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

1.  Paredzétais mérkis

Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe (PD1) ir paredzéta kvalitativai cilvéka ERBB2
géna amplifikiciju noteikdanai formalina fiksétos, parafina iestradatos
paraugos, pieméram, krits véZza paraugos, izmantojot hromogéno in situ
hibridizaciju (CISH). Zonde ir paredzéta lietodanai kopa ar Zyto Dot CISH
Implementation Kit (Produkta Nr. C-3018-40).

Produkis ir paredzéts tikai profesionalai lieto$anai. Visi testi, kuros izmanto
$o 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 lauj noteikt un vizualizét
specifiskas nukleinskabju sekvences $tnu preparatos. Ar hapténiem markéti
nukleofidu fragmenti, ta sauktas CISH zondes, un to komplementaras
mérka sekvences preparatos tiek kopdenaturétas un péc tam hibridizacijos
laika tiek atdalitas. Péc tam nespecifiskos un nesaistitos zondes fragmentus
nonem ar stingram mazgasanas darbibam. Markétas zondes dupleksa
veido$anos var vizualizét, izmantojot primaras (nemarkétas) antivielas, ko
nosaka ar sekundarajam polimerizétajam enzimu konjugétajam antivielam.
Enzimu reakcija ar hromogéniem substratiem izraisa krasainu nogul$nu
veido$anos. Péc kodola iekraso$anas ar kodola krasvielu hibridizétos
zondes fragmentus vizualizé gaismas mikroskopija.
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3.  Sniegtie reagenti
Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe sastav no:

. ar digoksigeninu ieziméti polinukleotidi (~1,8 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).

. Hibridizacijas buferis uz formamida bazes

*askana ar Cilvéka genoma asambleju GRCh37/hg19

RH112805 5 3 RH104281
< - ~
Ty -
ERBB2
~ 250 kb
Cen « 17g12 — 5 Tel

1. attels: SPEC ERBB2 Zondes karte (bez méroga)
Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe ir pieejama viena izméra:

. C-3001-400: 0,4 ml (40 reakcijas pa 10 ul katra)

4. NepiecieSamie, bet nepiegadatie materiali

. Zyto Dot CISH Implementation Kit (Produkta Nr. C-3018-40)
. Pozitivas 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,O, ) 30%.

Dejonizéts vai destiléts Gdens

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).

5. Uzglaba$ana un parvieto$ana

Uzglabat 2-8 °C temperatara vertikala stavokli. Uzreiz péc lietodanas
afgriezt glabadanas apstaklos. Nelietot reagentus péc deriguma termina
beigam, kas noradits uz etiketes. Produkts ir stabils lidz markéuma
noraditajam deriguma terminam, ja ar to rikojas atbilstosi.

6.  Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

. Pirms lietodanas izlasiet lieto$anas instrukciju!
. Neizmantojiet reagentus péc deriguma termina beigam!
. Sis produkis satur veselibai kaifigas un potenciali infekciozas vielas

(neliela koncentracija un daudzuma). Izvairieties no tie$as saskares ar
reagentiem. Veikt atbilstous aizsardzibas pasakumus  (lietot
vienreizlietojamos cimdus, aizsargbrilles un laboratorijas apgérbu)!

. Par jebkuru nopietnu negadijumu, kas noticis saistiba ar
izstradajumu, zinojiet razotadjam un kompetentajai iestadei saskana ar
vietéjiem noteikumiem!

. Ja reagenti nonak saskaré ar adu, nekavéjoties noskalojiet adu ar
lielu daudzumu adens!
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. Profesionalam lietotdjam péc pieprasijuma ir pieejoma 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 mazgadanas laika paraugiem nedrikst Jaut nozat.

Bistamibas un piesardzibas noradijumi:

Bistamibu noteico$ais komponents ir formamids.

é Bistamiba

H351 Aizdomas par véza izraisisanu.

H360FD Var kaitét auglibai. Var kaitét nedzimu$ajam bérnam.

H373 ligstoa vai atkartota iedarbiba var izraisit organu
bojajumus.

P201 Pirms lieto$anas sanemiet ipadus noradijumus.

P202 Nestradajiet ar to, kamér nav izlasiti un izprasti visi
drosibas pasakumi.

P260 Neelpot puteklus/dimus/gazes/miglu/tvaikus/smidzeni.

P280 Valkajiet  aizsargcimdus/aizsargapgérbu/acu/  sejas
aizsardzibu.

P308+P313  Ja ir apdraudéta vai ir baZas: Sanemiet medicinisku
konsultaciju/pievérsiet uzmanibu.

P405 Veikals ir aizslégts.

7. lerobefojumi

. LietoSanai in vitro diagnostika.

. Tikai profesionalai lieto$anai.

D Tikai neautomatizétai lietodanai.

. Pozifiva krasojuma vai ta neesamibas kliniska interpretacija javeic,

nemot véra klinisko anamnézi, morfologiju, citus histopatologiskos
kriterijus, ka ari citus diagnostiskos  testus.  Kvalificéta
patologa/cilveka genétika piendkums ir parzinat CISH zondes,
reagentus, diagnostikas panelus un metodes, ko izmanto, lai iegatu
krasoto preparatu. Kraso$ana javeic sertificéta, licencéta laboratorija
patologa/cilvéka genétika uzraudziba, kurs ir atbildigs par iekrasoto
priekSmetstiklinu parskatiSanu un pozitivas un negativas kontroles
atbilsfibas nodroginasanu.

. Parauga kraso3ana, jo Tpasi signala intensitate un fona krasojums, ir
atkariga no parauga apstrades un apstrades pirms kraso$anas.
Nepareiza fiksacijo, sasaldé$ana, atkausé$ana, mazgasana,
7avésana, sildiSana, griezumu veido$ana vai piesarnojums ar citiem
paraugiem vai $kidrumiem var radit artefaktus vai kladainus
rezultatus. Neatbilsfigus rezultatus var izraisit fiksacijas un iestrades
metozu atdkiribas, ka ar paraugam raksturigi nelidzenumi.

. Zondi drikst izmantot tikai 3. nodala aprakstito lokusu noteik$anai.
"Piegadatie reagenti".

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

8. Vielas, kas rada traucéjumus
Ar ISH nav saderigi $adi fiksatori:

Buéna fiksativs

B5 fiksators

Skabie fiksatori (pieméram, pikronskabe).
Zenkera fiksativs

Alkoholi (ja tos lieto atseviski)
Dzivsudraba hlorids

Formaldehida/cinka fiksators

. Olanda fiksafivs lidzeklis

. Nebuferéts formalins
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9.  Paraugu sagatavo¥ana

Sagatavojiet paraugus, ka apraksfits ZytoDot CISH Implementation Kit
lieto$anas instrukcija.

10. lerices sagatavo$anas apstrade

Produkts ir gatavs lietoanai. Nav nepiecieSams atjaunot, sajaukt vai
at$kaidit. Pirms lietodanas zondi jauzsilda istabas temperatira (18-25 °C),
jaaizsarga no gaismas. Pirms flakona atvér$anas samaisiet, virpulojot un
isi pagriezot.

11. Analizes procediira

Parauga pirmapstrade
Veiciet paraugu priek$apstradi (pieméram, atvasko$anu, proteolizi)
saskana ar Zyto Dot CISH Implementation Kit lieto$anas instrukciju.

Denaturacija un hibridizacija
1. Uz katra iepriek§ apstradatd parauga ar pipeti uzpiliniet 10 ul
zondes.

2. Parklajiet paraugus ar 22 x 22 mm lielu parklajplaksniti (izvairieties
no burbulu veido3anas) un aiztaisiet parklajplaksniti.

Blivesanai ieteicams izmantot gumijas cementu (pieméram, Fixogum).

3. Novietojiet priekdmetstiklinus uz karstas plates vai hibridizatora un
denaturéjiet paraugus 5 mindtes 94-95 °C temperatira.

4. Parvietojiet priek$metstiklinus mitruma kamera un hibridizéjiet uz
nakti 37 °C temperatira (pieméram, hibridizacijas krasni).

Ir svarigi, lai hibridizacijas laikd paraugi neizZitu.

Péc hibridizacijos

Veiciet péchibridizacijas apstradi (mazgadana, noteikana, pretkraso$ana,
montaza, mikroskopé$ana) saskana ar ZytoDot CISH Implementation Kit
lieto$anas instrukciju.

12. Rezultatu interpretacija

Izmantojot ZyfoDot CISH ievie$anas komplektu, ar digoksigeninu iezimétu
polinukleotidu hibridizacijas signali ir brani lidz tumsi brani (ERBB2 géna
regions).

Normala situacija: Normalu $tnu vai $anu, kuras nav amplifikacijas, kas
skar ERBB2 géna regionu, starpfazés paradas divi skaidri punktveida brani
signali (skafit 2. attélu).

Neparasta situacija: Stnas ar ERBB2 géna regiona amplifikiciju vai 17.
hromosomas polisomiju novéro lielaku briino signalu vai brino signalu
kopu skaitu (sk. 2. attélu).

ERBB2 amplifikacija Augsta limena ERBB2

Normala situacija R g
zema limeni amplifikacija

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.
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Ladzu, nemiet véra:

. Dekondenséta hromatina dé| atseviski CISH signali var paradities ka
nelieli signalu klasteri. Tadéjadi divi vai tris vienada lieluma signali,
kurus 3kir attdlums < 1 signala diameitrs, jauzskata par vienu signalu.

. Pirms signalu uzskaifianas paraugs jaskeng, lai noteiktu iespéjamo
intfratumoralo heterogenitati 100 lidz 200 reizes palielinajuma.

. Signalu vizualizacijo javeic vismaz pie 400 lidz 630kartiga
palielindjuma, lai iegltu labi redzamus signalus.

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

. Mitozes dé| papildu signali var bat redzami pat neliela neliela neliela
nelielo $tnu dala. Reizém parafina iestradatos paraugos grie$anas
artefaktu dé| var bt novérojami kodoli, kuros trikst signalu.

. Negativu vai nespecifisku rezultatu var izraisit vairaki faktori (skatit
16. nodalu "Problému novérsana").

. 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 jabat pievienotai iek$&jai un aréjai kontrolei. Ja iek3gjas
un/vai aréjas kontroles neuzrada atbilstosu krasojumu, rezultati ar pacienta
paraugiem jauzskata par nederigiem.

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

Ar&ja vadiba: Apstiprinati pozitivie un negativie kontroles paraugi.

14. Veikispéjas raksturlielumi
14.1 Analitiska veikispéja

Zondes veikispéju noteica, salidzinot ar atbilsto$o IVD apstiprinato FISH
zondi.

Analitiska jutiba:
Analitiska specifika:

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

14.2 Kliniska veikispéja

Diagnostikas 100% (95% Cl 83.2 - 100.0) pret FISH, CISH
jutigums:

Diagnostikas 100% (95% Cl 83.2 - 100.0) pret FISH, CISH
specifiskums:

15. Izme$ana

Reagentu iznicinasana javeic saskana ar vietéjiem noteikumiem.

16. Probléemu novériana

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

informaciju skatiet www.zytovision.com.

vaji signali vai to nav vispar

lesp&jamais iemesls Ricitba

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

Zondes izivaiko$ana Ja izmantojat  hibridizeru, obligati
jaizmanto slapjas svitras/adens tvertnes.
lzmantojot hibridizacijas krasni, obligati
jaizmanto mitruma kamera. Turklat, lai
novérstu parauga izzadanu hibridizacijas
laika, parklajlapas pilniba  jaaizlimé,
pieméram, ar fiksogumu.

Ly

Nepietiekama hromogéna
substrata sagatavo$ana

Viena piliena DAB A $kiduma vieta
izmantojiet 30 ul.

Parak ilgs pretkraso$anas laiks

Izvairieties no tum3a pretkrasojuma, jo
tas var aizénot pozitivos kraso$anas
signalus.

Nepareizi veikta
pretkrasojuma zilinasana

Zilina$anai izmantojiet aukstu tekosu
krana Gdeni; nelietojiet siltu vai karstu
Gdeni vai zilinaanas reagentus.

Parak spécigi signali

lespéjamais iemesls

Riciba

Parak ilga proteolitiska

pirmapstrade

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

Substrata reakcija ir parak
intensiva

Saisinat substrata  inkubacijos  laiku;
nekarsét substrata $kidumu virs 25 °C;
inkubét tikai istabas temperatara.

Signali izbalé vai saplast

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;

Nevienmérigi vai doZas dalas tikai |oti viegli traipi

lesp&jamais iemesls

Riciba

Nepilniga deparafiné$ana

Izmantojiet svaigus $kidumus;
parbaudiet deparafiné$anas ilgumu.

Parak mazs reagenta tilpums

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

Neviendabigi rezultati

lespéjamais iemesls

Riciba

Nepietieckama Zavésana
pirms zondes uzklaganas

Pagarinat zavésanu gaisa

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

Parliecinieties, ka no audu griezuma ir
nonemts liekais $kidrums, to noslaucot
vai sakratot no priek$metstiklina. Nelieli
Gdens/mazgadanas  bufera  atlikumi
nefraucé testam.

Audu fiksacijas un
iestradaganas metozu
variacijas

Optimizét fiksacijas un iestrades metodes

Audu  griezuma  biezuma

izmainas

Optimizét griezumu sadalidanu
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Morfologijas degradacija

lespéjamais iemesls

Riciba

Sanu 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

lespéjamais iemesls

Riciba

Sekcijas izzuvudas jebkura
laika hibridizacijas laika vai
péc fas.

Izvairieties no sekciju izza3anas;
izmantojiet mitruma kameru;
pienacigi noslédziet vaku.

llgaks substrata inkubacijas
laiks

Substrata inkubacijas laika
saisinasana

Nepilniga deparafiné$ana

lzmantojiet svaigus $kidumus;
parbaudiet deparafiné$anas ilgumu.

Parak spéciga proteolitiska
pirmapstrade

Pepsina inkubacijas laika
optimizésana

Slaidi pirms hibridizacijas
atdzeséti lidz istabas
temperatarai

Atri parvietojiet priek3metstiklinus
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
pirmapstrade

proteolitiska

Pepsina inkubacijas laika saisina$ana
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18. Parskati$ana

[13]

www.zytovision.com

A1

Jaunakas lieto$anas instrukcijas, ka art lietodanas instrukcijos dazadas

valodas skafit vietné www.zytovision.com.

Misu eksperti ir gatavi atbildét uz jlsu jautdgjumiem.
Ludzu, sazinieties ar helptech@zytovision.com

Droibas un veikispéjas kopsavilkumu

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.

Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe

skatiet $ada

dokumenta
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