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Na kvalitativnu detekciu translokdcie
1(17;22)(921.3;913.1) pomocou fluorescenénej in situ
hybridizécie (FISH)
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Diagnostické zdravotnicka pomécka in vitro
podla IVDR (EU) 2017/746

1. Zamyslany Gé&el

Sonda Zytolight SPEC COL1A1/PDGFB Dual Color Dual Fusion Probe
(PL73) je  uréend na kvalitativnu detekciu  translokdcie
1(17,22)(q21.3;913.1) zahfiiajice| fudské gény COL1A1 o PDGFB vo
formalinom fixovanych, do parafinu vloZzenych vzorkach, ako je
dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP), pomocou fluorescenénej in situ
hybridizacie (FISH). Sonda je uréend na pouzitie v kombindcii so stpravou
ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (¢. Z-2028-5/-20).

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

Sonda je uréend ako pomédcka pri diferencidlnej diagnostike DFSP a
terapeutické opatrenia by sa nemali zaginat len na zéklade vysledku testu.

2.  Princip testu

Technika fluorescenénej /in situ hybridizécie (FISH) umoziuje detekciu a
vizualizéciu  $pecifickych sekvencii nukleovych kyselin v bunkovych
preparétoch. Fluorescenéne oznadené fragmenty DNA, tzv. sondy FISH, a
ich komplementdrne cielové retazce DNA v prepardtoch sa poéas
hybridizacie spoloéne kodenaturujé a ndsledne nechajo hybridizovat.
Potom sa nedpecifické a nenaviazané fragmenty sond odstrénia premytim.
Po kontrastnom farbeni DNA pomocou DAPI sa hybridizované fragmenty
sond vizualizujd pomocou fluorescenéného mikroskopu vybaveného
excita&nymi a emisnymi filtrami $pecifickymi pre fluorochrémy, ktorymi boli
fragmenty sond FISH priamo oznadené.

1/4 ZytoLight SPEC COL1A1/PDGFB Dual Color Dual Fusion Probe

Al
3.  Poskytnuté &inidla

ZytoLight SPEC COL1A1/PDGFB Dual Color Dual Fusion Probe sa sklad&

Z:

. ZyOrange (excitdcia 547 nm/emisia 572 nm) znaéené
polynukleotidy (~6,0 ng/ul), ktoré s0 zamerané na sekvencie
mapujice oblast 17g21.33* (chr17:47,820,343-48,744,021), v
ktorej sa nachddza oblast génu COL1AT (pozri obr. 1).

. ZyGreen (excitécia 503 nm/emisia 528 nm) zna¢ené polynukleotidy
(~10,0 ng/ul), ktoré si zamerané na sekvencie mapujice oblast
22q13.1* (chr22:38,928,973-40,267,687), v ktorej sa nachddza
oblast génu PDGFB (pozri obr. 1).

. Hybridizaény pufer na béze formamidu
*podl a Human Genome Assembly GRCh37/hg19
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Obr. 1: Horné &ast: Mapa sondy SPEC MDM4, spodné &ast: Mapa sondy SPEC 1p12
(nie v mierke)

Sonda_ZytoLight SPEC COL1A1/PDGFB Dual Color Dual Fusion Probe je k
dispozicii v dvoch velkostiach:

. Z-2116-50: 0,05 ml (5 reakcii po 10 ul)
Z-2116-200: 0,2 ml (20 reakcii po 10 ul)

&

Pozadované, ale neposkytované materidly

ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (&. Z-2028-5/-20)
Pozitivne a negativne kontrolné vzorky

Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

Vodny kipel (37 °C, 98 °C)

Hybridizér alebo hortca platia

Hybridizér alebo vlhkd komora v hybridizaénej peci
Nastavitelné pipety (10 ul, 25 ul)

Farbiace nddoby alebo kipele

Casovae

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 schvdleny pre fluorescenénd mikroskopiu

. Vhodné stpravy filtrov

5. Skladovanie a manipuldcia

Skladujte pri teplote 2 - 8 °C vo zvisle] polohe chranenej pred svetlom.
PouzZivajte chrénené pred svetlom. Okamizite po pouziti vratte do
skladovacich podmienok. Nepouzivajte ¢inidld po détume exspirdcie
uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do datumu exspirécie uvedeného
na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spésobom.
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6. Upozornenia a bezpeénostné opatrenia

. Pred pouzitim si preéitajte ndvod na pouzitie!
. Nepouzivaijte ¢inidlé po uplynuti détumu exspirdcie!
. Tento vyrobok obsahuije latky (v nizkych koncentrécidch a objemoch),

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

. Kazdy zdvazny incident, ku ktorému doslo v sivislosti s vyrobkom,
nahldste vyrobcovi a prislusnému orgdnu podla miestnych
predpisov!

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

opléchnite velkym mnoZstvom vody!

. Pre profesiondlnych pouzivatelov je na poziadanie k dispozicii karta
bezpe&nostnych Gdajov.

. Reagencie nepouZivajte opakovane, pokial nie je opakované
pouzitie vyslovne povolené!

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

. Sonda by nemala byt dlhsi ¢as vystavend svetlu, najmé silnému
svetlu, 1. |. v8etky kroky by sa mali vykonévat, ak je to mozné, v tme
a/alebo s pouzitim nddob odolnych voéi svetlu.

Vysirazné a bezpe&nostné upozornenia:

Zlozkou uréujucou nebezpe&enstvo je formamid.

Nebezpe&enstvo

H351 Podozrenie, ze spdésobuje rakovinu.

H360FD MézZe poskodit plodnost. Méze poskodit nenarodené
dieta.

H373 MéZe spdsobit poskodenie orgdnov pri dlhodobej
alebo opakovanej expozicii.

P201 Pred pouzitim si vyziadaite $pecidlne pokyny.

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

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

P280 Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny odev/ochranu

oti/ochranu tvére.

P308+P313  Po exporzicii alebo podozreni z nej: Vyhladaite lekarsku
pomoc/starostlivost .

P405 Skladujte uzamknuté.

7. Obmedzenia

. Na diagnostické poutzitie /n vitro.

. Len na profesiondlne pouzitie.

. Len na neautomatizované pouzitie.

. Klinickd 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 sondy FISH, reagencie,
diagnostické panely a metédy pouZité na vyrobu farbeného
prepardtu. Farbenie sa musi vykondvat v certifikovanom,
licencovanom laboratériv pod dohlfadom patoléga/humdanneho
genetika, ktory je zodpovedny za preskimanie farbenych preparatov
a zabezpeenie primeranosti pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najmé intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
zévisi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprévna fixdcia, zmrazenie, rozmrazenie, umyvanie, susenie,
zahrievanie, rezanie alebo kontaminécia inymi vzorkami alebo
tekutinami  méze spdsobit artefakty alebo falodné 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. "Doddvané ¢inidld".
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. Vykon bol overeny pomocou postupov opisanych v tomto ndvode na
poutzitie. Upravy tychto postupov mézu zmenit vykon a musi ich
overit pouzivatel. Tento IVD je certifikovany ako CE len vtedy, ked sa

pouziva tak, ako je opisané v tomto ndvode na poutzitie v rozsahu
uréeného pouzitia.

8.  Rusivé latky

Cervené krvinky pritomné vo vzorke mdzu vykazovat autofluorescenciu,
ktord brani rozpoznaniu signdlu.

Nasledujuce fixativa sG nekompatibilné s FISH:

Bouinovo fixaéné ¢inidlo

Fixa¢né ¢inidlo B5

Kyslé fixaéné prostriedky (napr. kyselina pikrovd)
Zenkerov fixativ

Alkoholy (ak sa pouZivaji samostatne)

Chlorid ortutnaty

Formaldehydové/zinkové fixagné ¢inidlo
Hollandova fixacia

Formdlin bez pufru

9.  Priprava vzoriek

Pripravte vzorky podfa névodu na poutzitie stpravy Zytolight FISH-Tissue
Implementation Kit.

10. Pripravné oetrenie zariadenia

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

11. Postup analyzy

Predbeznd Gprava vzorky
Vykonaite predbezni Gpravu vzorky (odparafinovanie, proteolyzu) podia
ndvodu na pouzitie stpravy ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit.

Denaturdcia a hybridizécia
1. Pipetujte 10 ul sondy na kazdt vopred upravent vzorku.

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

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

3. Umiestnite sklitka na hordcu platiiv alebo hybridizér a vzorky
denaturujte 10 mindt pri teplote 75 °C.

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

Je déleZité, aby vzorky pocas hybridizdcie nevyschli.

Po hybridiz4cii

Spracovanie po hybridizécii (premytie, kontrastné farbenie, fluorescenénd
mikroskopia) vykonaijte podla névodu na pouzitie stpravy ZytoLight FISH-
Tissue Implementation Kit.

12. Interpretécia vysledkov

Pri pouziti vhodnych stprav filtrov sa hybridizagné signély sondy zobrazujo
zelené (oblast génu COL1A1) a oranzové (oblast génu PDGFB).

Normdlna situdcia: V interfazach normdlnych buniek alebo buniek bez
translokdcie zahffiajUce] prisluné génové oblasti sa objavujd dva
samostatné zelené a oranzové signdly (pozri obr. 2).

Nesdtandardnd situdcia: Reciproénd translokdcia je indikovand jednym
samostatnym  oranzovym signdlom, jednym samostatnym  zelenym
signdlom a dvoma oranZovo-zelenymi foznymi signdlmi. V désledku
nevyvazenej translokdcie sa méze vyskytnit signdlny vzor vykazujici jeden
fozny signdl a rézny pocet samostatnych zelenych a oranZovych signdlov.
Viacndsobné képie oranzovo/zelenych fiznych signdlov naznadujo
pritomnost nadpoéetnych kruhovych chromozémov obsahujicich nizko
amplifikované fuzne sekvencie COL1AT-PDGFB (pozri obr. 2).
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Prekryvajuce sa signdly sa méZu zobrazovat ako Zlté signdly.

Sada dvojpdsmovych filirov zelenej/oranzovej farby

Normadlna situdcia recipro¢nd translokdcia

nevyvdzend translokécia

COL1A1-PDGFB nadpoéetny kruhovy chromozém

Obr. 2: Oakavané vysledky v normélnych a aberantnych jadrach

V niektorych abnormalnych vzorkéch mozno pozorovat iné vzory signélov,
ako sU opisané vyssie. Tieto neocakdvané vzory signdlov by mali byt dalej
preskGmané.

Upozornenie:

13.

Kvéli dekondenzovanému chromatinu sa jednotlivé signdaly FISH
mbzu objavit ako malé zhluky signdlov. Preto by sa dva alebo tri
signdly rovnakej velkosti, oddelené vzdialenostou < 1 priemer
signdlu, mali povazovat za jeden signdl.

Nehodnotte prekryvajice sa jadrd.

Nepotitajte nadmerne natrdvené jadré (rozpoznatelné podia
tmavych oblasti viditelnych vo vnutri jadier).

Nepotitajte jadrd so silnou autofluorescenciou, ktord brani
rozpoznaniu signdlu.

Negativny alebo nedpecificky 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.

Odporudéané postupy kontroly kvality

Na monitorovanie sprévneho fungovania spracovanych vzoriek a
testovacich &inidiel by mali byt ku kazdému tfestu pripojené interné a
externé kontroly. Ak interné a/alebo externé kontroly nepreukézu vhodné
zafarbenie, vysledky so vzorkami pacientov sa musia povazovat za
neplatné.

Vnitornd kontrola: Nenddorové bunky vo vzorke, ktoré vykazujd normdliny
vzor signdlu, napr. fibroblasty.

Externé ovlddanie: Validované pozitivne a negativne kontrolné vzorky.

14.

Vykonnostné charakteristiky

14.1 Analyticky vykon

Vykon sa hodnotil podla ndvodu na poutzitie stpravy Zyfolight FISH-Tissue
Implementation Kit.

Analytickd citlivost:

100% (95% Cl 98.5 — 100.0)

Analytickd
3pecifickost:

100% (95% Cl 97.0 - 100.0)

14.2 Klinicky vykon

Diagnosticka 94% (95% Cl 85.0 — 98.0) na zéklade jednorozmerného
senzitivita: modelu
Diagnosticka 93% (95% ClI 76.0 — 98.0) na zdklade jednorozmerného
3pecificita: modelu
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15. Likvidacia

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

16. Riesenie problémov

Akékolvek odchylka od ndvodu na obsluhu méze viest k horsim vysledkom
farbenia alebo k tomu, Ze sa farbenie vobec nevyskytne. Viac informdcii
nédjdete na strdnke www.zytovision.com.

Slabé signdly alebo Ziadne signdly

Moznd pric¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo
tkaniva nie je spravne
fixovand

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

Predbeznd proteolytickd
Uprava nebola vykonand
sprévne

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

Odparovanie sondy

Pri pouzivani hybridizéra je
pouzivanie vlhkych pdsov/nddrzi
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 poé&as hybridizacie

filtrov

Pouzitie nevhodnych sUprav

Pouzite sady filtrov 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 suprav
méZu javit slabsie

KriZové hybridizaéné signdly; silné pozadie

Moznd pric¢ina

Akcia

NeUplné odparafinovanie

PouZivaijte &erstvé roztoky; skontrolujte
trvanie odparafinovania

Prili§ silng proteolytické
predUprava

Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu

Sklieka pred hybridizaciou
ochladené na izbovy
teplotu

Skli¢ka rychlo presurite na teplotu 37
°C

Zhorgend morfolégia

Moznd pri¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo
tkaniva nebola sprévne
fixovana

Optimalizuite &as fixacie a fixagné
¢inidlo alebo poutite postfixaény krok,
ako je opisané v "postupe analyzy" v
prirueke ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit

Predbeznd proteolytickd
Uprava nebola vykonand
sprévne

Optimalizuijte &as inkubdcie pepsinu,
v pripade potreby ho skratte

Nedostatoéné vysusenie
pred aplikdciou sondy

Predizenie su$enia na vzduchu

Prekryvajice sa jadré

Moznd pri¢ina

Akcia

Nevhodnd hribka
tkanivovych rezov

Pripravte 2-4 um rezy mikrotomom

ZytoLight SPEC COL1A1/PDGFB Dual Color Dual Fusion Probe
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Vzorka vypléva zo skli¢ka

Moziné pric¢ina Akcia
Prili$ silnd proteolyticka Skrétenie inkubaéného &asu pepsinu
predUprava

Slabé protifarbiva

Moznd pri¢ina Akcia

Nizko koncentrovany Namiesto toho pouZite

roztok DAPI DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (€.
produktu MT-0008-0.8)

Prili§ kratky éas inkubdcie Uprava &asu inkubdcie DAPI

DAPI
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18. Revizia

I::IE www.zytovision.com

Najnovéi ndvod na pouzitie, ako aj ndvod na pouzitie v réznych
jazykoch ndjdete na strdnke www.zytovision.com.

Nasi odbornici sU pripraveni odpovedat na vase otdzky.
Obrétte 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 ZytoLight® si ochranné zndmky spoloénosti ZytoVision
GmbH.
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