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ZytoLight
SPEC MYB Dual Color Break Apart Probe

Z-2143-50
Z-2143-200

N/ 5(0,05 ml)
N/ 20(0,2 ml)

Na kvalitativnu detekciu translokdcii zahfriajdcich fudsky

gén MYB na 6423.3 pomocou fluorescenénej in situ
hybridizécie (FISH)

4250380P204QP

C€

0124

VD]

Diagnostickd zdravotnicka pomécka in vitro
podla IVDR (EU) 2017/746

1.  Zamyslany Géel

Sonda ZytolightSPEC _MYB Dual Color Break Apart Probe (PL100) je
uréend na kvalitativnu detekciu translokdcii zahffiajocich ludsky gén MYB
na 6q23.3 v cytologickych vzorkdch alebo vzorkéch fixovanych formalinom
a zaliatych do parafinu, ako je adenoidny cysticky karciném (ACC),
pomocou fluorescenénej in situ hybridizacie (FISH). Sonda je uréend na

poutzitie v kombindcii so sGpravami Zyto/Light FISH Implementation Kits (&.
Z22028-5/-20 alebo Z-2099-20).

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/humanneho genetika.

Sonda je uréend ako pomécka pri diferencidlnej diagnostike ACC a
terapeutické opatrenia by sa nemali za¢inat len na zdklade 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 spologne kodenaturujd a nésledne nechaju hybridizovat.
Potom sa nespecifické a nenaviazané fragmenty sond odstrénia premytim.
Po kontrastnom farbeni DNA pomocou DAPI sa hybridizované fragmenty
sond vizualizujd pomocou fluorescenéného mikroskopu vybaveného
excitaénymi a emisnymi filirami $pecifickymi pre fluorochrémy, ktorymi boli
fragmenty sond FISH priamo oznaéené.
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3.  Poskytnuté ¢&inidla
ZytoLight SPEC MYB Dual Color Break Apart Probe sa skladd z:

. ZyGreen (excitécia 503 nm/emisia 528 nm) znaéené polynukleotidy
(=10 ng/ul), ktoré sG zamerané na sekvencie mapujice 6923.2-
q23.3* (chr6:134,840,690-135,483,752) v blizkosti oblasti zlomu
MYB (pozri obr. 1).

. ZyOrange (excitdcia 547 nm/emisia 572 nm) znadéené
polynukleotidy (~4,5 ng/ul), ktoré s0 zamerané na sekvencie
mapujice 6923.3* (chr6:135,728,667-136,390,142) vzdialené od
oblasti zlomu MYB (pozri obr. 1).

. Hybridizaény pufer na béze formamidu

*podla Human Genome Assembly GRCh37/hg19

SHGC-141085 RHG69238
RH112660 RH106508
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Obr. 1: SPEC MYB Mapa sondy (bez mierky)

Sonda ZytoLlight SPEC MYB Dual Color Break Apart Probe je k dispozicii v
dvoch velkostiach:

. Z-2143-50: 0,05 ml (5 reakcii po 10 ul)
. Z-2143-200: 0,2 ml (20 reakcii po 10 ul)

4. PoZadované, ale neposkytované materiély

. Pozitivne a negativne kontrolné vzorky

. Hybridizér alebo horuca platiia

. Hybridizér alebo komora na udrziavanie vlhkosti v hybridizaénej peci

. Casovai

. Farbiace nadoby alebo kipele

. Kalibrovany teplomer

. Nastavitelné pipety (10 ul, 25 ul)

. Etanol alebo reagenény alkohol

. 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 fluorescenént mikroskopiu

. Vhodné stpravy filtrov

Vzorky na cytolégiu

. ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit (¢. Z-2099-20)

. Mikroskopické skli¢ka, nepotiahnuté

. Vodny kapel (70 °C)

. 37% formaldehyd, bez obsahu kyselin, alebo 10% formalin,
neutrélne pufrovany

. 2x fyziologicky roztok citratu sodného (SSC), napr. z 20x SSC Solution
(€. WB-0003-50)

Vzorky FFPE

. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (¢. Z-2028-5/-20)
Mikroskopické skli¢ka, kladne nabité

Vodny kopel (37 °C, 98 °C)

Xylén

5. Skladovanie a manipuldcia

Skladujte pri teplote 2 - 8 °C vo zvisle| polohe chranenej pred svetlom.
Pouzivajte chrdnené pred svetlom. Okamzite po pouziti vrétte do
skladovacich podmienok. NepouZivajte ¢&inidld po ddtume exspirdcie
uvedenom na etikete. Produkt je stabilny do ddtumu exspirdcie uvedeného
na etikete, ak sa s nim zaobchddza primeranym spdsobom.
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6. Upozornenia a bezpeénostné opatrenia

. Pred pouzitim si preéitajte ndvod na poutzitie!
. Nepouzivaijte ¢inidlé po uplynuti détumu exspirdcie!
. Tento vyrobok obsahuije latky (v nizkych koncentracidch 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, okamzite 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!

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

. Sonda by nemala byt dlhgi ¢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 bezpeénostné 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 bezpeénosiné opatrenia.

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

P280 PouZivajte ochranné rukavice/ochranny odev/ochranu

oti/ochranu tvére.

P308+P313 Po expozicii 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.

. 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 dohladom patoléga/huménneho
genetika, ktory je zodpovedny za preskimanie farbenych preparatov
a zabezpeenie primeranosti pozitivnych a negativnych kontrol.

. Zafarbenie vzorky, najmé intenzita signdlu a zafarbenie pozadia,
z&visi od manipuldcie so vzorkou a jej spracovania pred zafarbenim.
Nesprévna fixdcia, zmrazenie, rozmrazenie, umyvanie, susenie,
zahrievanie, rezanie alebo kontaminécia inymi vzorkami alebo
tekutinami  méze sposobit artefakty alebo falo¥né 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

poutitie. Upravy fychto postupov mé%u 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 poutitia.

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

. Formadlin bez pufru

9.  Priprava vzoriek

Pripravte vzorky podla névodu na poutzitie prislu$nej sGpravy ZytoVision.

10. Pripravné oSetrenie zariadenia

Vyrobok je pripraveny na pouzitie. Nie je potrebnd rekonétitGcia, miesanie
ani riedenie. Pred pouZitim uvedte sondu na izbovu teplotu (18 - 25 °C) a
chraiite ju pred svetlom. Pred otvorenim injekénej liekovky premiedaijte
vortexovanim a krétko roztoéte.

11. Postup analyzy

Vzorky na cytolégiu

Predbeznd Gprava vzorky
Vykonaijte predbezné Upravu vzorky podia ndvodu na pouzitie sGpravy
ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit.

Denaturdcia a hybridizacia
1. Na kazdu predpripravent vzorku napipetujte 10 ul sondy.

2. Vzorky zakryte krycim skli¢ckom s rozmermi 22 x 22 mm (vyhnite sa
zachytenym bublinkdm) a krycie skli¢ko utesnite.

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

3. Umiestnite sklitka na hortcu platiiu alebo hybridizér a vzorky

denaturujte 5 mindt pri teplote 72 °C.

4.  Premiestnite sklitko do vlhkej komory a hybridizujte cez noc pri 37
°C (napr. v hybridizaénej peci).

Je délezité, aby vzorky pocas hybridizdcie nevyschli.

Po hybridizécii

Spracovanie po hybridizdcii (premytie, kontrastné farbenie, fluorescenénd
mikroskopia) vykonaijte podia ndvodu na pouZitie Zyto Light FISH-Cytology

Implementation Kit.
Vzorky FFPE

Predbeind Gprava vzorky
Vykonaite predbezni Upravu vzorky (odparafinovanie, proteolyzu) podla
ndvodu na pouZitie sUpravy ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit.

Denaturdcia a hybridizacia
1.  Na kazdu predpripravent vzorku napipetujte 10 ul sondy.

2. Vzorky zakryte krycim skli¢ckom s rozmermi 22 x 22 mm (vyhnite sa
zachytenym bublinkdm) a krycie skli¢ko utesnite.

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

3. Umiestnite sklitka na hortcu platiiu 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 hybridizagnej peci).

Je déleZité, aby vzorky pocas hybridizdcie nevyschli.
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Po hybridizécii

Spracovanie po hybridizécii (premytie, konrastné farbenie, fluorescenénd
mikroskopia) vykonajte podla ndvodu na pouzitie sGpravy Zyto Light FISH-
Tissue Implementation Kit.

12. Interpretécia vysledkov

Pri pouziti vhodnych stprav filtrov sa hybridizaéné signdly sondy zobrazujo
zelené (proximdlne od oblasti bodu zlomu MAML2) a oranzové (distélne
od oblasti bodu zlomu MAML2).

Normadlna situécia: V interfazach normélnych buniek alebo buniek bez
translokdcie zahffiajice| oblast génu MAML2 sa objavujd dva
zeleno/oranzové fizne signdly (pozri obr. 2).

Ne$tandardnd situdcia: Jedna oblast génu MAML2  ovplyvnend
translokdciou je ozna&end jednym samostatnym zelenym signdlom a
jednym samostatnym oranzovym signdlom (pozri obr. 2).

Prekryvajuce sa signdly sa mézu zobrazovat ako Z/té signdly.

Sada dvojpdsmovych filtrov zelenej/oranzovej farby

Nestandardnd (aberantnd)

Normadlna situdcia oo
situdcia

Obr. 2: Oakdavané vysledky v normélnych a aberantnych jadrach

Genomické aberdcie spdsobené malymi deléciami, duplikdciami alebo
inverziomi mézu mat za ndsledok nendpadné signdlne vzory. V niektorych
abnormdlnych vzorkdch moino pozorovat iné vzory signdlov, ako s
opisané vyssie. Tieto neolakdvané vzory signdlov by mali byt dalej
preskGmané.

Upozornenie:

. Vzhladom na dekondenzovany chromatin sa jednotlivé signély FISH
mdzu javit ako malé zhluky signdlov. Preto by sa dva alebo tri signély
rovnakej velkosti, oddelené vzdialenostou < 1 priemer signdlu, mali
povazovat za jeden signdl.

. Nehodnotte prekryvajice sa jadrd.

. Nepo¢itajte nadmerne strévené jadrd (rozpoznatelné podla tmavych
oblasti viditelnych vo vnitri jadier).

. Nepotitajte jadrd so silnou autofluorescenciou, ktord brani
rozpoznaniu signdlu.

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

. V zdujme sprdvnej interpretdcie vysledkov musi pouZivatel tento
vyrobok pred pouZitim v diagnostickych postupoch validovat podia
ndrodnych a/alebo medzindrodnych smernic.

13. Odporiéané 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 nepreukdzu vhodné
zafarbenie, vysledky so vzorkami pacientov sa musia povazovat za
neplatné.

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

Externé ovlddanie: Validované pozitivne a negativne kontrolné vzorky.
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14. Vykonnostné charakteristiky
14.1 Analyticky vykon

Vykon sa hodnotil podla ndvodu na pouzitie sUpravy Zytolight FISH
Implementation Kits.
Analytickd citlivost: | 100% (95% CI 98.5 - 100.0)

Analytické 100% (95% Cl 97.0 - 100.0)
Specifickost:

14.2 Klinicky vykon
Diagnostickd 90% (95% Cl 61.5 — 99.8) vs. RT-PCR
senzitivita: 100% (95% CI 75.7 — 99.1) vs. NGS
100% (95% CI 61.5 — 99.8) vs. sekvenovanie RNA
Diagnostickd 100% (95% Cl 61.5 — 99.8) vs. RT-PCR
$pecificita: 88.89% (95% CI 75.7 — 99.1) vs. NGS
83.33% (95% CI 61.5 — 99.8) vs. sekvenovanie RNA

15. Likvidacia

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

16. Riedenie problémov

Akédkolvek odchylka od ndvodu na obsluhu méze viest k horsim vysledkom
farbenia alebo k tomu, Ze sa farbenie vébec nevyskytne. Niektoré tipy v
tejto &osti sa vztahujd len na pouZitie sUpravy Zytolight FISH-Tissue
Implementation  Kit.  Daldie  informdcie  ndjdete  na  strénke
www.zytovision.com.

Slabé signdly alebo Ziadne signdly

Moznd prigina Akcia

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

Predbeznd proteolytickd Optimalizujte ¢as inkubécie pepsinu,
Uprava nebola vykonand v pripade potreby ho predizte alebo
sprévne skrétte

Pri pouzivani hybridizéra je
pouzivanie vlhkych pdsov/nadob
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 po&as hybridizécie

Odparovanie sondy

Pouzitie nevhodnych stprav | Pouzite sady filtrov vhodné pre

filtrov fluochrémy sondy.

Sady filtrov s trojpdsmovou
priepustnostou poskytuju menej svetla
v porovnani so sadami filtrov s
jednopdsmovou alebo dvojpdsmovou
priepustnostou. V désledku foho sa
signdly pri pouZiti tychto
trojpdsmovych filtracnych soprav
méZu javit slabsie

Krizové hybridiza&né signdly; silné pozadie

Mozné pri¢ina Akcia

Pouzivaijte &erstvé roztoky; skontrolujte
trvanie odparafinovania

Neuplné odparafinovanie

Prili§ silng proteolytické Skratenie inkuba&ného &asu pepsinu

predUprava

Skli¢ka pred hybridizaciou Skli¢ka rychlo presurite na teplotu 37
ochladit na izbovy teplotu °C

2024-08-23



http://www.zytovision.com./

Vers. 2.1.1 SK

Zhor$end morfolégia

Moziné pric¢ina

Akcia

Vzorka buniek alebo
tkaniva nebola sprévne
fixovana

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 proteolytickd
Uprava nebola vykonand
sprévne

Optimalizujte &as inkubdcie pepsinu,
v pripade potreby ho skratte

Nedostato&né vysusenie
pred aplikaciou sondy

Predizenie suenia na vzduchu

Prekryvajice sa jadrd

Moziné pric¢ina

Akcia

Nevhodné hribka
tkanivovych rezov

Pripravte 2-4 um rezy mikrotomom

Vzorka vypléava zo skli¢ka

Mozind pric¢ina

Akcia

Prili$ silna proteolyticka
predUprava

Skrétit ¢as inkubécie pepsinu

Slabé protifarbivéa

Moziné pric¢ina

Akcia

Nizko koncentrovany
roztok DAPI

Namiesto toho poutZite
DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (&.
produktu MT-0008-0.8)

Prili§ kratky &as inkubdcie
DAPI

Uprava &asu inkubécie DAPI
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18. Revizia

I:IE www.zytovision.com

Najnovsi ndvod na pouzitie, ako aj ndvod na pouzitie v réznych

jazykoch ndjdete na strénke www.zytovision.com.
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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 ® s ochranné zndmky spoloénosti ZytoVision

GmbH.
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