ZYTO\V/ISION

ZytoLight
SPEC ATM/CEN 12 Dual Color Probe

Z-2296-50

N/ 5(0.05 ml)

Pro kvalitativni detekci deleci 11922.3 stejné jako
aneusomie chromozomu 12 fluorescenéni /in situ

hybridizaci (FISH)

£

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

1. Pouziti

ZytoLight SPEC ATM/CEN 12 Dual Color Probe (PL250) je uréena k pouziti
pro kvalitativni  detekci deleci 11922.3 stejné joko aneuusomie
chromosomu 12 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

Gen ATM je umistén na 11922.3 a kéduje protein kindzu. Tato kindza
reguluje odpovéd na zlomy dvou F etézcd DNA spousténim signalizace,
kterd synchronizuje opravu DNA, zastaveni bunééného cyklu a apoptézu.
U chronické lymfocytdrni leukémie (CLL) zahrnuii rekurentni zmény delece
na chromozomu 13q14, 11922.3, 17p13 a 6921, trizomii chromozomu
12 a translokaci IGH. Bylo prokdzéno, Ze ve srovndni s absenci
cytogenetickych abnormalit pfinesla nejhorsi prognézu delece 17p13,
nasledovand deleci 11922.3 a trizomii 12, zatimco delece 13q14 jako
jedind abnormalita byla spojena s dobrou prognézou. Delece trizomie 12
a 11922.3 jsou obé detekovany asi u 20 % pf ipadd CLL. Pacienti s deleci
11q vykazuji rychlou progresi onemocnéni a krat$i dobu pF eZiti bez lé&by
i celkovou dobu pf eziti. Navic podskupiny CLL s deleci 11q jsou spojeny
se zvy$enim poctu alteraci genovych kopii pf edstavujicich genomovou
nestabilitu. Trizomie 12 je spojena s medidnem pfeziti a atypickou
morfologii. FISH Ize tedy pouzit k predikci progrese onemocnéni a
celkového pf eZiti u pacientid s CLL.

1/4

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 ATM/CEN 12 Dual Color Probe se sklada z:

. ZyOrange (excitace 547 nm/ emise 572 nm) oznaéené
polynukleotidy (~4.5 ng/ul), s cilovymi sekvencemi v 11g22.3*
(chr11:107,957,618-108,380,921) nesouci ATM genovou oblast
(viz Obr.1).

. ZyGreen (excitace 503 nm/ emise 528 nm) oznaéené polynukleotidy
(~4.5 ng/ul), s cilovymi sekvencemi v 12p11.1-g11 specifické pro
alfa satelitni centromerickou oblast D12Z3 chromozomu 12.

. Hybridizaéni pufr zalozeny na formamidu
*V souladu s knihovnou lidského genomu GRCh37/hg19
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Obr. 1: SPEC ATM Mapa sondy (mimo méfitko)

ZytoLight SPEC ATM/CEN 12 Dual Color Probe dostupny v jedné velikosti:
. Z-2296-50: 0.05 ml (5 reakci po 10 ul kazdd)

o

Vybaveni, které je vyzadovéno, ale neni soué&asti dodavky

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

Mikroskopickd skli¢ka

Vodni l4zen (70°C)

Hybridizér nebo vyhfivané ploténka

e Hybridizér nebo vlhké komurka v hybridizaéni troubé

e  Stopky

e Barvici nddoby nebo 16zné

e  Kalirovany teplomér

e NastaviteIné pipety (10 pl, 25 pl)

e Ethanol (alkohol)

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

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

Kryci sklitka (22 x 22 mm, 24 x 60 mm)

Lepidlo, napf. 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 filtr

6. Skladovani a zachézeni

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

e Pfed pouZitim si prectéte instrukce!

e  Nepoutzivejte reagencie po uplynuti doby expirace!

e  Tento produkt obsahuije latky (v nizkych koncentracich a objemech),
které jsou $kodlivé pro zdravi a potencidlné infekéni. Vyvarujte se
ptimého kontaktu s reagenciemi. PouZivejte pFfiméfené ochranné
prostfedky (jednorézové rukavice, ochranné bryle a laboratorni
plast).

eV pfipadé kontaktu s kizi omyijte okamzité velkych mnozstvim vody!

e Pro profesiondlni uzivatele je na vyzaddani dostupny bezpeénostni list.

. Nepouzivejte reagencie opakované.

e  Vyvarujte se vzdjemné kontaminace vzorl, nebot to muze vést
k chybnym vysledkiim.

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 uréuiji riziko je formamid

Nebezpeti

H351 Podezieni na vyvoldani rakoviny.

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

H373 Muze zpusobit poskozeni orgéni pfi prodlouzené nebo
opakované expozici.

P201 P¥ed pouzitim si obstarejte specidlIni instrukce.

P202 Nepouzivejte, dokud [ste si nepfecetli v3echny
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: Vyhledeijte lékaiskou

pomoc/oSetteni.

P405 Skladujte uzaméené.

8. Omezeni

. Pouze pro /n vitro diagnostiku.

. Pouze pro profesiondlni uzivatele.

. Klinickd interpretace jakéhokoliv pozitivniho barveni nebo jeho
chybéni musi byt hodnocena v kontextu klinické historie, morfologie,
ostatnich histopatologickych kritérii o stejné tak i ostatnich

diagnostickych testt. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa byt
obezndmeny s FISH prébami, reagenciemi, diagnostickymi panely a
metodami pouzivanymi k barveni preparétd. Barveni musi byt
provadéno v certifikované, licencované laboratofi pod dozorem
patologa, ktery je odpovédny za prohlizeni obarvenych skel a
vyhodnoceni odpovidaijic pozitivnich a negativnich kontrol.

. Barveni prepardtu, obzvld§té intenzita a barveni pozadi zévisi na
zachdzeni se vzorkem pied barvenim. Neodpovidajici fixace,
mraZeni, t1éni, oplachovdni a sudeni, var, krdjeni nebo kontaminace
jinymi vzorky nebo tekutinami muze vést k artefaktim nebo falesnym
vysledkam. Nekonzistentni vysledky mohou byt vysledkem variacemi
ve fixaci a prosycovacich metoddch, stejné tak joko nepravidelnostmi
uvnit¥ vzorku.

. Préba md byt pouzivdna pouze pro detekci lokusl 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 maiji byt validovdany uZivatelem.

9. Interferujict latky

Pokud sou ve vzorku pFitomny &ervené krvinky, mohou jevit
autofluorescenci, kterd ztéZuje detekci hledanych signala
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10. Pfiprava vzorkii

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

11. Piprava pfed pouZitim

Produkt je ready-to-use, tedy pfipraven k pfimému pouziti. Neni
vyzadovdna 28dnd obnova, miseni nebo fedéni. Pied pouzitim pFineste
probu do pokojové teploty (18-25 °C), chrarite pfed svétlem. PFed
ofevienim nddobky promichejte kratce ve vortexu a stocte.

12. Pracovni postup

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

Implementation Kit.

Denaturace a hybridizace
1.  Napipepuijte 10 pl préby na kazdy predpfipraveny vzorek.

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

Doporucujeme pouZit specidlini lepidlo napi. Fixogum.

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

4.  Pieneste skla do vlhké komurky nebo hybridizujte pfes noc p¥i 37 °C
(napk. v hybridiza&ni troubé).

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

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

Implementation Kit.

13. Interpretace vysledkd

P¥i pouziti vhodnych sad filtrd se hybridizaéni signdly sondy jevi zelené
(ATM genovd oblast) a oranzové (CEN 12).

Normalni situace: V interfazich normalnich bunék nebo bunék bez delece
zahrnujici oblast genu ATM a bez aneusomie chromozomil 12 se objevuii
dva oranzové a dva zelené signdly. (viz obrdzek ¢.2).

Abnormdlni situace: V burice s delecemi ovliviiujicimi oblast genu ATM
bude pozorovdn snizeny pocet oranzovych signdli. Delece ovliviiujici
pouze &ésti oblasti genu ATM mohou vést k normalnimu vzoru signdlu s
oranzovymi signély zmengené velikosti. V bufice s aneusomii 12 budou
pozorovdny tf i nebo vice kopii zeleného signdlu. (viz obrézek &.2).

F¥ ekryvajici se signdly se mohou objevit jako Zluté signdly.

Zelend / oranzovéd sada duélniho pdsmového filiru

Delece ATM
Obr. C. 2 : Pfredpokladany norméini vysledek a abnormélini jadra

Normalni situace Aneusomie 12

Jing distribuce (rozmisténi) signdlt muaze byt pozorovéna v nékterych
abnormadlnich vzorcich, kterd muze vést ve vysledku k jinému vzoru
signdld, neZ jsou popsdny vyse, indikujici variantni pfestavby. Neéekané
vzory signéli by mély byt déle dovy3etteny.

Vemte v potaz:

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

e Nehodnotte pfekryvaijici se j4dra.
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o Nepoditejte pfili§ natrdvend jddra (rozpoznatelnd podle pfitomnosti
tmavych oblasti uvnitt jader).

e Nepotitejte jadra se silnou autofluorescenci, kterd znesnadfivje
rozpozndni signdli.

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

e Za G&elem spravného hodnoceni vysledkd 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 vnéj$i kontrola. Pokud tyto kontroly selzou p¥i demonstraci
spravného barveni, vysledky vzorku pacienta musi byt hodnoceny jako
invalidni.

Vnitini kontrola: Nenddorové butiky 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 olekdvané lokusy. Nebyly pozorovény
24dné dalsi signdly nebo ki izové hybridizace. Proto byla vypoéitédna
pt esnost na 100%.

Analytické citlivost: Pro analytické stanoveni citlivosti byla sonda
vyhodnocena na metafézovych spreadech karyotypicky normdlnich samci.

Viechna jddra ukézala ogekévany normdlini signdl ve viech testovanych
vzorcich. Analytickd citlivost byla proto vypo&tena na 100%.

Analytické specificita: Pro stanoveni analytické specificity byla sonda
vyhodnocena na metafézovych spreadech karyotypicky normdlnich samc.
Ve viech testovanych vzorcich hybridizovaly viechny signély pouze s
o&ekdvanymi cilovymi lokusy a zadnymi jinymi lokusy. Analytickd
specificita byla proto vypo&tena na 100%.

16.Likvidace odpadd

Likvidace reagencii musi byt provedena v souladu s lokdlnimi zakony.

17. Re3eni probléma

Jakdkoliv odchylka od ndvodu k obsluze mize vést k hor$im vysledkam
barveni nebo k Zddnému znedisténi.

Slabé nebo viibec 7adné signdl

Moznd pfigina Reseni

Z4dné dostupné cilové
sekvence

Pouzijte vhodnou kontrolu.

Nesprévnd pfiprava teplem, | Zkontrolujte teplotu u vée zafizeni, u
natrdveni, denaturace, kterych je kalibrovany teplomér
hybridizace nebo teplota
oplachu

Optimalizujte inkubaéni dobu
pepsinu, Zvyste nebo snizte.

Proteolytickd pFedbézné
Uprava neni Fadné
provedena

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

P poutziti hybridizaéni pece, vhiké
komoty, by mélo byt kryci skli¢ko
zcela uzavfené, napi Fixogum, aby se
zabrdnilo vysychdni vzorkt béhem
hybridizace

Odpafovéni sondy

PFili$ nizkd koncentrace Zkontrolujte koncentraci promyvaciho
promyvaciho pufru pufru
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Staré odvodfiovaci roztoky

Pripravte éerstvé 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.

Poskozeni préby svétlem

Hybridizaéni a promyvaci kroky
provadéijte ve tmé.

Zkiizené hybridizaéni signély, 3um na pozadi

Mozné pfi¢ina

Reseni

PFili$ silné natrdveni

Zkratte inkubaci s pepsinem.

PFilis 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 pied
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 to nutné

Vysu$eni vzorkd mezi
jednotlivymi kroky inkubace

Zabrarite vysuseni pomoci pfilepeni
kryciho skli¢ka a provédéni inkubace
ve vlhkém prostiedi.

Pogkozend morfologie

Moznd pficina

Reseni

Pfiprava natrdvenim nenf
provedena spravné

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

Nedostate¢né oschnuti
prepardtu na vzduchu pred
aplikaci préby

Prodluzte osuseni.

Slabé barveni

Moznd pficina

Reseni

Nizkd koncentrace roztoku
DAPI

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

Prili$ 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 zndmka:

ZytoVision® a ZytoLight® jsou pod ochrannou zndmkou ZytoVision
GmbH.
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