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Fluoreszcens in situ hibridizécidhoz (FISH) Zyto Light FISH
préba alkalmazésa esetén
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IVD

In vitro diagnosztikai orvosi eszkdz
a 98/79 / EK EU irdnyelv szerint

1. Javasolt alkalmazds

A ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit reagens készlet a Zytolight
FISH prébdk alkalmazdsaval genetikai eltérések, mint pl. transzlokdciok,
deléciok, amplifikdcidok és kromoszéma aneuploididk kimutatdsara
haszndlhaté formalinnal fixdlt, paraffinba dgyazott mintdk fluoreszcens in
situ hibridizécié (FISH) vizsgdlata sordn

Az eredmények értelmezését a beteg klinikai kértérténetével dsszevetve kell
elvégezni képzett patolégus tovdbbi klinikopatoldgiai  véleményének
figyelembe vételével.

2. Klinikai jelentéség

Genetikai eltérések, aberraciék mint pl. transzlokécidk, deléciék és/vagy
amplifikdciék  kolénbdz8 humdn  daganatos  megbetegedésekhez
kapcsolhaték. Szamos velesziletett rendellenességben figyelheték meg a
kilénbdz8 kromoszémdak aneuploididi.

3.  Vizsgélati médszer

A fluoreszcens in situ hibridizcié (FISH) technika lehet6vé teszi sejt
prepardtumok  specifikus nukleinsav szekvencidinak kimutatdsét  és
megijelenitését. A fluoreszcensen jelélt DNS fragmensek, Ugynevezett FISH
probdk vagy szonddk és azok komplementer cél-DNS szdloi a
készitményekben egyuttesen denaturdlédnak, majd a hibridizalds sordn
Ssszekapcsolédnak. Ezutdn a nem specifikus és a nem két6détt préba
darabok magas stringencidjd mosdsi lépésekkel kerilnek eltavolitésra. A
DNS DAPI héttérfestését kévetéen a hibridizalt szonda fragmentumok a
kézvetlendl rdjuk kapesolt specifikus fluorokrém molekuldk segitségével
excitdciés és emisszids szlrGkkel felszerelt fluoreszcens mikroszképpal
vizualizélhaték.
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4.  Mellékelt reagensek

A ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit készlet tartalma:

d . Mennyiség |
Ké Osszetevs Térolé
5 \/20
PT1 Heci. Pret.relofment 150 ml | 500 ml Csavar-tetés Gveg
Solution Citric (nagy)
EST Pepsin Solution 1 ml 4 ml Cseppents Gveg,

fehér tetével

WB1 | Wash Buffer SSC | 210 ml | 560 m| | Csavar-fetds tveg

(nagy)
WB2 | 25xWash Buffer A | 50 ml | 2x50 ml | S30var-tetds Oveg
(kdzepes)

MT7 DAPI.[Durc:TecT- 02ml | 0.8ml R?okcic:? tartdly,
Solution kék tetével
Haszndlati 1 1
Utmutatd

Z-2028-5 (5 teszt): Az ES1 és az MT7 &sszetevék 5 reakcidhoz elegendéek.
A WB2 &sszetevé 5x3db 70ml-es fest6edénybe elegends. A PT1 &sszetevd
2db 70ml-es fest6edénybe elegends. A WB1 komponens 3db 70ml-es
fest6edénybe elegendd.

Z-2028-20 (20 teszt): Az ES1 és az MT7 &sszetev6k 20 reakcidhoz
elegendek. A WB2 &sszetevé 11x3db 70ml-es fest6edénybe elegends. A
PT1 8sszetevé 7db 70ml-es fest6edénybe elegends. A WB1 komponens
8db 70ml-es fest6edénybe elegendd.

5.  Szikséges, de nem biztositott anyagok
. ZytoLight FISH préba
. Pozitiv és negativ kontrol minték
. Pozitivra t6ltétt targylemezek
. Vizfirdsk (37°C, 98°C)
. Hibridizaciés kamra vagy fiitéblokk
. Hibridizéciés parakamra
. Szabdlyozhaté pipettak (10 ul, 25 ul)
. Fest6edények vagy firdék
. Idézité
. Kalibralt h6mérs
. Etanol
. Xilol
. Destztillélt vagy ionmentesitett viz
. FedSlemezk (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
. Gumicement pl., Fixogum Rubber Cement
(Kat. Szém. E-4005-50/-125) vagy hasonlé ragasztd
. Megfelelgen karbantartott fluoreszcens mikroszkép (400-1000x)
. Fluoreszcens mikroszképidhoz elfogadott immerziés olaj
. Megfelels fluoreszcencia sz(irg készletek

6. Téarolas és kezelés

A reagens készlet &sszetevSit 2-8°C  kozétt szikséges térolni. A
DAPI/DuraTect-Solution (MT7) fénytsl védve térolandé. Felhasznélast
kévet6en azonnal a tdroldsi feltételek alkalmazanddk. A tarolési feltételek
betartdsa esetén a készlet teljesitmény-csdkkenés nélkil miikédik a cimkén
feltontetett lejdrati ideig. Ne haszndlja reagenseket a cimkén feltUntetett
lejarati idén t0l.

7. Figyelmeztetések és dvintézkedések

. Hasznélat el6tt olvassa el a haszndlati utasitést!
. Ne hasznélja a reagenseket a lejdrati id§ letelte utan!
. Ez a termék olyan anyagokat tartalmaz (kis koncentracidban és

térfogatban), amelyek az egészségre kdrosak és potencidlisan
fert6z6k. Kerilie a kdzvetlen érintkezést a reagensekkel. Tegyen
megfeleld véd@intézkedéseket (haszndlion eldobhaté kesziyiit,
véd@szemiveget és laboratériumi éliézetet)!

. Ha a reagens bérrel érintkezik, azonnal &blitse le bé vizzel!

. Foglalkozésszer(i felhaszndlok részére igény esetén anyagbizionsdagi
adatlapot biztositunk.

. A reagensek nem Gjra felhaszndlhaték.
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. A mintékat ne hagyja kiszdradni a hibridizécié és a mosési lépések
sordn!

. A DAPI/DuraTect-Solution (MT7) nem tehets ki fénynek, kiléndsen
hosszG id6n keresztul tarté erds fénynek, azaz a lépéseket lehetbleg
sététben és/vagy a fényt kizaré taroldkban szikséges elvégeznil

Veszélyességi és bvintézkedésre vonatkozé utasitdsok a PT1, WB1 és WB2
Ssszetev6k esetében:

A veszélyt jelentd &sszetevé az aldbbiak keveréke: 5-klér-2-metil-4-
izotiazolin-3-on [EC. 247-500-7] és 2-metil-2H-izotiazol-3-on [EC. 220-
239-6] (3: 1).

@ Figyelem

H317 Allergiés bérreakciét valthat ki.

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

P272 Szennyezett munkaruhdt tilos kivinni a munkahely
tertletérél.

P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvéds haszndlata
kotelezd.

P302+P352 HA BORRE KERUL: Lemosds b6 vizzel.

P333+P313  Bérirritdcié vagy kiGtések megjelenése esetén: orvosi
ellatést kell kérni.

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

8. Korlatozasok

e /nvifro diagnosztikai haszndlatra.

Csak szakképzett felhaszndlok részére.

. A porzitiv reakcié meglétének vagy hidnydnak klinikai értelmezését a
klinikai  kértérténet, morfolégia, egyéb hisztopatolégiai  kritériumok,
valomint mds diagnosztikai  vizsgdlatok fuggvényében végezze. A
szakképzett patolégus felelgssége a reakcidk elkészitéséhez szikséges FISH
szonddk, reagensek, diagnosztikai panelek és médszerek megfeleld
ismerete. A FISH festést egy hitelesitett, szikséges engedélyekkel
rendelkez8 laboratériumban kell végezni, patolégus feligyelete mellett, aki
felelds a festett lemezek d&ttekintéséért és a megfelelé pozitiv és negativ
kontrol reakcidk biztositasaért.

. A minta festése, kiléndsen a jelintenzitds és a héttérfestés eréssége
a festést megel6z8 mintakezeléstdl és feldolgozastél figg. A minta nem
megfelels fagyasztdsa, felolvasztésa, mosdsa, szdritdsa, melegitése vagy
mas mintékkal és folyadékokkal valé keresztszennyezése miitermékek vagy
hamis eredmények kialakuldsdhoz vezethet.

. A reagens teljesitménye a jelen haszndlati utasitdsban leirt eljarasok
alkalmozdséval  kerilt  validdlasra.  Ezen  eljgrédsok moédositésa a
teljesitmény megvdltozésat okozhatja, amit a felhasznélénak validélnia
szikséges.

9. Interferenciét kivalté anyagok

A mintdban jelen lév8 vérésvértestek autofluoreszcenciat mutathatnak
akadélyozva a megfelel§ jelfelismerést.

Az alébbi fixalészerek nem alkalmazhatéak FISH reakciéhoz:

Bouin fix4lé

B5 fixalé

Savas fixdlészerek (pl. pikrinsav)
Zenker fixaldé

Alkoholok (8nmagukban hasznalva)
Higanyklorid

Formaldehid/cink fix4lé

Hollande fix4l6

Nem pufferolt formalin
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10. A mintdk elékészitése
Ajanlésok:

. Fixdlja a mintét 10%-os semlegesre pufferelt formalinban 24 6ran 4t
szobah&mérsékleten (18-25°C-on).

A minta mérete < 0.5 cm® legyen.

Prémium minéségi paraffint haszndljon.

A bedgyazdst 65°C alatti h6mérsékleten hajtsa végre.

2-4 um vastagsdgu metszeteket készitsen.

Pozitivan t6ltétt targylemezeket haszndljon.

Fixdlja a metszetet a lemezre 2-16 érédn 4t 50-60°C-os
hémérsékleten.

11. Areagensek el6készitése

A 25x mosé puffer (WB5) reagenst a 12. "A vizsgdlati eljards" utasitésai
szerint el6késziteni. A készlet t6bbi reagense felhaszndldsra kész. Nincs
szikség felolddsra, keverésre vagy higitasra.

12. Vizsgdlati eljarés
121 1.nap
El6készits |épések

(1) Készitsen két etanol-sorozatot (70%, 0%, és 100% etanol-sorozat):
Higitson 100%-os etanolt ionmentesitett vagy desztillélt vizzel. Ezek
az oldatok megfelelé téroléedényekben eltdrolhaték és Ujra
felhaszndalhaték

(2)  Heat Pretreatment Solution Citric (PT1): Melegitse el6 98°C-ra.

(8)  Wash Buffer SSC (WB1): Szobahémérsékletre (RT) hozni.

(4)  ZytoLight FISH Probe: Hasznélat elétt szobahEmérsékletre hozni és
fényt6| dvni.

Opciondlis, amennyiben uté-fixdldst végez:

(erd sen ajdnlott, ha a szévet régzitése nem megfelels)

Készitsen 1%-os Formaldehid oldatot a Formaldehyde Dilution Buffer Set
készlet (PT-0006-100) haszndlatdval.

El6kezelés (deparaffindlés/proteolizis)

(1)  Inkubélia a lemezeket 10 percig 70°C-on (pl. fit6blokkon).
(2) Inkubdlia a lemezeket xilolban 2x 10 percig.
(3) Inkubélion 100%, 100%, 90%, és 70% etanol-sorozatban,
mindegyikben 5 percig.
(4) Mossa a lemezeket 2x 2 percig ionmentesitett vagy desztillalt vizzel.
(5) Inkubdlia a lemezeket 15 percig az el6melegitett
Heat Pretreatment Solution Citric (PT1) reagensben 98°C-on.

Javasoljuk, hogy ne haszndljon egyszerre t5bb mint nyolc lemezt
fests edényenként.

(6) Azonnal tegye 4t a térgylemezeket ionmentesitett vagy desztillalt
vizbe, mossa 2x 2 percig és folyassa le réluk a vizet.

(7) Adjon (csepegtetve) Pepsin Solution (ES1) reagenst a mintdkhoz és
inkubdélja ket parakamrdban 15 percig 37°C-on.

T6bb tényez616/ pl. a régzités jellegél! és id6tartamdtdl, a metszetek
vastagsdgdtdl és a szévet/sejtek jellegérs | figgb en kilénbézs inkubdcids
id6kre lehet szikség. Irénymutatdsként 2-30 perc inkubdcids id6t
Jjavasolunk a szdvetmintdkhoz és 2-15 percet a sejtmintdkhoz. Alfaldnos
szabdlyként azt javasoljuk, hogy el vizsgdlatokban ellend rizze a proteolizis
optimdlis idejét.

(8) Mossa meg a lemezeket 5 percig Wash Buffer SSC (WB1)
reagensben.

Opciondlis, amennyiben uté-fixdldst végez:
Inkubdlia a lemezeket 15 percig 1%-os Formaldehid oldatban és ezt
k&vets en mossa meg 6 ket 5 percig Wash Buffer SSC (WB1) reagensben.

(9) Mossa a lemezeket 1 percig ionmentesitett vagy desztillalt vizzel.

(10) Dehidratélas: 70%, 90% és 100% etanolban, mindegyikben 1
percig.

(11) Széritas levegén.

Megjegyzés: Gybz8djén meg rdla, hogy a szonddk alkalmazdsa elétt a
mefszetek feljesen megszdradtak, mivel a maradék nedvesség csékkentheti
a jelinfenzitdst és/vagy befolydsolhatia a széveti morfoldgidt.
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Denaturécié és hibridizacié

(1)  Pipettdzzon 10 ul ZytoLight FISH Probe reagenst minden el6kezelt
mintdra.

A prébdt ne fegye ki hosszabb idejii, erd s fénynek.

(2) Fedie le a mintdkat 22 mm x 22 mm fedélemezzel (kerilie a
csapddzott buborékok kialakuldsét) és ragassza le a fed6lemezt.

Gumicement (pl. Fixogum Rubber Cement) ragaszté haszndlatdt
Javasoljuk.

(8) Helyezze a térgylemezeket fiit6blokkra vagy hibridizétorra és
denaturdlja a mintdkat 10 percig 75°C-on.

(4) Tegye &t a targylemezeket pdrakamrdba és egy éjszakdén &t
hibridizalja 6ket 37°C-on (pl. hibridizaciés parakamréban).

Lényeges, hogy a szévet/sejtmintdk ne szdradjanak ki a hibridizdcids lépés
sordn.

12.2  2.nop
El6készits |épések

(1) Az Ix Wash Buffer A el6 készitése: Higitson 1 rész 25x Wash Buffer A
(WB2) reagenst 24 rész ionmentesitett vagy desztillélt vizzel. Téltsén
meg hdrom fest6edényt az 1x Wash Buffer A reagenssel és melegitse
el 37°C-ra.

(2) DAPl/Duralect-Solution (MT7): Haszndlat elétt szobahémérsékletre
hozni és fénytsl évni.

Poszi-hibridizécié és detektalas

m (:)vcxtoscm tavolitsa el a ragasztot.

(2) Usztassa le a feddlemezt 37°C-os 1x Wash Buffer A reagensbe
meritve 1-3 percig.

(8) Mossa meg a lemezeket 37°C-os 1x Wash Buffer A reagensben
2x 5 percig.

Az Ix Wash Buffer A reagenst el kell melegiteni. Szikség esetén
ellen6 rizze a h6 mérsékletét.

(4)  Inkubdlia a lemezek 70%, 90% és 100% etanolban, mindegyikben 1
percig.

(5)  Fénytsl védve széritsa meg levegén a mintdkat.

(6) Pipetdzzon 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) reagenst a
lemezekre. Kerilve o buborékképzédést fedje le a mintdkat
fedélemezzel (24 mm x 60 mm). Inkubdlja sététben 15 percig.

A pipettahegy végének levdgdsa és a nyilds méretének névelése kdnnyitheti
a pipettdzdst. Kerdlje a fénynek vald hosszabb kitettséget.

(7) A lemezeket sététben kell tartani. Hosszabb ideji tarolds esetén
helyezze ket 2-8°C-ra.

(8) A reakciédk kiértékelése fluoreszcens mikroszképidt igényel. Az aldbbi
hullédmhossz ~ tartomdnyokkal  rendelkez86  sz(ir6  készletek

szUkségesek:
Fluoreszcens festék Excitdcidé Emisszié
ZyBlue 418 nm 467 nm
ZyGreen 503 nm 528 nm
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm

13. Az eredmények kiértékelése

Normdl sejtek kromoszéma eltérések nélkili interfézis vagy metafdzis
dllapotdban megfelels sziir6 készletek haszndlatéval préobanként két jel
/fluoreszcens szigndl lathaté. Kivéve az X és/vagy Y kromoszémékra
specifikus prébdk haszndlatat, ami nulla vagy akar két jelet/fluoreszcens
szignélt mutathat prébdnként a nemek figgvényében. A kromoszéma
eltérésekkel rendelkezs sejtekben kilénbszé jelmintézatok lathatdk, akdr
interfazisban vagy metafdzisban. Az eredmények értékelésével kapcsolatos
tovdbbi részletek a megfeleld szonda leirdséban talalhaték.
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14. Ajénlott minéségellendrzési eljgrasok

A feldolgozott mintdk és a vizsgdlati reagensek pontos hatékonysdganak
felmérése érdekében minden vizsgdlathoz belss és kilsé kontrol festéseket
kell végezni. Amennyiben a belsé és/vagy kilsé pozitiv kontrol reakciok
nem mutatnak megfelels fest6dést, akkor a beteg vizsgdlt mintdjanak
eredményét érvénytelennek kell tekinteni.

Bels6é kontrol: Az elemzett mintdban lév8 nem neoplasztikus sejtek pl.
fibroblasztok normdl szignél mintdzatot mutatnak.

Kulsé kontrol: Validdlt pozitiv és negativ kontrol minték.

15. Teljesitményjellemzék

Olvassa el az adott szonda haszndlati utasitdsat.

16. Hullaodékkezelés

A reagensek hulladékként t6rténd  elhelyezését az  orszdgos
szabdlyozésokkal 8sszhangban kell elvégezni.

17. Hibaelhdaritas

A haszndlati utasitastdl vald bérmilyen eltérés gyengébb vagy akar teljesen
negativ festési eredményekhez vezethet.

Gyenge jel vagy nincs jel

Valészindsithetd ok Javasolt teendd

A célszekvencia nem | Haszndéljon megfelel6 kontrolokat
kimutathaté

A sejt- vagy szévetminta | Optimalizdlia o régzitési id6t és
nem megfelel§en fixdlédott | régzitészert vagy végezzen utd-fixdldst
a ,12. A vizsgélati eljdrés ”

fejezetben leirtak alapjan.

A melegités el6kezelési, az|Kalibralt hémérével ellendrizze a

emésztési, a denaturdcids, a|haszndlt  miszaki berendezések
hibridizaciés vagy a magas | h6mérsékletét
stringencidju mosds

hémérséklete nem megfelels

Nem megfelel6 | Optimalizélia a pepszines emésztés
proteolitikus el6kezelés inkubdciés idejét, szikség esetén
névelie vagy csdkkentse azt

A prébakeverék pérolgésa Hibridizaciés pdrakamra haszndlata
esetén a nedvesitett csikok/vizzel 1616t
tartalyok hasznélata kotelezs.
Hibridizéciés fit6blokk hasznélata
esetén  gondoskodjon  megfelel§
pératartalomrdl. Ezenkivol a
fedélemezt fteliesen le kell zdarni,
példaul Fixogum ragasztéval, a minta
kiszdraddsét a hibridizécié  sordn
elkerilendd

A magas stringencidj0 | Ellendrizze a Wash Buffer A reagens
mosépuffer koncentrdciéja | koncentréciodjat
10l alacsony

Régi dehidratdlé oldatok Készitsen friss dehidratdlé oldatokat

A fluoreszcens mikroszkép | Ellenérizze a mikroszképot
nem miikédik megfeleléen

Nem megfelel6 | Haszndlion o fluorokrémoknak
szlir6készletet haszndl megfelel§ szlir6készleteket.

A hdrmas  szirSszett  készletek
kevesebb fényt biztositanak, mint a
mono- vagy ketfds szir6k. Ennek
kévetkeztében o jelek a hdrmas
szir6szeft  készlet  haszndlatdval
gyengébbek lehetnek

A prébdk/fluorokromok fény | A hibridizaciét és a mosdési lépéseket
dltal karosodhattak sététben végezze
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Kereszireagdlé fluoreszcens jelek; magas héttérzaj

Valészindsithetd ok

Javasolt teendé

A paraffin-mentesités nem
megfelels

Haszndljon friss oldatokat; ellenérizze
a paraffin-mentesités idétartamét

Tol er8s
elékezelés

proteolitikus

Csokkentse a pepszines inkubdcié
idejét

Tulsdgosan nagy a préba
mennyisége oz  adott
tervletre

Csokkentse a préba mennyiségét a
hibridizaciés terilet ardnydhoz
mérten, cseppenként ossza szét a
prébat elkerilve a tdlkoncentraléddst

A targylemezek
szobahémérsékletiire
hiltek a hibridizaciét

megel6z6leg

Tegye a tdrgylemezeket mielébb
37°C-ra

A magas  stringencidjo
mosépuffer koncentrdacidja
t0l magas

Ellenérizze a Wash Buffer A reagens

koncentréciéjat

A hibridizéciét  kdvetd
mosdsi lépés hEmérséklete
t0l alacsony

Ellendrizze a h8mérsékletet; szikség
esetén emelje azt

A minték kiszéradnak az
egyes inkubdcids |épések
kozott

A fedélemezek  leragasztdséval
akaddlyozza meg a kiszdraddst és az
inkubdciét nedvesitett  kdrilmények
kozott végezze

Kdarosodott széveti morfolégia

Valészindsithetd ok

Javasolt teendd

A sejt- vagy szdvetminta
nem megfelel§en fixadlédott

Optimalizdlia a régzitési idét és
régzitészert vagy végezzen utd-fixdlést
a ,12. A vizsgélati eljérés ”

fejezetben leirtak alapjén.

Nem megfeleld
proteolitikus el6kezelés

Optimalizdlia a pepszines emésztés
inkubdcids idejét, szikség esetén
névelie vagy csdkkentse azt

A minta elégtelen
szdraddsa a préba
alkalmazdsa el6tt

Névelie a levegén t6rténé szdradds
idejét

Atfeds sejtmagok

Valészindsithetd ok

Javasolt teendd

A metszetek vastagséga
nem megfelel

Készitsen  2-4 um  vastagségl
metszeteket

A metszet ledszik a targylemezrél

Valészindsithets ok

Javasolt teendé

Atérgylemez bevonata nem
megfelels

Haszndlion megfelel6 (pozitivan téltat)
targylemezeket

Tul erGs
el6kezelés

proteolitikus

Csékkentse o pepszines emésztés
inkubdciés idejét

Gyenge hdttérfestés

Valészindsithets ok

Javasolt teendé

Alacsony  koncentrécioéjo

DAPI oldat

Haszndlja o DAPI/DuraTect-Solution
ultra (Kat.szdm ~ MT-0008-0.8)
terméket

A DAPI festés inkubdciés
ideje 0l révid

Allitsa be megfeleléen a DAPI festés
inkubdciés idejét
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Szakembereink készséggel valaszolnak kérdéseikre.
Vegye fel velink a kapcsolatot a helptech@zytovision.com cimen.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Németorszég
Phone: +49 471 4832-300

Fox: +49 471 4832-509

Email: info@zytovision.com

Védjegy:
A ZytoVision® és a ZytoLight® a ZytoVision GmbH védjegyei.
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