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ZytoDot 2C
SPEC IGH Break Apart Probe

C-3071-100 N/ 10 (0,1 ml)

Na kvalitativnu detekciu translokdcii zahfriajdcich fudsky
IGH lokus na 14932.33 pomocou fluorescenénej in situ
hybridizacie (FISH)
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Diagnostické zdravotnicka pomécka in vitro
podla IVDR (EU) 2017/746

1. Zamyslany Géel

Sonda ZytoDot2C SPEC IGH Break Apart Probe (PD51) je uréend na
kvalitativnu  detekciu translokdcii zahffiajocich ludsky lokus IGH na
14932.33 vo vzorkéch fixovanych formalinom a vloZenych do parafinu
pomocou chromogénnej in situ hybridizacie (CISH). Sonda je uréend na

pouzitie v kombindcii so sUpravou ZytoDot 2C CISH Implementation Kit
(¢. -C304410/40).

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

Sonda sa mé pouzivat ako pomécka pri diferencidlne| diagnostike réznych
druhov rakoviny a terapeutické opatrenia by sa nemali za&inat len na zéklade
vysledku testu.

2.  Princip testu

Technika chromogénnej /n situ hybridizacie (CISH) umoziuje detekciu a
vizualizdciu $pecifickych sekvencii nukleovych kyselin v bunkovych preparétoch.
Hapténom oznagené nukleotidové fragmenty, tzv. sondy CISH, a ich
komplementarne ciefové sekvencie v prepardtoch si podas hybridizécie
spolo¢ne denaturované a ndsledne sa nechajl hybridizovat . Potom sa
nedpecifické a nenaviazané fragmenty sond odstrania postupnym premyvanim.
Tvorbu dup/exu znaene| sondy mozno vizualizovat pomocou primérnych
(neoznaenych) protildtok, kioré sa detekujd pomocou sekundérnych
polymerizovanych protildtok konjugovanych s enzgmom. Enzymatickd reakcia s
chromogénnymi substratmi  vedie k tvorbe farebnych precipitatov. Po
kontrastnom farbeni jadra jadrovym farbivom sa hybridizované fragmenty
sondy vizualizujo svetelnou mikroskopiou.
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3.  Poskytnuté &inidla
Zyto Dot 2C SPEC IGH Break Apart Probe sa skladé z:

. Polynukleotidy znalené digoxigeninom (~0,50 ng/ul), ktoré so
zamerané na sekvencie mapujice 14932.33* (chr14:106,690,778-
106,883,535) distalne od oblasti zliomu IGH (pozri obr. 1).

. polynukleotidy zna&ené dinitrofenylom (~0,75 ng/ul), ktoré so
zamerané na sekvencie mapujice 14932.33* (chr14:105,462,169-
105,909,611) v blizkosti oblasti zZlomu IGH (pozri obr. 1).

. Hybridizaény pufr na béze formamidu
*podla Human Genome Assembly GRCh37/hg19

H14A434 RHG9050
BV448316 RH66790
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<
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Obr. 1: SPEC IGH Mapa sondy (nie v mierke)
Zyto Dot 2C SPEC IGH Break Apart Probe je k dispozicii v jednej velkosti:

. C-3071-100: 0,1 ml (10 reakcii po 10 ul)

>

Materiély pozadované, ale nedodané

Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit (¢ C-3044-10/4-0)
Pozitivne a negativne kontrolné vzorky
Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

Vodny kapel (80 °C, 98 °C)

Hybridizér alebo horuca platiia

Hybridizétor alebo vihkd komora v hybridizaénej peci
Nastavitelné pipety (10 ul, 1000 ul)

Farbiace nddoby alebo kupele

Casovai

Kalibrovany teplomer

Etanol alebo reagenény alkohol

Xylén

Metanol 100%

Peroxid vodika (H,O2) 30%

Deionizovand alebo destilovand voda

Krycie skli¢ka (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Gumové lepidlo, napr. Fixogum Rubber Cement
(vyrobné ¢&islo E-4005-50/-125) alebo podobné

. Primerane udrziavany svetelny mikroskop (400-630x)

5. Skladovanie a manipulécia

Uchovévaite pri teplote 2-8 °C vo zvislej polohe. Okamzite po poutziti vratte
do skladovacich podmienok. Nepouzivajte ¢&inidld po datume exspirdcie
uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do ddtumu exspirdcie uvedeného
na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spésobom.

6. Upozornenia a bezpe&nostné opatrenia

. Pred pouzitim si preditajte ndvod na pouzitie!
. Nepouzivaite &inidld po uplynuti datumu exspirdcie!
. Tento vyrobok obsahuie latky (v nizkych koncentrécidch a objemoch),

ktoré sO zdraviu $kodlivé a potencidlne infekéné. Vyhnite sa
akémukolvek priamemu kontaktu s ¢&inidlami. Urobte vhodné
ochranné opatrenia (pouZivajte jednorazové rukavice, ochranné
okuliare a laboratérny odev)!

. Kazdy zévainy incident, ku ktorému doslo v suvislosti s vyrobkom,
nahléste vyrobcovi a prisludnému orgdnu podla miestnych
predpisov!

. Ak sa ¢&inidld dostand do kontaktu s pokozkou, okamZite ju

opldchnite velkym mnoZstvom vody!
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. Pre profesiondlnych pouzivatelov je na poziadanie k dispozicii karta
bezpeénostnych Udajov.

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

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

. Vzorky sa nesm0 nechat vyschnit poéas hybridizécie a premyvania.

Vystrazné a bezpeénostné upozornenia:

Zlozkou uréujucou nebezpe&enstvo je formamid.

Nebezpe&enstvo

H351 Podozrenie, Ze spbésobuje rakovinu.

H360FD Méze poskodit plodnost. Méze poskodit nenarodené
dieta.

H373 Méze spdsobit poskodenie orgdnov pri dlhodobe;j
alebo opakovanej expozicii.

P201 Pred pouZitim si vyZiadaijte $pecidlne pokyny.

P202 Nemanipulujte, kym si nepreéitate a nepochopite vietky
bezpe&nostné opatrenia.

P260 Nevdychuijte prach/dym/plyn/hmlu/vypary/spre;.

P280 PouZivajte ochranné rukavice/ochranny odev/ochranu

o¢i/ochranu tvére.

P308+P313  Po expozcii alebo podozreni z nej: Vyhladajte lekdrsku
pomoc/starostlivost .

P405 Skladujte uzamknuté.

7. Obmedzenia

. Na diagnostické poutzitie /n vitro.

. Len na profesiondlne pouZitie.

. Len na neautomatizované poutzitie.

. Analytické normélnu hranicu pre abnormdlny vzor signdlu, ktory vas

zaujima, by mal stanovit kvalifikovany patolég/ludsky genetik.

. Klinickd interpretacia akéhokolvek pozitivneho farbenia alebo jeho
nepritomnosti sa musi vykonat v kontexte klinickej anamnézy,
morfolégie, inych histopatologickych  kritérii, ako aj inych
diagnostickych testov. Kvalifikovany patolég/humanny genetik je
povinny poznat sondy CISH, reagencie, diagnostické panely a
metédy pouzivané na vyrobu farbeného prepardtu. Farbenie sa musi
vykondvat v certifikovanom, licencovanom laboratériv  pod
dohladom patoléga/huménneho genetika, kiory je zodpovedny za
preskimanie farbenych prepardtov a zabezpedenie primeranosti
pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najméd intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
z&visi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprdvna fixécia, zmrazenie, rozmrazenie, premyvanie, su$enie,
zahrievanie, rezanie alebo kontaminécia inymi vzorkami alebo
tekutinami  méze sposobit artefakty alebo faloiné vysledky.
Nekonzistentné vysledky mézu byt désledkom rozdielov v metédach
fixacie a vkladania, ako aj vnitornych nepravidelnosti vo vzorke.

. Sonda by sa mala pouzivat len na detekciu lokusov opisanych v
kapitole 3. "Doddavané ¢&inidld".

. Vykon bol overeny pomocou postupov opisanych v tomto névode na
pouzitie. Upravy tychto postupov mé%u zmenit vykon a musi ich
overit pouzivatel. Tento IVD je certifikovany ako CE len viedy, ked sa
pouziva tak, ako je opisané v tomto névode na pouzitie v rozsahu
uréeného poutzitia.

8.  Rugivé latky
Nasledujice fixativa sG nekompatibilné s ISH:

Bouinovo fixaéné ¢&inidlo

Fixa¢né ¢inidlo B5

Kyslé fixaéné prostriedky (napr. kyselina pikrovd)
Zenkerov fixativ

Alkoholy (ak sa pouZivajd samostatne)
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Chlorid ortutnaty
Formaldehydové/zinkové fixagné ¢inidlo
Hollandovo fixééné &inidlo

Formélin bez pufru

9.  Priprava vzoriek

Pripravte vzorky podla ndvodu na pouzitie stpravy ZytoDot 2C CISH
Implementation Kit.

10. Predpriprava produktu

Vyrobok je pripraveny na pouzitie. Nie je potrebnd rekonétitGcia, miesanie
ani riedenie. Pred pouzitim uvedte sondu na izbov teplotu (18 - 25 °C) a
chrérite ju pred svetlom. Pred otvorenim injekénej liekovky premiesaijte
vortexovanim a kratko roztoéte.

11. Postup analyzy

PredbeZnd Gprava vzorky
Vykonaite predbezni Gpravu vzorky (napr. odparafinovanie, proteolyzu)
podla ndvodu na pouzitie sOpravy Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit.

Denaturécia a hybridizacia
1. Pipetujte 10 ul sondy na kazdu vopred predpripravent vzorku.

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

Na utesnenie odporicame pouZit gumové lepidlo (napr. Fixogum).

3. Umiestnite sklicka na hordcu platiiu alebo hybridizdtor a vzorky
denaturujte 5 mindt pri 79 °C.

4. Sklitka preneste do vlhkej komory a hybridizujte cez noc pri 37 °C
(napr. v hybridizagnej peci).

Je déleZité, aby vzorky pocas hybridizdcie nevyschli.

Po hybridiz4cii

Spracovanie po hybridizécii (premytie, detekcia, kontrastné farbenie,
montéz, mikroskopovanie) vykonajte podla ndvodu na pouzitie sGpravy
ZytoDot 2C CISH Implementation Kit.

12. Interpretécia vysledkov

Pri pouziti stpravy_ZytoDot 2C CISH Implementation Kit sa hybridizaéné
signély polynukleotidov  znadenych digoxigeninom zobrazia ako
tmavozelené odlisné body (distdlne od oblasti bodu zlomu IGH) «a
polynukleotidy zna&ené dinitrofenylom sa zobrazia ako jasne &ervené
odligné body (proximdlne od oblasti bodu zlomu IGH).

Normadlna situdcia: V interfazach normdlnych buniek alebo buniek bez
translokdcie zahffiajuce| oblast génu IGH sa objavujd dva &erveno-zelené
fozne signdly (pozri obr. 2).

Nestandardna situécia: Jedna oblast génu IGH ovplyvnend translokdciou
je indikovand jednym samostatnym vyraznym bodovym zelenym signdlom
a jednym samostatnym vyraznym bodovym &ervenym signdlom (pozri obr.

Prekryvajuce sa signdly sa méZu zobrazit ako hnedé signdly.

Normaélna situdcia Nestandardnd (aberantnd) situacia

Obr. 2: Otakéavané vysledky v normélnych a aberantnych jadrach

Genomické aberdcie spésobené malymi deléciami, duplikdciami alebo
inverziami mézu mat za ndsledok nendpadné signdlne vzory.
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Vzhladom na homologické sekvencie IGH v 16p11.2 a 15911.2 mozno
pozorovat slabé krizové hybridizacie.

Iné aberantné vzory signdlov mézu byt spdsobené Uplnou alebo &iastoénou
stratou génov IGHC alebo IGHV, ako aj kryptickymi inzerciami do inych
lokusov. Okrem toho chybajice alebo oslabené zelené signdly na jednej
alebo oboch aleléch mézu predstavovat delécie génov IGHV, ktoré su
vysledkom normdlnej somatickej V-D-J rekombinécie.

V niektorych abnormdlnych vzorkdch mozno pozorovat iné vzory signdlov,
ako sU opisané vyssie. Tieto neoéakdvané vzory signdlov by mali byt dalej
preskUmané.

Upozornenie:

13.

Vzhladom na dekondenzovany chromatin sa jednotlivé signaly CISH
mdzu javit ako malé zhluky signélov. Preto by sa dva alebo tri signdly
rovnakej velkosti, oddelené vzdialenostou < 1 priemer signélu, mali
povazovat za jeden signdl.

Pred vyéislenim signdlu by sa mala vzorka naskenovat kvéli
pripadnej intratumordlnej heterogenite pri 100- az 200-n&sobnom
zvadseni.

Vizualizdcia signélov by sa mala vykondvat aspori pri 400-
nésobnom zvééseni, ¢o vedie k lahko viditefnym signélom. Pre sondy
detekujice chromozomdlne zlomy sa odporit¢a 630-ndsobné
zvé&senie. NepouZivajte $oSovky s filtrom zvy$ujocim kontrast,
pretoze by to mohlo skreslit farbu signdlu. Ak chcete ziskat signdly v
jasnych farbdch, otvorte clonu. Pri hodnoteni jadra nezabudnite
zaostrit nahor a nadol, pretoZze &ervené a zelené signdly sa moézu
nachédzat nad sebou.

Nehodnotte oblasti nekrézy, prekryvajicich sa jadier, nadmerne
natrdvené jadrd a jadrd so slabou intenzitou signélov.

V désledku mitézy mézu byt dalsie signdly viditelné aj v malom
percente nenddorovych buniek. PrileZitostne sa mézu v parafinovych
vzorkdch pozorovat jadrd s chybajocimi signdlmi v désledku
artefaktov pri rezani.

Negativny alebo ne$pecificky vysledok méze byt spdsobeny
viacerymi faktormi (pozri kapitolu 16 "Riedenie problémov").

V zdujme sprdvnej interpretacie vysledkov musi pouzivatel tento
vyrobok pred pouZitim v diagnostickych postupoch validovat podla
ndrodnych a/alebo medzindrodnych smernic.

Odporitéané postupy kontroly kvality

Aby bolo mozné monitorovat sprdvny vykon spracovanych vzoriek a
testovacich ¢inidiel, kazdy test by mal byt sprevadzany internymi a
externymi kontrolami.

Ak interné a/alebo externé kontroly nepreukézu vhodné zafarbenie,
vysledky so vzorkami pacientov sa musia povazovat za neplatné.

Vnatornéd kontrola: Nené&dorové bunky vo vzorke, ktoré vykazujd normélny
vzor signdlu, napr. fibroblasty.

Externé ovlddanie: Validované pozitivne a negativne kontrolné vzorky.

14.

Vykonnostné charakteristiky

Vykonnost sondy sa uréila porovnanim s prisludnou sondou FISH
schvdlenou IVD.

Analytickd citlivost:

100% (95% CI 98.5 - 100.0)

Analytickd
$pecifickost:

100% (95% CI 97.0 - 100.0)

15.

Likvidacia

Likvidacia ¢inidiel sa musi vykondvat v stlade s miestnymi predpismi.

16.

Rie$enie problémov

Akdkolvek odchylka od ndvodu na obsluhu méze viest k horgim vysledkom
farbenia alebo k tomu, Ze sa farbenie vébec nevyskytne. Viac informdcii
ndjdete na strdnke www.zytovision.com.
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Slaby signél alebo Ziadny signél

A

Mozné pric¢ina

Akcia

Predbezna proteolyticka
Uprava nebola  vykonand
sprdvne

Optimalizujte &as inkubdcie pepsinu, v
pripade potreby ho predlzte alebo
skratte

Odparovanie sondy

Pri pouzivani hybridizétora je pouZivanie
vlhkych pdsov/nédob naplnenych vodou
povinné. Pri pouzivani hybridiza¢nej
pece je potrebné pouzivat vlhki komoru.
Okrem toho by malo byt krycie sklo
Uplne  utesnené, napr. pomocou
Fixogumu, aby sa zabrdénilo vysychaniu
vzorky poéas hybridizécie

Cas kontrastného farbenia
prili§ dlhy

Vyhnite sa tmavému kontrastnému
farbeniu, pretoze moéze zakryt pozitivne
signdly farbenia

Nesprdvne vykonané
zmodrenie kontrastného
tifarbiva

Na zmodrenie pouZivajte studen te€cu
vodu z vodovodu; nepouzivajte tepld
alebo hortcu vodu ani modriace €inidl&.

Prili§ silné signdly

Mozné pri¢ina

Akcia

Proteolytickd predUprava
vykondvané prili§ dlho

Optimalizujte ¢as inkubdcie pepsinu, v
pripade potreby ho predlzte alebo
skratte

Cas inkubécie roztoku AP-Red
nie je sprdvny

V pripade potreby mozno inkuba&ny &as
skratit na 5 mindt. Roztok substratu
nezahrievajte nad 25 °C; inkubuite len
pri izbovej teplote

Cas inkubécie roztoku HRP-
Green nie je sprévny

V pripade potreby mozno inkubaény &as
skratit na 7 mindt. Roztok substrétu
nezahrievajte nad 25 °C; inkubuite len
pri izbovej teplote

Prili§ slabé &ervené signdly

Moznd pric¢ina

Akcia

Roztok AP-Red bol vystaveny
silnému priamemu svetlu

Roztok AP-Red pripravujte a pouZzivajte
chréneny pred silnym priamym svetlom

Roztok AP-Red bol pripraveny
prili§ skoro

Pripravte pred okamzitym pouzitim

Cas inkubécie roztoku AP-Red
nie je sprdvny

V pripade potreby je mozné inkubdciu
predlzit az na 15 min.

Nedostatoénd priprava
chromogénneho substrétu

Nezvy3ujte objem roztoku A

Prili§ slabé zelené signély

Mozné pri¢ina

Akcia

Prilig dlhy ¢€as inkubdcie pri
kazdom kroku premyvania po
farbeni pomocou HRP-Green

Neprekradujte uvedeny inkubaény &as

Cas inkubécie roztoku HRP-
Green nie je spravny

V pripade potreby je mozné inkubdciu
predlzit az nal5 min.

Nedostato&nd priprava
chromogénneho substrétu

Nezvy3ujte objem roztoku A
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Signdly zanikajd alebo sa spédjajd

Moziné pric¢ina

Akcia

Bolo pouZité nevhodné
montdzne rieSenie

Pouzivajte iba montézny roztok dodany
so sUpravou alebo montézne roztoky na
béze xylénu bez akychkolvek nedistét;
nepouzivajte kryciu pésku

rezy neboli sprévne
dehydrované

Pouzivajte &erstvé roztoky etanolu a
o

xylénu; pouZivajte iba xylén "giste|" kvality

Nerovnomerné alebo v niektorych &astiach len velmi lahké zafarbenie

Moziné pric¢ina

Akcia

NeUplné odparafinovanie

PouZivaijte Eerstvé roztoky; skontrolujte
dizku trvania odparafinovania

Prili$ maly objem ¢inidla

Uistite sa, Ze objem ¢inidla je
dostatoéne velky na pokrytie plochy
tkaniva

Nekonzistentné vysledky

Moziné pri¢ina

Akcia

Nedostatoéné vysusenie pred
aplikéciou sondy

Predizenie suenia na vzduchu

Prilig vela
vody/preplachovacieho pufru
na tkanive pred aplikéciou
pepsinu, protilétok a/alebo
farebnych substrétov

Uistite sa, ze prebytoéné tekutina je z
tkanivového rezu odstrédnend odsatim
alebo vytriasanim zo skli¢ka. Malé
mnoZstvd zvyskovej
vody/preplachovacieho pufra
neinterferujo s testom

Rozdiely v metédach fixacie a
vkladania tkaniva

Optimalizdcia metéd fixécie a vkladania

Zmeny v hrubke tkanivového
rezu

Optimalizacia delenia na sekcie

Zhor3end morfolégia

Moznd pri¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo tkaniva
nebola spravne fixovandé

Optimalizdcia &asu fixacie a fixaéného
prostriedku

Proteolytické4 prediprava sa
uskutoénila prili§ dlho

Skrétenie €asu inkubdcie pepsinu

Krizové hybridiza&né signdly; silné pozadie

Moznd pri¢ina

Akcia

Sekcie vysu$ené kedykolvek
poéas hybridizacie alebo
po nej

Zabrérite vysu$eniu rezov; pouzite
vlhkd komoru; riadne utesnite krycie
sklicko

Predizeny ¢as inkubécie
substratu

Skratenie ¢asu inkubdcie substrétu

Neuplné odparafinovanie

Pouzivaijte &erstvé roztoky; skontroluijte
trvanie odparafinovania

Prili§ silné proteolytické
predUprava

Optimalizujte €as inkubdcie pepsinu

Sklicka pred hybridizaciou
ochladit na izbovt teplotu

Rychlo presufite skli¢ka na
hybridizagnt teplotu
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Prekryvajice sa signdly

A

Mozné pric¢ina Akcia

Nevhodné hribka
tkanivovych rezov

Pripravte 3-5 um rezy mikrotomom

Vzorka odpléva zo skli¢ka

Moznd pric¢ina Akcia

Prili silnd proteolyticka
predUprava

Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu
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18. Revizia
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Najnovsi ndvod na pouzitie, ako aj ndvod na pouzitie v réznych

jazykoch ndjdete na strdnke www.zytovision.com.

Nasi odbornici su pripraveni odpovedat na vase otazky.

Obratte sa na helptech@zytovision.com

Prehlad o bezpeénosti a vykonnosti ndjdete na www.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 znédmky:

ZytoVision® a ZytoDot® s ochranné zndmky spoloénosti ZytoVision

GmbH.

Zyto Dot 2C SPEC IGH Break Apart Probe
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