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1. Verwendungszweck

Die ZytoFasthuman lg-kappa Probe (PF30) ist for den qualitativen
Nachweis von humaner Ig-kappa (k) Leichtketten mRNA in Formalin-
fixierten, Paraffin-eingebetteten Geweben, wie z. B. multiplem Myelom,
durch chromogene /n-sifu-Hybridisierung (CISH) bestimmt. Die Sonde ist
for die Verwendung in Kombination mit dem ZytoFast PLUS CISH
Implementation Kit HRP-DAB (Prod. Nr. T-1063-40) vorgesehen.

Das Produkt ist nur fir den professionellen Gebrauch bestimmt. Alle Tests,
bei denen das Produkt verwendet wird, sollten in einem zertifizierten,
zugelassenen anatomisch-pathologischen Labor unter der Aufsicht eines
Pathologen/Humangenetikers von qualifiziertem Personal durchgefchrt
werden.

Das Produkt ist als Hilfsmittel fur die Differentialdiagnose von multiplen
Myelomen vorgesehen, und therapeutische MaBnahmen sollten nicht allein
auf der Grundlage des Testergebnisses eingeleitet werden.

2.  Prinzip der Methode

Die chromogene in-situ-Hybridisierung (CISH) erlaubt den Nachweis und
die Visualisierung von  spezifischen  Nukleinséuresequenzen in
Zellpréparationen. Haptenmarkierte Nukleotid-Fragmente, sogenannte
CISH-Sonden, und deren komplementdre Zielsequenzen in den
Préparationen werden co-denaturiert und kénnen anschlieBend wéhrend
der Hybridisierung binden. Danach werden unspezifische und
ungebundene Sondenfragmente durch Stringenzwaschschritte entfernt. Die
Duplex-Bildung der markierten Sonde wird mittels primarer (nicht
markierter) Antikérper sichtbar gemacht, welche von sekundéren
polymerisierten Enzym-konjugierten Antikérpern detektiert werden. Die
enzymatische Reaktion mit den chromogenen Substraten fuhrt zur Bildung
von Farbprézipitaten. Nach der Gegenférbung des Zellkerns mit einer
Zellkern-Farbung kénnen die hybridisierten Sondenfragmente mit einem
Lichtmikroskop visualisiert werden.
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3.  Enthaltene Reagenzien

Die ZytoFasthuman |g-kappa Probe besteht aus:

. Digoxigenin-markierten Oligonukleotiden (~0.2 ng/ul), die gegen
mRNA, welche die konstanten Regionen der Ig-kappa Leichtketten
codieren, gerichtet sind.

Die ZytoFasthuman Ig-kappa Probe ist verfigbar in einer Gréfie:
. T-1115-400: 0,4 ml (40 Reaktionen von je 10 ul)

4. Benétigte, aber nicht bereitgestellte Materialien

. ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB
(Prod. No. T-1063-40)

Positive und negative Kontrollproben

Obijekttréiger, positiv geladen

Wasserbad (55 °C, 98 °C)

Hybridizer oder Wérmeplatte

Hybridizer oder Feuchtekammer im Hybridisierungsofen
Verstellbare Pipetten (10 ul, 100 ul, 1000 ul)

Kivetten oder Farbetrége

Stoppuhr

Kalibriertes Thermometer

Ethanol oder denaturierter Alkohol

Xylol

Methanol 100%

Wasserstoffperoxid (H2,0,) 30%

Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Deckglaser (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Naturkautschuk-Klebstoff, z.B. Fixogum Rubber Cement
(Prod. Nr. E-4005-50/-125) oder Ahnliches

. RegelmdBig gewartetes Lichtmikroskop (100-200x)

5. Lagerung und Handhabung

Bei 2-8°C in aufrechter Position lagern. Unmittelbar nach Gebrauch wieder
unter Lagerbedingungen aufbewahren. Keine Reagenzien nach Ablauf des
auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatums verwenden. Das Produkt ist
bei sachgeméfBer Handhabung bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum stabil.

6.  Warnhinweise und Vorsichtsma3nahmen

. Gebrauchsanweisung vor der Verwendung lesen!
. Reagenzien nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden!
. Dieses Produkt enthélt Substanzen (in geringen Konzentrationen und

Volumina), welche gesundheitsschéddlich und potentiell infektids sind.
Jeder direkte Kontakt mit den Reagenzien muss vermieden werden.
Entsprechende SchutzmaBBnahmen (Verwendung von
Einmalhandschuhen, Schutzbrille und Laborbekleidung) sind zu
ergreifen!

. Schwerwiegende Vorfélle, die im Zusammenhang mit dem Produkt
aufgetreten sind, in Ubereinstimmung mit den &rtlichen Vorschriften
dem Hersteller sowie den zusténdigen Behérden melden!

. Sollten Reagenzien mit der Haut in Kontakt kommen, die betroffenen
Stellen sofort mit viel Wasser abspilen!

. Ein Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage fir den professionellen
Anwender verfigbar.

. Reagenzien nicht wiederverwenden, auBer die Wiederverwendung ist
ausdricklich erlaubit!

. Kreuzkontaminationen der Préparate vermeiden, da diese zu
fehlerhaften Ergebnisse fihren.

. Die Praparate dorfen wdhrend der Hybridisierungs- und
Waschschritte nicht austrocknen!

Gefahren- und Sicherheitshinweise:

Diese Sonde ist geméf3 der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 nicht als
gefdhrlich eingestuft.
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7. Einschrénkungen

. Fur die Verwendung als In-vitro-Diagnostikum.
. Nur fir die professionelle Anwendung.

. Nur fir den nicht-automatischen Gebrauch.

Die klinische Interpretation jeglicher positiven Férbung bzw. deren
Abwesenheit muss im Kontext mit der klinischen Anamnese,
Morphologie, anderer histopathologischer Kriterien sowie weiterer
diagnostischer Tests erfolgen. Es obliegt der Verantwortung eines
qualifizierten Pathologen, mit CISH Sonden, Reagenzien, Diagnose-
Panels und den zur Erstellung von geférbten Préparaten verwendeten
Methoden vertraut zu sein. Die Férbung ist in einem zertifizierten,
lizenzierten Labor unter Aufsicht eines Pathologen durchzufihren,
der fur die Auswertung der Farbepréparate und fur die Sicherstellung
der Eignung von positiven und negativen Kontrollen verantwortlich
ist.

Die Férbung der Préparate, insbesondere die Signalintensitét und die
Hintergrundférbung, ist abhéngig von der Behandlung und
Prozessierung der Préparate vor der Férbung. UnsachgemdBes
Fixieren, Einfrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen,
Schneiden oder Kontamination mit anderen Préparaten oder
Flussigkeiten kénnen Artefakte oder falsche Ergebnisse verursachen.
Inkonsistente Ergebnisse kénnen von Variationen bei Fixierungs- und
Einbettungsverfahren sowie von inhérenten UnregelmdBigkeiten
innerhalb des Préparates resultieren.

Die Sonde ist nur fir den Nachweis der Loci, die in Kapitel 3
»Enthaltene Reagenzien” beschrieben werden, zu verwenden.

. Die Leistung wurde unter Verwendung der in dieser
Gebrauchsanweisung beschriebenen  Verfahren validiert.
Abweichungen von diesen Verfahren kénnen die Leistung
beeinflussen und missen vom Anwender validiert werden. Dieses
IVD ist nur dann CE-zertifiziert, wenn es wie in dieser
Gebrauchsanweisung beschrieben im Rahmen der
bestimmungsgemédBen Verwendung eingesetzt wird.

8. Stérsubstanzen

Folgende Fixierungen sind nicht kompatibel mit ISH:

Bouin Fixierung

B5 Fixierung

Saure Fixierung (z.B. Pikrinséure)
Zenker Fixierung

Alkohole (bei alleiniger Verwendung)
Quecksilberchlorid
Formaldehyd/Zink Fixiermittel
Hollande Fixierung

Ungepuffertes Formalin

9.  Vorbereitung der Préparate

Die Praparatevorbehandlung ist wie in der Gebrauchsanweisung des
ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB beschrieben
durchzufGhren.

10. Vorbereitung der Reagenzien

Das Produkt ist gebrauchsfertig. Kein Rekonstituieren, Mischen oder
VerdUnnen ist notwendig. Die Sonde vor der Anwendung auf
Hybridisierungstemperatur (55°C) bringen und kurz mischen.

11. Testverfahren

Vorbehandlung der Préparate

Die Préparatevorbehandlung (wie Entparaffinierung, Proteolyse) ist wie in
den Gebrauchsanweisungen der  ZytoFast CISH Implementation Kit
beschrieben durchzufihren.

Denaturierung und Hybridisierung

1. 10 ul der Sonde auf jedes der vorbehandelten Préparate pipettieren.

2. Die Praparate mit 22 mm x 22 mm Deckglasern abdecken
(Einschluss von Luftbléschen vermeiden) und das Deckglas
versiegeln.

Wir empfehlen die Verwendung von Naturkautschuk-Klebstoff (z.B.
Fixogum) zum Versiegeln.
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3. Die Objekitréger auf einer Warmeplatte oder in einem Hybridizer
platzieren und die Proben fir 5 min bei 75°C denaturieren.

4.  Die Objekitréger in eine Feuchtekammer Gberfihren und fir 1 h bei
55 °C hybridisieren (z.B. in einem Hybridisierungsofen).

Es ist essentiell, dass die Préparate wéhrend des Hybridisierungsschritts
nicht austrocknen.

Post-Hybridisierung

Die Post-Hybridisierung (Waschen, Detektion, Gegenfarbung, Eindecken,
Mikroskopie) gemd&B der Gebrauchsanweisung des jeweiligen
ZytoFast CISH Implementation Kit durchfihren.

12. Interpretation der Ergebnisse

Bei Verwendung des ZytoFfast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB
erscheinen die Hybridisierungssignale der Digoxigenin-markierten
Polynukleotide beim Nachweis mit Meerrettichperoxidase (HRP) und DAB
als braune Signale.

Eine positive Reaktivitat in B-Plasmazellen wird durch eine zytoplasmatische
Farbung angezeigt.

Der normale Kappa/Lambda-Quotient in lymphatischen Geweben ist in
etwa 2:1, ein Kappa/Lamba-Quotient >3:1 oder <0,3:1 ist ein Indikator
for Monoklonalitat.

Bitte beachten:
. Die Visualisierung der Signale sollte mindestens bei 100-facher
VergréBerung erfolgen, um leicht sichtbare Signale zu erhalten.

. Keine nekrotischen Bereiche, sich Gberlagernde Zellkerne, Uber-
verdaute Zellkerne oder Zellkerne mit schwacher Signalintensitét
auswerten.

. Ein negatives oder unspezifisches Ergebnis kann durch verschiedene

Faktoren verursacht werden (siehe Kapitel 16 ,Fehlerbehebung”).

. Um die Ergebnisse korrekt zu interpretieren, muss der Anwender das
Produkt vor der Anwendung in diagnostischen Verfahren unter
Beriicksichtigung nationaler und/oder internationaler Richtlinien
validieren.

13. Empfohlene Qualitétskontrollverfahren

Um die korrekte Leistung der verwendeten Préparate und Testreagenzien
zu Uberwachen, sollte jeder Test von internen und externen Kontrollen
begleitet werden. Falls interne und/oder externe Kontrollen keine adéquate
Féarbung zeigen, missen die Ergebnisse der Patientenproben als ungiltig
angesehen werden.

Interne Kontrolle: Eine B-Plasmazelle innerhalb des Préparats sollte
entweder ein lg-Kappa- oder ein Ig-Lambda-Signalmuster aufweisen.
Zellen innerhalb des Préparats, welche keine B-Zellen sind, wie
beispielsweise Fibroblasten sollten keine Férbung aufweisen.

Externe Kontrolle: Validierte positive und negative Kontrollproben.

14. Leistungsmerkmale
14.1 Analytische Leistung

Analytische 100% (95% ClI 97.0 -
Sensitivitéit: 100.0)
Analytische 100% (95% ClI 97.0 -
Spezifitét: 100.0)

14.2 Klinische Leistung

Diagnostische 100% (95% CI 86.3 -100.0) vs. IHC

Sensitivitét: 100% vs. RAPID RISH Biocare/ Serum-free light chain
restriction assay

88.24% vs. IHC

100% (95% Cl 86.3 -100.0) vs. IHC

Diagnostische
Spezifitdt:

15. Entsorgung

Die Entsorgung der Reagenzien muss in Ubereinstimmung mit den
drilichen Vorschriften erfolgen.
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16. Fehlerbehebung

Jede Abweichung von den Gebrauchsanweisungen kann zu schwachen bis
gar keinen Farbungen fihren. Weitere Informationen erhalten Sie unter

www.zytovision.com.

Schwache oder keine Signale

Degradierte Morphologie

[Al-[2]

Mégliche Ursache

Lésung

Zell- oder Gewebeproben
sind nicht optimal fixiert

Die Fixierzeit und das Fixiermittel
optimieren

Mégliche Ursache

Losung

Proteolytische
Vorbehandlung nicht
optimal

Die Inkubationszeit mit Pepsin
optimieren, falls notwendig erhéhen
oder reduzieren

Proteolytische
Vorbehandlung nicht
ordnungsgemaf
durchgefihrt

Inkubationszeit mit Pepsin optimieren

Verdunstung der Sonde

Bei der Nutzung eines Hybridizers ist
die Verwendung von feuchten
Vliesstreifen/Wassertanks erforderlich.
Bei der Nutzung eines
Hybridisierungsofens muss eine
Feuchtekammer verwendet werden.
Zuséizlich sollte das Deckglas, z.B. mit
Fixogum, vollstéindig versiegelt werden,
um ein Austrocknen der Préparat
wéhrend der Hybridisierung zu
verhindern.

Hintergrundsignale

Mégliche Ursache

Losung

Schnitte sind irgendwann
wdhrend oder nach der
Hybridisierung
ausgetrocknet

Das Austrocknen der Schnitte vermeiden;
Feuchtekammern verwenden; Deckglas
sorgféltig abdichten

Verléngerte
Inkubationszeit des
Substrates

Inkubationszeit des Substrates verkiirzen

Unzureichende
Vorbereitung des
chromogenen Substrates

Anstatt die Farbsubstrate durch
Eintropfen vorzubereiten, verwenden Sie
eine Pipette.

Unvollstéindiges
Entparaffinieren

Frische Lésungen verwenden, Dauer
des Entparaffinierens Uberprifen

Proteolytische
Vorbehandlung zu stark

Inkubationszeit von Pepsin optimieren

Daver der Gegenférbung
zu lang

Vermeiden Sie dunkle Gegenférbungen,
da dies die positiven Férbesignale
verdecken kann.

Bléuen der Gegenférbung
nicht korrekt durchgefohrt

Fir das Bléuen kaltes Leitungswasser
verwenden; kein warmes bzw. heif}es
Wasser oder Bléuungsreagenzien
verwenden

Obijekttréiger sind vor
der Hybridisierung auf
Raumtemperatur
abgekihlt

Die Objekttréger zugig auf
Hybridisierungstemperatur GberfGhren

Uberlagernde Zellkerne

Mégliche Ursache

Losung

Signale verblassen oder verschmelzen

Mégliche Ursache

Losung

Ungeeignete Dicke der
Gewebeschnitte

3-5 um dicke Mikrotomschnitte anfertigen

Verwendung eines
ungeeigneten
Eindeckmediums

Verwenden Sie nur die mit dem Kit
gelieferte oder in der
Gebrauchsanweisung empfohlene
Einbettungsldsung. Verwenden Sie
Lésungen, die frei von Verunreinigungen
sind; verwenden Sie kein Deckglasband

Préparat 18st sich vom Objekitréiger

Mégliche Ursache

Lésung

Proteolytische
Vorbehandlung ist zu
stark

UngleichméfBige oder teils nur sehr leichte Férbung

Mégliche Ursache

Lésung

Unvollsténdiges
Entparaffinieren

Frische Lésungen verwenden, Dauer
des Entparaffinierens Gberprifen

Volumen der Reagenzien
zu gering

Sicherstellen, dass das Volumen der
Reagenzien grof3 genug ist, um den
Bereich des Gewebes zu bedecken

Inkonsistente Ergebnisse

Mégliche Ursache

Losung

Unzureichende
Trocknung vor
Applikation der Sonde

Lufttrocknung verléngern

Zu viel
Wasser/Waschpuffer auf
dem Gewebe vor
Applikation von Pepsin,
Antikérpern und/oder
Farbsubstraten

Uberschissige Flissigkeit durch
Abklopfen oder Abschitteln des
Obijekttréigers von dem Gewebeschnitt
entfernen. Kleinere Mengen an
restlichem Wasser/Waschpuffer
beeintrdchtigen nicht den Test

Variierende Methoden der
Gewebefixierung oder
Einbetftung

Methoden der Fixierung und Einbettung
optimieren

Variierende Gewebedicke

Schneiden optimieren

3/3

Inkubationszeit mit Pepsin reduzieren
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18. Revision

Revision | Beschreibung der Anderung

2.1.1 Anderung der Benanntenstelle

I:EI www.zytovision.com

Die aktuellste Gebrauchsanweisung sowie Gebrauchsanweisungen in

verschiedenen Sprachen finden Sie unter www.zytovision.com.

Unsere Experten stehen lhnen fur lhre Fragen zur Verfigung.
Bitte kontaktieren Sie helptech@zytovision.com

Einen Kurzbericht Uber Sicherheit und Leistung finden Sie unter

www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH
Fischkai 1

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

Fax: +49 471 4832-509

www.zytovision.com

Email: info@zytovision.com

Warenzeichen:

ZytoVision® und Zyto Fasf® sind Warenzeichen der ZytoVision GmbH.
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