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ZytoLight
SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe

Z-2201-50 N/ 5(0.05ml)

Pro kvalitativni detekei translokaci zahrnujicich lidsky gen
CRLF2 v Xp22.33 a Yp11.32 fluorescenéni in situ
hybridizaci (FISH)

£

Prosttedek pro lékafskou in vitro diagnostiku
V souladu s EU nafizenim 98/79/EC

1. Pouziti

ZytoLight SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe (PL159) je uréen k
poutiti pro kvalitativni detekei translokaci zahrnuijicich lidsky gen CRLF2 v
Xp22.33 a Yp11.32 cytologickych vzorkd leukemickych bunék metodou
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Préba je ur¢end k pouZiti
v kombinaci s ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit (Katalog &. Z-
2099-20).

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

2. Klinicky vyznam

Protein CRLF2 interaguije s IL7R za vzniku receptoru pro TSLP, jehoZ vazba
aktivuje bunéénou signalizaci prostf ednictvim cest JAK / STAT. Pk iblizné
7% pacientl s B-buné&é&nym prekurzorem ALL (B-ALL) a vice nez 50% B-ALL
u dé&ti s Downovym syndromem md alterace zahrnujici gen CRLF2. Patf {
mezi né translokace t (X; 14) (p22.33; 932.3) nebo t (Y; 14) (p11.32;
q32.3), kieré spojuji cely gen CRLF2 s oblasti zesilujici t&zky ¥ etézec
imunoglobulinu (IGH -CRLF2). Dal§i béznou zménou je intersticidlni
delece zahrnujici  pseudoautosomalni  oblast  (PAR1)  pohlavnich
chromozom pf ed CRLF2, pf i¢emz se prvni nekédujici exon P2RY8 umisti
vedle celé kéduijici oblasti CRLF2 (P2RY8-CRLF2). Tato p¥ eskupeni, které
jsou &asto doprovdzena mutacemi JAK, vedou k nadmérné expresi CRLF2
a bylo prokdzdno, e pfispivaji k lymfoidni transformaci. Pacienti s
pf esmyky CRLF2 a mutacemi JAK maii $patné celkové pf eziti bez pf ihod.
Detekce pf esmykd CRLF2 pomoci FISH miiZze navic pomoci pfi vybéru
pacientt s B-ALL vhodnych pro terapii inhibitory drahy JAK / STAT.
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3.  Princip testu

Fluorescenéni in sifu hybridizace (FISH) je technika, kterd umoZiuje detekci
a vizualizaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin v bunéénych
prepardtech. Fluorescenéné ozna&ené Useky DNA, tzv. FISH préby, a jejich
komplementérni cilové Useky DNA v prepardtech jsou spole¢né
denaturovdny a ndsledné je umoznéno jejich spérovéni v pribéhu
hybridizace. Poté jsou nespecifické a nenavdzané fragmenty préb
odstranény pomoci dikladnych oplachovacich krokd. Po dobarveni DNA
pomoci DAPI jsou hybridizované Useky DNA vizualizovdny pomoci
fluorescenéniho mikroskopu vybaveného excitaénimi a emisnimi filiry
specifickymi pro fluorochromy, se kterymi byly FISH préby oznageny.

4. Potfebné reagencie
ZytoLight SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe se sklddd z:

. ZyGreen (excitace 503 nm/ emise 528 nm) ozna&ené polynukleotidy
(~10.0 ng/ul), s cilovymi sekvencemi v Xp22.33 (chrX:513,125-
1,245,395) a Yp11.32* (chrY:463,125-1,195,395) distdIné k bodu
pF erudeni CRLF2 (viz Obr.1).

. ZyOrange (excitace 547 nm/ emise 572 nm) oznadené
polynukleotidy (~4.5 ng/ul), s cilovymi sekvencemi v Xp22.33
(chrX:1,497,976-1,660,328) a Yp11.32*  (chrY:1,498,976-
1,657,328) proximélné k bodu pf eruseni CRLF2 (viz Obr.1).

. Hybridizaéni pufr zalozeny na formamidu

*V souladu s knihovnou lidského genomu GRCh37/hg19
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Obr. 1: Horni: X-Chromozom SPEC CRLF2 Mapa sondy, Spodni: Y-Chromozom
SPEC CRLF2 Mapa sondy (mimo mé¥ itko)

ZytoLight SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe dostupny v jedné
velikosti:

. Z-2201-50: 0.05 ml (5 reakci po 10 ul kazdd)

o

Vybaveni, kieré je vyzadovéano, ale neni souéasti dodévky

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit (Katalog €. Z-2099-20)
Pozitivni a negativni kontrolni vzorky

Mikroskopické skli¢ka

Vodni ldzefi (70°C)

Hybridizér nebo vyhtivand ploténka

Hybridizér nebo vihkd komirka v hybridizaéni troubé
e  Stopky

e Barvici nddoby nebo 16zné

e  Kalirovany teplomér

e Nastavitelné pipety (10 pl, 25 pl)

e  Ethanol (alkohol)
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e  37% formaldehyde (bez kyseliny) nebo 10% neutrdné pufrovany
formalin

2x citrét sodny (SSC), napf. 20x SSC Solution (WB-0003-50)
Deionizované nebo destilovand voda

Kryci skli¢ka (22 x 22 mm, 24 x 60 mm)

Lepidlo, nap¥. Fixogum Rubber Cement (Katalog &. E-4005-50/-125)
nebo podobné

Fluorescenéni mikroskop s odpovidajicim vybavenim (400 - 1000x)
e Imerzni olej uréeny pro fluorescenéni mikroskop

e Odpovidaijici sada filtri

6. Skladovani a zachdzenf

Skladujte pfi teploté 2-8 °C, ve vzpfimené pozici, chrdnéné pfed sluncem.
Pouzivejte chrénéné pied sluncem. Vratte do skladovacich podminek
okamzité po pouziti. Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby expirace
uvedené na $titku.

7. Varovdnf a preventivni opatienf

e Pied pouzitim si preététe instrukce!

e Nepoutzivejte reagencie po uplynuti doby expirace!

e Tento produkt obsahuije latky (v nizkych koncentracich a objemech),
které jsou gkodlivé pro zdravi a potenciélné infekéni. Vyvarujte se
ptimého kontaktu s reagenciemi. Pouzivejte pFiméfené ochranné
prosttedky (jednorézové rukavice, ochranné bryle a laboratorni
plést).

eV pfipadé kontaktu s kizi omyjte okamzité velkych mnozstvim vody!

e Pro profesiondlni uZivatele je na vyzaddni dostupny bezpeénostni list.

. Nepouzivejte reagencie opakované.

e Vyvarujte se vzdjemné kontaminace vzorl, nebot to mize vést
k chybnym vysledkim.

e  Préba by neméla byt po del$i dobu vystavena svétlu, specidlné ne
silnému svétlu, tzn., Ze viechny kroky by se mély provadét ve tmé
a/nebo za pouziti tmavych, svétlo nepropoustéjicich nddobek.

Rizika:

Slozka uréuji riziko je formamid

Nebezpeti

H351 Podezieni na vyvoldni rakoviny.

H360FD Mize posgkodit reprodukéni schopnost. Mize poskodit
plod v téle matky.

H373 Muize zpusobit poskozeni orgéni pfi prodlouzené nebo
opakované expozici.

P201 Pfed pouZitim si obstarejte specidlni instrukce.

P202 Nepouzivejte, dokud |ste si nepfeetli vSechny
bezpeénostni pokyny a neporozuméli jim.

P260 Nevdechuijte prach/dym/plyn/mlhu/pary/aerosoly.

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné

bryle/obli¢ejovy stit.
P308+P313 PRI expozici nebo podezfeni na ni: Vyhledejte lékafskou

pomoc/osetien.

P405 Skladujte uzaméené.

8. Omezenf

. Pouze pro /n vifro diagnostiku.

. Pouze pro profesiondlni uzivatele.

. 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 testl. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa byt
obezndmeny s FISH prébami, reagenciemi, diagnostickymi panely a
metodami pouzivanymi k barveni preparétd. Barveni musi byt
provédéno v certifikovang, licencované laboratofi pod dozorem
patologa, ktery je odpovédny za prohlizeni obarvenych skel a
vyhodnoceni odpovidajic pozitivnich a negativnich kontrol.
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. Barveni prepardtu, obzvld§té intenzita a barveni pozadi zdvisi na
zachdzeni se vzorkem prfed barvenim. Neodpovidajici fixace,
mrazeni, tani, oplachovdani a su$eni, var, krajeni nebo kontaminace
jinymi vzorky nebo tekutinami muze vést k artefaktim nebo faleinym
vysledktim. Nekonzistentni vysledky mohou byt vysledkem variacemi
ve fixaci a prosycovacich metoddch, stejné tak jako nepravidelnostmi
uvnitf vzorku.

. Préba md& byt pouzZivdna pouze pro detekci lokust popsanych
v odstavci 4.
. Barveni bylo validovdno za pouZiti metod popsanych v téchto

instrukcich pro pouziti. Obmény téchto procedur mohou vést ke
zméndm barveni a maii byt validovény uZivatelem.

9. Interferujici latky

Pokud jsou ve vzorku pFitomny &ervené krvinky, mohou jevit
autofluorescenci, kterd ztézuje detekci hledanych signald.

10. Priprava vzorki

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

11. Priprava pfed pouzitim

Produkt je ready-to-use, tedy pfipraven k pfimému pouZiti. Neni
vyzadovdna z4adnd obnova, miseni nebo fedéni. Pred pouZitim pfineste
probu do pokojové teploty (18-25 °C), chrarite pred svétlem. Pred
ofevienim nddobky promichejte krétce ve vortexu a stocte.

12. Pracovni postup

P¥iprava vzorku
P¥ipravte vzorek podle instrukci uvedenych u Zytolight FISH-Cytology

Implementation Kit.

Denaturace a hybridizace
1.  Nopipepuite 10 pl préby na kazdy piedpfipraveny vzorek.

2.  Pfikryjte vzorky krycim sklikem 22 mm x 22 mm (vyvarujte se
vytvoFeni bublin) a zalepte kryci skli¢ko.

Doporucujeme pouZit specidini lepidlo napf. Fixogum.

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

4.  Preneste skla do vlhké komirky nebo hybridizujte pfes noc pii 37 °C
(napf. v hybridiza&ni troubé).

Je zcela zdsadni, aby vzorky v pribéhu hybridizacniho kroku nevyschly.

Post-hybridizace
Posthybridizaéni kroky (oplach, dobarveni, fluorescenéni mikroskopie)
provddéjte podle instrukci uvedenych v Zytolight FISH-Cytology

Implementation Kit.

13. Interpretace vysledka

PF¥i pouziti vhodnych sad filtri se hybridiza&ni signdly sondy objevi zelené
(distéIné od bodu zlomu CRLF2) a oranzové (proximdlné od bodu zlomu
CRLF2).

Normalni situace: V interfdzich normdlnich zenskych bunék nebo bun&k
bez translokace zahrnujici genovou oblast CRLF2 se objevuji dva oranzové
/ zelené fuzni signdly.

V interfézich normélnich muzskych bunék nebo bunék bez translokace
zahrnujici genovou oblast CRLF2 se objevuji dva oranzové / zelené fuzni
signdly (viz obrdazek &.2).

Abnormdini situace: Signdlini vzor sklddaijici se z jednoho oranzového /
zeleného fuzniho signdlu, jednoho oranZového signdlu a samostatného
zeleného signélu oznaéuje jednu normdini oblast genu CRLF2 a jednu
oblast genu CRLF2 ovlivnénou translokaci (viz obrézek ¢.2).
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F¥ ekryvajici se signdly se mohou objevit jako Zluté signdly.

Zelend / oranzové sada dudiniho pdsmového filtru

Normalni situace Abnormalni situace

Obr. €. 2 : Piedpokladany norméini vysledek a abnorméinf jadra

Genomické aberace v disledku malych deleci, duplikaci nebo inverzi
mohou vést k nendpadnym signdlam.

Jind distribuce (rozmisténi) signdli muaze byt pozorovdna v nékterych
abnormdlnich vzorcich, které6 muoze vést ve vysledku kjinému vzoru
signdli, nez jsou popsény vyse, indikujici variantni prestavby. Nedekané
vzory signéld by mély byt ddale dovysetieny.

Vemte v potaz:

e Kvuli rozvolnénému chromatinu se mohou jednotlivé signdly jevit jako
malé shluky signdll. A proto dva nebo tfi signdly stejné velikosti, které
jsou ve vzdélenosti, kterd je mensi nez primér jednoho signélu, maiji
byt poditdny jako jeden signdl.

e Nehodnotte piekryvaijici se jadra.

e Nepotitejte pfili§ natrdvend jddra (rozpoznatelnd podle pfitomnosti
tmavych oblasti uvnit jader).

e Nepotitejte jddra se silnou autofluorescenci, kterd znesnadfiuje
rozpozndni signdli.

e  Negativni nebo neolekdvany vysledek muaze byt zplsoben
vice¢etnymi faktory, viz odst. 17.

e Za G&elem spravného hodnoceni vysledkt musi uZivatel pfed pouZitim
produktu  provést validaci vsouladu s ndrodnimi  a/nebo
mezindrodnimi doporu&enimi.

14.Doporuéené postupy kontroly kvality

Za G&elem zaijisteni spravnych postupt mé byt ke kazdému testu pFifazena
vnitini a vnéji kontrola. Pokud tyto kontroly selfou pfi demonstraci
spravného barveni, vysledky vzorku pacienta musi byt hodnoceny joko
invalidni.

Vnitini kontrola: Nenddorové buriky uvnitf vzorku, ve kterych je patrny
normdélni vzor signdld.

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

15. Vykonnostni charakteristiky

Pfesnost: Misto hybridizace sondy bylo hodnoceno na metafdzovych
spreadech karyotypové normdlniho samce. Ve viech testovanych vzorcich
hybridizovala sonda pouze na o&ekdvané lokusy. Nebyly pozorovény
24dné dalsi signdly nebo kFizové hybridizace. Proto byla vypoéitédna
pf esnost na 100%.

Analytick4 citlivost: Pro analytické stanoveni citlivosti byla sonda
vyhodnocena na metafézovych spreadech karyotypicky normdlnich samca.

Viechna jddra ukézala o&ekdvany normalni signdl ve viech testovanych
vzorcich. Analytickd citlivost byla proto vypo&tena na 100%.

Analytick& specificita: Pro stanoveni analytické specificity byla sonda
vyhodnocena na metafézovych spreadech karyotypicky normdlnich samca.
Ve viech testovanych vzorcich hybridizovaly viechny signdly pouze s
o&ekdvanymi cilovymi lokusy a Zadnymi jinymi lokusy. Analyticka
specificita byla proto vypoé&tena na 100%.

16.Likvidace odpadi

Likvidace reagencii musi byt provedena v souladu s lokdlnimi zakony.

17. Re3eni problémi

Jakékoliv odchylka od ndvodu k obsluze mize vést k hor§im vysledkam
barveni nebo k Zadnému znedisténi.
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Slabé nebo vilbec 24dné signdl

Mozné pfic¢ina

Reseni

Z4&dné dostupné cilové
sekvence

Pouzijte vhodnou kontrolu.

Nespravnad pfiprava teplem,
natrdveni, denaturace,
hybridizace nebo teplota
oplachu

Zkontrolujte teplotu u vie zafizeni, u
kterych je kalibrovany teplomér

Proteolytickd pfedbéznd
Uprava neni Fadné
provedena

Optimalizujte inkubaéni dobu
pepsinu, Zvyste nebo snizte.

Odpafovéni sondy

P¥i pouziti hybridizéru, je nutné pouzit
mokré prouzky / nddrze naplnéné
vodou.

P¥i pouziti hybridizaéni pece, vhlké
komoty, by mélo byt kryci skli¢ko
zcela uzaviené, napf Fixogum, aby se
zabrdnilo vysychdni vzorkt béhem
hybridizace

PFili§ nizkd koncentrace
promyvaciho pufru

Zkontrolujte koncentraci promyvaciho
pufru

Staré odvodfiovaci roztoky

PFipravte &erstvé odvodriovaci roztoky.

Spatné nastaveni
fluorescenéniho mikroskopu

Nastavte spravné

IPouziti nespravného setu
filtrd

Pouzijte set filtra, které jsou
odpovidajici fluochromdm préby.
Trojité filtry poskytuji méné svétla

v porovndni s jednoduchymi nebo
dudlinimi filtry. Navic signdly se
mohou pFi pouZiti trojitého filtru jevit

bledsi.

Pogkozeni préby svétlem

Hybridizaéni a promyvaci kroky
provdadéijte ve tmé.

Zkiizené hybridizaéni signdly, 3um na pozadi

Moznd pficina

Reseni

PFili§ silné natréveni

Zkratte inkubaci s pepsinem.

PFilig velky objem préby na
plochu vzorku

Snizte objem préby na Fez,
rozmistujte prébu po kapkéch, abyste
se vyhnuli pfili§ vysoké mistni
koncentraci.

Prepardty jsou vychladlé na
pokojovou teplotu pred
hybridizaci

Preneste prepardty kratce do 37 °C

PFili§ vysokd koncentrace
promyvaciho pufru

Zkontrolujte koncentraci promyvaciho
pufru.

Oplachovaci teplota po
hybridizaci je pFili§ nizkd

Zkontrolujte teplotu a zvyste ji, pokud
je fo nutné

Vysuseni vzorkd mezi
jednotlivymi kroky inkubace

Zabrarite vysu$eni pomoci pfilepeni
kryciho skli¢ka a provadéni inkubace
ve vlhkém prostfedi.

Pogkozend morfologie

Mozné pfic¢ina

Reseni

Pfiprava natrédvenim neni
provedena spravné

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

Nedostate¢né oschnuti
prepardtu na vzduchu pred
aplikaci préby

Prodluzte osugeni.
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Slabé barveni

Mozné pficina Reseni
Nizké koncentrace roztoku Pouzivejte DAPI/DuraTect-Solution
DAPI (ultra) (Katalog €. MT-0008-0.8)

PFili§ kratké doba inkubace Prodluzte dobu inkubace s DAPI.
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Nasi experti jsou Vam k dispozici zodpovédét Vase otdzky. 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

Ochranné znémka:
ZytoVision® a ZytoLight® jsou pod ochrannou zndmkou ZytoVision
GmbH.
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