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LytolLight
SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe

7-2201-50 N/ 5(0,05ml)

FUr den qualitativen Nachweis von Translokationen
des CRLF2-Gens bei Xp22.33 und Yp11.32 mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

C€

In-vitro-Diagnostikum
gemdB EU Richtlinie 98/79/EC

1. Verwendungszweck

Die ZytoLight SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe (PL159) ist
fUr den qualitativen Nachweis von Translokationen des humanen
CRLF2-Gens bei Xp22.33 und Yp11.32 in zytologischen Pr&paraten
wie beispielsweise Leukdmiezellen mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) bestimmt. Die Sonde ist fUr die Verwendung in
Kombination mit dem Zytolight FISH-Cytology Implementation Kit
(Prod. Nr. Z-2099-20) vorgesehen.

Die Interpretation der Ergebnisse muss im Kontext mit der klinischen
Anamnese unfer BerUcksichtigung weiterer klinischer und
pathologischer Daten des Patienten durch einen qualifizierten
Pathologen erfolgen.

2. Klinische Relevanz

Das CRLF2-Protein interagiert mit IL7R und bildet einen Rezeptor fur
TSLP, dessen Bindung die Signaltransduktion Uber JAK/STAT-
Signalwege aktiviert. Etwa 7% der Patienten mit B-Vorldufer-ALL (B-
ALL) und mehr als 50% der B-ALL-Fdlle bei Kindern mit Down-
Syndrom zeigen Ver&nderungen, die das CRLF2-Gen betreffen.
Dazu gehdren die Translokationen t(X;14)(p22.33;932.3) oder
t(Y;14)(p11.32;932.3), die zur Fusion des gesamten CRLF2-Gens mit
der Immunglobulin Heavy Chain Enhancer Region (IGH-CRLF2)
fGhrt. Eine weitere hdufige Verdnderung ist eine interstitielle
Deletion, an der die pseudoautosomale Region (PAR1) der
Geschlechtschromosomen upstream von CRLF2 beteiligt ist und bei
welcher das erste nicht-codierende Exon von P2RY8 mit dem
gesamten codierenden Bereich von CRLF2 (P2RY8-CRLF2)
fusioniert. Diese Rearrangierungen, die oft von JAK-Mutationen
begleitet werden, fihren zu einer Uberexpression von CRLF2 und
fragen nachweislich zur lymphatischen Transformation bei.
Patienten mit CRLF2-Rearrangierungen und JAK-Mutationen zeigen
ein schlechtes ereignisfreies und aligemeines Uberleben. Darlber
hinaus kann der Nachweis von CRLF2-Rearrangierungen mittels FISH
bei der Identifikation von B-ALL-Patienten helfen, fir welche eine
Therapie mit Inhibitoren des JAK/STAT-Signalweges in Frage kommt.
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3.  Prinzip der Methode

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) erlaubt den Nachweis
und die Visudlisierung von spezifischen Nukleinsuresequenzen in
Zellpraparationen. Fluoreszenzmarkierte DNA-Fragmente,
sogenannte FISH-Sonden, und deren komplementare
Zielsequenzen in den Préparationen werden co-denaturiert und
kénnen anschlieBend wdhrend der Hybridisierung binden. Danach
werden unspezifische und ungebundene Sondenfragmente durch
Stringenzwaschschritte entfernt. Nach der Gegenfdarbung der DNA
mit DAPI werden hybridisierte Sondenfragmente mit einem
Fluoreszenzmikroskop visudlisiert, welches mit fUr die Fluorochrome
spezifischen Anregungs- und Emissionsfiltern ausgestattet ist, mit
denen die FISH-Sondenfragmente direkt markiert wurden.

4. Enthaltene Komponenten

Die Zytolight SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe besteht aus:

. ZyGreen (Anregung 503 nm/Emission 528 nm) markierten
Polynukleotiden (~10,0 ng/ul), die gegen Sequenzen in
Xp22.33 (chrX:513,125-1,245,395) und Yp11.32* (chrY:463,125-
1,195,395) gerichtet sind, welche distal zur CRLF2-
Bruchpunkiregion lokalisiert sind (siehe Abb. 1).

. ZyOrange (Anregung 547 nm/Emission 572 nm) markierten
Polynukleotiden (~4,5 ng/ul), die gegen Sequenzen in Xp22.33
(chrX:1,497,976-1,660,328) und Ypl11.32* (chrY:1,498,976-
1,657,328) gerichtet sind, welche proximal zur CRLF2-
Bruchpunkiregion lokalisiert sind (siehe Abb. 1).

. Hybridisierungsbuffer auf Basis von Formamid

*nach Human Genome Assembly GRCh37/hg19
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Abb. 1: Oben: X-chromosomale SPEC CRLF2 Sondenlokalisation; Unten:
Y-chromosomale SPEC CRLF2 Sondenlokalisation (nicht maBstabsgetreu)

Die Zytolight SPEC CRLF2 Dual Color Break Apart Probe ist verfigbar
in einer GroBe:

. Z-2201-50: 0,05 ml (5 Recktionen von je 10 l)

5. Benotigte, aber nicht bereitgestellte Materialien

. Lytolight FISH-Cytology Implementation Kit (Prod. Nr.
7-2099-20)

Positive und negative Kontrollproben

Objekttrager, unbeschichtet

Wasserbad (70°C)

Hybridizer oder Warmeplatte

Hybridizer oder Feuchtekammer im Hybridisierungsofen
Verstellbare Pipetten (10 ul, 25 pl)

KUvetten oder Farbetroge
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Stoppuhr

Kalibriertes Thermometer

Ethanol oder denaturierter Alkohol

37% Formaldehyd, sdurefrei, oder 10% Formalin, neutral

gepuffert

. 2x Natriumcitrat SalzZlésung (SSC), z.B. aus 20x SSC Solution
(Prod. Nr. WB-0003-50)

. Deionisiertes oder destilliertes Wasser

. Deckgldser (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

. Naturkautschuk-Klebstoff, z.B. Fixogum Rubber Cement
(Prod. Nr. E-4005-50/-125), oder Ahnliches

. RegelmdBig gewartetes Fluoreszenzmikroskop (400-1000x)

. Immersionsdl, geeignet fUr Fluoreszenzmikroskopie

. Entsprechende Filtersatze

6. Lagerung und Handhabung

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

7. Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

. Gebrauchsanweisung vor der Verwendung lesen!
. Reagenzien nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr

verwenden!
. Dieses  Produkt enthdlt  Substanzen (in  geringen
Konzentrationen und Volumina), welche

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

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

. Ein Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage fUr den beruflichen
Anwender verfGgbar.

. Die Reagenzien nicht wiederverwenden.

. Kreuzkontaminationen der Préparate vermeiden, da diese zu
fehlerhaften Ergebnissen fUhren.

. Die Sonde sollte nicht fUr Idngere Zeit dem Licht, insbesondere
infensivem Licht, ausgesetzt werden. Das bedeutet, falls
moglich sollten alle Arbeitsschritte im Dunkeln und/oder unter
Verwendung von lichtundurchldssigen Behdltnissen
durchgefUhrt werden!

Gefahren- und Sicherheitshinweise:

Die gefahrbestimmende Komponente ist Formamid.

Gefahr

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

H360FD Kann die Fruchtbarkeit beeintréchtigen. Kann das
Kind im Mutterleib schadigen.

H373 Kann die Organe schadigen bei léngerer oder
wiederholter Exposition.

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und
verstehen.

P260 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht
einatmen.

P280 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/

Gesichtsschutz tragen.

P308+P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat
einholen/darztliche Hilfe hinzuziehen.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.
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8. Einschrdnkungen

. FUr die Verwendung als In-vitro-Diagnostikum.
. Nur fUr die professionelle Anwendung.

. Die klinische Interpretation jeglicher positiven Farbung bzw.
deren Abwesenheit muss im Kontext mit der klinischen Anamnese,
Morphologie, anderer histopathologischer Kriterien sowie weiterer
diagnostischer Tests erfolgen. Es liegt in der Verantwortung eines
qualifizierten Pathologen, mit FISH Sonden, Reagenzien, Diagnose-
Panels und den zur Erstellung von gefdrbten Préparaten
verwendeten Methoden vertraut zu sein. Die Farbung ist in einem
zertifizierten, lizenzierten Labor unter Aufsicht eines Pathologen
durchzufGhren, der fUr die Auswertung der Farbepr&parate und for
die Sicherstellung der Eignung von positiven und negativen
Kontrollen verantwortlich ist.

. Die Farbung der Préparate, insbesondere die Signalintensité&t
und die Hintergrundfarbung, ist abhdngig von der Behandlung und
Prozessierung der Prdparate vor der Farbung. UnsachgemdBes
Fixieren, Einfrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen,
Schneiden oder Kontamination mit anderen Prdparaten oder
FlUssigkeiten  kdnnen  Artefakte oder falsche  Ergebnisse
verursachen. Inkonsistente Ergebnisse kdnnen von Variationen bei
Fixierungs- und Einbeftungsverfahren sowie von inhdrenten
UnregelmdaBigkeiten innerhalb des Préparates resultieren.

. Die Sonde ist nur fir den Nachweis der Loci, die in 4.
»Enthaltene Komponenten" beschrieben werden, zu verwenden.

. Die Leistung wurde unter Verwendung der in dieser
Gebrauchsanweisung  beschriebenen  Verfahren  validiert.

Abweichungen von diesen Verfahren k&nnen die Leistung
beeinflussen und mUssen vom Anwender validiert werden.

9. Storsubstanzen

Rote Blutzellen innerhalb des Préparates kdnnen Autofluoreszenz
verursachen, welche die Signalerkennung behindert.

10. Vorbereitung der Praparate

Die Praparatevorbehandlung ist wie in der Gebrauchsanweisung
des Zytolight FISH-Cytology Implementation Kits beschrieben
durchzufGhren.

11. Vorbereitung der Reagenzien

Das Produkt ist gebrauchsfertig. Kein Rekonstituieren, Mischen oder
VerdUnnen ist notwendig. Die Sonde vor der Anwendung
lichtgeschUtzt auf Raumtemperatur (18-25°C) bringen. Vor dem
Offnen durch Vortexen mischen und kurz herunterzentrifugieren.

12. Durchfihrung

Vorbehandlung der Praparate

Die Praparatevorbehandlung ist wie in der Gebrauchsanweisung
des Zytolight FISH-Cytology Implementation Kits beschrieben
durchzufUhren.

Denaturierung und Hybridisierung
1. 10 pl der Sonde auf jedes der vorbehandelten Praparate
pipettieren.

2. Die Pr&parate mit 22 mm x 22 mm Deckglésern abdecken
(Einschluss von Luftbléschen vermeiden) und das Deckglas
versiegeln.

Wir empfehlen die Verwendung von Naturkautschuk-Klebstoff (z.B.
Fixogum) zum Versiegein.

3. Die Objekttrager auf einer Wdarmeplatte oder in einem
Hybridizer platzieren und die Préparate fir 5 min bei 72°C
denaturieren.

4, Die Objekttrager in eine Feuchtekammer UberfUhren und
Uber Nacht bei 37°C hybridisieren (z.B. in einem
Hybridisierungsofen).

Es ist essentiel, dass die Prdparate wdhrend des
Hybridisierungsschritts nicht austrocknen.

Post-Hybridisierung
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Die Post-Hybridisierung (Waschen, Gegenférbung, Fluoreszenz-
mikroskopie) gemdaB der Gebrauchsanweisung des Zytolight FISH-
Cytology Implementation Kits durchfGhren.

13. Interpretation der Ergebnisse

Bei Verwendung von geeigneten FiltersGizen erscheinen die
Hybridisierungssignale der Sonde grUn (distal zur CRLF2-
Bruchpunktregion) und orange  (proximal  zur  CRLF2-
Bruchpunktregion).

Normale Situation: In Interphasen von normalen weiblichen Zellen
oder Zellen ohne eine Translokation der CRLF2-Genregion
erscheinen zwei grin/orange Fusionssignale.

In Interphasen von normalen mdannlichen Zellen oder Zellen ohne
eine Translokation der CRLF2-Genregion erscheinen zwei
grin/orange Fusionssignale (siche Abb. 2).

Aberrante Situation: Ein Signalmuster, welches aus einem
orange/grinen Fusionssignal, einem orangen sowie einem
einzelnen grinen Signal besteht, kennzeichnet eine normale CRLF2-
Genregion und eine von einer Translokation betroffenen CRLF2-
Genregion (siche Abb. 2).

Sich Uberlagernde Signale kénnen als gelbe Signale erscheinen.

Grion/Orange Dual Bandpass Filter Set

Normale Situation Aberrante Situation

Abb. 2: Zu erwartende Ergebnisse in normalen und aberranten Zellkernen

Genomische  Aberrationen aufgrund kleinerer Deletionen,
Duplikationen oder Inversionen kdénnen zu unauffaligen
Signalmustern fGhren.

Bei einigen aberranten Préparaten kann eine abweichende
Signalverteilung beobachtet werden, welche zu einem anderen
Signalmuster als zuvor beschrieben fUhren kann. Dies kann auf
abweichende  Rearrangierungen  hinweisen. Unerwartete
Signalmuster sollten ndher untersucht werden.

Bitte beachten:

. Aufgrund von dekondensiertem Chromatin kénnen einzelne
FISH-Signale als kleine Signal-Cluster erscheinen. Daher sollten
zwei oder drei Signale der gleichen GroBe mit einer Distanz
von = 1 Signaldurchmesser als ein Signal gewertet werden.

. Sich Uberlagernde Zellkkerne nicht auswerten.

. Uber-verdaute Zelkeme nicht auswerten (erkennbar als
dunkle Areale im Zellkern).

. Keine Auswertung von Zellen mit starker Eigenfluoreszenz,
welche die Signalerkennung behindert.

. Ein negatives oder unspezifisches Ergebnis kann durch
verschiedene Faktoren verursacht werden (siehe Kapitel 17).

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

14. Empfohlene Qualitdtskontrollverfahren

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 addquate Farbung zeigen, mUssen die
Ergebnisse der Patientenproben als ungUltig angesehen werden.

Interne Kontrolle: Nicht-neoplastische Zellen innerhalb des
Préparates, die ein normales Signalmuster aufweisen.

Externe Kontrolle: Validierte positive und negative Kontrollproben.
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15. Leistungsmerkmale

Genavigkeit: Die Lokalisation der Hybridisierung der Sonde wurde
auf Metaphasen eines karyotypisch unauffdligen Mannes
Uberpruft. Die Sonde hybridisierte in allen getesteten PrGparaten
nur an die erwarteten Loci. Es wurden keine zusatzlichen Signale
oder Kreuzhybridisierungen beobachtet. Daher wurde eine
Genauigkeit von 100% berechnet.

Analytische Sensitivitat: FOr die Bestimmung der analytischen
Sensitivitdt wurde die Sonde auf Metaphasen von karyotypisch
unauffalligen Mdnnern getestet. Smtliche Zellkerne zeigten das
erwartete unauffdllige Signalmuster in allen getesteten Pr&paraten.
Daher wurde eine analytische Sensitivitat von 100% berechnet.

Analytische Spetzifitat: FOr die Bestimmung der analytischen
Sperzifitét wurde die Sonde auf Metaphasen von karyotypisch
unauffaligen Mdannern getestet. In  sGmtlichen getesteten
Pr&paraten hybridisierten alle Signale nur an die erwarteten
Zielbereiche und an keine weiteren Loci. Daher wurde eine
analyfische Sperzifitét von 100% berechnet.

16. Entsorgung

Die Entsorgung der Reagenzien muss in Ubereinstimmung mit den
ortlichen Vorschriften erfolgen.

17. Fehlerbehebung

Jede Abweichung von der Gebrauchsanweisung kann zu
schwachen bis gar keinen Farbungen fGhren.

Schwache oder keine Signale
Mégliche Ursache Lésung

Es sind keine
Zielsequenzen vorhanden

Geeignete Kontrollen verwenden

Temperatur der Die Temperatur aller fechnischen
Proteolyse, Denaturierung, | Gerdte mit einem kalibrierten

Hybridisierung oder der Thermometer Uberprifen
Stringenzwaschung nicht

korrekt

Proteolytische Die Inkubationszeit mit Pepsin

Vorbehandlung nicht opfimieren, falls notwendig
optimal erhéhen oder reduzieren

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. Zusatzlich sollte das
Deckglas, z.B. mit Fixogum,
vollstandig versiegelt werden, um
ein Austrocknen der Praparat
wdhrend der Hybridisierung zu

verhindern.
Zu gering konzentrierter Die Konzentration des
Stringenzwaschpuffer Stringenzwaschpuffers Uberprifen
Alte Frische Dehydrierungslésungen
Dehydrierungsldsungen ansefzen

Fluoreszenzmikroskop
falsch eingestellt

Einstellungen Uberprifen

FUr die Fluorochrome der Sonde
geeignete Filtersdize verwenden.
Triple-Bandpass-Filtersdtze liefern
im Vergleich zu Single- oder Dual-
Bandpass-FiltersGtzen weniger
Licht. Daher kénnen die Signale
unter Verwendung von Triple-
Bandpass-Filtersétzen schwdécher
erscheinen.

Ungeeignete Filtersaize
verwendet
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Sché&digungen der
Sonden/ Fluorophore
durch Licht

Hybridisierung und Waschschritte im
Dunkeln durchfUhren

Kreuzhybridisierungssignale,

Hintergrundsignale

Mogliche Ursache

Lésung

Proteolytische
Vorbehandlung zu stark

Die Inkubationszeit mit Pepsin
reduzieren

Sondenvolumen pro
Fldche zu hoch

Das Volumen der Sonde pro
Praparat/Fldche reduzieren,
Sonde tropfenweise verteilen, um
lokale Konzentration zu
vermeiden

Objekttrager sind vor der
Hybridisierung auf
Raumtemperatur
abgekihlt

Objekttrager zUgig auf 37°C
UberfGhren

Zu hoch konzentrierter
Stringenzwaschpuffer

Die Konzentration des
Stringenzwaschpuffers Uberprifen

Temperatur der
Waschschritte nach
Hybridisierung ist zu
gering

Temperatur Uberprufen und,
wenn notig, erhdhen

Austrocknung der
Pr&@parate zwischen den
einzelnen
Inkubationsschritten

Austrocknung durch Versiegeln
der Objekttrédger und durch das
DurchfUhren der Inkubation in

feuchter Umgebung verhindern

Degradierte Morphologie

Mogliche Ursache

Lésung

Proteolytische
Vorbehandlung nicht
optimal ausgefthrt

Die Inkubationszeit mit Pepsin
opftimieren, falls notwendig
erhéhen oder reduzieren

Unzureichende
Trocknung vor
Applikation der Sonde

Lufttrocknung verldngern

Schwache Gegenfdrbung

Mégliche Ursache

Lésung

Gering konzentrierte
DAPI-L6sung

DAPI/DuraTect-Solution (ultra)
(Prod. Nr. MT-0008-0.8) stattdessen
verwenden

Inkubationszeit mit DAPI
ZuU kurz

Inkubationszeit mit DAPI anpassen
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Unsere Experten stehen lhnen fir lhre Fragen zur VerfGgung.
Bitte kontaktieren Sie helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

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

Email: info@zytovision.com
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Warenzeichen:
ZytoVision® und ZytoLight ® sind Warenzeichen der ZytoVision
GmbH.
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