ZYTO\V/ISION

ZytoLight
SPEC COL1A1 Dual Color Break Apart Probe

7-2121-200 N/ 20 (0.2 ml)

A humén 17921.33 kromoszéma régidban kodolt
COLTA1 gén transzlokdcidjdnak kvalitativ kimutatdsa
fluoreszcens /n situ hibridizacié (FISH) médszerrel

ce

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

1.  Javosolt alkalmazas
A ZytoLight SPEC COL1A1 Dual Color Break Apart Probe (PL78) a humdn

kvalitativ kimutatdsara szolgdl fluoreszcens in sifu hibridizécié (FISH)
modszerrel formalinnal fixdlt, paraffinba dgyazott mintdk alkalmazésara.
A prébdt a ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Kat. szém Z-2028-
5/-20) készlet reagenssel kombindciéban ajénlott haszndlni.

Az eredmények értelmezését a beteg klinikai kértérténetével 8sszevetve kell
elvégezni képzett patolégus tovdbbi klinikopatoldgiai  véleményének
figyelembe vételével.

2. Klinikai jelentéség

A1(17;22)(921,3;913,1) kromoszéma régidkat magdban foglalé reciprok
transzlokdciék a dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) jellegzetes
eltérései. A DFSP egy magas kitjuldsi képességgel bird, infilirativ, kézepes
malignitdst b6r daganat. A citogenetikai dtrendezédéseket a 17921-gter
és a 22q10-q13.1 kromoszéma régidk alacsony szinten amplifikalt
szekvencidit tartalmazé  szamfeletti  gylirG kromoszémdék vagy a
1(17,22)(q21.3;913.1) kiegyensulyozatlan transzlokdcidk jelentik. Az
dtrendez6dés gyakran o COLTA1-PDGFB fizids fehérie képzddését
eredményezi, ami poszt-transzkripciondlis  mddositds  révén  egy
funkcionélis vérlemezke eredetii ndvekedési faktor béta-ldnc (PDGFB)
fehériévé alakul, és a vérlemezke eredetii névekedési faktor receptor- béta
(PDGFRB) PDGFB-dltal kdzvetitett autokrin és/vagy parakrin aktivéciéjat
eredményezi. A DFSP fluoreszcens /n sifu hibridizacié (FISH) médszerrel
meghatdrozhaté pontos diagnézisa a daganat kézepesen malignus jellege
miatt is fontos.

3.  Vizsgdlati médszer

A fluoreszcens in sifu hibridizacié (FISH) technika lehetévé teszi sejt
prepardtumok  specifikus nukleinsav  szekvencidinak kimutatésat  és
megjelenitését. A fluoreszcensen jelélt DNS fragmensek, Ugynevezett FISH
prébék vagy szonddk és azok komplementer cél-DNS szdlai a
készitményekben egyUttesen denaturdlédnak, majd a hibridizélés sordn
Ssszekapcsolédnak. Ezutdn a nem specifikus és a nem két6dstt préba
darabok magas stringencidji mosasi lépésekkel kertlnek eltavolitdsra.
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A DNS DAPI hattérfestését kdvetéen a hibridizalt szonda fragmentumok a
kézvetlenUl rajuk kapesolt specifikus fluorokrém molekuldk segitségével
excitdciés és emisszids szlirSkkel felszerelt fluoreszcens mikroszképpal
vizualizalhaték.

4.  Mellékelt reagensek

A Zytolight SPEC COL1A1 Dual Color Break Apart Probe készlet
tartalmazza:

. ZyGreen (gerjeszté hullémhossz 503 nm/kibocsdjtési hulldmhossz
528 nm) zéld festékkel megijeldlt polinukleotidok (~10.0 ng/ul),
amelyek cél szekvencidi a COLTAT gén tdréspont régidjatol
proximélisan helyezkednek el a 17921.33* (chr17:47,669,218-
48,223,465) kromoszéma régidban (lasd 1. dbra).

. ZyOrange (gerjeszt6 hullémhossz 547 nm/kibocsditdsi hulldmhossz
572 nm) narancssdrga festékkel megijeldlt polinukleotidok (~4.5
ng/ul), amelyek cél szekvencidi a COL1AT1 gén téréspont régidjatél
disztdlisan helyezkednek el a 17921.33* (chr17:48,347,800-
48,744,021) kromoszéma régidban (lasd 1. dbra).

. Formamid alapt hibridizaciés puffer
*a Human Genome Assembly szerint GRCh37/hg19
D17S588 D1152843
RH55170 RH55094
3 b
2 I S
< rd
COL1A1
S ————————
~ 555 kb ~ 395 kb
Cen < 17q21.33 »Tel

1. dbra: SPEC COL1A1 Préba térkép (nem méretardnyos)

A Zytolight SPEC COLTA1 Dual Color Break Apart Probe készlet egy
kiszerelésben elérhets:

. Z-2121-200: 0.2 ml (20 reakcié egyenként 10 ul térfogattal)

o

Sziikséges, de nem biztositott anyagok

ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Kat. szém Z-2028-5/-20)
Pozitiv és negativ kontrol minték

Pozitivra t6ltétt targylemezek

Vizfurds (37°C, 98°C)

Hibridizéciés kamra vagy fiitéblokk

Hibridiz&ciés parakamra

Szabdlyozhaté pipettak (10 ul, 25 ul)

Fest6edények vagy furdék

|dézité

Kalibralt hmérs

Etanol

Xilol

Destztillélt vagy ionmentesitett viz

Fedélemezek (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

Gumicement pl., Fixogum Rubber Cement

(Kat. sz&ém. E-4005-50/-125) vagy hasonlé ragasztd
Megfelelsen karbantartott fluoreszcens mikroszkép (400-1000x)
. Fluoreszcens mikroszképidhoz elfogadott immerziés olaj

. Megfelels fluoreszcencia sz(irg készletek

6. Téarolas és kezelés

All6 helyzetben 2-8°C kézsit fénytél védve tarolands. Erés fényt elkerilve
hasznélatos. Felhaszndlést kévet6en azonnal a tdroldsi feltételek
alkalmazandék. Ne haszndlja a reagenseket a cimkén feltiontetett lejarati
idén t0l. A termék a cimkén feltintetett lejérati ideig 6rzi meg stabilitasét
megfelel6en kezelés mellett.
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7. Figyelmeztetések és Svintézkedések

. Haszndlat elétt olvassa el a haszndlati utasitdst!
. Ne haszndlja a reagenseket a lejdrati idé letelte utan!
. Ez a termék olyan anyagokat tartalmaz (kis koncentrécidban és

térfogatban), amelyek az egészségre kdrosak és potencidlisan
fert6z6k. Kerilie a kdzvetlen érintkezést a reagensekkel. Tegyen
megfelel6 védSintézkedéseket (haszndlion eldobhaté kesztyiit,
védészemuveget és laboratériumi dltdzetet)!

. Ha a reagens bérrel érintkezik, azonnal 8blitse le b vizzel!

. Foglalkozésszer( felhaszndlok részére igény esetén anyagbiztonségi
adatlapot biztositunk.

. A reagensek nem Gjra felhaszndlhaték.

. A mintdk keresziszennyezddését kerilni kell, mert ez hibds

eredményhez vezethet.

. A prébét ne tegye ki fénynek, kildndsen hosszabb ideig tarté erés
fénynek, azaz minden lépést, ha lehetséges, sotétben és/vagy
fényall6 tartékban hajtson végre!

Veszélyek és 6vintézkedések:

A legf6bb veszélyt jelentd &sszetevs a formamid.

é Veszély

H351 Feltehetéen rakot okoz.

H360FD Kérosithatja a termékenységet. Karosithatia a sziletendé
gyermeket.

H373 Ismétlds vagy hosszabb expozicié esetén kdérosithatja a
szerveket.

P201 Haszndlat elétt ismerje meg az anyagra vonatkozé
kulénleges utasitdsokat.

P202 Ne haszndlja addig, amig az ésszes biztonsdgi
Svintézkedést el nem olvasta és meg nem értette.

P260 A por/fust/géz/kéd/gbz6k/permet belélegzése tilos.

P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvéds haszndlata
kételezd.

P308+P313  Expozicidé vagy annak gyanudja esetén: orvosi ellatdst kell
kérni.

P405 Elzérva tarolandé.

8. Korlatozasok

. In vitro diagnosztikai haszndlatra.
. Csak szakképzett felhaszndlok részére.
. A pozitiv reakcié meglétének vagy hidnyanak klinikai értelmezését a

klinikai  kértérténet, morfolégia, egyéb hisztopatoldgiai  kritériumok,
valamint mds diagnosztikai vizsgélatok figgvényében végezze. A
szakképzett patolégus felel6ssége a reakciék elkészitéséhez szikséges FISH
szonddk, reagensek, diagnosztikai panelek és médszerek megfeleld
ismerete. A FISH festést egy hitelesitett, szikséges engedélyekkel
rendelkezé laboratériumban kell végezni, patolégus feligyelete mellett, aki
felelés a festett lemezek attekintéséért és a megfeleld pozitiv és negativ
kontrol reakcidk biztositasaért.

. A minta festése, kiléndsen a jelintenzitds és a héttérfestés eréssége
a festést megel6z6 mintakezelésts| és feldolgozdstdl figg. A minta nem
megfelel6 fixdldsa, fagyasztdsa, felolvasztdsa, mosdsa, szdritésa,
melegitése, metszése vagy més mintdkkal és folyadékokkal valé
keresztszennyezése miitermékek vagy hamis eredmények kialokuldséhoz
vezethet. Ellentmondé eredmények eredhetnek a minta régzitési és
bedgyazési eltéréseibél, valamint magdban a mintdban rejlé egyenlétlen
feltételekbsl.
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. A szonddt csak a 4. “Mellékelt reagensek” fejezetben leirt |6kuszok
kimutatésdhoz szabad haszndlni.

. A reagens feliesitménye a jelen hasznélati utasitdsban leirt eljgrésok
alkalmazdsdval  kerGlt  validdldsra.  Ezen eljgrdsok moédositésa a
teljesitmény megvdltozdsét okozhatia, amit a felhaszndalénak validélnia
szikséges.

9. Interferencidt kivalté anyagok

A mintdban jelen 1évé vérdsvértestek autofluoreszcencidt mutathatnak
akadélyozva a megfelelé jelfelismerést.

Az aldbbi fixélészerek nem alkalmazhatéak FISH reakciéhoz:

Bouin fixalé

B5 fixalé

Savas fixalészerek (pl. pikrinsav)
Zenker fixald

Alkoholok (6nmagukban haszndlva)
Higanyklorid

Formaldehid/cink fixalé

Hollande fixalé

Nem pufferolt formalin

10. A mintdk el6készitése
Ajdnlasok:

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

A minta mérete < 0.5 cm?® legyen.

Prémium mingségii 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. Areagens el6készitése

A termék azonnal felhaszndlhaté (RTU). Nem szikséges feloldani,
atkeverni vagy tovabb higitani. Haszndlat el6tt hozza szobahémérsékletre
(18-25°C) fénytl védve. Mielstt kinyitnd a prébat tartalmazé fiolat
vortexeléssel keverje dssze és révid ideig centrifugdlja.

12. A vizsgdlati eligras

A minta elékezelése

A minta el6kezelését (paraffin-mentesités, proteolitikus emésztés) a
ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit készlet haszndlati utasitdsanak
megfelel6en végezze.

Denaturécié és hibridizécié
1.  Pipettdzzon 10 ul prébét az el6kezelt mintdk megfelel terileteire.
2. Helyezzen fel egy 22 mm x 22 mm-es Uveg fedSlemezt a

prébakeverékre (akaddlyozza meg a légbuborékok képzddését) és
tdmitéssel zdarja le a fed6lemezt.

Javasoljuk, hogy gumicementet (pl. Fixogum-ot) haszndljon a témitéshez.

3. Helyezze be a tdrgylemezeket fiit6blokkba vagy hibridizéciés
kamrdba és denaturdlia a mintdkat 75°C-on 10 percen ét.

4, Helyezze o targylemezeket hibridizaciés pérakamrdba és a
hibridizaciéhoz inkubdélija 6ket 37°C-on egy éjszakdn at.

Lényeges, hogy a minidk ne szdradjanak ki a hibridizécids lépés folyamdn.

Poszt-hibridizécié

Végezzen poszt-hibridizdciés eljardst (mosdst, héttérfestést és fluoreszcens

mikroszképos értékelést) a Zyto Light FISH-Tissue Implementation Kit készlet
haszndlati utasitdsdnak megfelelen.

13. Az eredmények kiértékelése

Megfelels fluoreszcencia sziir6 készletek haszndlataval o prébék
hibridizaciés jelei zéld (a COLTAT gén téréspontjétdl proximdlisan esé
régid) és narancssérga (a COLTAT gén téréspontjatédl disztdlisan esé régid)
szinlinek l&tszédnak.
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Normdl jelrendszer: Normal sejtek COL1A1 transzlokdcié nélkili,
interfdzisos sejtmagjaiban két zéld/narancssérga szin fuziés jel lathatd
(lasd 2. ébra).

Rendellenes jelrendszer: A COLTA1 gén régidjét érintd transzlokdciét egy
egymdstdl elkilénilt zéld és narancssdrga jel mutatja (lasd 2. dbra).

Az egymdssal dtfedd jelek citromsdrgdnak Kinhetnek.

Z5ld/Narancssarga Kettds Savu Sziiré Készlet

Normdl jelrendszer Rendellenes jelrendszer

2. 4bra: Vart eredmények normal és rendellenes sejtmagok esetén

A kisebb deléciok, duplikécidk vagy inverzidk okozta genomidlis eltérések
nehezen észlelhets jelmintdzatokat eredményezhetnek.

Néhdny abnormadlis mintéban a fent leirt két tipustdl eltéré jelmintazat-
eloszlés figyelheté meg, mely egyéb varidns géndtrendezédésre utal. Ezen
nem vart szigndl mintdzatok tovdbbi vizsgalatokat igényelhetnek.

Kérjuk, vegye figyelembe:

. A dekondenzélt kromatinszerkezet kévetkeztében egyes FISH jelek kis
szigndl klaszterekként jelentkezhetnek. igy kett6 vagy harom
egyforma méretii szigndl egymdstdl < 1 szigndl dtméré tévolsdggal
elvdlasztva egy szigndlnak szamolandé.

. Ne értékelien egymdssal éifedésben levé sejtmagokat.

. Ne szdmolja a tGlemésztett sejtmagokat (amelyek a sejtmagon belili
sotét tertletek alapjan ismerheték fel).

. Ne szdmolja az erés autofluoreszcencidval rendelkezé sejtmagokat,
ami a jelek felismerését gétolhatija.

. Negativ vagy nem specifikus eredményt szdmos tényez8 kivélthat
(lasd a 17. fejezetet).

. Az eredmények helyes interpretdldsa érdekében a terméket a
diagnosztikai  eljdrdsokban  t6rténé  felhaszndlds  elétt  a
felhaszndlénak validdlnia kell a nemzeti és/vagy nemzetkdzi
irdnymutatdsok szerint.

14. Ajanlott minéségellenérzési eligrasok

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

Belsé kontrol: Az elemzett mintdban 1évé nem neoplasztikus sejtek (pl.
fibroblasztok) normdl szigndl mintdzatot mutatnak.

Kulsé kontrol: Validalt pozitiv és negativ kontrol mintdk.

15. Teljesitményjellemzék

Pontossdg: A préba hibridizdciéjanak helyét normal férfi kariotipusd
minték metafdzis készitményein hatdrozték meg. Minden vizsgdlt mintéban
a préba kizardlag a vért l6kuszokhoz hibridizélédott. Nem figyeltek meg
tovabbi jeleket vagy kereszthibridizdciét. Igy a pontossdg 100%-nak
szdmithaté.

Analitikai érzékenység: Az analitikai érzékenység meghatdrozdséhoz a
préba mikédését normdl férfi kariotipusd minték metafdzis készitményein
hatdrozték meg. Valamennyi sejtmag a vart normdlis jelmintdzatot mutatta
az &sszes vizsgdlt mintdban. Ezért az analitikai érzékenységet 100%-osnak
becsilték.

Andlitikai specificitds: Az analitikai specificitdés meghatdrozdséhoz a préba
miikédését normal férfi kariotipusd mintdk metafdzis készitményein
hatérozték meg. Minden vizsgdlt mintdban a préobdk csak a vért cél
l6kuszokhoz hibridizalédtak, mas lokuszokhoz nem kotéditek. Ezért az
analitikai specificités 100%-nak szamolhaté.
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16. Hulladékkezelés

A reagensek

hulladékként

t6rténd

szabdlyozdsokkal dsszhangban kell elvégezni.

17. Hibaelharitas

A haszndlati utasitastdl vald bérmilyen eltérés gyengébb vagy akdr teljesen

negativ festési eredményekhez vezethet.

Gyenge jel vagy nincs jel

Valészindsithets ok

Javasolt teendd

A célszekvencia nem
kimutathaté

Haszndljon megfelelé kontrolokat

A sejt- vagy szévetminta
nem megfelel6en fixalodott

Optimalizélia a fixdlds idejét és a
fixdlészert vagy alkalmazzon
utéfixaldsi lépést a ZytoLight FISH-
Tissue Implementation Kit
kézikdnyvének "vizsgdlati eljarasdban"
leirtak szerint

A melegités el6kezelési, az
emésztési, a denaturdcids, a
hibridizaciés vagy a magas
stringencidji mosds
hémérséklete nem megfelels

Kalibrélt h6mérével ellenérizze a
haszndlt miiszaki berendezések
hémérsékletét

Nem megfelel
proteolitikus el6kezelés

Optimalizélja a pepszines emésztés
inkubdcids idejét, szUkség esetén
névelie vagy csdkkentse azt

A prébakeverék pdrolgdsa

Hibridizaciés pdrakamra haszndlata
esetén a nedvesitett csikok/vizzel t61tét
tartalyok hasznélata kotelezé.
Hibridizéciés fit6blokk hasznélata
esetén  gondoskodjon  megfelel§
paratartalomrél. Ezenkivil a
fedélemezt fteliesen le kell zdrni,
példaul Fixogum ragasztéval, a minta
kiszdraddsét a hibridizécié  sordn
elkerilendd

A magas stringencidjo
mosépuffer koncentrécidja
t0l alacsony

Ellenérizze a magas stringencidju
mosépuffer koncentréciéjat

Régi dehidratdlé oldatok

Készitsen friss dehidratdalé oldatokat

A fluoreszcens mikroszkép
nem mkédik megfelelgen

Ellenérizze a mikroszképot

Nem megfelel
szlir6készletet haszndl

Haszndljon a fluorokrémoknak
megfelel§ szlir6készleteket.

A hdrmas szii r6 szeft készlefek
kevesebb fényt biztositanak, mint a
mono- vagy ket s sziir6 k. Ennek
kévetkeztében a jelek a hdrmas
szl 8 szeft készlet haszndlatéval
gyengébbek lehetnek

A prébak/fluorokrémok fény
dltal kdrosodhattak

A hibridizaciét és a mosdsi lépéseket
sététben végezze

Kereszireagdlé fluoreszcens jelek; magas héttérzaj

Valészindsithetd ok

Javasolt teendd

A paraffin-mentesités nem
megfelels

Haszndljon friss oldatokat; ellenérizze
a paraffin-mentesités id6tartamat

Tul er8s proteolitikus
el6kezelés

Csokkentse a pepszines inkubdcié
idejét

Tulsdgosan nagy a préba
mennyisége az adott
tervletre

Csdkkentse a préba mennyiségét a
hibridizaciés terilet ardnydhoz
mérten, cseppenként ossza szét a
prébat elkerilve a tdlkoncentralédést
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A térgylemezek
szobah&mérsékletiire
hiltek a hibridizéciét
megel6z6leg

Tegye a targylemezeket miel6bb
37°C-ra

A magas stringencidjo
mosépuffer koncentréciéja
tol magas

Ellenérizze a magas stringencidju

mosépuffer koncentréciojét

A hibridizaciét kévets
mosdsi |épés hgmérséklete
t0l alacsony

Ellenérizze a h6mérsékletet; szikség
esetén emelje azt

A mintdk kiszéradnak az
egyes inkubdciés lépések
kézétt

A fedélemezek leragasztésaval
akaddlyozza meg a kiszdraddst és az
inkubdciét nedvesitett kérilmények
kdzott végezze

Kéarosodott széveti morfolégia

Valészindsithetd ok

Javasolt teendé

A sejt- vagy szévetminta
nem megfeleléen
fixalédott

Optimalizélia a fixdlds idejét és a
fixalészert vagy alkalmazzon utéfixélési
|épést a Zytolight FISH-Tissue

Implementation Kit kézikényvének
"vizsgdlati eljarasdban” leirtak szerint

Nem megfelel§
proteolitikus el6kezelés

Optimalizélja a pepszines emésztés
inkubdcids idejét, szikség esetén
ndévelie vagy csékkentse azt

A minta elégtelen
szdraddsa a préba
alkalmazdsa el6tt

Novelie a levegdn t6rténé szdradds
idejét

Atfeds sejtmagok

Valészindsithetd ok

Javasolt teendd

A metszetek vastagséga
nem megfeleld

Készitsen 2-4 um vastagségu
metszeteket

A metszet ledszik a targylemezrél

Valészindsithets ok

Javasolt teendé

A targylemez bevonata
nem megfelel§

Haszndljon megfelels térgylemezeket

Tl erés proteolitikus
el6kezelés

Csdkkentse a pepszines emésztés
inkubécids idejét

Gyenge hdttérfestés

Valészindsithetd ok

Javasolt teendd

Alacsony koncentréciéjo
DAPI oldat

Haszndlja a DAPI/DuraTect-Solution
ultra) (Kat.szém MT-0008-0.8)
terméket

A DAPI festés inkubdciés
ideje 0l révid

Allitsa be megfelelen a DAPI festés
inkubécids idejét
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