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ZYTO\'/ISION

ZytoDot 2C
SPEC ERBB2/CEN 17 Probe

N/ 10 (0,1 ml)
N/ 40 (0,4 ml)

C-3032-100
C-3032-400

Pro kvalitativni detekci amplifikaci lidského genu ERBB2 a
satelitd chromozomu 17 alfa pomoci chromogenni /n sifu

hybridizace (CISH)

4250380P078RA

q3

0483

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

1.  Zamysleny Géel

Sada sond ZytoDot2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe (PD12) je uréena ke
kvalitativni detekci amplifikaci lidského genu ERBB2 a detekci satelitt
chromozomu 17 alfa ve formalinem fixovanych, do parafinu vlioZenych
vzorcich, jako je napfiklad karcinom prsu, pomoci chromogenni in situ

hybridizace (CISH). Sonda je uréena k pouziti v kombinaci se sadou
Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit (prod. ¢ C-3044-10/-40).

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

Sonda je uréena jako pomucka pro diferencidlni diagnostiku karcinomu
prsu a lé¢ebnd opatieni by neméla byt zahdjena pouze na zdkladé vysledku
testu.

2.  Princip testu

Technika chromogenni /n sifu hybridizace (CISH) umoziuje detekci a
vizualizaci  specifickych  sekvenci nukleovych kyselin v bunéénych
prepardtech. Nukleotidové fragmenty znagené haptenem, tzv. sondy CISH,
a jejich komplementdrni cilové sekvence v prepardtech jsou pfi hybridizaci
spole¢né denaturovdny a ndsledné se nechaji annealizovat. Poté se
nespecifické a nenavdzané fragmenty sond odstrani pomoci promyvacich
krokd. Tvorbu duplexu znagené sondy Ize vizualizovat pomoci primarnich
(neznatenych)  protildtek, které jsou detekovany  sekunddarnimi
polymerizovanymi profildtkami konjugovanymi s enzymem. Enzymatickd
reakce s chromogennimi substréty vede k tvorb& barevnych precipitata. Po
protibarveni jddra jadernym barvivem se hybridizované fragmenty sondy
vizualizuji svételnou mikroskopii.
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3. Dodané ¢inidla

Zyto Dot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe se skladda z:

. Polynukleotidy zna&ené digoxigeninem (~1,1 ng/ul které jsou
zaméfeny na sekvence mapuijici oblast 17q12* (chr17:37,725,661-
37,973,541), v niz se nachdzi oblast genu ERBB2 (viz obr. 1).

. Polynukleotidy znagené dinitrofenylem (~1,1 ng/ul), které cili na
sekvence mapujici v oblasti 17p11.1-q11.1 specifické pro alfa
satelitni centromerickou oblast D17Z1 chromozomu 17 (viz obr. 1).

. Formamidovy hybridizaéni pufr
*podle sestavy lidského genomu GRCh37/hg19

RH112805 RH104281
| 5 3
< _ >
Ty -
ERBB2
~250 kb
Cen « 17912 >» Tel

Obr. 1: SPEC ERBB2 Mapa sondy (bez méfitka)
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe je k dispozici ve dvou velikostech:

. C-3032-100: 0,1 ml (10 reakci po 10 ul)
. C-3032-400: 0,4 ml (40 reakci po 10 ul)

&

PoZadované, ale neposkytované materidly

Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit (Prod. & C-3044-10/-40)
Pozitivni a negativni kontrolni vzorky

Mikroskopickd skli¢ka, kladné nabité

Vodni lazefi (80 °C, 98 °C)

Hybridizér nebo horké deska

Hybridiztor nebo vlhkostni komora v hybridizaéni peci
Nastavitelné pipety (10 ul, 1000 ul)

Barvici nddoby nebo 14zné

Casovai

Kalibrovany teplomér

Etanol nebo reagenéni alkohol

Xylen

Metanol 100%

Peroxid vodiku (H2O, ) 30 %.

Deionizované nebo destilovand voda

Kryci sklitka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
PryZovy cement, napf. Fixogum Rubber Cement.

(prod. &. E-4005-50/-125) nebo podobné.

. Vhodné udrzovany svételny mikroskop (400-630x)

5. Skladovéni a manipulace

Skladujte pfi teploté 2-8 °C ve svislé poloze. Ihned po pouziti vratte do
skladovacich  podminek. NepouZivejte ¢inidla po uplynuti  doby
pouzitelnosti uvedené na titku. Pfi odpovidajicim zachézeni je pfipravek
stabilni do data pouzitelnosti uvedeného na titku.

6. Upozornéni a bezpe&nosini opatient

. Pfed pouzitim si pfedtéte ndvod k pouzitil
. Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby pouZzitelnosti!
. Tento vyrobek obsahuije l4tky (v nizkych koncentracich a objemech),

které jsou zdravi Zkodlivé a potencialné infekéni. Vyvarujte se
jakéhokoli p¥imého kontaktu s ¢&inidly. P¥ijméte vhodnd ochrannd
opatfeni (pouZivejte jednordzové rukavice, ochranné bryle a
laboratorni odév)!

. Jakoukoli zédvaznou uddlost, ke které doslo v souvislosti s vyrobkem,
nahlaste vyrobci a pfisludnému Gfadu v souladu s mistnimi piedpisy!

. Pokud se ¢&inidla dostanou do kontaktu s kizi, okamzité ji oplachnéte
velkym mnoZstvim vody!
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. Pro profesiondlni uZivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni
list materidlu.

. Reagencie nepouzivejte opakované, pokud neni opakované pouZiti

vyslovné povoleno!

. Vyvarujte se k¥izové kontaminace vzorki, protoze to mulze vést k
chybnym vysledkim.

. Béhem hybridizace a promyvani se vzorky nesmi nechat zaschnout.

Standardni véty o nebezpeénosti a pokyny pro bezpeéné zachdazeni:

Slozkou uréujici nebezpeénost je formamid.

Nebezpedi

H351 Podezieni, Zze zpUsobuje rakovinu.

H360FD Mize poskodit plodnost. Mze poskodit nenarozené
dité.

H373 Mize zpisobit poskozeni orgdni pfi dlouhodobé nebo
opakované expozici.

P201 Pred pouZitim si vyzadejte zvlasini pokyny.

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

P260 Nevdechujte prach/dym/plyn/hmlu/vypary/stéikance.

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranu

oti/ochranu obli¢eje.

P308+P313  Iste-li vystaveni nebo znepokojeni: Vyhledeijte l1ékaiskou
pomoc/opatient.

P405 Sklad je uzaméeny.

7. Omezeni

. Pro diagnostické pouziti /in vitro.

. Pouze pro profesiondlni pouziti.

. Pouze pro neautomatizované poutziti.

. Klinickd interpretace jakéhokoli pozitivniho barveni nebo jeho

nepfitomnosti musi byt provedena v kontextu klinické anamnézy,
morfologie, dalsich histopatologickych kritérii o také dalsich
diagnostickych  testi. Za znalost sond CISH, reagencii,
diagnostickych panelli a metod pouzivanych k vyrobé barveného
prepardtu odpovidd kvalifikovany patolog/huménni genetik. Barveni
musi byt provadéno v certifikované licencované laboratofi pod
dohledem patologa/huménniho genetika, ktery je odpovédny za
revizi obarvenych preparétl a zaji$téni adekvétnosti 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 lokust popsanych v
kapitole 3. "Doddvané reagencie".

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

8.  Rugivé latky
Ndésleduijici fixativa jsou s ISH nesluéitelna:

Bouinovo fixa&ni &inidlo

fixaéni prosttedek B5

Kyselé fixa&ni prostiedky (napf. kyselina pikrovd)
Zenkerovo fixagni ¢inidlo

Alkoholy (pfi samostatném pouZiti)
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. Chlorid rtutnaty

. Formaldehydové/zinkové fixaéni &inidlo
. Hollandiv fixativ
. Formalin bez pufru

9.  Pfiprava vzorki

Pfipravte vzorky podle ndvodu k pouZiti sady ZytoDot 2C CISH
Implementation Kit.

10. Pfipravné osetteni zafizeni
Vyrobek je pfipraven k pouziti. Neni tfeba rekonstituce, michdni ani fedéni.
Pfed pouzitim uvedte sondu na pokojovou teplotu (18-25 °C), chrarite pied

svétlem. Pred ofevienim lahvi¢ky promichejte vortexovanim a kratce
roztocte.

11. Postup analyzy

PfedUprava vzorka
Provedte pfedbéznou Upravu vzorku (napf. odvoskovéni, proteolyzu) podle
navodu k pouziti sady Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit.

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

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

K ufésnéni doporucujeme pouZit gumovy cement (napf. Fixogum).

3. Umistéte sklicka na horkou desku nebo hybridizator a denaturujte
vzorky po dobu 5 minut pfi 79 °C.

4. Preneste sklitka do vlhké komory a hybridizujte pfes noc p¥i 37 °C
(napt. v hybridizagni peci).

Je dlilezité, aby vzorky béhem hybridizace nevyschly.

Po hybridizaci
Zpracovdni po hybridizaci (promyti, detekce, protibarveni, montdz,
mikroskopie) provedte podle névodu k pouZiti sady ZytoDot 2C CISH

Implementation Kit.

12. Interpretace vysledka

P¥i pouziti sady ZyfoDot2C CISH Implementation Kit se hybridizaéni signdly
polynukleotidt  znaenych digoxigeninem zobrazi joko tmavé zelené
odligné tecky (oblast genu ERBB2) a polynukleotidy znagené dinitrofenylem
se zobrazi jako jasné &ervené odlidné te¢ky (CEN 17).

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

Neobvykld situace: U bunék s amplifikaci oblasti genu ERBB2 bude
pozorovdn zvy$eny polet zelenych signdlt nebo shlukd zelenych signdli

(viz obr. 2).

Frekryvajici se signdly se mohou zobrazovat jako hnédé signdly.

() ®
SIS CIOANAS

ol 5 Nizké amplifikace Vysokd amplifikace
Normalni situace ERBB?2 ERBB2

Obr. 2: O&ekdvané vysledky u normdlnich a aberantnich jader
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U nékterych abnormélnich vzorkii mohou byt pozorovény |iné vzorce
signdlu, neZ jsou popsdny vySe. Tyto neo&ekdvané vzorce signdlu by mély
byt déle zkoumany.

Upozornéni:

. Vzhledem k dekondenzovanému chromatinu se jednotlivé signdly
CISH mohou jevit jako malé shluky signdli. Dva nebo ffi signély
stejné velikosti, oddélené vzdalenosti < 1 prameér signdlu, by se tedy
mély poéitat jako jeden signdl.

. Pred vy¢islenim signdlu by mél byt vzorek naskenovan kvali p¥ipadné
intfratumordlini heterogenité pfi 100- az 200ndsobném zvétseni.

. Vizualizace signéld by méla byt provéddéna pfi  nejméné
400ndsobném zvétseni, coz vede k dobfe viditelnym signdlim. U
sond detekujicich chromozomdlni zlomy se doporuéuje 630ndsobné
zvétdeni. Nepouzivejte Eolky s filirem zvy$ujicim kontrast, protoze by
to mohlo zkreslit barvu signdlu. Chcete-li ziskat signdly v jasnych
barvéch, oteviete clonu. Pfi vyhodnocovéni jédra nezapomerite
zaosttit nahoru a doll, protoze &ervené a zelené signdly se mohou
nachdzet nad sebou.

. Nehodnotte oblasti nekrézy, prekryvajici se j&dra, nadmérné
strévend jédra a jadra se slabou intenzitou signdlu.

. V dasledku mitézy mohou byt dali signdly viditelné i v malého
procenta nenddorovych bunék. Obéas mohou byt v parafinovych
vzorcich pozorovdna jddra s chybéjicimi signély v disledku artefaktl
pfi fezdni.

. Negativni nebo nespecificky vysledek miize byt zplsoben vice faktory
(viz kapitola 16 "Reseni probléma").

. Pro spravnou interpretaci vysledk musi uzivatel tento vyrobek pied

pouzitim v diagnostickych postupech validovat v souladu s ndrodnimi
a/nebo mezindrodnimi pokyny.

13. Doporuéené postupy kontroly kvality

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

Vnitini kontrola: Neoplastické buriky ve vzorku, které vykazuji normdlni
vzor signdlu, napf. fibroblasty.

Externi ovladéni: Ovéiené pozitivni a negativni kontrolni vzorky.

14. Vykonnosini charakteristiky
14.1 Analyticky vykon

Vykonnost sondy byla stanovena porovnénim s odpovidajici sondou FISH
schvélenou IVD.

Analytickd citlivost:
Analytickd
specifiénost:
Byla testovana denni reprodukovatelnost, pf i¢emz se porovndvaly vysledky
ziskané od jednoho zkousejiciho v 10 riiznych dnech a hodnotila se shoda.

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

Procentuélni shoda

negativn{ vzorek 100%

pozitivni vzorek 100%

Opakovatelnost  byla testovédna porovndnim opakovanych  vysledk
ziskanych od jednoho zkousejictho v 10 rGznych dnech a vyhodnocenim
shody.

Procentudlni shoda

negativni vzorek 100%

pozitivni vzorek 100%

14.2 Klinicky vykon

[Al-[2]

Diagnostick4 91% (95% Cl 86.0 — 95.0) na zdkladé dvourozmérného
citlivost: modelu
Diagnostick4 97% (95% Cl 93.0 — 99.0) na zdkladé dvourozmérného
specifi¢nost: modelu

15. Likvidace

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

16. Reseni problémi

Jakékoli odchylka od névodu 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 zé&dny signdl

Mozné pfi¢ina

Akce

Nesprdvné provedend
proteolytickd pfedUprava

Optimalizujte dobu inkubace pepsinu, v
pfipadé potieby i prodluzte nebo
zkratte.

Odparovéni sondy

PH pouziti hybridizétoru je pouziti
mokrych  pruhd/nddrzi  naplnénych
vodou povinné. Pfi pouziti hybridizaéni
pece je nutné pousit vlhkou komoru.
Kromé toho by mél byt kryci list zcela
uzavfen, napf. pomoci Fixogumu, aby se
zabranilo  vysychdni vzorku b&hem
hybridizace.

Prilis dlouhd doba proti
barveni

Vyhnéte se tmavému protibarveni,
protoze muze zakryt pozitivni signdly
barven.

Nesprdvné provedené
modfeni protibarviva

K modreni pouzivejte studenou tekouci
vodu z vodovodu; nepouZivejte teplou
nebo horkou vodu ani modfici &inidla.

P¥ili§ silné signdly

Moznd pficina

Akce

PFilis dlouhd proteolytickd
ptedUprava

Optimalizujte dobu inkubace pepsinu, v
pfipadé potieby i prodluzte nebo
zkratte.

Inkubaéni doba roztoku AP-
Red neni sprévna

V pFipadé potieby Ize dobu inkubace
zkrdtit na 5 minut. Roztok substratu
nezahfivejte nad 25 °C; inkubujte pouze
pFi pokojové teploté.

Doba inkubace roztoku HRP-
Green neni sprdvné

V p¥ipadé potieby lze dobu inkubace
zkrdtit na 7 minut. Roztok substratu
nezahfivejte nad 25 °C; inkubuijte pouze
pfi pokojové teploté.

PFili§ slabé &ervené signdly

Moznd pfi¢ina

Akce

Roztok AP-Red byl vystaven
silnému pifimému svétlu.

Roztok AP-Red pfipravujte a pouzivejte
chrdnény pied silnym pfimym svétlem.

Roztok AP-Red byl p¥ipraven
pfili§ brzy

P¥iprava pied okamzitym pouZitim

Inkubaéni doba roztoku AP-
Red neni sprévna

V p¥ipadé potieby lze inkubaéni dobu
prodlouzit az na 15 min.

3/5 ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe

2025-09-03


http://www.zytovision.com/

Vers. 5.1.1 CS

Nedostate¢nd pfiprava
chromogenniho substrétu

Nezvy$ujte objem roztoku A

PFili§ slabé zelené signdly

Moziné pfic¢ina

Akce

Ptili dlouhd doba inkubace
vdech promyvacich krokd po
barveni pomoci HRP-Green

Nepiekradujte uvedené inkubaéni doby

Doba inkubace roztoku HRP-
Green neni spravné

V pfipadé potieby lze inkubaéni dobu
prodlouzit az nal5 min.

Nedostateé¢nd pFiprava
chromogenniho substrétu

Nezvy3ujte objem roztoku A

Signdly slabnou nebo se sluéuji

Moznd pfigina Akce

Bylo  pouzito  nevhodné |Pouzivejte pouze montdzni roztok

montézni fedeni dodany se sadou nebo montdzni roztoky
na bdzi xylenu bez jakychkoli nedistot;
nepouzivejte kryci pasku.

Rezy nebyly fadné | Pouzivejte &erstvé roztoky ethanolu a

dehydratovany xylenu; pouzivejte pouze xylen "&sté"

kvality.

Nerovnomérné nebo v nékierych &astech jen velmi lehké skvrny

Moznd pficina

Akce

Nedokonalé odparafinovani

Pouzivejte &erstvé roztoky; zkontrolujte
dobu trvéni odparafinovéni.

P¥ili maly objem ¢inidla

Ujistéte se, Ze objem ¢inidla je
dostateéné velky, aby pokryl oblast
tkané.

Nekonzistentni vysledky

Moznd pfic¢ina

Akce

Nedostate¢né vysuSeni pred
aplikaci sondy

Prodlouzeni su$eni na vzduchu

PFilig velké mnozstvi
vody/proplachovaciho  pufru
na tkéni  pred aplikaci
pepsinu, protildtek a/nebo
barevnych substrat.

Ujistéte se, ze je pfebyteénd tekutina z
tkdfiového fezu odstranéna rozetfenim
nebo setfesenim ze sklitka. Mald
mnozZstvi zbytkové vody/myciho pufru
neinterferuji s testem.

Rozdily v metodéch fixace a
vkladani tkéni

Optimalizace metod fixace a vkladani

Zmény v tloustce tkdfového
fezu

Optimalizace fezu

Zhor$end morfologie

Moznd pficina

Akce

Vzorek bunék nebo tkané
nebyl f&dné fixovdn

Optimalizace doby fixace a fixa&niho
prostiedku

Predbéznd proteolytickd
Uprava se neprovddi pfili3

dlouho

Zkréceni doby inkubace pepsinu
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K¥izové hybridizaéni signdly; ruivé pozadi

Mozné pfic¢ina

Akce

Sekce vyschly kdykoli
béhem hybridizace nebo
po ni.

Zabrarite vysychdni Fez(; pouzijte
komoru s vlihkosti; Fadné utésnéte
kryci skli¢ko.

Prodlouzend doba
inkubace substratu

Zkréceni doby inkubace substratu

Nedokonalé
odparafinovani

Pouzivejte Eerstvé roztoky; zkontroluijte
délku odparafinovani

PFili§ silnd proteolyticka
pfedUprava

Optimalizace doby inkubace pepsinu

Skli¢ka se pred hybridizaci
ochladi na pokojovou
teplotu.

Rychle pfeneste preparéty na
hybridiza¢ni teplotu

Prekryvaijici se signély

Mozné pfi¢ina

Akce

Nevhodné tloustka tkariovych
ezl

P¥ipravte si fezy mikrotomem o velikosti
3-5pum

Vzorek vyplave ze skli¢ka

Moznd pfi¢ina

Akce

Prlis  silng
pfedUprava

proteolyticka

Zkréceni inkubaéni doby pepsinu
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