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Az emberi ERBB2 génamplifikécidk és a 17. kromoszéma
alfa-szatellitek kromogén /n situ hibridizaciéval (CISH)
térténd mindségi kimutatdséra
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In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz
az IVDR (EU) 2017/746 szerint

1. Rendeltetésszerii cél

A ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit a humdn ERBB2 gént érintd
amplifikéciék minéségi kimutatasara, valamint a 17-es kromoszéma alfa-
szatellitek kimutatésara szolgél formalin-fixélt, paraffinba  agyazott
mintékban, példaul emlérakban, kromogén in situ hibridizéciéval (CISH).

A termék kizdrélag professziondlis haszndlatra készilt. A termékkel végzett
valamennyi vizsgdlatot minésitett, engedéllyel rendelkezé anatémiai
patolégiai  laboratériumban,  patolégus/humdéngenetikus  feligyelete
mellett, szakképzett személyzetnek kell elvégeznie.

A préba az emlérak differencidldiagnézisénak segédeszkdzeként szolgdl,
és terdpids intézkedéseket nem szabad kizérélag a teszteredmény alapjdn
kezdeményezni.

2.  Avizsgdlat elve

A kromogén /n situ hibridizéciés (CISH) technika lehetévé teszi specifikus
nukleinsav-szekvencidk kimutatdsat és vizualizdlasat sejtkészitményekben.
Hapten-jeldlt nukleotidfragmentumok, Ggynevezett CISH-szonddk és a
prepardtumokban  1év6  komplementer  célszekvencidk  egyiGttesen
denaturdlédnak, majd a hibridizacié sordn hagyjdk, hogy egymdshoz
kapcsolédjanak. Ezt kdvetéen o nem specifikus és nem kotétt
szondafragmentumokat szigord mosdsi lépésekkel tavolitiak el. A jeldlt
szonda duplexképzédése elsédleges (nem jelélt) antitestekkel l&thatova
tehets, amelyeket mdsodlagos polimerizélt enzimkonjugdlt antitestekkel
detektdlunk. Az enzimatikus reakcié kromogén szubszirdtokkal szines
csapadékok képzddéséhez vezet. A sejitmag nukledris festékkel térténd
ellenfestése utdn a hibridizalt szondafragmentumok fénymikroszképidval
|athatévé vélnak.
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3.  Rendelkezésre bocsétott reagensek

A ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit két méretben kaphaté, és a
kévetkez6kbél 4ll:

Mennyiség

Kod: Komponens Konténer
40 10
Heat Pretreatment Csavaros kupakos Uveg
P12 Solution EDTA 500 ml | 150 ml (nagy)
. . Cseppentés  Uveg, fehér
ES1 Pepsin Solution 4 ml 1ml
kupakkal
ZytoDot 2C SPEC Reakciéedény, barna
PD12 ERBB2/CEN 17 Probe 0.4ml 0.1 ml fedéllel
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | 210 ml | Csavaros kupakos Gveg
WB5 | 20x Wash Buffer TBS 2 | 50 | | Coeppentds Uveg, sérga
50 ml kupakkal
. . Cseppentés  Uveg, kék
AB14 | Anti-DIG/DNP-Mix 4 ml 1ml

kupak

Cseppentés  Uveg, piros

AB13 | HRP/AP-Polymer-Mix 4 ml 1ml kupakkal (kicsi)
Cseppents Uveg, piros
kupakkal

Cseppentés Uveg, zdld
kupakkal (kicsi)
Cseppentés Uveg, zéld
kupakkal

Csavaros kupakos tveg,
fekete

SB6a | AP-Red Solution A 0.4ml | 0.1ml

SB6b | AP-Red Solution B 15 ml 4 ml

SB7a | HRP-Green Solution A 0.8ml | 0.2 ml

SB7b | HRP-Green Solution B 15 ml 4 ml

CS2 | Nuclear Blue Solution 20 ml 4 ml | Uvegpalack, barna

- - A 6sze, pi
MT4 Mounting Solution 4 ml Méretezett csésze, piros

alcoholic 1 ml fedéllel

AP-Red reaction vessel 2 1 Mer[etezeﬁ csésze,  z6ld
fedéllel

HRP-Green reaction 2 1 Csavaros kupakos tveg

vessel

Hasznélati utasitds 1 1

C-3022-10 (10 vizsgélat): Az PD12, ES1, AB14, AB13, SBé6a-b, SB7a-b,
CS2, és MT4 komponensek 10 reakcidhoz elegendéek. A PT2 komponens
2 db, egyenként 70 ml-es festéedényhez elegends. A WB1 komponens 3
darab, egyenként 70 ml-es fest6edényhez elegends. A WB5 komponens
14 darab, egyenként 70 ml-es festéedényhez elegendd.

C-3022-40 (40 vizsgélat): Az PD12, ES1, AB14, AB13, SBéa-b, SB7a-b,
CS2, és MT4 komponensek 40 reakcidhoz elegendéek. A PT2 komponens
7 db, egyenként 70 ml-es fest6edényhez elegendé. A WB1 komponens 8
darab, egyenként 70 ml-es fest6edényhez elegends. A WB5 komponens
28 darab, egyenként 70 ml-es fest6edényhez elegendd.

A Zyto Dot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe (PD12) a kévetkezskbsl 4ll:

. Digoxigeninnel jelélt polinukleotidok (~1,1 ng/ul), amelyek a
17q12* (chr17:37,725,661-37,973,541), az ERBB2 gén régisjat
rejté szekvencidkat célozzdk (lésd az 1. dbrdt).

. Dinitrofenil-jelslt polinukleotidok (~1,1 ng/ul), amelyek a 17p11.1-
g11.1 kromoszéma D17Z1 alfa-szatellit centromerikus régidjéra
specifikus, a 17p11.1-q11.1  kromoszémdban  leképezett
szekvencidkat célozzdk (lasd az 1. dbrét).

. Formamid alapd hibridizéciés puffer

*a Human Genome Assembly szerint GRCh37/hg19

RH112805 RH104281

5 3 |
: - -
Ty -

ERBB2
~ 250 kb
Cen « 17912 >» Tel
1. bra: SPEC ERBB2 (nem méretarényos)
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4. Szikséges, de nem biztositott anyagok

. Pozitiv és negativ kontrollmintdk

Mikroszképos targylemezek, pozitiv tltés(

Vizfurds (80 °C, 98 °C)

Hibridizator vagy f6z6lap

Hibridizalé vagy pdrakamra a hibridizaciés kemencében
Allithaté pipettak (10 ul, 1000 ul)

Fest6edények vagy fordsk

1dézits

Kalibralt héméré

Etanol vagy reagens alkohol

Xilol

Metanol 100%

Hidrogén-peroxid (H Oz, ) 30%

Deionizdlt vagy desztillalt viz

fedélemezek (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Gumicement, pl. Fixogum Rubber Cement

(Prod. No E-4005-50/-125) vagy hasonlé.

. Megfeleléen karbantartott fénymikroszkép (400-630x)

5. Téroléas és kezelés

2-8 °C-on, fuggédleges helyzetben térolja. Haszndélat utdn azonnal dllitsa
vissza a tdroldsi kérilmények kézé. Ne haszndlia fel a reagenseket a
cimkén feltuntetett lejérati id6n t0l. A termék a cimkén feltOntetett lejdrati
détumig stabil, ha megfeleléen kezelik.

6. Figyelmeztetések és Svintézkedések

. Haszndlat el6tt olvassa el a haszndlati utasitést!
. Ne haszndlja fel a reagenseket a lejérati id6 lejérta utan!
. Ez o termék (kis koncentraciéban és mennyiségben) egészségre

kéros és potencidlisan fert6z6 anyagokat tartalmaz. Kerilie o
reagensekkel valé  kdzvetlen érintkezést. Tegyen megfelels
védgintézkedéseket (haszndljon eldobhaté kesztyiit, véd&szemiveget
és laboratériumi ruhézatot)!

. A termékkel kapcsolatban bekévetkezett minden silyos eseményt
jelentsen a gyérténak és a helyi el6irasoknak megfelel6en az illetékes
hatésagnak!

. Ha a reagensek bérrel érintkeznek, azonnal éblitse le a bért béséges
mennyiségl vizzel!

. A professziondlis felhaszndlék szdmdra kérésre biztonsdgi adatlap
all rendelkezésre.

. Ne haszndlia Ojra a reagenseket, kivéve, ha az Ujrafelhaszndlds
kifejezetten engedélyezett!

. Kerilie o mintdk keresztszennyez6dését, mivel ez hibds
eredményekhez vezethet.

. A mintdk nem széradhatnak meg a hibridizdciés és mosési [épések
alatt.

Az ES1 specidlis cimkézése:

EUH208 pepsin A-t tartalmaz. Allergids reakciét valthat ki.
EUH210 Kérésre biztonsdgi adatlap kaphaté..

Veszély- és dvintézkedési nyilatkozatok az SBéa -re vonatkozéan:

H412 Artalmas a vizi élévilagra, hosszan tarté kérosodést
okoz.
P273 KerUlni kell oz anyagnak a kérnyezetbe valé kijutdsat.
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Veszély- és dvintézkedési nyilatkozatok az AB13, AB14, PT2, SB7b, WB1
és WB5 esetében:

A veszélyt meghatérozé komponens a reakciétémeg: EK-szdm: 247-500-
7] és 2-metil-2H-izotiazol-3-on [EK-szam: 220-239-6] (3:1).

@ Figyelem

H317 Allergids bérreakciét vélthat ki.

P261 Kerilie a por/fust/gdz/kéd/gézdk/permet belélegzését.

P272 Szennyezett munkaruhdt tilos kivinni a munkahely
tertletérdl.

P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvéds/hallasvédele

m hasznélata kételezé.
P302+P352 HA BORRE KERUL: Lemosés bé vizzel

P333+P313 Bérirritacié vagy kiutések megjelenése esetén: orvosi
ellatést kell kérni.

P362+P364 A szennyezett ruhadarabot le kell vetni és Gjboli
haszndlat elétt ki kell mosni.

Veszély- és 6vintézkedési nyilatkozatok az SB7a -re vonatkozéan:

A veszélyt meghatérozé komponensek a metanol és a 30 %-os hidrogén-
peroxid-oldat.

& é Veszély

H225 Fokozottan tlizveszélyes folyadék és géz.
H301+H311 Lenyelve, bérrel érintkezve vagy belélegezve mérgezé
+H331

H370 Kérositja a szerveket.

P210 Hét6l, forré feltletektdl, szikrétél, nyilt Iangtél és mas
gyuijtéforrastdl tévol tartandé. Tilos
a dohdnyzés

P233 Az edény szorosan lezdrva tartandé.
P260 A por/fust/géz/kéd/gbz8k/permet belélegzése tilos.
P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvédé/halldsvédel

em haszndlata kételezé.

P308+P311 Expozici6 vagy annak gyantija esetén: Forduljon
TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P403+P235  Jél szell6z6 helyen tarolandé. Hivés helyen tartandé.
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Veszély- és Svintézkedési nyilatkozatok az PD12-re vonatkozéan:

A veszélyt meghatdrozé komponens a formamid.

H351
H360FD

H373

P201
P202

P260
P280

P308+P313

P405

Veszély

Feltehetéen rékot okoz.

Kérosithatja a termékenységet. Karosithatja a
magzatot.

Hosszan tarté vagy ismételt expozicié esetén szervi
kérosoddst okozhat.

Haszndlat elétt kérje be a specidlis utasitdsokat.

Ne kezelie, amig az dsszes biztonsdgi 6vintézkedést el
nem olvasta és meg nem értette.

Ne lélegezze be a port/fistdt/gdzt/kddét/gbzt/permetet.
Viselien védéskeszty(it/véds
ruhdzatot/szemvédét/arcvédst.

HA kitett vagy
tandcsot/megfigyelést.

érintett: Kérjen orvosi

Elz4rva tarolandé.

Veszély- és dvintézkedési nyilatkozatok az CS2 -re vonatkozéan:

A veszélyt meghatérozé dsszetevs az eténdiol, etilénglikol.

&

H373
P260

P314

Figyelem

Hosszabb vagy ismételt expozicié esetén lenyelése
kérosithatja a vesét.
A por/fust/géz/kéd/gbz8k/permet belélegzése tilos

Rosszullét esetén orvosi ellatast kell kérni.

Veszély- és vintézkedési nyilatkozatok az MT4-re vonatkozéan:

A veszélyt meghatérozé dsszetevé a xilol.

D @

H226
H312+H332
H315
H319
H335
H373

P210

P260
P280

P305+P351+
P338

P337+P313

P403+P235
EUH208

3/6

Tlizveszélyes folyadék és géz.

Bérrel érintkezve vagy belélegezve értalmas

B&rirritald hatdsu.

SUlyos szemirritdciét okoz.

Léguti irritaciét okozhat.

Ismétl6ds vagy hosszabb expozicié esetén karosithatja
a szerveket.

Hét6l, forro feltletektdl, szikrétél, nyilt langtél és mas
gyuijtéforrastsl tavol tartandé. Tilos a dohdnyzés.

A por/fust/géz/kéd/gbz6k/permet belélegzése tilos.
Védokesztyu/védoruha és szemvédo/arcvédo
haszndlata kételezd.

SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté évatos
Sblités vizzel. Adott esetben o kontakilencsék
eltdvolitdsa, ha kénnyen megoldhaté. Az 8blités
folytatdsa.

Ha a szemirritdcié nem mdlik el: orvosi ell4tdst kell
kérni.
J6l szell6z8 helyen tarolandé. Hivés helyen tartandé.

Metil-metakrilat; Metil 2-metilprop-2-enodt; Metil 2-
metilpropenodt, Butil-metakrilgt-t
tartalmaz. Allergids reakciét valthat ki.
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8.

Korl4tozésok

In vitro diagnosztikai felhaszndldsra.
Kizdrélag professziondlis haszndlatra.
Kizarélag nem automatizélt haszndlatra.

A pozitiv festédés klinikai értelmezését vagy annak hianydat a klinikai
anamnézis, a morfolégia, mds szévettani kritériumok és mds
diagnosztikai  vizsgdlatok Ssszefiggésében kell elvégezni. A
szakképzett patolégus/humdangenetikus felel6ssége, hogy ismerje a
CISH-szonddkat, a reagenseket, a diagnosztikai paneleket és a
festett preparatum el8dllitdsdhoz haszndlt médszereket. A festést
mingsitett,  engedélyezett laboratériumban kel  elvégezni,
patolégus/humdngenetikus feligyelete mellett, aki felel6s a festett
targylemezek felUlvizsgdlatdért és a pozitiv és negativ kontrollok
megfelel6ségének biztositdsdért.

A mintdk festése, kiléndsen a jelintenzitds és a hattérfestés, figg a
minta festést megel6z6 kezelésétsl és feldolgozdsétél. A nem
megfelel6 fixalds, fagyasztds, felolvasztds, mosds, szdrités,
melegités, szeletelés vagy mds mintdkkal vagy folyadékokkal valé
szennyez6dés  artefoktumokat  vagy  hamis  eredményeket
eredményezhet. Az inkonzisztens eredmények o fixdlési és
bedgyazdsi moédszerek eltéréseibél, valamint a mintdban rejlé
szabdlytalansdgokbél adédhatnak.

A szonda csak a 3. fejezetben leirt l6kuszok kimutatdsara
haszndlhaté. "Reagensek”.

A teliesitményt a jelen haszndlati utasitdsban leirt eljgrasokkal
validaltdk. Ezen eljdrdsok modositdsa  megvdlioztathatia o
teljesitményt, és azt a felhaszndlénak kell hitelesitenie. Ez az IVD csak
akkor rendelkezik CE tanUsitvannyal, ha az ebben a haszndlati
utasitdsban leirtak szerint, a rendeltetésszerli haszndlat koérében
haszndljdk.

Interferenciat okozé anyagok

A kévetkezd fixdlészerek nem kompatibilisek az ISH-val:

9.

Bouin-fixalé

B5 fixélé

savas fixalék (pl. pikrinsav)
Zenker-fixélé

Alkoholok (6nmagukban hasznélva)
Higany-klorid

Formaldehid/cink fixalé

Hollande fixalé

Nem pufferelt formalin

A mintdk elékészitése

Ajdnlésok:

Kerilie a mintdk keresztszennyez6dését, mivel ez hibds
eredményekhez vezethet.

Fixdlas 10% semlegesen pufferelt formalinban 24 4rén keresztil
szobahémérsékleten (RT, 18°C-25°C).

Mintaméret < 0,5 cm .2

Haszndljon prémium mindségl paraffint.

A bedgyazdst 65 °C-ndl alacsonyabb hémérsékleten kell végezni.
Készitsen 3-5 um-es mikrotomos metszeteket.

Haszndljon pozitiv t6ltésii targylemezeket.

Fixdljuk a szévetszelvényeket 2-16 6ran at 50-60 °C-on.

10. A készilék elékészits kezelése

A 20x Wash Buffer TBS (WBS5) puffert a 11. pontban leirtak szerint kell
elkésziteni. ,Assay procedure” (Vizsgdlati eljérés). Az &sszes tdbbi kit-
reagens haszndlatra kész. Nincs szikség rekonstiticiéra, keverésre vagy
higitésra.

Haszndlat elétt a szonddt hozza szobahémérsékletre (RT), és révid ideig
keverje meg.
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11. Vizsgélati eljérés

11.1 1. nap
El6készits lépések
(1) Készitsink etanol-sorozatot (70%-os, 90%-os és 100%-os etanolos

oldatok): Higitsuk fel a 100%-os etanolt ionmentesitett vagy
desztillélt vizzel. Ezek az oldatok megfeleld tartdlyokban tdrolhatdk
és Ujra felhaszndlhatd.

(2) Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Melegitse 98 °C-ra egy
lefedett festéedénybe.

(3) 3%-0s H,O, elbkészitése: Higitson fel 1 rész 30% H,Os-t 9 rész
100%-o0s metanolban..

(4) ZytoDot  2C  CISH  szonda:  Haszndlat  elétt  hozza

szobah6mérsékletre.

Elékezelés (viaszmentesités/proteolizis)

m Inkubdliuk o targylemezeket 10 percig 70°C-on (pl. forré
lemezen).).

(2) Inkubéliuk a targylemezeket 2x 5 percig xilolban.

(3) Inkubdljuk a térgylemezeket 3x 3 percig 100%-os etanolban.

(4) Inkubdéliuk a targylemezeket 5 percig 3%-o0s H,O,-ben..

5) Mossuk a térgylemezeket 2x 1 percig deionizdlt vagy desztillalt
vizben.

(6) Inkubdljuk 15 percig 98°C-on elémelegitett Heat Pretreatment

Solution EDTA (PT2) -ban.

Haszndljon nyolc ftdrgylemezt festiedényenként (szikség esetén adjon
hozzd miilemezeket).

(7) Azonnal helyezze &t a targylemezeket deionizalt vagy desztillalt
vizbe, és mossa 2x 2 percig.

(8) Vigyen fel (cseppenként) Pepsin Solution (ES1) a mintdra, és
inkubdlia 5-15 percig 37°C-on, parakamrdban.

Az ES] csapadékot képezhet, amely nem befolydsolja a minéséget.

Altalénos szabdlyként javasoljuk, hogy a proteolizis optimdlis idejét

elbvizsgdlatokban dllapitsa meg.

9) Meritse a térgylemezeket deionizdlt vagy desztillélt vizber.

(10)  Dehidratalés in: 70%-os, 90%-os és 100%-os etanolban,
egyenként 1 percig.

(11)  Légszdritds a metszeteken.

Megjegyzés: Ugyeljen arra, hogy a szonddk felhelyezése elétt a metszetek

feljesen megszdradjonak.

Denaturdcié és hibridizéci

(1) Pipettazzunk 10 ul szondét minden elkezelt mintdra.

(2) Fedje le a mintdkat egy 22 mm x 22 mm-es fedélappal (kerilje a
beszorult buborékokat), és zdérja le a fedélapot.

A lezdrdshoz gumicement (pl. Fixogum) haszndlatdt javasoljuk.

(3) Helyezze a tdrgylemezeket forré lemezre vagy hibridizétorra, és
denaturdlia a mintdkat 5 percig 79°C-on.
(4) Vigye 4t a térgylemezeket egy pérakamréba, és hibridizaljon egy

éjszakdan at 37°C-on (pl. hibridizaciés kemencében)).

Lényeges, hogy a mintdk ne szdradjanak ki a hibridizdcids lépés sordn.

11.2 2. nop

El6készité lépések

(1) Wash Buffer SSC (WB1): A szigoritott mosdshoz melegitse 80 °C-
ra egy lefedett festéedényben. A WB1 2-8°C-on csapadékot
képezhet, amely nem befolydsolja a mindséget, és melegitéskor fel
kell oldédnia.

(2) Az Ix Wash Buffer TBS elkészitése: Higitsunk 1 részt 20x Wash
Buffer TBS (WB5) 79 rész deionizdlt vagy desztillélt vizben.

A higitott 1x Wash Buffer TBS mosdpuffer 2-8°C-on tdrolva egy hétig stabil.

(3)  Anti-DIG/DNP-Mix (AB14), HRP/AP-Polymer-Mix (AB13), AP-Red
Solution A (SBéa), AP-Red Solution B (SBéb), HRP-Green Solution
A (SB7a), HRP-Green Solution B (SB7b) Nuclear Blue Solution
(CS2), Mounting Solution (alcoholic) (MT4): Hasznélat elétt hozza
szobah&mérsékletre.

Az SB7a és SB7b komponensek csapadékot képezhetnek, ami nem

befolydsolja a festés min6ségét.

HibridizGlGs és detektélds

(1) Ovatosan tévolitsa el a gumicementet vagy a ragasztét.

(2) Tévolitsa el a feddlemezt Ggy, hogy a targylemezeket 5 percre
szobah&mérsékleten Wash Buffer SSC (WB1) mosépufferbe meriti.

A WBI egyszer Jjra felhaszndlhatd. Térolja 2-8 °C-on legfeljebb egy hétig.

(3) Mossuk a tdrgylemezeket 5 percig 80°C-on Wash Buffer SSC
(WB1) mosépufferben.
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Haszndljon nyolc tdrgylemezt festSedényenként (szikség esetén adjon
hozzd miitdrgylemezeket).

(4) Mossuk a targylemezeket 2x 1 percig deionizélt vagy desztillalt
vizben.

(5) Meritse a targylemezeket 1x Wash Buffer TBS pufferbe.

(6) Vigyen  fel  Anti-DIG/DNP-Mix  (AB14) (1-2  cseppet
targylemezenként) a targylemezekre, és inkubdélja 15 percig 37°C-
on, pérakamrdban.

(7) Mossuk a térgylemezeket 3x 1 percig 1x Wash Buffer TBS
mosépufferben.

(8) Vigyen fel HRP/AP-Polymer-Mix  (AB13) (1-2  cseppet
targylemezenként) a targylemezekre, és inkubdélja 15 percig 37°C-
on, pérakamrdban.

9 Mossuk a térgylemezeket 3x 1 percig 1x Wash Buffer TBS
mosépufferben.

(10)  Készitsink AP-Red Solution (munkaoldat): téltsink 1 ml AP-Red
Solution B (SBéb) egy mérépohdrba, és adjunk hozzd egy csepp
(30 ul) AP-Red Solution A (SBéa). JoI keverjik 8ssze.

(11)  Vigye fel az AP-Red Solution oldatot (1-2 cseppet
targylemezenként) a tdrgylemezekre, és inkubdlia sotétben 10
percig RT-nél.

(12) Az inkubdcié alatt készitse el a HRP-Green Solution (munkaoldat):
t6ltsén 1T ml HRP-Green Solution B (SB7b) egy mérélapos pohdrba,
és adjon hozzd két csepp (2x 20 ul) , HRP-Green Solution A (SB7a).
J6l keverjik &ssze.

(13)  Mossuk a tdérgylemezeket 2 percig deionizélt vagy desztillalt
vizben.

(14)  Vigye fel a HRP-Green Solution cseppenként (1-2 cseppet
targylemezenként) a tdrgylemezekre, és inkubdlia sététben 10
percig szobahémérsékleten.

(15)  Mossuk a targylemezeket 2 percig ionmentesitett vagy desztillalt
vizben.

(16)  Ellenfestjuk a mintédkat 2 percig Nuclear Blue Solution (CS2).

(17)  Tegyuk &t a targylemezeket festéedénybe, és mossuk 4t 2 percig
hideg folyé csapviz alatt.

(18)  Dehidratéliuk 3x 30 mdsodpercig 100%-os etanolban
(hasznéljunk nagyon tiszta etanolt).

(19)  Inkubdliuk o targylemezeket 2x 30 mdsodpercig xilolban
(haszndljunk nagyon fiszta xilolt).

A pipettdzds megkdnnyithets egy olyan pipettahegy haszndlatdval, amelyet

a nyilds méretének névelése érdekében levdgtak.

(20)  Ertékelie a festett mintakat fénymikroszképiaval.

12. Az eredmények értelmezése

A ZytoDot 2C CISH Implementation Kit haszndlataval a Digoxigeninnel
jelélt polinukleotidok hibridizéciés jelei soététzdld  szind, elkdlénuls
pontokként jelennek meg (ERBB2 génterilet), a Dinitrofenil-lel jeldlt
polinukleotidok pedig élénkvérds szind, elkildnilé pontokként jelennek
meg (CEN 17).

Normadl jelrendszer: A normdlis sejtek vagy az ERBB2 gén régidjat érinté
amplifikacié nélkili sejtek interfazisaiban két kiléndllé, pont alakd zéld és
két kilenalls, pont alakyd piros el jelenik meg (lasd a 2. dbrat).

Rendellneses jelrendszer: Az ERBB2 gén régidjanak amplifikdcisjéval
rendelkez8 sejtekben a zéld jelek vagy zdld jelcsoportok megnévekedett
szdma figyelheté meg (lasd a 2. dbrét).

Az egymdst dtfeds jelek barna jelekként jelenhetnek meg.

() ®)
)|\ @) \ &

- Alacsony szint(i ERBB2- Magas szint(i ERBB2-
Normal sejtek el o, I
amplifikécié amplifikacié

2. &bra: Véarhaté eredmények normélis és rendellenes sejtmagok esetén
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Egyes rendellenes mintdkban a fent leirtaktél eltéré jelmintak is Gyenge elek vagy egyéltaldn nincs jel

megfigyelheték. Ezeket a varatlan jelmintékat tovébb kell vizsgalni.

Javasolt teendé

Kérjuk, vegye figyelembe:

A dekondenzdlt kromatin  miatt az egyes CISH-jelek kis
jelhalmazokként jelenhetnek meg. Ezért két vagy hdrom azonos
méretli, < 1 jeldtmérével elvdlasztott jelet egy jelnek kell tekinteni.

A jelek megszédmldlésa elétt a mintat 100-200-szoros nagyitassal
meg kell vizsgdlni az esetleges tumoron belili heterogenitds
szempontjabél.

Lehetséges ok

Nem megfeleléen végzett
proteolitikus el6kezelés

Optimalizélio a pepszin inkubdciés
idejét, szikség esetén noévelie vagy
csdkkentse azt.

Szonda pdrolgds

A hibridiz&lé haszndlata esetén a nedves
csikok/vizzel t6ltétt tartdlyok hasznélata

kotelezd. Hibridizalé kemence
. A jelek vizualizalasat legaldbb 400-szoros nagyitdssal kell elvégezni, haszndlata  esetén o  pérakamra
ami kdénnyen l&thaté jeleket eredményez. A kromoszématéréseket haszndlata  kételezs.  Ezenkivil a

detekidlé szonddk esetében 630-szoros nagyitds ajénlott. Ne
haszndljon kontraszifokozd szirélencséket, mivel ez torzithatia a
jelek szinét. A vilagos szin(i jelek eléréséhez nyissa ki a rekesznyildst.
Ugyelien arra, hogy a sejfimag kiériékelésekor felfelé és lefelé
fokuszdlion, mivel a piros és z8ld jelek egymdson helyezkedhetnek
el.

Ne értékelie a nekrézisos terileteket, az d&tfed6 magokat, a
tlsdgosan megemésztett magokat és a gyenge |elintenzitdss
magokat.

A mitézis miatt tovébbi jelek lehetnek lathatéak még a nem
neoplasztikus sejtek kis szdzalékdban is. Esetenként a paraffinba
agyazott mintdkban a vdgési artefaktumok miatt hidnyzé jelekkel
rendelkezé sejtmagok figyelhet6k meg.

A negativ vagy nem specifikus eredményt t6bb tényezé is okozhatja
(lasd a 16. fejezet "Hibaelhérités" cim( részét).

Az eredmények helyes értelmezése érdekében a felhaszndlénak a
nemzeti és/vagy nemzetkdzi irdnyelveknek megfeleléen validalnia
kell a terméket a diagnosztikai eljérésokban valé felhaszndlas elétt.

fed6lemezt teliesen le kell zérni, pl.
Fixogummal, hogy megakadélyozzuk a
minta kiszdraddésat a hibridizacié sordn.

T0l hosszU az ellenfestési idé

Kerilie a sotét ellenfestést, mert az
elfedheti a pozitiv festési jeleket.

Az ellenfesték kékitése nem
megfelelSen térténik

A kékitéshez hideg folyé csapvizet
hasznélion; ne haszndéljon meleg vagy
forré vizet vagy kékité reagenseket.

Tl erés jelek

Lehetséges ok

Javasolt teendé

Tl hosszy  ideig
proteolitikus el6kezelés

végzett

Optimalizélia a pepszin  inkubéciés
idejét, szikség esetén névelie vagy
csdkkentse azt.

13. Ajanlott mindségellenérzési eljarasok . . .

! 9 I Az AP-Red Solution | Szikség esetén az inkubdciés idé 5
A feldolgozott minték és a vizsgdlati reagensek megfeleld teljesitményének inkubdcids ideje nem | percre lerévidithets. A szubsztratoldatot
ellendrzése érdekében minden egyes vizsgdlathoz belsé és kilsé megfelels ne melegitse 25 °C f8lé; csak

kontrollokat kell rendelni. Ha o belsé és/vagy kilsé kontrollok nem
mutatnak megfelels festédést, a betegmintdkkal kapott eredményeket
érvénytelennek kell tekinteni.

Belsé ellendrzés: Nem neoplasztikus sejtek a mintan belGl, amelyek
normdlis jelmintdzatot mutatnak, pl. fibroblasztok.

Kilsé vezérlés: Validdlt pozitiv és negativ kontrollmintdk.

14.

Teljesitményjellemzék

14.1 Analitikai teljesitmény

A préba teljesitményét a megfelel§ IVD dltal jovahagyott FISH-szonddval
valé dsszehasonlitdssal hatéroztak meg.

szobahémérsékleten inkubdlja.

HRP-z6ld  oldat inkubdcids
ideje nem megfelels

Szikség esetén az inkubdciés id6 7
percre révidithets. A szubszirétoldatot ne
melegitse 25 °C  félé;  csak
szobahémérsékleten inkubdljon.

A piros jelek 16l gyengék

Lehetséges ok

Javasolt teendd

Az AP-Red oldatot erés
kézvetlen fénynek tették ki.

Készitse el és haszndlia az AP-Red
oldatot erés kdzvetlen fénytsl védve.

anlliﬁkaié 100% (95% CI 98.5 — 100.0) Az AP-Red oldatot 14l kordn | Azonnali haszndlat elétt készitse el
rzékenység: AP
Analifikai 100% (95% CI 97.0 — 100.0) készftetiek el

specifikussdg:

Az AP-Red Solution | Szikség esetén az inkubdciés idé 15
14.2 Klinikai feljesitmény inkubdciés ideje nem | percig meghosszabbithaté.
felels

Diagnosztikai 91% (95% Cl 86.0 — 95.0) kéivaliozés modell alapian megiele

érzékenység:

Diug_n.o.szﬁkai 97% (95% Cl 93.0 — 99.0) kétvéltozés modell alapjan A kromogén szubszirat nem | Ne névelie az A oldat térfogatét

specificftés: megfeleld el6készitése
15. Eltdvolités

A reagensek d&rtalmatlanitdsdt a helyi eléirdsoknak megfeleléen kell
elvégezni.

16.

A kezelési
eredményhez vagy

Hibaelharitas

rosszabb  festési
vezethet. Tovdbbi

utasitdsoktél  valé  bdrmilyen  eltérés
egydltaldn  nem festéshez

informaciokért kérjuk, olvassa el a www.zytovision.com honlapot.
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A z3ld jelek 10l gyengék

Lehetséges ok

Javasolt teendd

A HRP-zélddel térténé festést
kévets mosdsi |épések
inkubdéciés ideje 10l hosszl

Ne lépje t0l a megadott inkubdciés idét

HRP-zéld oldat inkubdcids
ideje nem megfelel

Szikség esetén az inkubdciés id6 15
percig meghosszabbithaté.
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A kromogén szubszitrdt nem
megfeleld el6készitése

Ne névelie az A oldat térfogatét

A jelek elhalvdnyulnak vagy &sszeolvadnak

Lehetséges ok

Javasolt teendé

Nem megfelels szerelési
megolddst hasznéltak

Kizarélag a készlethez mellékelt régzitd
oldatot vagy minden szennyez8désté|
mentes alapt  régzit6  oldatot
hasznélijon; ne hasznéljon fedészalagot.

xilén

A metszeteket nem
dehidratéltak megfeleléen.

Friss etanol- és xilololdatokat
haszndlion; csak "tiszta" mindségl xilolt
haszndljon.

Egyenetlen vagy egyes részeken csok nagyon enyhe foltosodds

Lehetséges ok

Javasolt teendé

Nem teljes viaszmentesités

Haszndljon friss oldatokat; ellendrizze a
viaszmentesitési id6k idétartamat.

Tul kicsi a reagens térfogata

Gy6z8djdn meg arrél, hogy a reagens
térfogata elég nagy ahhoz, hogy a
széveti teriletet lefedje.

Ellentmondésos eredmények

Lehetséges ok

Javasolt teendd

Elégtelen szdritds a szonda
felhelyezése el6tt

Légszaritds meghosszabbitdsa

Tol  sok viz/mosépuffer a
szoveten o pepszin, az
antitestek és/vagy a
szinezékszubsztrdtumok
felvitele el6tt.

Gy6z8djdn meg arrél, hogy a felesleges
folyadékot o  szdvetszelvényrél a
targylemezrél valé leitatdssal  vagy
lerdzéssal eltavolitja. A kis mennyiségi
maradék viz/mosépuffer nem zavarja a
vizsgdlatot.

A szdvetek rogzitési  és

A régzitési és bedgyazdsi médszerek

vastagsdgdnak véltozdsa

bedgyazési mddszereinek | optimalizdldsa
véltozatai
A szdvetszelvény | Optimalizdlia a szekciondldst

Morfolégia romlott

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A sejt- vagy szévetmintdt nem
régzitették megfeleléen

A régzitési id6 és a fixdloszer

optimalizaldsa

Nem 10l hosszG ideig végzett
proteolitikus el6kezelés

Csoékkentse a pepszin inkubdciés idejét

Kereszt hibridizdacids jelek; zajos héttér

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A metszetek a hibridizacié
sordn vagy utén barmikor
kiszaradhattak.

Kerilie a szelvények kiszaraddsat;
hasznélion parakamrat; zérja le
megfeleléen a fedélapot.

Meghosszabbitott
szubszirdt inkubdciés id6

A szubszirét inkubdciés idejének
leréviditése

Nem teljes viaszmentesités

Haszndljon friss oldatokat; ellendrizze
a viaszmentesités id6tartamat.

Tul erés proteolitikus
el6kezelés

A pepszin inkubdciés idejének
optimalizdlésa
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A targylemezeket
hibridizacié el6tt

hteni.

szobah8mérsékletre kell

A targylemezeket gyorsan helyezze 4t
hibridizaciés hémérsékletre

Atfeds jelek

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A szdveti

metszetek
megfelels vastagséga

nem

Készitsink 3-5 um-es mikrotomos

metszeteket

A minta lebeg a térgylemezré|

Lehetséges ok

Javasolt teendé

Tol erés
el6kezelés

proteolitikus

A pepszin inkubdciés id8 leréviditése
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18. Felulvizsgdlat

(1]

www.zytovision.com

A legfrissebb hasznélati utasitédsokat, valamint a kilénbézé nyelvi

hasznélati utasitdsokat a www.zytovision.com oldalon talélja.

Szakértdink készséggel valaszolnak kérdéseire.
Vegye fel velink a kapcsolatot a helptech@zytovision.com cimen.
A biztonsdgrél és a teljesitményrél sz6l6 dsszefoglaldért kérjik, olvassa

el a kévetkez68t www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Németorszég
Telefon: +49 471 4832-300
Fox: +49 471 4832-509

E-mail: info@zytovision.com

Védjegyek:

A ZytoVision® és a ZytoDot® a ZytoVision GmbH védjegyei.
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