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ZytoDot 2C
SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit

C-3022-10 N/ 10
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Kvalitativai cilvéka ERBB2 géna amplifikaciju un
hromosomas 17 alfa satelttu noteik$anai ar hromogéno
in situ hibridizaciju (CISH)

4250380N467W
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0124

In vitro diagnostikas medicinas ierice
saskana ar VDR (ES) 2017/746

1.  Paredzétais mérkis

Zyto Dot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit ir paredzéts kvalitafivai cilvéka
ERBB2 géna amplifikaciju noteikdanai, ka ari hromosomas 17 alfa satelitu
noteikanai formalina fiksétos, parafina iestradatos paraugos, pieméram,
krats véZa gadijuma, izmantojot hromogéno in situ hibridizaciju (CISH).

Produkis ir paredzéts tikai profesionalai lieto$anai. Visi testi, kuros izmanto
S0 produkiu, javeic serfificéta, licencéta anatomiskds patologijas
laboratorija, patologa/cilvéka genétika uzraudziba, ko veic kvalificéts
personals.

Zondi paredzéts izmantot ka paliglidzekli krats véza diferencialdiagnostika,
un, pamatojoties tikai uz testa rezultatu, nevajadzétu uzsakt terapeitiskus
pasakumus..

2. Testa princips

Hromogénas /n sifu hibridizacijos (CISH) metode Jauj noteikt un vizualizét
specifiskas nukleinskabju sekvences $tnu preparatos. Ar hapténiem markéti
nukleofidu fragmenti, ta sauktas CISH zondes, un to komplementaras
mérka sekvences preparatos tiek kopdenaturétas un péc tam hibridizacijos
laika tiek atdalitas. Péc tam nespecifiskos un nesaistitos zondes fragmentus
nonem ar stingram mazgadanas darbibam. Markétas zondes dupleksa
veido$anos var vizualizét, izmantojot primaras (nemarkétas) antivielas, ko
nosaka ar sekundarajam polimerizétajam enzimu konjugétajam antivielam.
Enzimu reakcija ar hromogéniem substratiem izraisa krasainu nogul$nu
veido3anos. Péc kodola iekrasodanas ar kodola krasvielu hibridizétos
zondes fragmentus vizualizé gaismas mikroskopija.
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3.  Sniegtie reagenti

ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit ir pieejoms divos izméros, un
to veido:

Kod Sastavdal Doudzums Kontei
ods astavdala onteiners
40\2/10
Heat Pretreatment Pudele ar skravéjamu
P12 Solution EDTA 500 ml | 150 ml vacinu (liela)
ES1 Pepsin Solution 4 ml 1 ml PEJ(:!e[e ar pilienu, balts
vacing
ZytoDot 2C SPEC Reakcijas trauks, brins
PD12 | ERBR2/CEN 17 Probe | 4™ | 01 ™! | aks
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | 210 mi | Pudele ar skrivéjamu
vacinu (liela)
WB5 | 20x Wash Buffer TBS 2 | 50 ) | Pudele ar skravéjamy
50 ml vacinu
AB14 | Anti-DIG/DNP-Mix 4ml | 1mi | Pudelearpilienu, dzeltens

vacing

Pudele ar pilienu, zils
vacing

AB13 | HRP/AP-Polymer-Mix 4 ml 1ml

Pudele ar pilienu, sarkans
vacing (mazs)

SB6a | AP-Red Solution A 0.4ml | 0.1 ml

Pudele ar pilienu, sarkans
vacing

SB6b | AP-Red Solution B 15 ml 4 ml

Pudele ar pilienuzal§

SB7a | HRP-Green Solution A 0.8ml | 0.2 ml .
- vacing (mazs)

Pudele ar pilienu, zal¥

SB7b | HRP-Green Solution B 15 ml 4 ml o
—_— vacing

Pudele ar  skravéjamu

CS2 | Nuclear Blue Solution 20 ml 4 ml .
vacinu, melna

Mounting Solution Stikla pudele, brina
MT4 alcoholic 4 ml 1ml
AP-Red reaction vessel 2 1 G_rc@uefc glaze ar sarkanu
vacinu
HRP-Green reaction 9 1 Graduéta glaze, zal$ vacing
vessel
Lietodanas instrukcija 1 1

C-3022-10 (10 festi): Sastavdalas ES1, AB14, AB13, SB6a-b, SB7a-b, CS2
un MT4 ir pietieckamas 10 reakcijam. Komponents PT2 ir pietiekams 2
kraso$anas burkam pa 70 ml katra. Komponenta WB1 pietiek 3 kraso3anas
burcinam pa 70 ml katra. WB5 komponents ir pietiekams 14 kraso$anas
burcinam pa 70 ml katrai.

C-3022-40 (40 testi): Sastavdalas PD12, ES1, AB14, AB13, SB6a-b, SB7a-
b, CS2 un MT4 ir pietiekamas 40 reakcijam. Komponents PT2 ir pietieckams
7 krasoSanas burkim pa 70 ml katra. Komponenta WB1 pietieck 8
kraso$anas burcinam pa 70 ml katra. WB5 komponents ir pietiekams 28
kraso$anas burcinam pa 70 ml katrai.

Zyto Dot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe (PD12) sastav no:

. Ar digoksigeninu ieziméti polinukleotidi (~1,1 ng/ul), kas ir vérsti
pret sekvencém, kas atrodas 17q12* (chr17:37,725,661-
37,973,541), kura atrodas ERBB2 géna regions (skafit 1. attélu).

. Dinitrofenil-markéti polinukleotidi (~1,1 ng/ul), kas ir vérsti uz
sekvencém, kas kartétas 17p11.1-q11.1, kas raksturigas 17.
hromosomas alfa satelita centromeriskajom regionam D17Z1 (skafit
1. attélu).

. Hibridizacijas buferis uz formamida bazes

*askana ar Cilvéka genoma asambleju GRCh37/hg19

RH112805 RH104281
| 5 3
, . -
Ty -
ERBB2
~250 kb
Cen « 17912 >» Tel
1. attéls: SPEC ERBB2 Zondes karte (bez méroga)
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4.

5.
Uzgla

NepiecieSamie, bet nepiegadatie materiali

Pozifivas un negafivas kontroles paraugi

Mikroskopa priekdmetstiklini, pozitivi ladéti

Udens vanna (80 °C, 98 °C)

Hibridizers vai karsta plate

Hibridizators vai mitruma kamera hibridizacijas krasni
Reguléjamas pipetes (10 ul, 1000 ul)

Burku vai vannu kraso$ana

Taimeris

Kalibréts termometrs

Etanols vai reagentu spirts

Ksilols

Metanols 100%

Udenraza peroksids (H,O2 ) 30%.

Dejonizéts vai destiléts dens

Parklajumi (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Gumijas cements, pieméram, Fixogum Rubber Cement
(Produkta Nr. E-4005-50/-125) vai lidzigs.

Atbilsto$i uzturéts gaismas mikroskops (400-630x).

Uzglaba$ana un parvietoana

bat 2-8 °C temperatira vertikala stavokli. Uzreiz péc lietodanas

atgriezt glabasanas apstaklos. Nelietot reagentus péc deriguma termina
beigam, kas noradits uz etiketes. Produkts ir stabils lidz mark&uma
noraditajom deriguma terminam, ja ar to rikojas atbilstosi.

6.

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

Pirms lieto$anas izlasiet lieto$anas instrukciju!
Neizmantojiet reagentus péc deriguma termina beigam!

Sis produkts satur veselibai kaifigas un potenciali infekciozas vielas
(neliela koncentracija un daudzuma). Izvairieties no tieas saskares ar
reagentiem. Veikt atbilstodus aizsardzibas pasakumus (lietot
vienreizlietojamos cimdus, aizsargbrilles un laboratorijas apgérbu)!

Par jebkuru nopietnu negadijumu, kas nofticis saistiba ar
izstradajumu, zinojiet razotajam un kompetentajai iestadei saskana ar
vietéjiem noteikumiem!

Ja reagenti nonak saskaré ar adu, nekavéjoties noskalojiet adu ar
lielu daudzumu adens!

Profesionalam lietotdjam péc pieprasijuma ir pieejama materialu
drogibas datu lapa.

Neizmantojiet reagentus atkartoti, ja vien atkartota izmanto$ana nav
skaidri atlautal

Izvairieties no paraugu savstarpéjas piesarno$anas, jo tas var izraisit
kladainus rezultatus.

Hibridizacijas un mazgasanas laika paraugiem nedrikst Jaut nozit.

Tpass ES1 markéjums:

EUH208 Satur pepsin A. Var izraisit alergisku reakciju.

EUH210 Drogibas datu lapa ir pieejama péc pieprasijuma.

Bistamibas un piesardzibas bridinajumi attieciba uz SBéa:

H412 Kaitigs Gdens organismiem ar ilgsto§am sekam.

P273
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Izvairities no izplati$anas apkartéja vide
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Bistamibas un piesardzibas bridinajumi AB13, AB14, PT2, SB7b, WB1 un
WB5:

Bistamibu noteico$ais komponents ir maisijums no: 5-hlor-2-metil-4-
izotiazolin-3-ons [EK Nr. 247-500-7] un 2-metil-2H-izotiazol-3-ons [EK Nr.
220-239-6] (3:1).

@ Uzmanibu

H317 Var izraistt alergisku adas reakciju.

P261 Izvairities ieelpot
puteklus/tvaikus/gazi/dimus/izgarojumus/smidzinaju
mu.

P272 Piesarnoto darba apgérbu neiznest arpus darba
telpam.

P280 lzmantot aizsargcimdus/aizsargapgérbu un acu

aizsargus/sejas aizsargus.
P302+P352  SASKARE AR ADU: Nomazgat ar lielu adens

daudzumu.

P333+P313  Ja rodas adas iekaisums vai izsitumi: lGdziet mediku
palidzibu.

P362+P364  Novilkt piesarnoto apgérbu un pirms atkartotas
lieto$anas izmazgat.

Bistamibas un piesardzibas bridinajumi aftieciba uz SB7a

Bistamibu noteico$as sastavdalas ir metanols un Gdenraza peroksida
$kidums 30 %.

% % Bistami

H225 Viegli uzliesmojoss skidrums un tvaiki.
H301+H311  Toksisks, ja norits, saskaras ar adu vai iek|ist elpcelos.
+H331
H370 Rada organu bojajumus.
P210 Turét pietiekama attaluma no karstuma avotiem,
karstam virsmam, dzirkstelém, atklatas
liesmas un citiem aizdeg$anas avotiem. Nesmékét.

P233 Tvertni stingri noslégt.

P260 Neieelpot
putekjus/tvaikus/gazi/dumus/izgarojumus/smidzinaju
mu.

P280 lzmantot aizsargcimdus/aizsargapgérbu/acu

aizsargus/sejas aizsargus/dzirdes
Aizsarglidzek|us.

P308+P311 JA soskovros vai saistits ar: sazinieties ar
SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/arstu.

P403+P235  Glabat labi vedinamas telpas. Turét vésuma.

Bistamibas un piesardzibas bridinajumi attieciba uz PD12:

Bistamibu noteico$ais komponents ir formamids.

Bistamiba

H351 Aizdomas par véza izraisi$anu.

H360FD Var kaitét auglibai. Var kaitét nedzimuajaom bérnam.

H373 ligstoda vai atkartota iedarbiba var izraisit organu
bojajumus.

P201 Pirms lieto$anas sanemiet ipagus noradijumus.
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P202

P260

P280

P308+P313

P405

Nestradajiet ar to, kamér nav izlasiti un izprasti visi
dro$ibas pasakumi.

Neelpot
puteklus/dimus/gazi/smidzeni/tvaikus/smidzeni.

Valkajiet  aizsargcimdus/aizsargapgérbu/acu/  sejas
aizsardzibu.

Ja ir apdraudéta vai ir bazas: Sanemiet medicinisku
padomu/pievérsiet uzmanibu.

Veikals ir aizslégts.

CS2 bistamibas un piesardzibas noradijumi:

Bistamibu noteico$as sastavdalas ir etandiols un etilénglikols.

H373

P260

P314

Uzmanibu

Norianas gadijum3, ja negafiva ietekme ir ilgstoda
vai atkartota, var izraisit nieru bojajumus.

Neieelpot
puteklus/tvaikus/gazi/dumus/izgarojumus/smidzinaju
mu.

Ladziet palidzibu medikiem, ja jums ir slikta
passajita.

Bistamibas un piesardzibas pazinojumi attieciba uz MT4:

Bistamibu noteico$ais komponents ir ksilols.

BD G s

H226
H312+H332
H315
H319
H335
H373

P210

P260

P280

P305+P351+
P338

P337+P313
P403+P235
EUH208

Uzliesmojos$s $kidrums un tvaiki.

Kaifigs saskaré ar adu vai ja ieklast elpcelos.
Kairina adu.

Izraisa nopietnu acu kairindgjumu.

Var izraisit elpceju kairindgjumu.

Var izraisit organu bojajumus ilgsto$as vai atkartotas
iedarbibas rezultata..

Turét pietiekama attdluma@ no karstuma avotiem,
karstam virsmam, dzirkstelém, atklatas

liesmas un citiem aizdeg$anas avotiem. Nesmékét..
Neieelpot
putekjus/tvaikus/gazi/dumus/izgarojumus/smidzinaju
mu.

Izmantot aizsargcimdus/aizsargapgérbu un acu
aizsargus/sejas aizsargus.

SASKARE AR ACIM: Uzmanigi izskalot ar adeni vairakas
minates. lznemt kontaktlécas,

ja fas ir ievietotas un ja to var vienkarsi izdarit. Turpinat
skalot.

Ja acu iekaisums nepariet: ladziet mediku palidzibu.
Glabat labi védinamas telpas. Turét vésuma.

Satur metilmetakrilats; metil 2-metilpropenoats-2; metil
2-metilpropenoats,
n-butilmetakrilats. Var izraisit alergisku reakciju.

7. lerobezojumi

. Lietodanai /in vitro diagnostika.

. Tikai profesionalai lieto3anai.

. Tikai neautomatizétai lieto$anai.

. Pozifiva krasojuma vai ta neesamibas kliniska interpretacija javeic,
nemot véra klinisko anamnézi, morfologiju, citus histopatologiskos
kriterijus, ka ari citus diagnostiskos testus.  Kvalificéta

patologa/cilvéka genétika piendkums ir parzindt CISH zondes,
reagentus, diagnostikas panelus un metodes, ko izmanto, lai iegitu
krasoto preparatu. Kraso$ana javeic sertificéta, licencéta laboratorija
patologa/cilvéka genétika uzraudziba, kur$ ir atbildigs par iekrasoto
priekSmetstiklinu parskatiSanu un pozitivas un negativas kontroles

atbilsfibas nodro$inasanu.
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Parauga kraso$ana, jo Tpasi signala intensitate un fona krasojums, ir
atkariga no parauga apstrades un apstrades pirms kraso$anas.
Nepareiza fiksacija, sasaldé$ana, atkausé$ana, mazgasana,
7avésana, sildidana, griezumu veido$ana vai piesarnojums ar citiem
paraugiem vai $kidrumiem var radit artefakius vai kjadainus
rezultatus. Neatbilstigus rezultatus var izraisit fiksacijas un iestrades
metozu at$kirtbas, ka ari paraugam raksturigi nelidzenumi.

Zondi drikst izmantot tikai 3. nodala aprakstito lokusu noteikdanai.
"Piegadatie reagenti".

Darbiba tika validéta, izmantojot $aja lietoSanas instrukcija
aprakstitas procediras. So procediru modifikacijas var mainit
veikispéju, un tas ir jaapstiprina lietotajam. Sis IVD ir sertificats ka CE
tikai tad, ja to lieto, ka apraksfits 3aja lietodanas instrukcija, atbilstosi
paredzétajam lietojumam.

Vielas, kas rada trauc&jumus

Ar ISH nav saderigi $adi fiksatori:

9.

Buéna fiksativs

B5 fiksators

Skabie fiksatori (pieméram, pikronskabe).
Zenkera fiksativs

Alkoholi (ja tos lieto atsevigki)
Dzivsudraba hlorids

Formaldehida/cinka fiksators

Olanda fiksafivs lidzeklis

Nebuferéts formalins

Paraugu sagatavo$ana

leteikumi:

10.

leteikumi: Izvairieties no paraugu savstarpéjas piesarno$anas jebkura
sagatavo$anas posma, jo tas var novest pie klidainiem rezultatiem.
Fiksé$ana 10 % neitrali buferéta formalinad 24 h istabas temperatira
(18-25 °C).

Parauga izmérs < 0,5 cm?®.

lzmantot augstakas kvalitates parafinu.

levieto$ana javeic temperatira, kas zemaka par 65 °C.

Sagatavot 3-5 um mikrotoma griezumus.

lzmantojiet pozifivi uzladétus mikroskopa priek$metstiklinus.

Fikséjiet audu sekcijas 2-16 h 50-60 °C temperatira.

lerices sagatavo$anas apstrade

20x Wash Buffer TBS (WB5) jasagatavo saskana ar 11. punkta sniegtajiem

noradijumiem. " Analizes procedira". Visi paréjie komplekta reagenti ir
gatavi lieto$anai. Reagenti nav jaatjauno, jasajauc vai jaatdkaida.
Pirms lieto$anas zondi jauzsilda istabas temperatira (RT) un Tsi jasajauc.

11.

11.1

Analizes procediira

1 diena

Sagatavo$anas pasakumi

1.

Sagatavoyiet etanola sériju (70 %, 90 % un 100 % etanola skidumi):
ASkaidit 100% etanolu ar dejonizétu vai destilétu adeni. Sos
$kidumus var uzglabat piemérotos traukos, un tos var izmantot
atkartoti.

Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Uzkarseé lidz 98 °C nosegta
traucina.

3% H-O, sagatavosana: Atikaidit 1 daju 30% 9 dalas 100%
metanola.

ZytoDot 2C CISH Probe: Pirms lietodanas nogatavinat istabas
temperatura.

Priek$apstrade (devaska¥ana/proteolize)

1.

SO hwN

Inkubgjiet priek$metstiklinus 10 mindtes 70 °C temperatira
(pieméram, uz karstas plates).

2 x 5 min inkubéjiet priek§metstiklinus ksilola.

Inkubégjiet priek§metstiklinus 3x 3 min 100% etanola.

Slaidus 5 min inkubé 3 % H,O,.

Slaidus mazga 2x 1 min dejonizéta vai destiléta tdent.

15 min inkubét iepriek$ uzsildita Heat Pretreatment Solution EDTA
(PT2) 98 °C temperatira.

Katrd krdsosanas burcing izmantojiet astonus prieksmetstiklinus (vajodzibas
gadijuma pievienojiet maksfhigos prieksmetstiklinus).
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7. Talit parnes priek$metstiklinus uz dejonizétu vai destilétu Gdeni un
mazga 2x 2 min.

8. Uz paraugiem uzklaj (pilienu veida)) Pepsin Solution (EST1) un

inkubé 5-15 min 37 °C temperatara mitruma kamera.
EST var veidot nogulsnes, kas neiefekmé kvalifati.

Parasti més iesakam noskaidrot optimalo proteofizes laiku iepriekséjos
fesfos.

9. Immerse slides in deionized or distilled water.
10. Dehydration in: 70%, 90%, and 100% ethanol, each for 1 min.
11. Air dry sections.

Piezime: Pirms zondes uzkldsanas parliecinieties, ka sekcijas ir pilniba
izZavéfas.
Denaturé$ana un hibridizacija
1. Uz kotra iepriek§ apstradata parauga ar pipeti uzpiliniet 10 ul
zondes.
2. Parklajiet paraugus ar 22 mm x 22 mm parklajplaksniti (izvairieties
no iespridusiem burbuliem) un aiztaisiet parklajplaksniti.

Aizimeésanai ieteicams izmantot gumijas cementu (pieméram, Fixogum).

3. Novietojiet priekdmetstiklinus uz karstas plates vai hibridizatora un
denaturéjiet paraugus 5 minates 79 °C temperatara.
4. Parvietojiet priek$metstiklinus mitruma kamera un hibridizéjiet uz
nakti 37°C temperatira (pieméram, hibridizacijas krasni).
Ir svarigi, lai hibridizacijas laika paraugi neizZitu.
11.2 2. diena

Sagatavo$anas pasakumi

1. Wash Buffer SSC (WB1): Uzkarsé lidz 80 °C parklata traucina. WB1
var veidot nogulsnes 2-8 °C temperatira, kas neietekmé kvalitati un
karséjot iz8kist.

2. Ix Wash Buffer TBS pagatavosana: Atskaidiet 1 daju 20x Wash
Buffer TBS (WB5) 19 dalas dejonizéta vai destiléta Gdens.

Atskaidltais 1x Wash Buffer TBS ir stabils vienu ned€lu, ja fo uzglaba 2-8°C

femperatira.

3.  Anti-DIG/DNP-Mix (AB14), HRP/AP-Polymer-Mix (AB13), AP-Red
Solution A (SBéa), AP-Red Solution B (SBéb), HRP-Green Solution A
(SB7a), HRP-Green Solution B (SB7b) Nuclear Blue Solution (CS2),
Mounting Solution (alcoholic) (MT4): Pirms lieto$anas nogatavinat
istabas temperatara.

Sastavdalas SB7a un SB7b var veidot nogulsnes, kas neietekmé kriasosanas
kvalitati.

Post-hybridization and detection

Péchibridizacija un noteik§ana

1. Rapigi nonem gumijas cementu vai limi.

2.  Nonemiet vaku, iegremdéjot priekSmetstiklinus Wash Buffer SSC
(WB1) istabas temperattra uz 5 min.

WBI1 var izmanftot atkdrfoti vienu reizi. Uzglabat 2-8 °C femperafird ne

ilgak ka vienu nedélu.

3. 5 min mozgdjiet priek$metstiklinus Wash Buffer SSC (WB1) 80 °C
temperatura.

Viena krasosanas burcing izmantot astonus prieksmetstiklinus (vajadzibas

gadijuma pievienot makskigos prieksmetstiklinus).

4. 2 reizes 1 min. mazgajiet priekdmetstiklinus dejonizéta vai destiléta
dden.

5.  legremdéjiet priek$metstiklinus 1x Wash Buffer TBS.

6.  Uzklajiet vz priek8metstikliniem Anti-DIG/DNP-Mix (AB14) (1-2
pilieni uz priek$metstiklina) un 15 min inkubégjiet 37 °C temperatira
mitruma kamera.

7.  Mazgajiet priekmetstiklinus 3x T min 1x Wash Buffer TBS.

8.  Uzklajiet  HRP/AP-Polymer-Mix  (AB13)  (1-2  pilieni  uz
priekdmetstiklina) un inkubét 15 min 37 °C temperatira mitruma
kamera.

9.  Mazgijiet priek$metstiklinus 3x 1 min 1x Wash Buffer TBS.

10. Sagatavojiet AP-Red Solution (darba $kidumu): iepildiet 1 ml AP-Red
Solution B (SB6b) graduéta glazité un pievienojiet vienu pilienu (30
ul) AP-Red Solution A (SBéa). Labi samaisa.

11.  Uzklajiet vz priek$metstikliniem AP-Red Solution (1-2 pilieni uz
priek8metstiklina) un 10 mindtes inkubgjiet tumsa istabas
temperatura.

12. Inkubacijos laika pagatavojiet HRP-Green Solution (darba $kidumu):
iepildiet 1 ml HRP-Green Solution B (SB7b) graduéta glazé un
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pievienojiet divus pilienus (2x 20 ul) HRP-Green Solution A (SB7a).
Labi samaisa.

13. 2 mindtes mazgajiet priek§metstiklinus dejonizéta vai destiléta adent.

14. Uzklajiet HRP-Green Solution pilienu pa pilienam (1-2 pilieni uz
priek$metstiklinu) uz priek§metstikliniem un 10 min inkubéjiet tumsa
istabas temperatira.

15. 2 min. mazgajiet priek§metstiklinus dejonizéta vai destiléta adeni.

16. Paraugus 2 min kontrastkraso ar Nuclear Blue Solution (CS2).

17. Transfer slides into a staining jar and wash 2 min under cold running
tap water.

18. Dehydrate 3x 30 s in 100% ethanol (use very pure ethanol).

19. Inkubét priek§metstiklinus 2x 30 s ksilola (izmantot oti firu ksilolu).

Nepagarindt vai nesdisindt inkubacijas laiku, jo tas var izraisit signdlu
zudumu!

20. Avoiding trapped bubbles, cover the samples with a coverslip
(22 mm x 22 mm; 24 mm x 32 mm) by using Mounting Solution
alcoholic) (MT4). Allow 20-30 min for the coverslip to become

immobilized.

Pipefesanas procesu var atvieglot, izmantojot pipetes uzgalti, kas ir
nogriezts, lai palielindtu atveres izmeéru.

21. Novertgjiet iekrasotos paraugus, izmantojot gaismas mikroskopu.

12. Rezultatu interpretacija

Ar digoksigeninu iezimétu polinukleotidu hibridizacijas signali paradas ka
tumsi zalas krasas at$kirigi punkti (ERBB2 géna regions), bet ar dinitrofenilu
ieziméti polinukleofidi paradas ka spilgti sarkanas krasas atskirigi punkti
(CEN 17).

Normala situacija: Normalu $tnu vai $anu, kuras nav amplifikacijas, kas
skar ERBB2 géna regionu, starpfazés paradas divi skaidri punkiveida zali un

divi skaidri punktveida sarkani signali (skafit 2. attélu).

Neparasta situicija: Stnas ar ERBB2 géna regiona amplifikaciju novérots
palielinats zalo signalu vai zalo signalu kopu skaits (sk. 2. attélu).

Farklajosies signali var paradities ka brini signall.
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2. attéls: Paredzamie rezultati normalos un aberantos kodolos

Dazos patologiskos paraugos var novérot citus signalu modelus, kas nav
iepriek$ apraksfitie. Sie negaiditie signalu modeli ir jaizpéta sikak.

Ladzu, nemiet véra:

. Dekondenséta hromatina dé| atseviski CISH signali var paradities ka
nelieli signalu klasteri. Tadejadi divi vai tris vienada lieluma signali,
kurus $kir aftadlums < 1 signala diametrs, jauzskata par vienu signalu.

. Pirms signalu uzskaifiSanas paraugs jaskeng, lai noteiktu iespéjamo
infratumoralo heterogenitati 100 lidz 200 reizes palielinajuma.

. Signalu vizualizacija javeic vismaz ar 400karfigu palielindjumu, lai
iegutu  labi  redzamus signadlus. Hromosomu  parravumus
konstatéjogam zondém ieteicams izmantot 630kartigu palielindjumu.
Neizmantojiet kontrastu uzlabojoSas filiru lécas, jo tas var izkroplot
signala krasu. Lai iegltu spilgtu krasu signalus, atveriet diafragmu.
Novértéjot kodolu, noteikti fokuséjiet uz aug3u un uz leju, jo sarkanie
un zalie signali var atrasties viens virs otra.

. Neizvértéjiet nekrozes zonas, parklajo3os kodolus, parak sagremotus
kodolus un kodolus ar vaju signala intensitati.

. Mitozes dé| papildu signali var bat redzami pat neliela neliela neliela
nelielo $inu dala. Reizém parafina iestradatos paraugos grie$anas
artefaktu dé| var bat novérojami kodoli ar iztrtkstosiem signaliem.
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. Negativu vai nespecifisku rezultatu var izraisit vairaki faktori (skafit
16. nodalu "Problému novérana").

. Lai pareizi interpretétu rezultatus, lietotajom Sis produkts pirms
lietoSanas diagnostikas procediras ir jaapstiprina saskana ar valsts
un/vai starptautiskajam vadlinijam.

13. leteicamas kvalitates kontroles procediiras

Lai uzraudzitu apstradato paraugu un tfesta reagentu pareizu darbibu,
katrai analizei ir jabut pievienotai iek$&jai un aréjai kontrolei. Ja iek3gjas
un/vai aréjas kontroles neuzrada atbilstou krasojumu, rezultati ar pacienta
paraugiem jauzskata par nederigiem.

lek$gja kontrole: Ne-neoplastiskas 3$tnas parauga, kuram ir normals
signala modelis, pieméram, fibroblasti.

Aréja vadiba: Apstiprinati pozitivie un negativie kontroles paraugi.

14. Veiktspéjas raksturlielumi

14.1 Analitiska veikispéja

100% (95% CI 98.5 - 100.0)
100% (95% CI 97.0 - 100.0)

Analitiska jutiba:
Analitiska specifika:

14.2 Kliniska veikispéja

Diagnostikas 91% (95% Cl 86.0 — 95.0) pamatojoties uz divdimensiju
jufigums: modeli
Diagnostikas 97% (95% Cl 93.0 — 99.0) pamatojoties uz divdimensiju
specifiskums: modeli

15. Izme$ana

Reagentu iznicinadana javeic saskana ar vietéjiem noteikumiem.

16. Problému novér§ana

Jebkura novirze no lietodanas instrukcijam var novest pie sliktakiem
kraso$anas rezultatiem vai ari pie 13, ka kraso$ana vispar nenotiek. Sikaku

informaciju skatiet www.zytovision.com.

vaji signali vai to nav vispar

lesp&jamais iemesls Rictba

Nepareizi veikta proteolitiska | Optimizét pepsina inkubacijas laiku,
pirmapstrade vajadzibas gadijuma to palielinat vai

samazinat.

Zondes iztvaiko$ana Ja izmantojat  hibridizeru, obligati
jaizmanto slapjas svitras/ ar adeni
piepilditas tvertnes. lzmantojot

hibridizacijos krasni, obligati jaizmanto
mitruma kamera. Turklat, lai novérstu
parauga izza$anu hibridizacijos laika,
parklajlapas pilniba
pieméram, ar fiksogumu.

jaaizlime,

Parak ilgs pretkraso$anas laiks | Izvairieties no tumsa pretkrasojuma, jo
tas var aizénot pozitivos kraso$anas
signalus.

Nepareizi veikta | Zilina8anai izmantojiet aukstu teko3u
pretkrasojuma zilina$ana krana adeni; nelietojiet siltu vai karstu
Gdeni vai zilina$anas reagentus.

Parak spécigi signali

A1}

lespéjamais iemesls

Riciba

Parak  ilga proteolitiska

pirmapstrade

Optimizét pepsina inkubacijas laiku,
vajadzibas gadijuma to palielinat vai
samazinat.

AP-Red $kiduma inkubacijas
laiks nav pareizs

Ja nepiecie$ams, inkubacijas laiku var
saisinat lidz 5 min. Substrata $kidumu
nekarsét augstak par 25 °C; inkubét tikai
istabas temperatara.

HRP-zala $kiduma inkubacijas
laiks nav pareizs

Ja nepiecie$ams, inkubacijas laiku var
saisinat lidz 7 min. Substrata $kidumu
nekarsét augstak par 25 °C; inkubét tikai
istabas temperatara.

Parak vaji sarkanie signali

lespéjamais iemesls

Riciba

AP-Red $kidums tika pakjauts
spécigai  tieSas  gaismas

iedarbibai

Sagatavojiet  un izmantojiet AP-Red
$kidumu, pasargdjot no spécigas tiesas
gaismas.

AP-Red $kidums tika
sagatavots parak agri

Sagatavot pirms talitéjas lietodanas

AP-Red $kiduma inkubacijas
laiks nav pareizs

Ja nepiecie$ams, inkubacijas laiku var
pagarinat lidz 15 min.

Nepietieckama ~ hromogéna
substrata sagatavo$ana

Nepalieliniet A gkiduma tilpumu

Parak vaji zalie signali

lespéjamais iemesls

Riciba

Parak ilgs mazgasanas posmu
inkubacijas laiks péc
kraso$anas ar HRP-Green.

Neparsniedziet  noradito

laiku

inkubacijas

HRP-zala $kiduma inkubacijas
laiks nav pareizs

Ja nepiecie$ams, inkubacijas laiku var
pagarinat lidz 15 min.

Nepietiekama  hromogéna
substrata sagatavo$ana

Nepalieliniet A $kiduma tilpumu

Signalu izzuana vai apvieno$ana

lesp&jamais iemesls

Riciba

Ir  izmantots  nepiemérots
montazas risinajums

Izmantojiet tikai komplekta ieklauto
montazas $kidumu vai uz ksilena bazes
gatavotus montazas $kidumus, kas
nesatur nekadus
neizmantojiet parklajlapas lenti.

piemaisijumus;

Sekcijos  nebija
dehidrétas

pienacigi

Izmantojiet svaigus etanola un ksiléna
$kidumus;  izmantojiet  tikai  "firas"
kvalitates ksilénu.
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Nevienmérigi vai daZviet tikai loti viegli fraipi
lespéjamais iemesls Riciba
Nepilniga deparafiné$ana lzmantojiet svaigus $kidumus;

parbaudiet deparafiné$anas ilgumu.

Parak mazs reagenta tilpums

Parliecinieties, ka reagenta tilpums ir
pietiekami liels, lai parklatu  audu
laukumu.

Neviendabigi rezultati

lespéjamais iemesls

Riciba

Nepietiekama zavé$ana
pirms zondes uzklasanas

Pagarinat zavésanu gaisa

Parak daudz
tdens/mazgadanas bufera uz
audiem pirms  pepsing,
antivielu un/vai krasu
substratu lietodanas.

Parliecinieties, ka no audu griezuma ir
nonemts liekais $kidrums, to noslaucot
vai sakratot no priekdmetstiklina. Nelieli
tdens/mazgadanas  bufera  atlikumi
netraucé testam.

Audu fiksacijas un
iestradasanas metozu
variacijas

Optimizét fiksacijas un iestrades metodes

Audu  griezuma  biezuma
izmainas

Optimizét griezumu sadali$anu

Morfologijos degradacija

lesp&jamais iemesls

Riciba

Stnu vai audu paraugs nav
pareizi fikséts

Optimizét fiksacijas laiku un fiksatoru

Proteolitiska pirmapstrade nav
veikta parak ilgi

Pepsina inkubacijas laika samazina$ana

Krustveida hibridizacijas signali; trok§nains fons

lesp&jamais iemesls

Riciba

Sekcijas izzuvudas jebkura
laika hibridizacijas laika vai
péc fas.

Izvairieties no sekciju izza$anas;
izmantojiet mitruma kameru;
pienacigi noslédziet vaku.

llgaks substrata inkubacijas
laiks

Substrata inkubacijas laika
saisinasana

Nepilniga deparafinédana

lzmantojiet svaigus $kidumus;
parbaudiet deparafiné$anas ilgumu.

Parak spéciga proteolitiska
pirmapstrade

Pepsina inkubacijas laika
optimizésana

Slaidi pirms hibridizacijas
atdzeséti lidz istabas
temperatarai

Atri parvietojiet priekdmetstiklinus
hibridizacijas temperatira

Signalu parklaganas

lesp&jamais iemesls

Riciba

Neatbilstoss audu griezumu
biezums

Sagatavojiet  3-5 um  mikrotoma

griezumus

Paraugs peld no priek§metstiklina

lesp&jamais iemesls

Riciba

Parak spéciga proteolitiska
pirmapstrade

Pepsina inkubacijas laika saisina$ana
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18. Parskati$ana

I::I:ij www.zytovision.com
Jaunakas lietodanas instrukcijas, ka ar lieto$anas instrukcijas dozadas
valodas skafit vietné www.zytovision.com.

Masu eksperti ir gatavi atbildét uz jisu jautajumiem.
Ladzu, sazinieties ar helptech@zytovision.com
Drogibas un veikispéjas kopsavilkumu skatiet $3da dokumenta

www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhafena/ Vacija
Talrunis: +49 471 4832-300
Fakss: +49 471 4832-509
E-pasts: info@zytovision.com

Preéu zimes:
ZytoVision® un Zyto Dot® ir ZytoVision GmbH prec¢u zimes.

Wilkinson DG: In Situ Hybridization, A Practical Approach, Oxford

2024-08-22


http://www.zytovision.com/
http://www.zytovision.com/
file://///hyperv/Team-ZV/Technische%20Dokumentation/GAs/FlexISH/helptech@zytovision.com
http://www.zytovision.com/
http://www.zytovision.com/
mailto:info@zytovision.com

