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Na poutzitie pri fluorescenénej /n situ hybridizécii (FISH)
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Diagnostickd zdravotnicka pomécka in vitro
podla IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamyslané pouzitie

Suprava ZyfoLight FISH-Tissue Implementation Kit je uréend na pouzitie v
kombindcii so sondami ZyfoLightFISH na vzorkdch fixovanych formalinom
a vlozenych do parafinu pomocou fluorescenénej in sifu hybridizacie (FISH).

Vyrobok je uréeny len na profesiondlne poutzitie. Vietky testy s pouzitim
vyrobku by mal vykondvat kvalifikovany persondl v certifikovanom,
licencovanom laboratériu anatomickej patolégie pod dohfadom patoléga/
humadnneho genetika.

2.  Princip testu

Technika fluorescenénej /in situ hybridizécie (FISH) umoziuje detekciu a
vizualizéciu  $pecifickych sekvencii nukleovych kyselin v bunkovych
preparétoch. Fluorescenéne oznagené fragmenty DNA, tzv. sondy FISH, a
ich komplementdrne cielové retazce DNA v prepardtoch sa poéas
hybridizacie spologne kodenaturujd a nésledne nechajo hybridizovat.
Potom sa ne$pecifické a nenaviazané fragmenty sond odstrénia premytim.
Po kontrastnom farbeni DNA pomocou DAPI sa hybridizované fragmenty
sond vizualizujt pomocou fluorescenéného mikroskopu vybaveného
excitaénymi a emisnymi filtrami $pecifickymi pre fluorochrémy, ktorymi boli
fragmenty sond FISH priamo oznaéené.
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3.  Poskytnuté ¢&inidla

Zyto Light FISH-Tissue Implementation Kit je k dispozicii v dvoch velkostiach
a skladd sa z:

Mnozstvo

5 \Z/ 2 Kontajner

Flasa so

Kéd Komponent

Heat Pretreatment

PT1 - - 150 ml | 500 ml | skrutkovacim
Solution Citric . o4
uzdverom (velkd)
Flasticka s
EST Pepsin Solution 1 ml 4 ml | kvapkadlom,

biela ¢iapka

Flasa so
WB1 | Wash Buffer SSC 210 ml | 560 ml | skrutkovacim

uzdverom (velkd)

Flasa so
WB2 | 25x Wash Buffer A | 50 ml | 2x50 ml | skrutkovacim
uzdverom (stredne)

MT7 DAPI.gDuroTecf- 02ml | 08ml Reoké,né nédoba,
Solution modré veko

Névod na poutzitie 1 1

Z-2028-5 (5 testov): Komponenty EST a MT7 postacujd na 5 reakcii.
Komponent WB2 vysta¢i na 5x 3 nddoby na farbenie po 70 ml. Zlozka PT1
vysta¢i na 2 farbiace nddoby po 70 ml. Komponent WB1 postaduje na 3
nddoby na farbenie po 70 ml.

Z-2028-20 (20 testov): Komponenty EST a MT7 postaujt na 20 reakcii.
Komponent WB2 vysta&i na 11x 3 nddoby na farbenie po 70 ml. Zlozka
PT1 vysta&i na 7 farbiacich nadobiek po 70 ml. Zlozka WB1 vystaéi na 8
nadobiek na farbenie po 70 ml.

4. PoZadované, ale neposkytované materidly

. ZytoLight FISH probe

. Pozitivne a negativne kontrolné vzorky

. Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

. Vodny kopel (37 °C, 98 °C)

. Hybridizér alebo hortca platiia

. Hybridizér alebo vlhkd komora v hybridizaénej peci

. Nastavitelné pipety (10 ul, 25 ul)

. Farbiace nddoby alebo kipele

. Casovai

. Kalibrovany teplomer

. Etanol alebo reagenény alkohol

. Xylén

. Deionizovand alebo destilovand voda

. Krycie skli¢ka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

. Gumové lepidlo, napr. Fixogum Rubber Cement (¢ E-4005-50/-
125) alebo podobny

. Primerane udrziavany fluorescenény mikroskop (400-1000x)

. Imerzny olej schvéleny pre fluorescenénd mikroskopiu

. Vhodné stpravy filtrov

5. Skladovanie a manipulécia

Uchovévaite pri teplote 2-8 °C vo zvislej polohe. . DAPI/DuraTect-Solution
(MT7) sa musi navy$e skladovat chrdneny pred svetlom. Okamzite po
poutiti vratte do skladovacich podmienok. NepouZivajte &inidlé po datume
exspirdcie uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do datumu exspirécie
uvedeného na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spdsobom.

6.  Upozornenia a bezpe&nostné opatrenia

. Pred pouzitim si precitajte ndvod na poutzitie!
. Nepouzivaijte &inidld po uplynuti datumu exspirdciel
. Tento vyrobok obsahuje l4tky (v nizkych koncentracidch a objemoch),

ktoré s0 zdraviu $kodlivé. Vyhnite sa akémukolvek priamemu
kontaktu s &inidlami. Prijmite vhodné ochranné opatrenia (pouZivaijte
jednorazové rukavice, ochranné okuliare a laboratérny odev)!

. Kazdy zévaziny incident, ku ktorému doslo v suvislosti s vyrobkom,
nahléste vyrobcovi a prislu§nému orgdnu podla miestnych
predpisov!
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. Ak sa ¢inidld dostand do kontaktu s pokozkou, okamzite ju
opléchnite velkym mnozstvom vody!

. Pre profesiondlnych pouzivatelov je na poZziadanie k dispozicii karta
bezpeénostnych Udajov.

. Reagencie nepouzivajte opakovane, pokial nie je opakované
poutzitie vyslovne povolené!

. Vyhnite sa krizovej kontamindcii vzoriek, pretoze to mdze viest k
chybnym vysledkom.

. Pocas hybridizacie a premyvania sa vzorky nesmi nechat vyschnut.

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7) by nemal byt dlh&i ¢as vystaveny

svetlu, najmé silnému svetlu, t. |. vetky kroky by sa mali vykondvat,
ak je to mozné, v tme a/alebo s pouzitim nddob odolnych voéi svetlu!

Specidlne oznaéenie ES1:

EUH208 Obsahuje pepsin A. Méze vyvolat alergicki reakciu.
EUH210 Na poziadanie mozno poskytnGt kartu bezpeénostnych
Odajov.

VystraZné a bezpeénostné upozornenia pre PT1, WB1, a WB2:

Zlozka uréujica nebezpedenstvo je zmesou: 5-chlér-2-metyl-4-izotiazolin-
3-6n [ES &. 247-500-7] a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6n [ES &. 220-239-6]
(3:1).

@ Pozor

H317 Méze vyvolat alergickd kozné reakciu.

P261 Zabrariite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/
hmly/pér/aerosélov.

P272 Je zakdzané vyniest kontaminovany pracovny odev z
pracoviska.

P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné

okuliare/ochranu tvéare.

P302+P352 PRI KONTAKTE S POKOZKOU: umyte velkym
mnozstvom vody.

P333+P313 Ak sa prejavi podrdzdenie pokozky alebo sa vytvoria
vyrézky: vyhladaijte lekérsku
pomoc/starostlivost.

P362+P364  Kontaminovany odev vyzle¢te a pred dal$im pouzitim
vyperte.

Vystrazné a bezpegnostné upozornenia pre MT7:

0<

Zmes nie je klasifikovand ako nebezpeénd podla nariadenia (ES)
1272/2008.

7. Obmedzenia

. Na diagnostické poutzitie /n vitro.

. Len na profesiondlne pouzitie.

. Len na neautomatizované pouzitie.

. Klinick& interpretacia akéhokolvek pozitivneho farbenia alebo jeho

nepritomnosti sa musi vykonat v kontexte klinickej anamnézy,
morfolégie, inych histopatologickych kritérii, ako aj inych
diagnostickych  testov. Je zodpovednostou  kvalifikovaného
patoléga/humdnneho genetika, aby poznal ISH sondy, reagencie,
diagnostické panely a metédy pouZité na vyrobu farbeného
prepardtu. Farbenie sa musi vykondvat v certifikovanom,
licencovanom laboratériv pod dohladom patoléga/ humdanneho
genetika, ktory je zodpovedny za preskimanie farbenych prepardatov
a zabezpedenie primeranosti pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najmé intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
z4visi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprdvna fixcia, zmrazenie, rozmrazenie, umyvanie, susenie,
zahrievanie, rezanie alebo kontamindcia inymi vzorkami alebo
tekutinami  méZe spésobit artefakly alebo faloné vysledky.
Nekonzistentné vysledky mézu byt désledkom rozdielov v metédach
fixacie a vkladania, ako aj vnitornych nepravidelnosti vo vzorke.

. Vykon bol overeny pomocou postupov opisanych v ndvode na
pouzitie prislusnej sondy ZytoVision a implementadnej sGpravy.
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Upravy tychto postupov mézu zmenit vikon a musi ich overit
pouzivatel. Tento IVD je certifikovany ako CE len v pripade, Ze sa
pouziva tak, ako je opisané v tomto ndvode na poutzitie v rozsahu
uréeného poutzitia.

8.  Rusivé latky

Cervené krvinky pritomné vo vzorke mézu vykazovat autofluorescenciu,
ktord brdni rozpoznaniu signdlu.

Nasledujuce fixativa si nekompatibilné s FISH:

Bouinovo fixaéné ¢&inidlo

Fixa¢né ¢inidlo B5

Kyslé fixaéné prostriedky (napr. kyselina pikrovd)
Zenkerov fixativ

Alkoholy (ak sa pouZivajd samostatne)

Chlorid ortutnaty

Formaldehydové/zinkové fixaéné ¢inidlo
Hollandova fixdcia

. Formdlin bez pufru

9.  Priprava vzoriek
Odportéania:

. Fixacia v 10% neutrdlne pufrovanom formaline po&as 24 hodin pri
izbovej teplote (18-25 °C).

Velkost vzorky < 0,5 cm® .

Pouzivaijte parafin prvotriednej kvality.

Vkladanie by sa malo vykondvat pri teplotach nizsich ako 65 °C.
Pripravte 2-4 um rezy mikrotomom.

Pouzivaijte kladne nabité mikroskopické skli¢ka.

Fixujte 2-16 h pri 50-60 °C.

10. Pripravné oSetrenie zariadenia

25x Wash Buffer (WB2) sa md& vopred upravit podla pokynov v &asti 11.
"Postup analyzy". Vietky ostatné &inidlé sGpravy s pripravené na pouZitie.
Nie je potrebnd rekonstitdcia, mieSanie ani riedenie.

11. Postup analyzy
11.1  Denl

Pripravné kroky

1. Pripravte dve série etanolu (70 %, 90 % a 100 % roziok etanolu):
Zriedte 100% etanol s deionizovanou alebo destilovanou vodou.
Tieto roztoky sa mézu uchovdvat vo vhodnych nddobdch a mézu sa
pouZit opakovane.

2.  Heat Pretreatment Solution Citric (PT1): Zahrejte na 98 °C.

3. Wash Buffer SSC (WB1): Uvedte na izbovy teplotu (RT). WB1 méze
pri teplote 2 - 8 °C vytvarat zrazeniny, ktoré nemaju vplyv na kvalitu
a mali by sa pri zahrievani rozpustit.

4.  Zytolight FISH Probe: Pred pouzitim uvedte do RT, chraite pred
svetlom.

Nepovinné, ak sa vykondva krok po fixdcii:

(dérazne sa odporuca, ak fixdcia tkaniva nie je optimdina)

Pripravte 1% roztok formaldehydu pomocou Formaldehyde Dilution Buffer
Set (PT-0006-100)

Preduprava (odvoskovanie/proteolyza)

1.  Skligka inkubuijte 10 mindt pri teplote 70 °C (napr. na horicej platni).
2. Skli¢ka inkubuijte 2x 10 mindt v xyléne.
3. Inkubuijte v 100 %, 100 %, 90 % a 70 % etanole, vidy po dobu 5

minut.
4,  Premyvajte 2x 2 min v deionizovanej alebo destilovanej vode.
5.  Inkubuijte 15 minut vo vopred zohriatom

Heat Pretreatment Solution Citric (PT1) pri 98 °C.

Odporucame nepouZivat viac ako osem sklicok na jednu nddobu na
farbenie.

6.  Skligka ihned preneste do deionizovane] alebo destilovanej vody,
premyvaijte 2x 2 mindty a vodu nechaijte odtiect alebo zmyte.

7.  Na vzorky naneste (po kvapkéch) Pepsin Solution (ES1) a inkubuijte
15 mindt pri 37 °C vo vlhkej komore.
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ES1 méZe tvorit zrazeniny, ktoré nemaju vplyv na kvalitu
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V zdvislosti od viacerych faktorov, napr. od povahy a trvania fixdcie, hrubky
rezov a povahy tkaniva/buniek, méZe byt potrebny rézny Cas inkubdcie.
Ako usmernenie pre inkubdciu odporucame inkubacny &as 2 - 30 min pre
vzorky tkaniv a 2 - 15 min pre vzorky buniek. Vo vseobecnosti odporicame
Zzistit optimdliny cas pre protfeolyzu v predbeZnych testoch.

8.  Premyvajte 5 mindt v Wash Buffer SSC (WB1).

Nepovinné, ak sa vykondva krok po fixdcii:
Inkubujte sklicka 15 mindt v 1% roztoku formaldehydu a ndsledne ich 5
minut premyvajte v Wash Buffer SSC (WBT)

9. Premyvajte 1T min v deionizovanej alebo destilovanej vode

10. Dehydratacia: v 70%, 90% a 100% etanole, vzdy po dobu 1 min.
11.  Vzduchom vysuste &asti.

Pozndmka: Pred aplikdciou sondy sa uistite, Ze rezy su Uplne suché, pretfoZe
zvyskovd vihkost méZe zniZt intenzitu signdlu a/alebo ovplyvnit morfolégiu
tkaniva.

Denaturdcia a hybridizacia

1. Pipetujte 10 ul Zytolight FISH Probe na kazdU vopred upravent
vzorku.

Vyhnite sa dlhému vystaveniu sondy svetlu.

2. Vzorky zakryte krycim skli¢kom s rozmermi 22 x 22 mm (zabrdérite
zachytdvaniu bublin) a krycie skli¢ko utesnite.

Na utesnenie odporucame pouZit gumovy cement (napr. Fixogum Rubber
Cement)..

3. Umiestnite sklitka na hortcu plativ alebo hybridizator a vzorky
denaturujte 10 mindt pri 75 °C.
4.  Skli¢ka preneste do komory s vihkostou a hybridizujte cez noc pri 37

°C (napr. v hybridizaénej peci).
Je déleZité, aby sa vzorky tkaniva/buniek pocas hybridizdcie nevysusill.
11.2 Deh2
Pripravné kroky

1. Priprava 1 x Wash Buffer A: Zriedte 1 di_25x Wash Buffer A (WB2) s
24 dielmi deionizovanej alebo destilovanej vody. Naplite tri farbiace
nadobky 1x premyvacim timivym roztokom A a predhrejte ho na 37
°C.

Zriedeny 1x Wash Buffer A je stabilny jeden tyZderi pri skladovani pri teplote

2-8 °C.

2.  DAPl/DuraTect-Solution (MT7): Pred pouzitim uvedte do izbovej
teploty, chrarite pred svetlom.

Posthybridizacia a detekcia

1.  Opatrne odstrérite gumovy cement alebo lepidlo.
2.  Odstrante krycie skli¢tko ponorenim do 1x Wash Buffer A pri 37 °C
na 1-3 min.

3.  Premyvaijte pomocou 1x Wash Buffer A 2x 5 mindt pri 37 °C.

Ix Wash Buffer A by mal byt vopred ohriaty. V pripade potreby skontrolujte
teplomerom.

4.  Skligka inkubujte v 70 %, 90 % a 100 % etanole, vidy na 1 min.

5. Vzorky suste na vzduchu chrénené pred svetlom.

6.  Na sklitka napipetujte 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) Vzorky
zakryte krycim sklickom (24 mm x 60 mm), aby ste sa wyhli
zachytenym bublinkdm. Inkubujte v tme 15 mindt.

PouZitie odrezanej Soicky pipety na zvdcsenie otvoru méze ulahcit proces
pipetovania. Vyhnite sa dihému pdsobeniu svetla.
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7. Skli¢ko skladujte v tme. Pri dlh§om skladovani by sa malo skladovat
pri teplote 2 - 8 °C.

8.  Hodnotenie materidlu vzorky sa vykondva pomocou fluorescenénej

mikroskopie. Potrebné sU sady filirov pre nasledujice rozsahy
vinovych dfzok:

Fluorescenéné Excitation Emisie
farbivo

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. Interpretacia vysledkov

Pri pouziti vhodnych stprav filtrov v interfdzach alebo metafdzach
normélnych buniek alebo buniek bez aberdcii chromozémov sa objavia
dva signély na sondu/fluorescenénd znaeku, s vynimkou sond zameranych
na chromozémy X a/alebo Y, ¢o vedie k Ziadnemu az dvom signdlom na
sondu/fluorescenény znatku v zdvislosti od pohlavia. V bunkdch s
chromozémovymi aberdciami méze byt v interfézach alebo metafdzach
viditelny iny vzor signélu. Podrobneisie informdcie o interpretdcii vysledkov
ndjdete v prirugke k prisluénej sonde.

13. Odporaéané postupy kontroly kvality

Pozrite si ndvod na poutitie prisluinej sondy ZytoVision.

14. Vykonnostné charakteristiky

Pozrite si ndvod na pouzitie prisludnej sondy ZytoVision.

15. Likviddacia

Likviddcia ¢inidiel sa musi vykondavat v stlade s miestnymi predpismi.

16. RieSenie problémov

Akékolvek odchylka od névodu na obsluhu méze viest k horsim vysledkom
farbenia alebo k tomu, Ze sa farbenie vébec nevyskytne. Viac informécii
ndjdete na strdnke www.zytovision.com.

Slabé signdly alebo Ziadne signdly

Moznd pri¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo
tkaniva nie je spravne
fixované

Optimalizuijte &as fixacie a fixaéné
¢inidlo alebo pouzite postfixaény krok,
ako je opisané v "postupe analyzy" v
priru¢ke ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit

A1

Krizové hybridizaéné signély; silné pozadie

Mozné pric¢ina

Akcia

NeUplné odparafinovanie

Pouzivaite &erstvé roztoky; skontrolujte
trvanie odparafinovania

Prili§ silnd proteolyticka
predUprava

Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu

Skli¢ka pred hybridizéciou
ochladené na izbovi
teplotu

Skli¢ka rychlo presurite na teplotu 37
°C

Zhor¥end morfolégia

Mozné pri¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo
tkaniva nebola sprévne
fixovand

Optimalizujte &as fixdcie a fixaéné
¢inidlo alebo pouzite postfixaény krok,
ako je opisané v "postupe analyzy" v
priru¢ke ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit

Predbeznd proteolyticka
Uprava nebola vykonand
sprdvne

Optimalizujte ¢as inkubdcie pepsinu,
v pripade potreby ho skrétte

Nedostato&né vysusenie
pred aplikdciou sondy

Predlzenie susenia na vzduchu

Prekryvajice sa jadra

Moznd pri¢ina

Akcia

Nevhodné hribka
tkanivovych rezov

Pripravte 2-4 um rezy mikrotomom

Vzorka vypléva zo skli¢gka

Mozné pri¢ina

Akcia

Prili§ silné proteolytickd
predUprava

Skratenie inkubagného &asu pepsinu

Slabé protifarbiva

Moznd pri¢ina

Akcia

Nizko koncentrovany
roztok DAPI

Namiesto toho pouzite
DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (&.
produkiu MT-0008-0.8)

Prili§ kratky €as inkubécie

Uprava &asu inkubécie DAPI

Predbeznd proteolytickd
Uprava nebola vykonand
spravne

Optimalizujte ¢as inkubdcie pepsinu,
v pripade potreby ho predi?te alebo
skrétte

Odparovanie sondy

Pri pouZivani hybridizéra je
pouzivanie vlhkych pdsov/nadrzi
naplnenych vodou povinné. Pri
pouzivani hybridizaénej pece je
potrebné pouzivat vihkd komoru.
Okrem toho by malo byt krycie sklo
Uplne utesnené, napr. pomocou
Fixogumu, aby sa zabrénilo
vysychaniu vzorky poéas hybridizdcie

Pouzitie nevhodnych sUprav
filtrov

Pouzite sady filirov vhodné pre
fluochrémy sondy.

Sady filtrov s trojpdsmovou
priepustnostou poskytuju menej svetla
v porovnani so sadami filfrov s
jednopdsmovou alebo dvojpdsmovou
priepustnostou. V désledku toho sa
signdly pri pouZiti tychto
trojpdsmovych filtracnych sdprav
maoZu javit slabsie
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18. Revizia
Revizia Opis zmeny
1.2.1 11. Postup analyzy
Pridand verzia ZyGreen 2.0

I:EI www.zytovision.com

Najnov§i névod na pouzitie, ako aj ndvod na pouzitie v réznych

jazykoch ndjdete na strdnke www.zytovision.com.
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Nasi odbornici su pripraveni odpovedat na vase otdzky.

Obrdétte sa na helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Nemecko
Telefén: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-mail: info@zytovision.com

Ochranné zndmky:

ZytoVision® a ZytoLight® sG ochranné zndmky spolocnosti ZytoVision

GmbH.
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