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ZytoDot 2C
SPEC IGH Break Apart Probe

C-3071-100 N/ 10 (0,1 ml)

A 14932.33-as humdén IGH-lokuszt érinté transzlokdciék
kromogén in sifu hibridizdciéval (CISH) t6rténé minéségi
kimutatéséra

4250380P285RH
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In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz
az IVDR (EU) 2017/746 szerint

1. Rendeltetésszerii cél

A Zyto Dot 2C SPEC IGH Break Apart Probe (PD51) a 14932.33-as humén
IGH-lokuszt  érint6  transzlokdcidk mindségi  kimutatdsara szolgdl
formalinban régzitett, paraffinba &gyazott mintdkban kromogén in situ
hibridizaciéval (CISH). A szonddt a ZytoDot?2C CISH Implementation Kit
(Prod. No. C-3044-10/-40) készlettel egyitt kell haszndlni.

A termék kizarélag professziondlis haszndlatra készult. A termékkel végzett
valamennyi vizsgdlatot mindsitett, engedéllyel rendelkez6 anatémiai
patolégiai  laboratériumban,  patolégus/humdéngenetikus  feligyelete
mellett, szakképzett személyzetnek kell elvégeznie.

A szonda a kilénbdz8 rédkos megbetegedések differencidldiagnézisanak
segédeszkdzeként szolgdl, és terdpids intézkedéseket nem szabad
kizarélag a teszteredmény alapjan kezdeményezni.

2.  Avizsgdlat elve

A kromogén /n situ hibridizéciés (CISH) technika lehetévé teszi specifikus
nukleinsav-szekvencidk kimutatdsét és vizualizaldsét sejtkészitményekben.
Hapten-jeldlt nukleotidfragmentumok, Ggynevezett CISH-szonddk és a
prepardtumokban  1év6  komplementer  célszekvencidk  egyittesen
denaturdlédnak, majd a hibridizacié sordn hagyjdk, hogy egymdshoz
kapcsolédjanak. Ezt kdvetéen o nem specifikus és nem kotott
szondafragmentumokat szigord mosdsi lépésekkel tavolitiak el. A jeldlt
szonda duplexképzédése elsédleges (nem jelélt) antitestekkel lathatéva
tehets, amelyeket mdsodlagos polimerizélt enzimkonjugdlt antitestekkel
detektdlunk. Az enzimatikus reakcié kromogén szubszirdtokkal szines
csapadékok képzddéséhez vezet. A sejitmag nukledris festékkel t6rténd
ellenfestése utdn a hibridizalt szondafragmentumok fénymikroszképidval
lathatéva vélnak.
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3.  Rendelkezésre bocsétott reagensek
A Zyto Dot 2C SPEC IGH Break Apart Probe a kévetkezékbdl all:

. Digoxigeninnel jelélt polinukleotidok (~0,50 ng/ul), amelyek o
14432.33* (chr14:106,690,778-106,883,535), az IGH téréspont
régi6tél tavoli szekvencidkat célozzék meg (ldsd az 1. dbrét).

. Dinitrofenil-jelslt polinukleotidok (~0,75 ng/ul), amelyek a
14g32.33* (chr14:105,462,169-105,909,611), az IGH téréspont
régiéhoz kdzeli szekvencidkat célozzdk meg (lasd az 1. dbrat).

. Formamid alapd hibridizaciés puffer

*a Human Genome Assembly szerint GRCh37/hg19
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1. dbra: SPEC IGH (nem méretardnyos)
A Zyto Dot 2C SPEC IGH Break Apart Probe egy méretben kaphaté:

. C-3071-100: 0,1 ml (10 reakcié, egyenként 10 ul)

4, Szikséges, de nem biztositott anyagok

. Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit (Prod. No. C-3044-10/-40)
. Pozitiv és negativ kontrollmintak

. Mikroszképos targylemezek, pozitiv t6ltésii

. Vizfordé (80 °C, 98 °C)

. Hibridizator vagy f6z6lap

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

. Fest6edények vagy fordsk

|dézits

Kalibralt hémérs

Etanol vagy reagens alkohol

Xilol

Metanol 100%

Hidrogén-peroxid (H Oz, ) 30%

Deionizélt 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. Tarolas és kezelés

2-8 °C-on, fuggbleges helyzetben tarolja. Hasznélat utédn azonnal dllitsa
vissza a tdroldsi kérilmények kézé. Ne haszndlia fel a reagenseket a
cimkén feltintetett lejarati idén t0l. A termék a cimkén feltintetett lejarati
ddtumig stabil, ha megfeleléen kezelik.

6. Figyelmeztetések és Svintézkedések

. Haszndlat el6tt olvassa el a haszndlati utasitést!
. Ne haszndlja fel a reagenseket a lejérati id8 lejérta utén!
. Ez a termék (kis koncentraciéban és mennyiségben) egészségre

kéros és potencidlisan fert6z6 anyagokat tartalmaz. Kerilie a
reagensekkel valé  kézvetlen érintkezést. Tegyen megfelel
védéintézkedéseket (haszndljon eldobhaté kesziy(it, védészemiveget
és laboratériumi ruhdzatot)!

. A termékkel kapcsolatban bekévetkezett minden siUlyos eseményt
jelentsen a gydrténak és a helyi eléirasoknak megfeleléen az illetékes
hatésagnak!

. Ha a reagensek bérrel érintkeznek, azonnal dblitse le a bért béséges

mennyiségl vizzel!
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. A professziondlis felhaszndlék szdmdra kérésre biztonsagi adatlap
all rendelkezésre.

. Ne haszndlia Ujra a reagenseket, kivéve, ha az Ujrafelhaszndélés
kifejezetten engedélyezett!

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

. A mintédk nem széradhatnak meg a hibridizdciés és mosési lépések
alatt.

Veszélyre és dvintézkedésekre vonatkozé nyilatkozatok:

A veszélyt meghatdrozé komponens a formamid.

é Veszély

H351 Feltehetéen rakot okoz.

H360FD Kérosithatja a termékenységet. Karosithatja a
magzatot.

H373 Hosszan tarté vagy ismételt expozicié esetén szervi
kdrosoddst okozhat.

P201 Haszndlat elétt kérje be a specidlis utasitdsokat.

P202 Ne kezelie, amig az dsszes biztonsdgi 6vintézkedést el
nem olvasta és meg nem értefte.

P260 Ne lélegezze be a port/fistét/gdzt/kdddt/gbzt/permetet.

P280 Viselien védGkeszty(it/védé

ruhdzatot/szemvédét/arcvédét.

P308+P313 HA kitett vagy érintett: Kérien orvosi
tandcsot/megfigyelést.

P405 Elz4rva tarolandé.

7. Korlatozasok

. In vitro diagnosztikai felhaszndlésra.

. Kizdarélag professziondlis haszndlatra.

. Kizarélag nem automatizdlt hasznélatra.

. Az analitikai normdlis hatérértéket az érdeklédésre szdmot tartd
rendellenes jelmintézatra szakképzett

patolégusnak/humangenetikusnak kell megdllapitania.

. A pozitiv festédés klinikai értelmezését vagy annak hianyat a klinikai
anamnézis, a morfolégia, mds szévettani kritériumok és mdés
diagnosztikai  vizsgélatok &sszefiggésében kell elvégezni. A
szakképzett patolégus/humangenetikus feleléssége, hogy ismerje a
CISH-szonddkat, a reagenseket, a diagnosztikai paneleket és a
festett preparatum el8dllitdsdhoz haszndlt médszereket. A festést
mindsitett,  engedélyezett laboratériumban  kell  elvégezni,
patolégus/humdngenetikus feligyelete mellett, aki felelés a festett
targylemezek felUlvizsgdlatéért és a pozitiv és negativ kontrollok
megfelel8ségének biztositdsdért.

. A mintdk festése, kildndsen a jelintenzitds és a héttérfestés, figg a
minta festést megel6z8 kezelésétsl és feldolgozdsatél. A nem
megfelel6 fixdlds, fagyasztds, felolvasztds, mosds, szdritds,
melegités, szeletelés vagy mds mintdkkal vagy folyadékokkal valé
szennyez6dés  artefaktumokat  vagy  hamis  eredményeket
eredményezhet. Az inkonzisztens eredmények a fixdlasi és
bedgyazdsi modszerek eltéréseibél, valamint a mintdban rejlé
szabdlytalansagokbdl adédhatnak.

. A szonda csak a 3. fejezetben leirt lékuszok kimutatdsara
haszndlhaté. "Reagensek’.

. A teliesitményt a jelen haszndlati utasitdsban leirt eljdrasokkal
validéltak. Ezen eljgrdsok médositdsa megvdlioztathatia a
teljesitményt, és azt a felhasznalénak kell hitelesitenie. Ez az IVD csak
akkor rendelkezik CE tanUsitvannyal, ha az ebben a haszndlati
utasitédsban leirtak szerint, a rendeltetésszer haszndélat kérében
hasznaljak.
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8. Interferencidt okozé anyagok
A kdvetkezé fixalészerek nem kompatibilisek az ISH-val:

Bouin-fixalészer

B5 fixdlészer

savas fixalészerek (pl. pikrinsav)
Zenker-fixélészer

Alkoholok (6nmagukban haszndlva)
Higany-klorid

Formaldehid/cink fixalészer
Hollande fixdl6ja

Nem pufferelt formalin

9. A mintdk elékészitése

Készitse el6 a mintdkat a ZytoDot 2C CISH Implementation Kit haszndlati
utasitdséban leirtak szerint.

10. A készilék elékészits kezelése

A termék haszndlatra kész. Nincs szikség felolddsra, keverésre vagy
higitdsra. Haszndlat elétt a szonddt szobahémérsékletre (18-25 °C) kell
hozni, fénytsl évni kell. Az injekciés Uveg felnyitdsa el6tt vortexeléssel
keverje &ssze, és révid ideig forgassa le.

11. Vizsgdlati eljarés

A minta elékezelése
Végezze el a minta elékezelését (pl. viaszmentesités, proteolizis) a ZyfoDot
2C CISH Implementation Kit haszndlati utasitdsa szerint.

Denaturécié és hibridizacié
1. Pipettdzzon 10 ul szonddat minden elékezelt mintara.

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

A témitéshez gumicement (pl. Fixogum) haszndlatdt javasoljuk.

3. Helyezze a tdrgylemezeket forré lemezre vagy hibridizétorra, és
denaturdlia a mintdkat 5 percig 79 °C-on.

4. Helyezze 4t a targylemezeket egy parakamrdba, és hibridizalijon egy
éjszakdan at 37 °C-on (pl. hibridizaciés kemencében).

Nagyon fontos, hogy a minték ne szdradjanak ki a hibridizéciés lépés
sordn.

Hibridizacié uténi

Végezze el a hibridizacié uténi feldolgozdst (mosés, detektdlds, ellenfestés,
régzités, mikroszképia) a ZytoDot 2C CISH Implementation Kit haszndlati
utasitdsa szerint.

12. Az eredmények értelmezése

A ZytoDot 2C CISH Implementation Kit haszndlatdval a Digoxigeninnel
jelslt  polinukleotidok hibridizaciés jelei sététzdld  szind, kildnalle
pontokként jelennek meg (az IGH t&réspont régiétél distalisan), a
Dinitrofenillel jelslt polinukleotidok pedig élénkvérds szind, koléndllé
pontokként jelennek meg (az IGH téréspont régiétél proximdlisan).

Normdl jelrendszer: A normdlis sejtek vagy az IGH lokusz érinté
transzlokécié nélkili sejtek interfézisaiban két piros/zsld fziés jel jelenik
meg (l&sd a 2. dbrat).

Rendellenes jelrendszer: Egy transzlokécié éltal érintett IGH lokusz egy

kolendllé, koldnalls, pont alakd z8ld jel és egy kildnalls, kiléndllé, pont
alakd piros jel jeldl (lésd a 2. &brat).
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Az egymdst dtfeds jelek barna jelekként jelenhetnek meg.

Normdl helyzet Aberrdns helyzet

2. 4bra: Varhaté eredmények normadlis és rendellenes sejtmagok esetén

A kis deléciék, duplikéciok vagy inverzidk okozta genomidlis aberrdciok
feltlinésmentes jelmintdkat eredményezhetnek.

A 16p11.2 és 15911.2 IGH homolég szekvencidi miatt gyenge
kereszthibridizécié figyelheté meg.

Mds aberréns jelmintdzatokat okozhat az IGHC vagy IGHV gének teljes
vagy részleges elvesztése, valamint mds |6kuszokba t6rténd rejtézkddd
inszerciok. Tovébbd, az egyik vagy mindkét allél hidnyzé vagy csdkkent
z5ld jelei az IGHV gének normél szomatikus V-D-J rekombinéciébél eredd
delécidit jelenthetik.

Egyes rendellenes mintdkban a fent leirtaktél eltéré jelmintak is
megfigyelhet6k. Ezeket a varatlan jelmintékat tovébb kell vizsgdlni.

Kérjuk, vegye figyelembe:

. A dekondenzélt kromatin  miatt az egyes CISH-jelek kis
jelhalmazokként jelenhetnek meg. Ezért két vagy hdrom azonos
méretii, < 1 jelatmérével elvdlasziott jelet egy jelnek kell tekinteni.

. A jelek megszdmlélésa elétt a mintat 100-200-szoros nagyitéssal
meg kell vizsgdlni az esetleges tumoron beldli heterogenitds
szempontjabdl.

. A jelek vizualizalasat legaldbb 400-szoros nagyitdssal kell elvégezni,
ami kénnyen lathaté jeleket eredményez. A kromoszématéréseket
detektdlé szonddék esetében 630-szoros nagyitds ajénlott. Ne
haszndlion kontrasztfokozé sziirlencséket, mivel ez torzithatia a
jelek szinét. A vildgos szindi jelek eléréséhez nyissa ki a rekesznyilést.
Ugyelien arra, hogy a sejftmag kiértékelésekor felfelé és lefelé
fékuszdlion, mivel a piros és zéld jelek egymdéson helyezkedhetnek

el.

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

. A mitézis miatt tovébbi jelek lehetnek lathatéak még a nem

neoplasztikus sejtek kis szézalékdban is. Esetenként a paraffinba
4gyazott mintdkban a vagési artefaktumok miatt hidnyzé jelekkel
rendelkez8 sejtmagok figyelheték meg.

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

. Az eredmények helyes értelmezése érdekében a felhaszndlénak a
nemzeti és/vagy nemzetkdzi irdnyelveknek megfeleléen validélnia
kell a terméket a diagnosztikai eljarasokban valé felhaszndlds elétt.

13. Ajdanlott minéségellenérzési eljarasok

A feldolgozott minték és a vizsgdlati reagensek megfeleld teljesitményének
ellendrzése érdekében minden egyes vizsgdlathoz bels6 és kilsé
kontrollokat kell rendelni. Ha a belsé és/vagy kilsé kontrollok nem
mutatnak megfelels festédést, a betegmintdkkal kapott eredményeket
érvénytelennek kell tekinteni.

Belsé ellenérzés: Nem neoplasztikus sejtek a mintédn belGl, amelyek
normdlis jelmintdzatot mutatnak, pl. fibroblasztok.

Kulsé vezérlés: Validalt pozitiv és negativ kontrollmintdk.
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A préba teljesitményét a megfelels IVD dltal j6véhagyott FISH-szonddval
valé dsszehasonlitdssal hatéroztak meg.

14. Teljesitményijellemzék

Analitikai 100% (95% Cl 98.5 - 100.0)
érzékenység:
Analitikai 100% (95% Cl 97.0 — 100.0)
specifikusség:

15. Eliavolitas

A reagensek drtalmatlanitdsét a helyi el8irdsoknak megfeleléen kell
elvégezni.

16. Hibaelhéaritas

A kezelési utasitdsoktdl valé  bérmilyen eltérés rosszabb festési
eredményhez vagy egydltaldn nem festéshez vezethet. Tovdbbi
informaciékért kérjik, olvassa el a www.zytovision.com honlapot.

Gyenge jelek vagy egyéltalén nincs jel

Lehetséges ok Javasolt teendd

Nem megfeleléen végzett | Optimalizdlia o pepszin inkubdciés
proteolitikus el6kezelés idejét, szukség esetén novelie vagy
csdkkentse azt.

A hibridizé16 haszndlata esetén a nedves
csikok/vizzel t6ltétt tartdlyok hasznélata
kotelezd. Hibridizalé kemence
hasznélata  esetén a  pdrakamra
hasznélata  kételez8.  Ezenkivil a
fedélemezt telijesen le kell zarni, pl.
Fixogummal, hogy megakadélyozzuk a
minta kiszdraddsat a hibridizacié sorén.

Szonda pdrolgds

T0l hosszU az ellenfestési id6 | Kertlie a sétét ellenfestést, mert az
elfedheti a pozitiv festési jeleket.

Az ellenfesték kékitése nem |A kékitéshez hideg folyé csapvizet
megfelelSen térténik hasznélion; ne hasznéljon meleg vagy
forré vizet vagy kékité reagenseket.

Tal erés jelek

Lehetséges ok Javasolt teendd

TOl  hossz0 ideig végzett| Optimalizdlia a pepszin  inkubdciés
proteolitikus el6kezelés idejét, szikség esetén novelie vagy
csokkentse azt.

Az AP-Red Solution | Szikség esetén az inkubdciés id6 5
inkubdciés ideje nem | percre lerdvidithet. A szubszirdtoldatot
megfelels ne melegitse 25 °C f6lé; csak

szobah&mérsékleten inkubdlja.

HRP-z&ld oldat inkubdciés | Szikség esetén az inkubaciés id6 7
ideje nem megfelels percre révidithets. A szubszirétoldatot ne
melegitse 25 °C  félé;  csak

szobahémérsékleten inkubdljon.

A piros jelek 10 gyengék

Lehetséges ok Javasolt teendd

Az AP-Red oldatot er8s|Készitse el és haszndlia az AP-Red
kézvetlen fénynek tették ki. oldatot erés kézvetlen fénytél védve.

Az AP-Red oldatot t0l kordn | Azonnali hasznélat elétt készitse el
készitették el
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Az AP-Red Solution | Szikség esetén az inkubdciés id6 15
inkubécids ideje nem | percig meghosszabbithaté.

megfelels

A kromogén szubszitrdt nem
megfeleld el6készitése

Ne névelie az A oldat térfogatét

A z8ld jelek 13l gyengék

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A HRP-zélddel térténé festést
kovetd mosdsi lépések
inkubdciés ideje 10l hosszy

Ne lépje t0l a megadott inkubdciés id6t

HRP-z8ld  oldat  inkubdciés
ideje nem megfelels

Szikség esetén az inkubdciés idé 15
percig meghosszabbithaté.

A kromogén szubszitrdt nem
megfeleld el6készitése

Ne névelie az A oldat térfogatét

A jelek elhalvdnyulnak vagy ésszeolvadnak

Lehetséges ok

Javasolt teendé

Nem megfelel6 szerelési

megolddst haszndltak

Kizarélag a készlethez mellékelt régzits
oldatot vagy minden szennyez&désté|
mentes  xilén alapld régzits oldatot
hasznélion; ne hasznéljon fedészalagot.

A metszeteket nem
dehidratéltak megfeleléen.

Friss etanol- és xilololdatokat
haszndljon; csak "tiszta" mindségi xilolt
on; g

haszndljon.

Egyenetlen vagy egyes részeken csak nagyon enyhe foltosodds

Lehetséges ok

Javasolt teendd

Nem teljes viaszmentesités

Haszndljon friss oldatokat; ellenérizze a
viaszmentesitési id6k id6tartamat.

Tl kicsi a reagens térfogata

Gy6z6djdn meg arrél, hogy a reagens
térfogata elég nagy ahhoz, hogy a
széveti teriletet lefedje.

Ellentmonddsos eredmények

Lehetséges ok

Javasolt teendd

Elégtelen szdrités a szonda
felhelyezése el6tt

Légszéritds meghosszabbitdsa

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

Gy6z6djdn meg arrél, hogy a felesleges
folyadékot o  szdvetszelvényrél a
targylemezrél valé leitatdssal  vagy
lerdzéssal eltdvolitia. A kis mennyiségi
maradék viz/mosépuffer nem zavarja a
vizsgdlatot.

A szdvetek rogzitési  és

A rdgzitési és bedgyazdsi mddszerek

vastagsagdnak véltozésa

bedgyazési mddszereinek | optimalizdldsa
véltozatai
A szdvetszelvény | Optimalizdlia a szekciondlést
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Morfolégia romlott

(A1

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A sejt- vagy szévetmintdt nem
régzitették megfeleléen

A rogzitési id6 és a fixdlészer

optimalizaldsa

Nem 10l hosszi ideig végzett
proteolitikus el6kezelés

Csdkkentse a pepszin inkubdciés idejét

Kereszt hibridizéciés jelek; zajos héttér

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A metszetek a hibridizécié
sordn vagy utén barmikor
kiszaradhattak.

Kerilje a szelvények kiszdraddsat;
hasznélion pdrakamrat; zérja le
megfeleléen a fedélapot.

Meghosszabbitott
szubszirét inkubdciés idé

A szubsztrdt inkubdciés idejének
leréviditése

Nem telies viaszmentesités

Haszndljon friss oldatokat; ellendrizze
a viaszmentesités id6tartamat.

Tl erés proteolitikus
elkezelés

A pepszin inkubdciés idejének
optimalizalasa

A targylemezeket
hibridizacié elétt
szobahémérsékletre kell
hiteni.

A targylemezeket gyorsan helyezze at
hibridizaciés hémérsékletre

Atfeds jelek

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A széveti metszetek nem
megfelel§ vastagséga

Készitsink 3-5 um-es mikrotomos

metszeteket

A minta lebeg a térgylemezrél

Lehetséges ok

Javasolt teendd

Tul erds
el6kezelés

proteolitikus

A pepszin inkubdciés id6 leréviditése
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I:EI www.zytovision.com

A legfrissebb haszndlati utasitdsokat, valamint a kilénbézé nyelvii
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 kévetkez6t www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH
Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Németorszég

Telefon: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-mail: info@zytovision.com

Védjegyek:

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

Zyto Dot 2C SPEC IGH Break Apart Probe
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