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In vitro diagnosztikai orvosi eszkdz
IVDR (EU) 2017/746 szerint

1. Javasolt alkalmazés

A FledSH-Tissue Implementation Kit a F/edSH probdakkal kombinélva,
formalinban fixdlt, paraffinba dagyazott mintékon fluoreszcens in situ
hibridizaciéval (FISH) t&rténé alkalmazésara szolgdl.

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

2.  Avizsgdlat elve

A fluoreszcens /n situ hibridizaciés (FISH) technika lehetévé teszi specifikus
nukleinsav-szekvencidk kimutatdsét és vizualizdldsét sejtkészitményekben.
A fluoreszcensen jeldlt DNS-téredékek, az ugynevezett FISH-szondék és a
prepardtumokban  1év6  komplementer  cél-DNS-szdlak  egyUttesen
denaturdlédnak, majd a hibridizacié sordn hagyjdk, hogy a DNS-
téredékek egymdshoz kapcsolédjanak. Ezt kévetéen a nem specifikus és
nem koététt szondafragmentumokat szigord mosési lépésekkel tavolitjak el.
A DNS DAPl-val 16rténé  ellenfestése  utén a  hibridizélt
szondafragmentumokat fluoreszcens mikroszkép segitségével vizualizaljuk,
amely olyan gerjeszt6 és emissziés szlir6kkel van felszerelve, amelyek
specifikusak  azokra o  fluorokrémokra, amelyekkel a  FISH-
szondafragmentumokat kdzvetlendl jelslték.
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A FlextSH-Tissue Implementation Kit két méretben kaphaté, és a
kévetkez6kbél 4ll:

3.  Rendelkezésre bocsétott reagensek

Kod: Komponens Mennyiség Konténer
20 \Y/ 5
PT1 Heat Pretreatment 500 ml | 150 ml Csavaros kupakos

Solution Citric Uveg (nagy)

. . Cseppentds Uveg,
Fepsin colution .
ES1 Pepsin Solution 4 ml 1 ml fehér kupakkal

5x_FlexISH Wash

Csavaros kupakos

WB10 500 ml [ 150 ml | .
Buffer Uveg (nagy)
DAPI/DuraTect- Reakcidedény,
MT7 | Solution 08 102 ) gk fedel
Instructions for use | 1 1

Z-2182-5 (5 vizsgdlat): ES1 és MT7 komponensek 5 reakcidhoz
elegendéek. A WB10 komponens 3x 3 db, egyenként 70 ml-es
fest6edényhez elegendd. A PT1 komponens elegendé 2 db, egyenként 70
ml-es fest6edényhez.

Z-2182-20 (20 vizsgdlat): Az EST és MT7 komponensek 20 reakcidhoz
elegendéek. A WB10 komponens 11x 3 darab, egyenként 70 ml-es
fest6edényhez elegendd. A PT1 komponens 7 darab, egyenként 70 ml-es
fest6edényhez elegends.

4, Szikséges, de nem biztositott anyagok

. FlexISH probe

. Pozitiv és negativ kontrollmintak

. Mikroszképos targylemezek, pozitiv téltési

. Vizfordé (37 °C, 98 °C)

. Hibridiz&lé vagy f6z8lap

. Hibridiz&lé vagy parakamra a hibridizaciés kemencében
e Allithaté pipettak (10 ul, 25 ul)

. Festedények vagy furdék

. |dézits

. Kalibralt h6mérs

. 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. Tarolas és kezelés

Téroldsa 2-8 °C-on, fuggbleges helyzetben. Felhaszndldst kévetSen
azonnal a térolési feltételek alkalmazandéak. Ne hasznélia a reagenseket
a cimkén feltuntetett lejarati id6n tl. A termék a cimkén feltintetett lejarati
ideig 6rzi meg stabilitésat megfelelen kezelés mellett.

6. Figyelmeztetések és Svintézkedések

. Haszndlat elétt olvassa el a hasznélati utasitdst!
. Ne hasznélja a reagenseket a lejarati idé letelte utan!
. Ez a termék olyan anyagokat tartalmaz (kis koncentracidban és

térfogatban), amelyek oz egészségre kdrosak és potencidlisan
fert6z6ek. Kerilie a kdzvetlen érintkezést a reagensekkel. Tegyen
megfelelé védgintézkedéseket (haszndlijon eldobhaté kesztyiit,
védészemiveget és laboratériumi éltézetet)!

. Jelentsen a gydrténak és az illetékes hatésagnak a termékkel
kapcsolatban minden silyos eseményt a helyi elSirdsoknak
megfelelGen!
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. Ha a reagens bérrel érintkezik, azonnal dblitse le bé vizzel!
. Foglalkozésszer( felhaszndlok részére igény esetén anyagbiztonségi

adatlapot biztositunk.

. Ne haszndlja fel Ujra a termékeket, kivéve, ha az Ujrafelhasznélés
kifejezetten engedélyezett!

. A mintdk keresztszennyez8dését kerilni kell, mert ez hibds
eredményhez vezethet.

Az ES1 specidlis cimkézése:

EUH208 pepsin A-t tartalmaz. Allergiés reakciét valthat ki.
EUH210 Kérésre biztonsdagi adatlap kaphaté..

Veszély- és évintézkedési nyilatkozatok az PT1 és WB10 esetében:

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

@ Figyelem

H317 Allergids bérreakciét vélthat ki.
P261 KerUlje a por/fust/gaz/kdd/géz8k/permet belélegzését.
P272 Szennyezett munkaruhdt tilos kivinni a munkahely

terUletérdl.

P280 Védékesztyli/védéruha/szemvéds/arcvédé/halldasvédele
m/... haszndlata kételezé.

P302+P352 HA BORRE KERUL: Lemosds b6 vizzel

P3334+P313  Bérirritdcié vagy kittések megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

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

Veszély- és Svintézkedési nyilatkozatok az MT7 esetében:

Ez a préba az 1272/2008/EK rendelet szerint nem mindsil veszélyesnek.

7. Korlatozasok

. In vitro diagnosztikai haszndlatra.

. Csak szakképzett felhaszndalok részére.

D Csak nem-automatizdlt haszndlatra.

. Barmely pozitiv fest6dés vagy annak hidnya esetén, a klinikai

interpretdciét a klinikai anamnézis, a morfolégia, oz egyéb
kérszdvettani kritériumok, valamint az egyéb diagnosztikai tesztek
Ssszefuggésében kell elvégezni. A szakképzett
patolégus/humdngenetikus  felel6ssége, hogy ismerje az ISH-
prébdkat, reagenseket, diagnosztikai paneleket és a festett
készitmény el dllitdsdhoz haszndlt médszereket. A festést mingsitett,
engedéllyel  rendelkez6  laboratériumban  kell  elvégezni
patolégus/humdngenetikus  feligyelete mellett, aoki a festett
targylemezek éGttekintéséért és o pozitiv és negativ kontrollok
biztositasaért is felelss.

. A minta festése, kildndsen a jelintenzitds és a héttérfestés eréssége
a festést megel6z6 mintakezelésté| és feldolgozdstél figg. A minta
nem megfelel6 fixdldsa, fagyasztdsa, felolvasztdsa, mosdsa,
szdritdsa, melegitése, metszése vagy mdas mintdkkal és folyadékokkal
valé keresztszennyezése miitermékek vagy hamis eredmények
kialokuldséhoz vezethet. Ellentmondé eredmények eredhetnek a
minta régzitési és bedgyazdsi eltéréseibél, valamint magdban a
mintdban rejl8 egyenlétlen feltételekbdl.

. A teljesitmény érvényesitése a jelen haszndlati Gtmutatéban leirt
eliérésokkal tértént. Ezen elidrédsok médositdsa megvéltoztathatia a
teliesitményt, és ezeket a felhasznélénak ellenériznie kell. Ez az IVD
csak akkor rendelkezik CE-tanusitvénnyal, ha oz ebben az
Utmutatéban leirtak szerint haszndljék, a rendeltetésszer(i haszndlat
keretein belul.
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A mintdban [évé vordsvértestek autofluoreszcenciat mutathatnak, ami
akadélyozza a jelfelismerést.

8. Interferencidt kivalté anyagok

A kdvetkezé fixalészerek nem kompatibilisek a FISH-vel:

. Bouin-fixalé

. B5 fixalo

. savas fixaldk (pl. pikrinsav)

. Zenker-fixald

. Alkoholok (6nmagukban haszndlva)
. Higany-klorid

. Formaldehid/cink fix4lé

. Hollande fixalé

. Nem pufferelt formalin

9. A mintdk el6készitése
Ajanlésok:

. Fixalas 10% semlegesen pufferelt formalinban 24 6ran keresztul
szobahémérsékleten (RT, 18°C-25°C).

Mintaméret < 0,5 cm .3

Haszndljon prémium mindségl paraffint.

A bedgyazdst 65 °C-ndl alacsonyabb hémérsékleten kell végezni.
Készitsen 2-4 um -es mikrotomos metszeteket.

Haszndljon pozitiv t6ltésti térgylemezeket.

Fixdljuk a szévetszelvényeket 2-16 6rén 4t 50-60 °C-on.

10. A reagens el6készitése

Az 5x F/esSH Wash Buffer (WB10) a 11. pontban leirtak szerint kell
elékezelni. ,Assay procedure” (Vizsgdlati eljdrds). A készlet sszes tdbbi

reagensét azonnal felhaszndlasra kész dllapotban kell haszndlni. Nincs
szUkség rekonstiticiéra, keverésre vagy higitésra.

11. Vizsgdlati elidrés

111 11.1 1. nap

El6készité lépések
Készitsink etanol-sorozatot (70%-os, 90%-os és 100%-os etanolos
oldatok): Higitsuk fel a 100%-os etanolt ionmentesitett vagy desztilldlt
vizzel. Fzek az oldatok megfelels tartdlyokban térolhaték és Jjra
felhaszndlhato.

2.  Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Melegitse 98 °C-ra egy
lefedett festéedénybe..
AexISH Probe: Haszndlat elétt hozza szobahémérsékletre, védije a
fénytél. Az injekcids Uveg felnyitdsa elétt keverjik &ssze vortexeléssel
és révid ideig forgassuk le.

El6kezelés (vioszmentesités/proteolizis)

1.  Inkubdlja a targylemezeket 2x 5 percig xilolban.

2. Inkubdéljuk 100%-os, 100%-0s, 90%-os és 70%-os etanolban,
egyenként 2 percig.

3. Mossunk 2x 2 percig ionmentesitett vagy desztillalt vizben.

4.  Inkubdljuk 20 percig 98°C-on elémelegitett
Heat Pretreatment Solution Citric (PT1).

Javasoljuk, hogy festSedényenként legfeljebb nyolc térgylemezt haszndljon.
A tdrgylemezek bemeritését kdvetben ellenbrizze a ftégelyben [Iév
Citromsavas hbelékezelb oldat hémérsékletét, és kezdje el az idst, amint az
oldat h6 mérsékiete elérte a 95°C-of.

5.  Azonnal helyezze 4t a térgylemezeket ionmentesitett vagy desztillalt
vizbe, mossa 2x 2 percig, majd dntse le vagy t6rélje le a vizet.

6. Vigyen fel (cseppenként) Pepsin Solution (EST) a mintdkra, és
inkubdlja 15 percig 37°C-on, pdrakamrdban.

Az ES] csapadékot képezhet, amely nem befolydsolja a minéséget

T6bb tényezétl, pl. a régzités jellegéts] és id6tartamdtdl, a metszetek
vastagsdgditdl és a mintdk jellegéts] figgben kiilénbéz8 inkubdcids id6kre
lehet sziikség. Az inkubdcids id6re vonatkozé irédnymutatdsként 2-30 perc
inkubdciés idbt ajdnlunk. Altaldnos szabdlyként javasoljuk, hogy o
profeolizis optimdlis idejét el6zetes vizsgdlatok sordn dllapitsa meg.
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7.  Mossunk 2x 2 percig ionmentesitett vagy desztillalt vizben.

8.  Dehidratdlds: 70%-os, 90%-os és 100%-os etanolban, egyenként 1
percig.

9.  Légszdraz szakaszok.

Ugyeljen arra, hogy a szonda felhelyezése elétt a metszeteket teljesen
megszdritsa, mivel a maradék nedvesség csékkentheti a jel intenzitdsdrt

és/vagy befolydsolhatia a minta morfolégidjat.

Denaturécié és hibridizacié

1.  Pipettdzzon 10 ul FlexISH Probe-t minden elSkezelt mintéra.
Kerdlje a szonda hosszu ideig tartd fényhatdsdt.

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

A 18mitéshez gumicement (pl. Fixogum Rubber Cement) haszndlatdt
Javasoljuk.

3.  Helyezze a térgylemezeket forré lemezre vagy hibridizétorra, és
denaturdlia a mintdkat 10 percig 75°C-on.
4.  Végezze el a hibridizaciét 2 érétél 16 6rdig (azaz egy éjszakdn af)

37 °C-on, vagy a térgylemezeket hibridizalé készilékbe, vagy
pdrakamrdba és hibridizaciés kemencébe helyezve.

Alapvets fontossagl, hogy a szdvet/sejtminték ne szdradjanak ki a
hibridizaciés Iépés sorén.

11.2 1. és 2. nap

El6készits lépések

1. 5x FlexISH Wash Buffer: mosdpuffer elkészitése: Higitson fel 1 rész
5x FlexISH Wash Buffer (WB10) 4 rész deionizdlt vagy desztillélt
vizzel. Téltsdn meg hdrom festéedényt az 1x FlexISH Wash Buffer ,
egy edényt melegitsen el6 72°C-ra, két edényt pedig tartson
szobahdmérsékleten.

2. DAPI/DuraTect-Solution (MT7): Haszndlat elétt szobahémérsékletre
kell hozni, fénytél évni kell.

Hibridizalas és kimutatés

1. Ovatosan tavolitsa el a gumibetétet vagy a ragaszét.
2. A fedélemezeket szobahémérsékleten 1-2 percre 1x FlexISH Wash
Buffer pufferbe meritve tavolitsa el.

To facilitate the removal of the coverslip, this step can alfernatively be
performed for 2 min at 37°C.

3. Mossuk az Tx FlexISH Wash Buffer pufferrel 10 percig 72°C-on.
Az Ix FlexISH Wash Buffer elé kell melegiteni. Szikség esetén h6mérével
ellenérizze. Ne haszndljon nyolcndl 15bb térgylemezt festSedényenként.

4., Mossuk oz 1x FlexISH Wash Buffer pufferrel 3  percig
szobahdmérsékleten..

5.  Inkubdlia a targylemezeket 70%-o0s, 90%-os és 100%-os etanolban,
egyenként 1 percig.
6. A mintékat a levegén, fénytdl védve széritsa meg.

7.  Pipettdzzon 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) a targylemezekre. A
beszorult buborékok elkerilése érdekében fedjik le a mintékat
fedélemezzel (24 mm x 60 mm). Inkubdljuk sététben 15 percig.

A nyilds méretének névelése érdekében levdgott pipettahegy haszndlata
megkdnnyitheti a pipetidzdsi folyamatot. Kerdlje a hosszu fényhatdst.

8. A targylemezeket sététben tarolja. Hosszabb tarolds esetén ez 2-8
°C-on térténjen.
9. A mintaanyag kiértékelése fluoreszcens mikroszképidaval térténik. A

kévetkezd hullémhossz-tartomdnyokhoz szikséges szlir6készletekre
van szUkség:

Fluoreszkdlé festék | Gerjesztés Kibocsétds
ZyBlue 418 nm 467 nm
ZyGreen 503 nm 528 nm
ZyGreen 2.0 493 nm 518 nm
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm

12. Az eredmények kiértékelése

Megfelel sziir6készletek alkalmazdaséval normél sejtek vagy kromoszéma-
rendellenességeket nem mutaté sejtek interfézisaiban vagy metafézisaiban

Al
szonddnként/fluoreszcens jeldlésenként két jel jelenik meg, kivéve az X
és/vagy Y kromoszémdkat célzé6 szonddkat, amelyek esetében nemtsl
foggben szonddnként/fluoreszcens jeldlésenként egy-két jel nem jelenik
meg. A  kromoszéma-aberracidkkal  rendelkez8  sejtekben  az
interfézisokban vagy metafdzisokban eltéré jelmintdzat lathaté. Az
eredmények értelmezésével kapcsolatos tovdbbi részletekért kérjok,
olvassa el a megfelels szonda kézikdnyvét.

13. Ajdanlott minéségellenérzési elidrasok

Olvassa el a megfelel6 ZytoVision préba hasznélati utasitasat.

14. Teljesitményjellemzék

Olvassa el a megfelel6 ZytoVision préba hasznélati utasitasat.

15. Eliavolitas

A reagensek hulladékként t6rténé  elhelyezését az  orszégos
szabdlyozésokkal 8sszhangban kell elvégezni.

16. Hibaelhéaritas

A kezelési utasitdsoktdl valé  béarmilyen 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 megfelel6en régzitett Optimalizélia a régzitési idét és a
sejt- vagy szévetminta fixalészert.

Nem megfeleléen végzett
proteolitikus el6kezelés

Optimalizélia a pepszin inkubdciés
idejét, szikség esetén névelie vagy
csokkentse azt.

A hibridizalé haszndlata esetén a
nedves csikok/vizzel t6lt&tt tartalyok
hasznélata kételezé. Hibridizalé
kemence haszndlata esetén a
pérakamra haszndlata kételezd.
Ezenkivil a fedélemezt teljesen le kell
zarni, pl. Fixogummal, hogy
megakaddlyozzuk a minta
kiszaraddsat a hibridizacié sordn.

Szonda pdrolgds

Nem megfelel
szlirékészletek hasznélata

Haszndljon a szonda
fluorokrémjainak megfelel
sz(ir6készleteket.

A hdromszoros sdvsziir-készletek
kevesebb fényt biztositanak az egy-
vagy kétsdvsziirs -készletekhez képest.
Kévetkezésképpen a jelek
halvényabbnak tinhetnek e
hdromsdvos sziir6készletek
haszndlataval.

Kereszt hibridizéciés jelek; zajos hétiér

Lehetséges ok Javasolt teendd

Nem teljes viaszmentesités Haszndljon friss oldatokat; ellenérizze
a viaszmentesités idétartamat.

Tl erés proteolitikus Csdkkentse a pepszin inkubdciés
el6kezelés idejét

A targylemezeket
hibridizacié elétt
szobah8mérsékletre kell
hteni.

A térgylemezeket gyorsan helyezzik
at 37 °C-ra
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Morfolégia romlott

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A sejt- vagy szévetmintét
nem megfeleléen
régzitették

Optimalizdlja a régzitési id6t és a
fixdl6szert

Nem megfeleléen végzett
proteolitikus el6kezelés

Optimalizdlja a pepszin inkubécids
idejét, szikség esetén csdkkentse azt.

Elégtelen szdritds a szonda
felhelyezése elétt

Légszaritds meghosszabbitdsa

Atfeds magok

Lehetséges ok

Javasolt teendé

A szdveti metszetek nem
megfelels vastagséga

Készitsink 2-4 um-es mikrotomos
metszeteket

A minta lebeg a térgylemezrél

Lehetséges ok

Javasolt teendé

Tul erés proteolitikus
el6kezelés

Csoékkentse a pepszin inkubdciés
idejét

Gyenge ellenfesték

Lehetséges ok

Javasolt teendé

DAPI-oldat

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

Tul révid DAPI inkubdciés
ids

A DAPI inkubdcids id6 bedllitasa

17. lIrodalom

. 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

Fellvizsgdlat

A vdltozds leirdsa

1.2.1 11. Vizsgdlati eljdarés
ZyGreen 2.0 hozzdadva

I_‘:IE www.zytovision.

com

Kérjuk, latogasson el www.zytovision.com weboldalra a legfrissebb

hasznélati utasitdsokért, valamint a kolénbdzé nyelvi  hasznélati

utasitésokért.
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Szakembereink készséggel valaszolnak kérdéseikre.
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Vegye fel velink a kapcsolatot a helptech@zytovision.com cimen.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

Fax: +49 471 4832-509

Email: info@zytovision.com

Védijegy:
A ZytoVision® és a F/lextSH® a ZytoVision GmbH védjegyei.
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