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ZytoLight
SPEC FGFR3 Dual Color Break Apart Probe
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N/ 20 (0,2 ml)

Z-2170-50
Z-2170-200

Az emberi FGFR3 gén 4p16.3-es géndllomdnydt érinté
transzlokdcidk mindségi kimutatéséra fluoreszcens in situ

hibridizéciéval (FISH)
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In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz
az IVDR (EU) 2017/746 szerint

1. Rendeltetésszerii cél

A ZytoLight SPEC FGFR3 Dual Color Break Apart Probe (PL126) a 4p16.3
-on taldlhaté humén FGFR3 gént érint6 transzlokdcidk mindségi
kimutatdsdra szolgdl formalin-fixdlt, paraffinba  dgyazott mintékban
fluoreszcens in situ hibridizaciéval (FISH). A szonda a Zyto Light FISH-Tissue
Implementation Kit (Prod. No. Z-2028-5/-20) készlettel egyitt hasznélhaté.

A termék kizarélag professziondlis haszndlatra készult. A termékkel végzett
valamennyi vizsgdlatot minésitett, engedéllyel rendelkezé 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 fluoreszcens /n situ hibridizaciés (FISH) technika lehetévé teszi specifikus
nukleinsav-szekvencidk kimutatdsat és vizualizdlasat sejtkészitményekben.
A fluoreszcensen jeldlt DNS-téredékek, az Ugynevezett FISH-szondék és a
prepardtumokban  1év6  komplementer  cél-DNS-szdlak  egyUttesen
denaturdlédnak, majd a hibridizécié sorédn hagyjék, hogy a DNS-
téredékek egymdshoz kapcsolédjanak. Ezt kévet6en a nem specifikus és
nem kététt szondafragmentumokat szigord mosési [épésekkel tévolitjak el.
A DNS DAPl-val t6rténé  ellenfestése  utdn o  hibridizalt
szondafragmentumokat fluoreszcens mikroszkép segitségével vizualizdljuk,
amely olyan gerjeszt6 és emissziés sziir6kkel van felszerelve, amelyek
specifikusak  azokra a  fluorokrémokra,  amelyekkel o  FISH-
szondafragmentumokat kdzvetlendl jelélték.
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3.  Rendelkezésre bocsétott reagensek

A ZytolLight SPEC FGFR3 Dual Color Break Apart Probe a kévetkezékbél
all:

. ZyGreen (gerjesztés 503 nm/emisszié 528 nm) jelélt polinukleotidok
(~10 ng/ul), amelyek a 4p16.3* (chr4:1,093,149-1,729,455), a
FGFR3 téréspont régiétdl tavoli szekvencidkat célozzdk meg (lésd az
1. &brat).

. ZyOrange (gerjesztés 547 nm/emisszi6 572 nm) jelslt
polinukleotidok (~4,5 ng/ul), amelyek a FGFR3 téréspont régidhoz
kozeli 4p16.3* (chrd:1,922,997-2,446,931) szekvencidkat célozzdk
(lasd az 1. dbrat).

. Formamid alapd hibridizaciés puffer
*a Human Genome Assembly szerint GRCh37/hg19

RH11100 ECD24349
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~635 kb ~525 kb
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1. Gbra: SPEC FGFR3 (nem méretaranyos)

A ZytoLight SPEC FGFR3 Dual Color Break Apart Probe két méretben
kaphaté:

. Z-2170-50: 0,05 ml (5 reakcié, egyenként 10 ul)
Z-2170-200: 0,2 ml (20 reakcié, egyenként 10 ul)

4, Szikséges, de nem biztositott anyagok

. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Prod. No. Z-2028-5/-20)
. Pozitiv és negativ kontrollmintak

. Mikroszképos targylemezek, pozitiv t6ltési

. Vizfurds (37 °C, 98 °C)

. Hibridizétor vagy f6z6lap

. Hibridizdlé vagy pdrakamra a hibridizaciés kemencében

e Allithaté pipettak (10 ul, 25 ul)

. Festéedények vagy furdsk

|dézits

Kalibralt h6méré

Etanol vagy reagens alkohol

Xilol

Deionizélt vagy desztillalt viz

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

Gumicement, pl. Fixogum Rubber Cement (Prod. No.E-4005-50/-
125) vagy hasonlé.

Megfeleléen karbantartott fluoreszcens mikroszkép (400-1000x)

. Fluoreszcens mikroszképidhoz j6vahagyott meriléolaj

. Megfelel sziir6készletek

5. Térolas és kezelés

2-8 °C-on, fénytél védett, figgbleges helyzetben tarolja. Haszndlja fénytsl
védve. Haszndlat utdn azonnal éllitsa vissza a tarolési kérilmények kézé.
Ne haszndlia fel a reagenseket a cimkén feltUntetett lejarati idén t0l. A
termék a cimkén feltintetett lejdrati détumig stabil, ha megfeleléen kezelik.

6. Figyelmeztetések és Svintézkedések

. Haszndlat elétt olvassa el a hasznélati utasitdst!
. Ne hasznélja fel a reagenseket a lejérati idé lejérta utén!
. Ez a termék (kis koncentrdcidban és mennyiségben) egészségre

kdros és potencidlisan fert6z anyagokat tartalmaz. Kerilie a
reagensekkel valé kézvetlen érintkezést. Tegyen megfelel
védbintézkedéseket (haszndlion eldobhaté kesztyiit, védészemiveget
és laboratériumi ruhézatot)!
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. A termékkel kapcsolatban bekévetkezett minden silyos eseményt
jelentsen a gydrténak és a helyi elSirdsoknak megfeleléen az illetékes
hatésagnak!

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

mennyiségl vizzel!

. A professziondlis felhasznélék szamara kérésre biztonsagi adatlap
4ll rendelkezésre.

. Ne haszndlia Gjra a reagenseket, kivéve, ha az Ujrafelhaszndlés
kifejezetten engedélyezett!

. Kerilie a minték keresztszennyezédését, mivel ez hibds
eredményekhez vezethet.

. A szonddt nem szabad hosszabb ideig fénynek, kiléndsen erés
fénynek kitenni, azaz minden |épést lehetbség szerint sététben
és/vagy fénydllé edényben kell elvégezni.

Veszélyre és dvintézkedésekre vonatkozé nyilatkozatok:

A veszélyt meghatdrozé komponens a formamid.

é Veszély

H351 Feltehetéen rékot okoz.

H360FD Kérosithatja a termékenységet. Karosithatja a
magzatot.

H373 Hosszan tarté vagy ismételt expozicié esetén szervi
kdrosodést okozhat.

P201 Haszndlat el6tt kérje be a specidlis utasitdsokat.

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

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

P280 Viselien védGkeszty(it/védé

ruhdzatot/szemvédét/arcvédét.

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

P405 Elzarva tarolandé.

7. Korlatozasok

. In vitro diagnosztikai felhaszndlasra.

. Kizarélag professziondlis hasznélatra.

. Kizarélag nem automatizélt haszndlatra.

. Az andlitikai normdlis hatérériéket az érdeklédésre szdmot tartd
rendellenes jelmintézatra szakképzett

patolégusnak/huméngenetikusnak kell megdllapitania.

. A pozitiv fest6dés klinikai értelmezését vagy annak hidnyat a klinikai
anamnézis, a morfolégia, az egyéb szévettani kritériumok, valamint
az egyéb diagnosztikai vizsgélatok dsszefiggésében kell elvégezni.
A képzett patolégus/huméngenetikus felel8ssége, hogy ismerje a
FISH-szondékat, a reagenseket, a diagnosztikai paneleket és a festett
prepardtum el8dllitésdhoz haszndlt médszereket. A festést tandsitott,
engedélyezett laboratériumban kell elvégezni,
patolégus/humdngenetikus feligyelete mellett, aki felelés a festett
targylemezek felUlvizsgdlatéért és a pozitiv és negativ kontrollok
megfelel6ségének biztositdsdért.

. A mintdk festése, kiléndsen a jelintenzitds és a héttérfestés, figg a
minta festést megel6z8 kezelésétsl és feldolgozdsétél. A nem
megfelel6 fixdlds, fagyosztds, felolvasztds, mosés, szdritds,
melegités, szeletelés vagy mdés mintdkkal vagy folyadékokkal valé
szennyez6édés  artefaktumokat  vagy  hamis  eredményeket
eredményezhet. Az inkonzisztens eredmények o fixdlési és
bedgyazdsi mddszerek eltéréseibél, valomint a mintédban rejls
szabélytalansagokbdl adédhatnak.

. A szonda csak a 3. fejezetben leirt I6kuszok kimutatésara
haszndlhaté. "Reagensek”.
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. A teliesitményt a jelen haszndlati utasitésban leirt eljgrésokkal

validéltdk. Ezen eljgrédsok moddositdsa  megvdltoztathatia @

teljesitményt, és azt a felhaszndalénak kell hitelesitenie. Ez az IVD csak

akkor rendelkezik CE tanUsitvénnyal, ha az ebben a haszndlati

utasitésban leirtak szerint, a rendeltetésszer(i haszndlat kérében
hasznéljak.

8. Interferencidt kivalté anyagok

A mintdban 1évé vérdsvértestek autofluoreszcenciat mutathatnak, ami
akadélyozza a jelfelismerést.

A kévetkezd fixdlészerek nem kompatibilisek a FISH-vel:

Bouin-fixalé

B5 fixalo

savas fixaldk (pl. pikrinsav)
Zenker-fixalé

Alkoholok (6nmagukban haszndlva)
Higany-klorid

Formaldehid/cink fixalé

Hollande fixdlé

Nem pufferelt formalin

9. A mintdk elékészitése

Készitse el6 a mintdkat a Zytolight FISH-Tissue Implementation Kit
haszndlati utasitésdban leirtak szerint.

10. A készilék elékészits kezelése

A termék haszndlatra kész. Nincs szikség felolddsra, keverésre vagy
higitdsra. Haszndlat elétt a szonddt szobah8mérsékletre (18-25 °C) kell
hozni, fénytél évni kell. Az injekcids Uveg felnyitésa el6tt vortexeléssel
keverije dssze, és révid ideig forgassa le.

11. Vizsgdlati elidrés

A minta elékezelése
Végezze el a minta el6kezelését (viaszmentesités, proteolizis) a ZytoLlight
FISH-Tissue Implementation Kit haszndlati utasitdsa szerint.

Denaturécié és hibridizacié
1. Pipettdzzon 10 ul szondét minden el6kezelt mintéra.

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

A té6mitéshez gumicement (pl. Fixogum) haszndlatdt javasoljuk.

3. Helyezze a tdrgylemezeket forré lemezre vagy hibridizétorra, és
denaturdlia a mintdkat 10 percig 75 °C-on.

4. Helyezze 4t a tdrgylemezeket egy parakamrdba, és hibridizdljon egy
éjszakdn &t 37 °C-on (pl. hibridizaciés kemencében).

Nagyon fontos, hogy a mintdk ne szdradjanak ki a hibridizdciés lépés
sordn.

Hibridizacié uténi

Végezze el a hibridizacié utdni feldolgozést (mosds, ellenfestés,
fluoreszcens mikroszképia) a Zytolight FISH-Tissue Implementation Kit
haszndlati utasitdsa szerint.

12. Az eredmények értelmezése

Megfelel6 szlirékészletek haszndlatdval a préba hibridizaciés jelei zéld
szinliek (a FGFR3 téréspont régiétél distalisan) és narancssdrgdk (a FGFR3
téréspont régiétdl proximdlisan).

Normdl jelrendszer: A normdl sejtek vagy a FGFR3 génteriletet érinté
transzlokdcié nélkoli sejtek interfdzisaiban két zdld/narancs fozids jel
jelenik meg (l4sd a 2. dbrat).

Rendellenes jelrendszer: Egy transzlokdcié dltal érintett FGFR3 génteriletet
egy kolénallé zsld és egy kiléndllé narancssdrga jel jelez (lasd a 2. &brat).
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Az egymdst ditfeds jelek sdrga jelzésként jelenhetnek meg.

Zéld/narancssarga kettds sdvsziirg készlet

Normdl helyzet Aberrdns helyzet

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

Genomic aberrations due to small deletions, duplications or inversions
might result in inconspicuous signal patterns Egyes rendellenes mintékban
a fent leirtaktdl eltéré jelmintdk is megfigyelheték. Ezeket a varatlan
jelmintakat tovabb kell vizsgdlni.

Keérjuk, vegye figyelembe:

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

. Ne értékelie az egymdst 4tfedé magokat.

. Ne szémolijo meg a tOlsGgosan megemésztett sejtmagokat (a
sejtmagok belsejében lathatd sétét teriletekrél ismerheté fel).

. Ne szdmolja az erés autofluoreszcencidji sejtmagokat, amelyek
akaddlyozzdk a jelfelismerést.

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

. Az eredmények helyes értelmezése érdekében a felhasznélénak a
nemzeti és/vagy nemzetkézi irdnyelveknek megfeleléen validélnia
kell a terméket a diagnosztikai eljérésokban valé felhasznalés elétt.

13. Ajanlott mindségellenérzési eljarasok

A feldolgozott minték és a vizsgdlati reagensek megfeleld teljesitményének
ellendrzése érdekében minden egyes vizsgdlathoz belsé és kilsé
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

A teliesitményt a Zytolight FISH-Tissue Implementation Kit haszndlati
utasitdsa szerint értékelték.

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

15. Eltavolités

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

16. Hibaelharitas

A kezelési utasitdsoktdl

A1}

valé  bdarmilyen eltérés rosszabb festési
eredményhez vagy egydltaldn nem festéshez vezethet. Tovébbi

informdcidkért kérjik, olvassa el a www.zytovision.com honlapot.

Gyenge jelek vagy egyéltalan nincs jel

Lehetséges ok

Javasolt teendé

Nem megfeleléen régzitett
sejt- vagy szévetminta

Optimalizélja a régzitési idét és a
fixdélészert, vagy alkalmazzon poszi-
fixdlasi |épést a ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit kézikényvének
"Assay procedure" részében leirtak
szerint.

Nem megfelelen végzett
proteolitikus el6kezelés

Optimalizélja a pepszin inkubdciés
idejét, szikség esetén névelie vagy
csdkkentse azt.

Szonda pdrolgds

A hibridizalé haszndlata esetén a
nedves csikok/vizzel t8ltétt tartalyok
hasznélata kételezé. Hibridizalé
kemence haszndlata esetén a
pérakamra haszndlata kételezé.
Ezenkivil a fedslemezt teljesen le kell
zarni, pl. Fixogummal, hogy
megakaddlyozzuk a minta
kiszaraddsat a hibridizacié sordn.

Nem megfelel
szlir6készletek hasznélata

Haszndljon a szonda
fluorokrémijainak megfelels
szlir6készleteket.

A hdromszoros sdvsz(irs-készletek
kevesebb fényt biztositanak az egy-
vagy kétsdvsziirg-készletekhez képest.
Kévetkezésképpen a jelek
halvényabbnak tinhetnek e
hdromsdvos szlir6készletek
haszndlatdval.

Kereszt hibridizéciés jelek; zajos héttér

Lehetséges ok

Javasolt teendd

Nem teljes viaszmentesités

Haszndljon friss oldatokat; ellenérizze
a viaszmentesités id6tartamat.

Tul er8s proteolitikus
el6kezelés

Csdkkentse a pepszin inkubdciés
idejét

A targylemezeket
hibridizacié elétt
szobahdmérsékletre kell
hiteni.

A targylemezeket gyorsan helyezzik
4t 37 °C-ra

Morfolégia romlott

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A sejt- vagy szévetmintét
nem megfeleléen
régzitették

Optimalizélja a régzitési idét és a
fixalészert, vagy alkalmazzon poszt-
fixaldsi lépést a ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit kézikényvének
"Assay procedure" részében leirtak
szerint.

Nem megfeleléen végzett
proteolitikus el6kezelés

Optimalizélia a pepszin inkubdciés
idejét, szikség esetén csékkentse azt.

Elégtelen szdritds a szonda
felhelyezése el6tt

Légszdritds meghosszabbitasa

Atfedé magok

Lehetséges ok

Javasolt teendd

A szdveti metszetek nem
megfelel§ vastagséga

Készitsink 2-4 um-es mikrotomos
metszeteket
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A minta lebeg a t4rgylemezré|

Lehetséges ok Javasolt teend8

Tl erés proteolitikus Csokkentse a pepszin inkubdcids
el6kezelés idejét

Gyenge ellenfesték

Lehetséges ok Javasolt teendd

Alacsony koncentrdciéju Haszndljon helyette DAPI/DuraTect-
DAPI-oldat Solution (ultra) (Prod. No. MT-0008-
0.8).

Tl révid DAPI inkubéciés A DAPI inkubdciés id8 bedllitdsa
idé

17. Irodalom

. Kievits T, et al. (1990) Cytogenet Cell Genet 53: 134-6.

. Wilkinson DG: In Situ Hybridization, A Practical Approach, Oxford
University Press (1992) ISBN 0 19 963327 4.

18. FelGlvizsgélat

I::III www.zytovision.com
A legfrissebb haszndlati utasitdsokat, valamint a kilénbézé nyelvii
hasznélati utasitdsokat a www.zytovision.com oldalon taldlja.

Szakértéink készséggel vélaszolnak kérdéseire.

Kérjok vegye fel velink a kapcsolatot a helptech@zytovision.com
cimen.

A biztonsdagrél és a teljesitményrél sz6l6 ésszefoglalét lasd a kdvetkezd

oldalon www.zytovision.com.

ad

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

Fax: +49 471 4832-509

E-mail: info@zytovision.com

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