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ZYTO\V/ISION

LytolLight
SPEC TP53/17922 Dual Color Probe

7-2198-50 N/ 50,05 ml)

Pro kvalitativni detekci deleci lidského genu TP53 a
ziska specifickych lidskych sekvenci 17922 pomoci
fluorescencniin situ hybridizace (FISH)
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Prostfedek pro |€karskou in vitro diagnostiku
V souladu s EU nafizenim 98/79/EC

1. Pouiiti

Zytolight SPEC TP53/17922 Dual Color Probe (PL156) je urcen k
pouziti pro kvalitativni detekci je uréena ke kvalitativni detekci
deleci lidského genu TP53 a ziska specifickych sekvenci lidského
genu 17922 v cytologickych nebo formalinem fixovanych vzorkd
zalitych do parafinu, metodou fluorescencni in situ hybridizace
(FISH). Sonda je uréend k pouziti vkombinaci s Zytolight FISH
Implementation Kits (Katalog.c. Z-2028-5/-20 nebo 7-2099-20).

Interpretace  vysledkd musi byt provddéna kvalifikovanym
patologem, v kontextu s klinickou historii pacienta a s ohledem na
ostatni klinické a patologické ndlezy.

2. Klinicky vyznam

Ztrata TP53 v kombinaci se signdinim ziskem chromozomaini oblasti
17922 slouZzi jako marker pro detekciizochromozoma, které se casto
vyskytuji u hematologickych malignit i u neuroblastomu. Gen TP53
(nddorovy protein 53, téZ p53, BCC7, LFS1, TRP53) se nachdzi v
chromozomdini oblasti 17p13.1 a kdéduje transkripcni faktor o
velikosti 53 kDa. Delece genu TP53 byly zistény u pacientt s
chronickou lymfocytarni leukemii (CLL), mnohocetnym myelomem
(MM) a akutni myeloidni leukemii (AML). U pacienti s CLL je alelickd
ztréta krdtkého ramene chromozomu 17 spojena se selhdnim [EéCby
alkyla¢nimi Iatkami a krédtkou dobou prefziti. Isochromozom 179 je
Castou cytogenetickou abnormalitou poOzorovanou u
hematologickych malignit vcetné blastické fdze chronické
myelogenni  leukemie  (CML), AML, Hodgkinovych a
nehodgkinskych lymfomé. U neuroblastomu je zisk 17921-gter
spojen s vyrazngsi progresi nddoru. Kombinovand detekce obou
cilt pomoci fluorescencni in situ hybridizace tedy umozauje citlivé
stanoveni izochromozomia a muze byt uzZiteCnym ndstrojem pro
diagnostiku a vybér [ECby.
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3.  Princip testu

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je technika, kterd umoziuje
detekci a vizualizaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin
v bunéénych prepardtech. Fluorescenéné oznacené Useky DNA,
tzv. FISH sondy, a jejich komplementdrni cilové Useky DNA
v prepardtech jsou spolecné denaturovény a ndsledné je
umoznéno jejich spdrovdni v pribé&hu hybridizace. Poté jsou
nespecifické a nenavdzané fragmenty préb odstranény pomoci
ddkladnych oplachovacich krokd. Po dobarveni DNA pomoci DAPI
jsou  hybridizované  Useky DNA  vizudlizovédny  pomoci
fluorescencninho mikroskopu vybaveného excitacnimi a emisnimi
filtry specifickymi pro fluorochromy, se kterymi byly FISH sondy
oznaceny.

4. Pofiebné reagencie

Zytolight SPEC TP53/17922 Dual Color Probe se skladd z:

. polynukleotidy znacené ZyOrange (excitacni vina 547
nm/emisni vina 572 nm) (~4,5 ng/yl), které jsou zaméieny na

sekvence mapujici  oblast  17p13.1*  (chr17:7,495,749-
7.663,022), v niz se nachdzi oblast genu TP53 (viz Obr. 1).
. ZyGreen (excita¢ni vina 503 nm/emisni vina 528 nm) znacené

polynukleotidy (~10,0 ng/ul), které cili na sekvence mapuijici v
17922* (chr17:56,124,338-56,594,220) (viz Obr.1).

. Hybridiza&ni pufr zalozeny na formamidu
*V souladu s knihovnou lidského genomu GRCh37/hg19
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Obr. 1: Nahore: Mapa sond SPEC TP53, dole: Mapa sond SPEC 1722 (neni v
méfitku

Zytolight SPEC TP53/17g22 Dual Color Probe je k dispozici v jedné
velikosti:

e  7-2198-50: 0,05 ml (5 reakci po 10 ul)

5. Vybaveni, které je vyiadovdno, ale neni souldsti
doddvky

Pozitivni a negativni kontroly vzorkd

Hybridizér nebo vyhiivand ploténka

Hybridizér nebo vinkd komirrka v hybridiza¢ni peci
Stopky

Barvici nddoby nebo Idzné

Kalibrovany teplomér

Nastavitelné pipety (10 ul, 25 i)

Etanol nebo alkohol

Deionizovand nebo destilovand voda

Kryci sklicka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
Lepidlo, napf., Fixogum Rubber Cement (Katalog.¢. E-4005-
50/-125) nebo podobné.
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. Fluorescen&ni mikroskop s odpovidajicim vybavenim (400-
1000x)
. Imerzni olej uréeny pro fluorescenéni mikroskop

o Odpovidgjici nastaveni filtrd

Cytologické vzorky

e  Zytolight FISH-Cytology Implementation Kit (Katalog.¢. Z-2099-
20)

o Mikroskopickd sklicka, nepotahovand

e Vodnildzen (70 °C)

e 37% formaldehyd, ne-kysely nebo 10% formalin, pufrovany na
neutrdini pH

e  2x Sdline-Sodium Citrate (SSC), napft. pfipravené z 20x SSC
Solution (Katalog ¢. WB-0003-50)

FFPE vzorky
e  ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Katalog.c. 7-2028-5/-
20)

o Mikroskopickd sklicka, pozitivné nabitd
e Vodnildzen (37 °C, 98 °C)
e  Xylén

6. Skladovani a zachdzeni

Skladujte pfi teploté 2-8 °C, ve vzpfimené pozici, chrdnéné pred
sluncem.

PouzZivejte chrdnéné pred sluncem. Vratte do skladovacich
podminek okamzité po pouziti. Nepouzivejte reagencie po uplynuti
doby expirace uvedené na stitku.

7. Varovdni a preventivni opafieni
e  Pred pouzitim si precCtéte instrukce!
e Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby expirace!

e Tento produkt obsahuje Idtky (v nizkych koncentracich a
objemech), které jsou skodlivé pro zdravi a potenciding
infek&ni. Vyvarujte se p¥mého kontaktu sreagenciemi.
Pouzivejte pfiméiené ochranné prosttedky (jednordzové
rukavice, ochranné bryle a laboratorni pl&st).

eV pfipadé kontaktu s kazi omyjte okamzité velkych mnozstvim
vody!

e Pro profesiondini uzivatele je na vyzdddni dostupny
bezpecnostni list.

¢ NepouZivejte reagencie opakované.

e Vyvarujte se vzdjemné kontaminace vzort, nebot to maze vést
k chybnym vysledkam.

e Sonda by neméla byt po delsi dobu vystavena svétlu, specidiné
ne silnému svétlu, tzn., Ze vsechny kroky by se mély provadét ve
tmé a/nebo za povuZiti tmavych, svétlo nepropoustejicich
nddobek.

Rizika:

Slozka urcuiji riziko je formamid

Nebezpedéi

H351 Podezieni na vyvoldani rakoviny.

H360FD Muze poskodit reprodukeni schopnost. Maze
poskodit plod v téle matky.

H373 Muze zplsobit poskozeni orgdnd pti prodlouzené
nebo opakované expozici

P201 Pred pouZitim si obstarejte specidini instrukce.

P202 NepouZivejte, dokud jste si nepiecetli viechny
bezpecnostni pokyny a neporozumeéli jim.

P260 Nevdechujte prach/dym/plyn/mlhu/pdéry/aerosoly.

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny

odév/ochranné bryle/oblicejovy §tit.

2/5

P308+P313 PRI expozici nebo podezteni na ni: Vyhledejte
|ékarskou pomoc/osetieni.

P405 Skladujte uzamcené.

8. Omezeni
e  Pouze proin vitro diagnostiku.
e Pouze pro profesiondini uZivatele.

e Klinickd interpretace jakéhokoliv pozitivniho barveni nebo jeho
chybéni musi byt hodnocena v kontextu klinické historie,
morfologie, ostatnich histopatologickych kritérii a stejné tak i
ostatnich diagnostickych testa. Je odpoveédnosti
kvalifikovaného patologa byt obezndmeny s FISH sondami,
reagenciemi, diagnostickymi panely a metodami
pouZivanymi k barveni prepardta. Barveni musi byt provddéno
v cerfifikované, licencované laboratofi pod dozorem
patologa, ktery je odpoveédny za prohlizeni obarvenych skel a
vyhodnoceni odpovidajic pozitivnich a negativnich kontrol.

e  Barveni prepardtu, obzvldsté intenzita a barveni pozadi zavisi
na zachdzeni se vzorkem pied barvenim. Neodpovidajici
fixace, mrazeni, tani, oplachovdni a suseni, var, krdjeni nebo
kontaminace jinymi vzorky nebo tekutinami muaze vést
k artefaktam nebo faleSnym  vysledkim. Nekonzistentni
vysledky mohou byt vysledkem variacemi ve fixaci a
prosycovacich metoddch, stejné tak joko nepravidelnostmi
uvnitf vzorku.

e Sonda md byt pouzivdina pouze pro detekcilokusd popsanych
v odstavci 4.

e  Barvenibylo validovdno za poufziti metod popsanych v téchto
instrukcich pro pouziti. Obmény téchto procedur mohou vést
ke zméndm barveni a maiji byt validovdny uZivatelem.

9. Interferujici latky

Pokud jsou ve vzorku piitomny cervené krvinky, mohou jevit
autofluorescenci, kterd ztézuje detekci hledanych signdli
Ndsleduijici fixacni tekutiny jsou nekompatibilni (nevhodné) pro FISH:
. Bouinav roztok

B5 fixace

Kyseld fixativa (napt. kys. pikrovd)

Zenkerova fixacni tekutina

Alkoholy (pokud jsou pouzivdny samostatnég)

Chlorid rtuti

Formaldehyd/zinkové fixativum

Hollandovo fixativum

Nepufrovany formalin

10. Pfiprava vzorky

Cytologické vzorky

P¥pravte vzorek podle instrukci uvedenych u Zytolight FISH-
Cytology Implementation Kit.

FFPE vzorky

e Fixace v 10% neutrdinim pufrovaném formalinu po dobu 24h
pii pokojové teploté (18-25°C).

Pripravte tkdnové vzorky < 0,5 ms,

Pouzivejte parafin nejvyssi (prémiové) kvality.

Prosyceni by mélo byt provdadéno pti teploté nizsi nez 65°C.
Pfipravte fezy o tloustce 2-4 um.

Pouzivejte pozitivné nabitd skla.

Fixujte po dobu 2-16h pFi teploté 50-60°C.

11. Piiprava pfed pouZitim

Produkt je ready-to-use, tedy pfipraven k piimému pouziti. Neni
vyzadovdna 7zadnd obnova, miseni nebo fedéni. Pfed pouZitim
piineste sondu do pokojové teploty (18-25 °C), chrante pred
svétlem. Pred otevienim nddobky promichejte kratce ve vortexu a
stocCte.
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12. Pracovni postup

Cytologické vzorky
Priprava vzorku

Pripravte vzorek podle instrukci uvedenych u Zytolight FISH-
Cytology Implementation Kit.

Denaturace a hybridizace
¢  Napipepujte 10 pl sondy na kazdy predpiipraveny vzorek.

e  Prikryjte vzorky krycim sklickem 22 mm x 22 mm (vyvarujte se
vytvoreni bublin) a zalepte kryci sklicko.

Doporucujeme pouZit specidini lepidlo napr. Fixogum.

e Umistéte skla na horkou ploténku nebo do hybridizéru a
denaturujte vzorky 5 min pfi 72°C.

e  Pieneste skla do vihké komarky nebo hybridizujte pies noc pii
37 °C (napk. v hybridizaéni troubg).

Je zcela zdsadni, aby vzorky v prUbéhu hybridizaéniho kroku
nevyschly.

Post-hybridizace

Posthybridizaéni  kroky  (oplach, dobarveni, fluorescencni
mikroskopie) provdadéjte podle instrukci uvedenych v Zytolight
FISH-Cytology Implementation Kit.

FFPE Vzorky
Pfiprava vzorku

P¥ipravte vzorek podle instrukci uvedenych u Zytolight FISH-Tissue
Implementation Kit.

Denaturace a hybridizace
1. Napipepujte 10 ul préby na kazdy piedpftipraveny vzorek.

2. Prikryjte vzorky krycim sklickem 22 mm x 22 mm (vyvarujte se
vytvoreni bublin) a zalepte kryci sklicko.

Doporucujeme pouzit specidini lepidlo napr. Fixogum.

3. Umistéte skla na horkou ploténku nebo do hybridizéru a
denaturujte vzorky 10 min pfi 75°C.

4. Preneste skla do vihké komarky nebo hybridizujte pfes noc pfi
37 °C (napk. v hybridizaéni troubé).

Je zcela zdsadni, aby vzorky v probéhu hybridizaéniho kroku
nevyschly.

Post-hybridizace

Posthybridizacni  kroky  (oplach, dobarveni, fluorescenéni
mikroskopie) provddéjte podle instrukci uvedenych v Zytolight
FISH-Tissue Implementation Kits.

13. Interpretace vysledkd

PF poutZiti vhodnych sad filtri se hybridizacni signdly sondy zobrazi
zelené (oblast genu TP53) a oranzové (lokus 17922).

Normalni situace: V interfdzich normdinich bunék nebo bunék bez
delece v oblasti genu TP53 se objevuji dva zelené a dva oranzové
signdly (viz obrdzek ¢.2).

Abnormdlni situace: V burice s deleci postihujici oblast genu TP53
bude pozorovdn snizeny pocet oranzovych signdli. Delece
postihujici pouze ¢dasti oblasti genu TP53 mohou vést k normdlnimu
signdinimu vzorci s oranzovymi signdly o snizené velikost. Zisk 179
zahrnujici oblast 17922 bude mit za ndsledek zvyseny pocet
zelenych signdli. Izochromozom 17q je oznacen tkemi zelenymi a
jednim oranzovym signdlemi (viz obrdzek &.2).
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Prekryvajici se signdly se mohou zobrazovat jako Zluté signdly.

Sada dvojitych pdsmovych filtra zelené/oranzové barvy

Normdini burky

Delece TP53 Zisk 179
Obr. C. 2 : Predpoklddany normdlni vysledek a abnormdini jadra

lzochromozom 179

Jind distribuce (rozmisténi) signdli mize byt pozorovdna v nékterych
abnormdinich vzorcich a muaze vést ve vysledku kjinému vzoru
signdli, indikujicimu jiné variantni prestavby, nez jsou popsdany vyse.
Necekané vzory signdli by mély byt ddle dovysetieny.

Vezmeéte v potaz:

e Kvili rozvolnénému chromatinu se mohou jednotlivé signdly
jevit joko malé shluky signdlia. A proto dva nebo t#i signdly
stejné velikosti, které jsou ve vzddlenosti, kterd je mensi nez
pramér jednoho signdlu, maiji byt pocitany jako jeden signdil.

¢ Nehodnotte prekryvaijici se jadra.

e Nepocitejte pfilis natrdvend jadra (rozpoznatelnd podle
pitomnosti tmavych oblasti uvnitt jader).

e Nepocitejte jadra se silnou autofluorescenci, kterd
znesnadifiuje rozpozndni signdld.

¢ Negativni nebo neocekdvany vysledek muaze byt zpasoben
vicecetnymi faktory, viz odst. 17.

e Za Ucelem sprdvného hodnoceni vysledkd musi uzivatel pied
pouzitim produktu provést validaci v souladu s ndrodnimi
a/nebo mezindrodnimi doporuc¢enimi.

14. Doporuéené postupy kontroly kvality

Za Ucelem zaqjisteni spravnych postupl md byt ke kazdému testu
pfitazena vnitini a vnéjsi kontrola. Pokud tyto kontroly selzou pifi
demonstraci sprévného barveni, vysledky vzorku pacienta musi byt
hodnoceny jako invalidni.

Vnitini kontrola: Nenddorové buriky uvniti vzorku, ve kterych je
patrny normdini vzor signdld.

Externi kontrola: Ovéfené (validované) porzitivni a negativni
kontrolni vzorky.

15. Vykonnostni charakteristiky

Cytologické vzorky

Barveni bylo hodnoceno sohledem na instrukce uvedeny v
Zytolight FISH Cytology Implementation Kit.

Presnost: Misto hybridizace sondy bylo hodnoceno na
metafdzovych spreadech karyotypové normdiniho samce. Ve
viech testovanych vzorcich hybridizovala sonda pouze ocekdvané
lokusy. Nebyly pozorovdany zddné dalsi signdly nebo kiiZzové
hybridizace. Proto byla vypocitdna presnost na 100%.

Analytickd citlivost: Pro analytické stanoveni citlivosti byla sonda
vyhodnocena na metafdzovych spreadech  karyotypicky
normdinich samcud. hna jadra ukdzala ocekdvany normdini signdl
ve viech testovanych vzorcich. Analytickd citlivost byla proto
vypoctena na 100%.

Analytickd specificita: Pro stanoveni analytické specificity byla
sonda vyhodnocena na metafdzovych spreadech karyotypicky
normdinich samcU. Ve viech testovanych vzorcich hybridizovaly
vsechny signdly pouze s ocekdvanymi cilovymi lokusy a z&adnymi
jinymi lokusy. Analytickd specificita byla proto vypoc&tena na 100%.

2025-03-13



Vers. 1.4 CS
FFPE vzorky

Barveni bylo hodnoceno sohledem na instrukce uvedené v
Zytolight FISH Tissue Implementation Kit.

Pfesnost: Misto hybridizace sondy bylo hodnoceno na
metafdzovych spreadech karyotypové normdliniho samce. Ve
vsech testovanych vzorcich hybridizovala sonda pouze ocekdvané
lokusy. Nebyly pozorovény zddné dalsi signdly nebo kiizové
hybridizace. Proto byla vypocitdna presnost na 100%.

Analytickd citlivost: Pro analytické stanoveni citlivosti byla sonda
vyhodnocena na metafdzovych spreadech  karyotypicky
normdlnich samcd. Viechna jadra ukdzala ocekdvany normdini
signdl ve viech testovanych vzorcich. Analytickd citlivost byla proto
vypoctena na 100%.

Analytickd specificita: Pro stanoveni analytické specificity byla
sonda vyhodnocena na metafdzovych spreadech karyotypicky
normdlnich samcd. Ve viech testovanych vzorcich hybridizovaly
viechny signdly pouze s ocekdvanymi cilovymi lokusy a zadnymi

jinymi lokusy. Analytickd specificita byla proto vypoctena na 100%.

16. Likvidace odpadi

Likvidace reagencii musi byt provedena v souladu s mistnimi
zdkony.

17. Reseni problémi

Jakdkoliv odchylka od ndvodu k obsluze mUze vést k horsim

vysledkdm barveni nebo k Zddnému znedisténi

Slabé nebo vibec zadné signdly

Moznda piicina Reseni

Z&dné dostupné cilové Pouzijte vhodnou konftrolu.

sekvence

Bunky nebo tkdn nebyly
fixovdany sprédvné

Optimalizujte fixa&ni ¢as nebo
aplikujte postfixacni kroky
popsanych v kapitole 12 ,,Pracovni

postup"” v ndvodu ZytoLight FISH-
Tissue Implementation Kit

Nesprdvny pretreatment
teplem, natrdveni,
denaturace, hybridizace
nebo teplota oplachu

Zkontrolujte teplotu u viech
zatizeni, u kterych je kalibrovany
teplomér

Buniky nebo tkdn nebyly
dobre fixovany

Optimalizujte fixacni dobu a
fixativa nebo aplikujte post-fixacni
krok, jak je uvedeno v kapitole 12
,.,Postup zkousky" v ndvodu
ZytoLight FISH-tissue
implementation kit

Proteolyticky Optimalizujte inkubacni dobu
pretreatment neni tddné | pepsinu, Zvyste nebo snizte.
proveden

Odparfovani sondy PFi poufZiti hybridizéru, je nutné
pouzit mokré prouzky / nddrze
naplnéné vodou.

Pfi pouZiti hybridiza&ni pece, ,
vihké komory, by mélo byt kryci
sklicko zcela uzaviené, napf
Fixogum, aby se zabrdnilo
vvysychdni vzorkd béhem
hybridizace

PFilis nizk& koncentrace
promyvaciho pufru

Zkontrolujte koncentraci
promyvaciho pufru

Pripravte  Cerstvé  odvodriovaci

roztoky.

Staré odvodnovaci lazné

Spatné nastaveni
fluorescencniho
mikroskopu

Nastavte spravné
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Pouziti nespravného setu
filtrd

Pouzijte set filtrQ, které jsou
odpovidgjici fluochromdm proby.
Trojité filtry poskytuji méné svétla

v porovndni s jednoduchymi nebo
dudlnimi filtry. Navic signdly se
mohou pfi pouZiti trojitého filtru
jevit bledsi.

Poskozeni proby svétlem

Hybridiza¢ni a promyvaci kroky
provddéjte ve tmé.

Zkiizené hybridizacni signdly, Sum na pozadi

MozZnd pricina

Reseni

NeUplné odparafinovani

PouZivejte Cerstvé roztoky;
zkontrolovat délku odparafinovdni

PFilis silné natraveni

Zkratte inkubaci s pepsinem.

PFilis velky objem sondy
na plochu vzorku

Snizte objem sondy na fez,
rozmistujte sondu po kapkdach,
abyste se vyhnuli pfili§ vysoké
mistni koncentraci.

Prepardty jsou vychladlé
na pokojovou teplotu
pred hybridizaci

Pfeneste prepardty kratce do 37
°C

PFilis vysokd koncentrace
promyvaciho pufru

Zkonftrolujte koncentraci

promyvaciho pufru.

Oplachovaci teplota po
hybridizaci je prilis nizk&

Zkontrolujte teplotu a zvyste ji,
pokud je to nutné

Vysuseni vzorki mezi
jednotlivymi kroky
inkubace

Zabrante vysuseni pomoci
prilepeni kryciho sklicka a
provdadéni inkubace ve vihkém
prostredi.

Poskozend morfologie

Moznd pficina

Reseni

Bunky nebo tkdn nebyly
fixovany sprédvné

Optimalizujte fixacni Cas nebo
aplikujte postfixacni kroky
popsanych v kapitole 12 ,,Pracovni

postup” v ndvodu ZytolLight FISH-
Tissue Implementation Kit

PHiprava natrdvenim
neni provedena spravné

Optimalizujte dobu inkubace
s pepsinem, zkratte nebo
prodluzte, je-li potfeba

Nedostatecné oschnuti
prepardtu na vzduchu
pred aplikaci sondy

Prodluzte suseni.

Piekryvajici se jadra

Moznd pficina

Reseni

Nespravnd tloustka

tké&rovych ezl

Pripravujte fezy tloustky 2-4 pm.

Vzorek uplavava ze skli¢ka

Moznd pficina

Reseni

Nevhodny povrch
sklicka

Pouzijte vhodnd sklicka.

Natrdveni je pfilis silné

Snizte inkubacni dobu pepsinu

Slabé barveni

Moznd pricina

Reseni

Nizk& koncentrace
roztoku DAPI

Pouzivejte  DAPI/DuraTect-Solution
(ultra) (Katalog.¢. MT-0008-0.8)

PFilis kratkd doba
inkubace

Prodluzte dobu inkubace s DAPI.
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Nasi experti jsou V&m k dispozici zodpovédét Vase otdizky.
Prosim kontaktuje helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Némecko
Telefon: +49 471 4832-300

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

Email: info@zytovision.com

Ochrannd zndmka:
ZytoVision® a ZytoLight® jsou pod ochrannou zndmkou
ZytoVision GmbH.
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