyja ¢ soczewki
kontaktowe, jez eli s3 i moz na je fatwo usungé. Nadal
ptukaé.

P308+P313 W przypadku narazenia lub stycznos ci: Zasiggnag ¢
porady/zgtosié sie pod opieke lekarza.

P337+P313  Przechowywaé pod zamknigciem.

8. Ograniczenia

. Do zastosowari w diagnostyce /n vitro.
. Tylko do uz ytku profesjonalnego.
. Interpretacja kliniczna jakiegokolwiek pozytywnego zabarwienia lub

jego braku musi byé wykonana w konteks cie historii klinicznej, morfologii,
innych  kryteriow  histopatologicznych, a takze innych badan
diagnostycznych.  Obowigzkiem  wykwalifikowanego patologa jest
zaznajomienie sie  z sondami  FISH, odczynnikami, panelami
diagnostycznymi i metodami stosowanymi do wytwarzania barwionego
preparatu.  Barwienie musi  byé wykonane w certyfikowanym,
licencjonowanym laboratorium pod nadzorem patologa, ktéry jest
odpowiedzialny za przegladanie wybarwionych preparatéw i zapewnienie
odpowiedniej kontroli pozytywnej i negatywne;j.

. Wybarwienie preparatéw, szczegdlnie intensywnos$é sygnatu i
barwienie tta, zalez y od obrébki i przetwarzania prébki przed barwieniem.
Nieodpowiednie utrwalenie, zamrazanie, rozmrazanie, piukanie,
suszenie, podgrzewanie, krojenie lub zanieczyszczenie innym preparatem
lub plynami moze byé irédtem artefakiéow lub fatszywych wynikéw.
Niespéjne wyniki moga byé wynikiem réz nych odmian metod utrwalania i
zatapiania, a takz e obecnos cig nieprawidtowos ci w prébce.

. Sonda powinna byé¢ uzyta do detekc|i loci opisane] w cze$ci 4
.Dostarczone odczynniki”.
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. Wydaijno$ ¢ zostata zatwierdzona przy uz yciu procedur opisanych w
niniejszej instrukcji uz ytkowania. Modyfikacje tych procedur moga zmienié
wydaijno$ ¢ i musza zostaé zatwierdzone przez uz ytkownika.

9.  Substancje zaktécajace

Czerwone krwinki  krwi obecne w prébce moga wykazywaé
autofluorescencije, ktéra utrudnia rozpoznawanie sygnatu.

Naste pujg ce utrwalacze sa niekompatybilne z FISH:

Utrwalacz Bouin’a

Utrwalacz B5

Utrwalacze kwas ne (np. kwas pikrynowy)
Utrwalacz Zenker'a

Alkohole (stosowane samodzielnie)
Chlorek rteci

Utrwalacz formaldehyd/cynk

Utrwalacz Hollande’a

. Niezbuforowana formalina

10. Przygotowanie prébek
Zalecenia:

. Utrwalanie w 10% neutralne| buforowanej formalinie przez 24 h w
temperaturze pokojowej (18-25°C).

Rozmiar prébki < 0.5 cm?®.

Stosuj parafing jakos ci premium.

Zatapianie powinno sie odbywaé w temperaturze poniz ej 65°C.
Przygotuj skrawki o grubos$ci 2-4 um.

Stosuj szkietka mikroskopowe pozytywnie natadowane.

Utrwalaj przez 2-16 h w 50-60°C.

11. Obrébka wstepna produktu

Produkt jest gotowy do uzycia. Nie jest wymagana rekonstrukcja,
mieszanie lub rozcieficzanie. Przed uzyciem przenies sonde do
temperatury pokojowej (18-25°C), chronigc przed $wiattem. Przed
otwarciem fiolki zamieszaj w worteksie i krétko odwiruj.

12. Procedura testu

Obrébka wstepna prébki
Przygotuj obrébke wstepna prébki (odparafinowanie, proteolize) zgodnie
z instrukcja vz ycia zestawu FlexISH FISH-Tissue Implementation Kit.

Denaturacja i hybrydyzacja
1. Nanie$ pipeta 10 ul sondy na kazdy przygotowany wstepnie
preparat.

2. Nakryj preparat szkietkiem nakrywkowym 22 mm x 22 mm (unikaj
zamknigcia babli powietrza) i uszczelnij preparat.

Rekomendujemy stosowanie rubber cement (np. Fixogum) do uszczelniania
preparafow.

3. Umies ¢ szkietka na plycie grzewczej lub hybrydyzatorze i denaturuj
preparaty przez 10 min w 75°C.

4.  Przeprowadz hybrydyzacje od 2 h do 16 h (np. przez noc) w 37°C
poprzez przeniesienie szkietek do hybrydyzatora lub do komory
wilgotno$ ciowej w cieplarce.

Istotne jest, aby tkanki/komdrki nie wyschly podczas etapu hybrydyzadji.

Obrébka po hybrydyzaciji

Przygotu] obrébke po hybrydyzacji (ptukanie, barwienie kontrastowe,
mikroskop fluorescencyiny) zgodnie z instrukcja uzycia zestawu FlexISH
FISH-Tissue Implementation Kit.
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13. Inferpretacja wynikéw

Przy uz yciu odpowiednich zestawéw filtréw, sygnaly hybrydyzacji sondy sa
zielone (region genu ERBB2) i pomarariczowe (CEN 17).

Sytuacja normalna: W interfazach normalnych komérek lub komérek bez
amplifikacji z udziatem regionu genu ERBB2 pojawiaja sie dwa zielone i
dwa pomarariczowe sygnaly (patrz Rys. 2).

Sytuacja nieprawidtowa: W komérkach z amplifikacja regionu genu ERBB2
obserwuie sig zwiekszong liczbe zielonych sygnatéw lub zielonych klastréw
sygnatowych (patrz Rys. 2).

Naktadajq ce sie sygnaty mogq byc wys wietlane jako z Sfte sygnaty.

Filtr podwéjny dla pasma zielonego i pomaran czowego

Niski poziom Wysoki poziom
amplifikacji ERBB2 amplifikacji ERBB2

Rys. 2: Oczekiwane wyniki w normalnych i nieprawidtowych jadrach komérkowych

Komérki normalne

Inny rozktad sygnatu moze byé obserwowany w niekiérych
nieprawidtowych prébkach, co moz e skutkowaé innym wzorcem sygnatu
niz opisany powyzej, wskazujac na wariantowe rearanzacje.
Nieoczekiwane wzorce sygnatu powinny zostaé dalej zbadane.

Nalezy pamigtaé:

. Z powodu zdekondensowanej chromatyny pojedyncze sygnaty FISH
moga pojawi¢ sie, jako mate skupienia sygnatéw. Zatem, dwa lub
trzy sygnaly o tym samym rozmiarze, oddzielone odlegto$cig < 1
$ rednicy sygnatu, powinny by¢ liczone, jako jeden sygnat.

. Nie nalezy oceniaé jader komérkowych zachodza cych na siebie.

. Nie zliczaé ja der komérkowych nadmiernie strawionych (rozpoznane
jako ciemne obszary widoczne w jadrze komérkowym).

. Nie zlicza¢ jader komérkowych z silng autofluorescencja, co utrudnia
rozpoznawanie sygnatu.

D Negatywne lub nieoczekiwane wyniki moga by¢ wynikiem wielu
czynnikdéw (patrz czes ¢ 17).

. Aby poprawnie zinterpretowaé wyniki, uzytkownik musi zatwierdzi¢
ten produkt przed uz yciem w procedurach diagnostycznych zgodnie
z wytycznymi krajowymi i/lub migdzynarodowymi.

14. Rekomendowane procedury kontroli jako$ ci

W celu monitorowania prawidtowego przygotowania prébek i
odczynnikéw testowych do kaidego tfestu naleiy dotaczyé kontrole
wewnetrzne i zewnetrzne. Jesli wewnetrzne i/lub zewnetrzne kontrole nie
wykazuja odpowiedniego zabarwienia, wyniki z prébkami od pacjentéw
musza byé uznane za niewaz ne.

Kontrola wewnetrzna: Nienowotworowe komérki w obrebie prébki, ktére
wykazuja normalny wzorzec sygnatu, np. fibroblasty.

Kontrola zewnetrzna: Walidowane preparaty z kontrolg dodatnig i
ujemna.

15. Charakterystyka wydaijnos ci

Doktadnosé: Lokalizacja hybrydyzacji sondy oceniona na metafazowych
wymazach kariotypéw normalnych samcéw. We wszystkich badanych
prébkach sonda hybrydyzowata wytgcznie z oczekiwanymi loci. Nie
zaobserwowano dodatkowych sygnatéw ani krzyz owych hybrydyzaciji.
Dlatego doktadnos$ ¢ zostata obliczona na 100%.

Czuto$ ¢ analityczna: W celu oceny wraz liwos ci analitycznej sonda byta
oceniana na podstawie metafazowych wymazéw kariotypéw normalnych
samcéw. Wszystkie jagdra komérkowe wykazaty oczekiwany prawidtowy
wzorzec sygnatu we wszystkich badanych prébkach. Dlatego czuto$ ¢
analityczna zostata obliczona na 100%.
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Specyficznosé analityczna: W celu oceny specyficzno$ ci analitycznej sonda
byta oceniana na podstawie metafazowych wymazéw kariotypéw
normalnych samcéw. We wszystkich badanych prébkach
hybrydyzowata wylgcznie z oczekiwanymi loci i zadnymi innymi loci.

Dlatego specyficzno$ ¢ analityczna zostata obliczona na 100%.

16. Utylizacja

Utylizacja odczynnikéw musi odbywaé sie zgodnie z lokalnymi przepisami.

17. Rozwiazywanie probleméw

Kazde odchylenie od instrukcji obstugi moze prowadzi¢ do gorszych

wynikéw barwienia lub braku zabarwienia.

Stabe sygnaty lub brak sygnatéw

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Niedoste pna sekwencja
docelowa

Zastosuj odpowiednig kontrole

Prébka nie zostata
odpowiednio utrwalona

Zoptymalizuj czas utrwalania i
utrwalacz.

Nieprawidtowa temperature
wste pnej obrébki cieplej,
proteolizy, denaturacji,
hybrydyzaciji, lub ptukania

Sprawd? temperature wszystkich
wykorzystywanych urzadzeri
technicznych za pomoca
skalibrowanego termometru

Proteolityczna obrébka
wste pna nie zostata
przeprowadzona
prawidtowo

Zoptymalizuj czas inkubacji pepsyny,
wydtuz lub skréé jesli to konieczne

Odparowanie sondy

Gdy uz ywany jest hybrydyzator
obowigzkowe jest stosowanie
mokrych paséw / napetnionych woda
zbiornikéw. Gdy stosowana jest
cieplarka wymagane jest uz ycie
komory wilgotnos ciowej. W dodatku
szkietko nakrywkowe powinno by¢
doktadnie uszczelnione, np.
Fixogumem w celu zabezpieczenia
przed wyschnieciem podczas
hybrydyzaciji

Zbyt niskie stez enie buforu
ptuczacego

Sprawd? stez enie buforu ptuczacego

Stare roztwory do
odwadniania

Przygotuj $ wiez e roztwory do
odwadniania

Nieprawidtowo ustawiony
mikroskop fluorescencyjny

Dostosuj poprawnie

Stosowanie nieodpowiednich
zestawdw filtiréw

Stosuj zestawy filtiréw odpowiednich
do fluorochroméw sondy.

Filtry z potréjnym pasmem
zapewniafg mnief s wiatta w
poréwnaniu z zestawami filtréw jedno
lub dwupasmowymi.

W konsekwencji sygnaty mogq
wydawac sie stabsze przy vz yciv tych
zestawdw filtréw z potréjnym
pasmem.

Obraz sondy/fluorochromu
nieprawidtowy

Wykonaj etapy hybrydyzacji i ptukania
w ciemnos ci

Sygnaly krzyz owe hybrydyzaciji;

wysokie o

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Niekompletne
odparafinowanie

Uzyj $ wiez ych odczynnikéw; sprawdz
czas usuwania parafiny

Zbyt silna proteolityczna
obrébka wste pna

Zredukuj czas inkubacji z pepsyna

Zbyt duz a objetos ¢ sondy
w obszarze

Zredukuj objetos ¢ sondy na
materiale/obszarze, rozprowadz
sonde kroplami w celu uniknigcia
lokalnej koncentracji
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Szkietka schtodzono do
temperatury pokojowej
przed hybrydyzacja

Przenie$ szybko szkietka do
temperatury 37°C

Zbyt wysokie stez enie
buforu ptucza cego

Sprawdz stez enie buforu ptucza cego

Zbyt niska temperatura
ptukania po hybrydyzacji

Sprawdz temperature; podnies$ ja
jes li to konieczne

Odwodnienie prébek
pomiedzy poszczegblnymi
etapami inkubacji

Zapobiegaj odwodnieniu prébek
przez uszczelnienie szkietek i
przeprowadzanie inkubacji w
wilgotnym $ rodowisku

Zachodzace na siebie jadra komérkowe

Mozliwa przyczyna

Dziatanie

Niewtasciwa grubosé
skrawkoéw tkanek

Przygotuj skrawki o grubosci 2-4 um

Zdegradowana morfologia tkanki

Motz liwa przyczyna

Dziatanie

Prébka nie zostata
odpowiednio utrwalona

Zoptymalizuj czas utrwalania i
utrwalacz.

Proteolityczna obrébka
wste pna nie zostata
przeprowadzona
prawidtowo

Zoptymalizuj czas inkubacji pepsyny,
wydtuz lub skréé jes li to konieczne

Niewystarczajgce
wysuszenie przed aplikacja
sondy

Wydtuz suszenie

Preparat sptynat ze szkietka

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Szkietka z nieodpowiednia
powloka

Zastosuj odpowiednie szkietka

Zbyt silna proteolityczna
obrébka wstepna

Zredukuj czas inkubacji z pepsyna

Stabe barwienie kontrastowe

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Niskie stez enie roztworu
DAPI

Zamiast tego uz yj DAPI/DuraTect-

Solution (ultra) (Nr. kat. MT-0008-
0.8)

Zbyt krétki czas inkubacdji z
DAPI

Dostosuj czas inkubacji z DAPI

_.
@
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Nasi eksperci s3 gotowi odpowiedzieé na Paristwa pytania.
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