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Przeznaczenie

Do uzytku podczas wstepnej obrobki cieplnej i trawienia enzymatycznego tkanek
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed, Paraffin
Embedded, FFPE) przed przeprowadzeniem detekcji metoda fluorescencyjnej
hybrydyzaciji in situ (Fluorescence In Situ Hybridisation, FISH) lub
chromogenicznej hybrydyzacji in situ (Chromogenic In Situ Hybridisation, CISH).
Ten produkt jest przeznaczony do ogoélnego uzytku laboratoryjnego lub do uzytku
w ramach testéw opracowanych w laboratorium (Laboratory Developed Test, LDT).
Jesli produkt jest wykorzystywany jako cze$é testu LDT, laboratorium
opracowujgce test jest odpowiedzialne za walidacje testu przed zastosowaniem go
w warunkach klinicznych.

Dostarczone materiaty

Odczynnik 1 (LPS 100A):

Jeden litr roztworu do wstepnej obrébki cieplnej, pH 7,0 (gotowy do uzytku)
Odczynnik 2 (LPS 100B):

Jedna butelka zawierajaca 10 ml odczynnika enzymatycznego (zawiera pepsyne,
gotowy do uzytku)

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

1. Produkt do ogdlnego uzytku laboratoryjnego. Wytgcznie do uzytku
profesjonalnego w laboratorium.

2. USA: Odczynnik ogolnego przeznaczenia (General Purpose Reagent, GPR).
Do uzytku laboratoryjnego.

3. Roztwér do wstepnej obrobki cieplnej: Zachowaé ostrozno$é podczas pracy z
tym produktem; nosié rekawiczki i fartuch laboratoryjny.

4. Odczynnik enzymatyczny: Zawiera pepsyne. Zachowac¢ ostrozno$¢ podczas
pracy z tym produktem; nosi¢ rekawiczki i fartuch laboratoryjny.

5. Nie uzywac produktu, jesli elementy zestawu sg uszkodzone lub w jakikolwiek
spos6b naruszone.

6. W celu bezpiecznego usuwania tego produktu nalezy postepowac¢ zgodnie z
lokalnymi przepisami dotyczacymi usuwania odpaddéw oraz zaleceniami
zawartymi w karcie charakterystyki (SDS). Dotyczy to réwniez uszkodzonych
elementéw zestawu.

7. Wszystkie zuzyte odczynniki oraz wszelkie inne zanieczyszczone materiaty
jednorazowe nalezy usuwa¢ zgodnie z procedurami obowigzujgcymi dla
odpaddéw zakaznych lub potencjalnie zakaznych. Kazde laboratorium jest
odpowiedzialne za postgpowanie z odpadami statymi i ptynnymi stosownie do
ich wiasciwosci i stopnia zagrozenia oraz przetwarzanie i usuwanie ich (lub
zlecanie ich przetwarzania i usuwania) zgodnie z wszelkimi obowigzujgcymi
przepisami.

8. Nieprzestrzeganie okre$lonego protokotu moze wptyngé na dziatanie
odczynnikéw.

Definicje temperatur

e 4°C/2-8°C/w chitodziarce od +2°C do +8°C

e 37°C: +37°C £1°C

e  Temperatura pokojowa: od +15°C do +25°C

Przechowywanie i postepowanie z produktem
Przechowywaé w chtodziarce w temperaturze 2-8°C do daty waznosci wskazane;j
na etykiecie.

Materiaty i wyposazenie pomocnicze zalecane, ale niedostarczane z

zestawem LPS 100

. Porcelanowe naczynia do ptukania szkietek (PCN 009)

. Ptyta grzewcza (umozliwiajgca osiggnigcie temperatury 37°C i utrzymanie
jej przez co najmniej 30 minut)

. taznia wodna (umozliwiajgca osiggniecie temperatury 98—-100°C i
utrzymanie jej przez co najmniej 20—30 minut)

Dygestorium/komora robocza (na czas deparafinizaciji)

Termometr rteciowy

Termometr do pomiaru temperatury powierzchni ptyty grzewczej (PCN 002)
Szkietka podstawowe (Superfrost lub réwnowazne, natadowane dodatnio)
Szkietka nakrywkowe (na czas trawienia)

Stabilnosé¢

Nie zidentyfikowano zadnych oczywistych oznak, ktére wskazywatyby utrate
stabilnosci tych odczynnikéw. Odczynniki te podlegajg kontroli jakosci
przeprowadzanej w celu zapewnienia ich konsekwentnego i niezawodnego
dziatania. Nie uzywac po uptywie daty waznosci wyttoczonej na pojemniku. Nie
zaobserwowano istotnej utraty skutecznosci odczynnikdéw przechowywanych w
odpowiednich warunkach. W przypadku przechowywania odczynnikéw w
warunkach innych niz okreslone uzytkownik musi poddaé te warunki walidacji.

Przygotowanie tkanek

W celu uzyskania optymalnych wynikéw zalecane jest korzystanie ze szkietek
natadowanych dodatnio (+). Ten zestaw do wstepnej obrébki jest przeznaczony do
uzytku po deparafinizacji i ponownym uwodnieniu preparatéw FFPE zgodnie ze
standardowymi procedurami cytogenetycznymi. Wstepng obrobke cieplng i
trawienie enzymatyczne nalezy przeprowadzaé zgodnie z instrukcjami
dofaczonymi do sondy ISH. W przypadku braku dostepu do instrukcji dotgczonych
do sondy mozna wykona¢ ponizsza procedure.

Wstepna obrobka cieplna

1. Ogrzewac¢ 50 ml roztworu do wstepnej obrobki cieplnej (Odczynnik 1) w
porcelanowym naczyniu do ptukania lub naczyniu Coplina zanurzonym w tazni
wodnej do momentu, az roztwér zacznie wrze¢ lub osiggnie temperature
98-100°C. Gotowac preparaty przez 30 minut (Uwaga: w zalezno$ci od metody
wykorzystanej do utrwalenia tkanki moze by¢ wymagany inny czas inkubacji.
Zalecane jest rozpoczecie od 30-minutowej inkubacji). Uwaga: ze wzgledow
bezpieczenstwa podczas manipulowania szkietkami zalecane jest noszenie
podwajnych rekawiczek i korzystanie z pesety. Porcelanowe naczynia do
ptukania szkietek (PCN 009) zapewniajg lepszg stabilno$¢ temperatury i sg mniej
podatne na pekniecia niz tradycyjne szklane naczynia Coplina.

2. Preparaty ptukaé 2 razy przez 3 minuty w dH>O w temperaturze pokojowej.

Trawienie enzymatyczne

Przed naniesieniem enzymu na szkietko nalezy wyja¢é enzym z chiodziarki i

doprowadzi¢ go do temperatury pokojowe;j.

1. Nanies$¢ odczynnik enzymatyczny* (Odczynnik 2) na tkanke i pozostawi¢ na
10 minut® w temperaturze 37°C na ptycie grzewczej lub w piecu
hybrydyzacyjnym. *wymagana ilo$¢ odczynnika enzymatycznego moze
rézni¢ sie miedzy prébkami; nalezy jednak uzyé¢ takiej ilosci, aby pokry¢
odczynnikiem caty skrawek tkanki. ~czas inkubacji moze rézni¢ sie w
zaleznosci od $rodka uzytego do utrwalenia tkanki. Nadmierne trawienie
spowoduje utratg jader komdérkowych i struktury chromosomoéw.
Szczegotowe informacje zawiera sekcja ,Rozwigzywanie problemow”.

2. Aby odczynnik enzymatyczny zachowat stabilno$¢, po uzyciu nalezy
ponownie umiescié go w chtodziarce.

Uwaga: nalezy dbac¢ o to, aby skrawek tkanki nie wysecht podczas trawienia. Aby

zapobiec wyschnigciu, konieczne moze by¢ dodanie wigkszej iloéci odczynnika

enzymatycznego. W celu uzyskania porad w kwestii opracowania protokotu
optymalnego dla potrzeb danego laboratorium nalezy skontaktowac si¢ z dziatem
wsparcia technicznego, wysytajgc wiadomos¢ e-mail na adres
techsupport@cytocell.com, lub zapoznaé sie z sekcjg ,FISH ‘n’ Tips” na stronie
internetowej firmy CytoCell.

3. Preparaty ptukaé 3 razy przez 2 minuty w dH>O w temperaturze pokojowej.

4. Odwodni¢ preparaty w szeregu alkoholowym (etanol w stezeniach 70%, 85%,

100% i 100%), zanurzajgc preparaty na 2 minuty w kazdym roztworze w
temperaturze pokojowej. Pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu.

Protokot FISH

Preparaty sg teraz gotowe do naniesienia na nie roztworéw sond. Szczegoétowe
informacje na ten temat zawiera instrukcja uzytkowania danej sondy lub protokot
zwalidowanego testu LDT wykorzystywanego w danym laboratorium.

Rozwiagzywanie probleméw

1. Podczas catej procedury nalezy dbaé o to, aby skrawek tkanki nie wysecht (o
ile nie wskazano inaczej).

2. Wstepna obrébka cieplna (krok krytyczny dla powodzenia procesu):
Prébke nalezy gotowa¢ lub ogrzewa¢ w roztworze do wstgpnej obrébki
cieplnej w temperaturze powyzej 98°C przez 30 minut. Warunki lokalne, w tym
wysoko$¢ n.p.m., wilgotnos¢ itp., moga wptywac¢ na temperaturg wrzenia
roztworu.

3. Trawienie enzymatyczne (najbardziej krytyczny krok dla powodzenia
procesu): W zalezno$ci od typu tkanki i zastosowanej metody utrwalania
moze by¢ wymagany inny czas inkubacji z enzymem (5-45 minut). W
przypadku wiekszosci tkanek piersi najlepsze wyniki sa osiagane przy
10-minutowym trawieniu enzymatycznym w temperaturze 37°C. Przed
dodaniem na skrawek tkanki odczynnika do wstepnej obrébki
enzymatycznej nalezy upewnié sie, ze odczynnik zostat ogrzany do
temperatury pokojowej. Wstepng obrébke enzymatyczng probki nalezy
oceni¢ bezzwlocznie po ukonczeniu protokotu hybrydyzacji. Utrata jader
komoérkowych w wyniku nadmiernego trawienia moze doprowadzi¢ do braku
wybarwienia kontrastowego jgder barwnikiem DAPI oraz braku sygnatu lub
bardzo stabego sygnatu. Niedostateczne trawienie podczas wstepnej obrébki
pepsyng moze doprowadzi¢ do silnego wybarwienia kontrastowego jader
komorkowych przy braku sygnatu w jadrach.

4. Denaturacja sondy w temperaturze nizszej niz zalecana w protokole moze
doprowadzi¢ do braku sygnatu lub stabego sygnatu.
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5. Hybrydyzacja przeprowadzana przez czas krotszy niz zalecany w protokole
lub ptukanie w surowych warunkach w temperaturach wyzszych niz zalecane
w protokole moze spowodowa¢ spadek intensywnosci lub catkowitg utrate
sygnatu.

Czasy zalecane dla standardowych typ6w tkanek:

Czas wstepnej Trawienie

Typ tkanki obrobki (min) enzymatyczne (min)
Piers 30 10-40

Ptuco 25 15-20

Jajnik 20 10

Nerka 20 20-25

Okreznica 30 20

Komérki Schwanna 30 15

(tkanka nerwowa)
Mézg 30 15-18

Optymalne czasy obrobki wstepnej i trawienia sg zréznicowane. Dalsze
informacje pomocnicze w zakresie rozwigzywania probleméw, a takze porady
,FISH n’ Tips” i przewodniki techniczne mozna znalez¢ w czesciach dotyczgcych
wsparcia na stronie internetowej firmy OGT.

Dodatkowe informacje

W celu uzyskania dodatkowych informacji na temat produktu nalezy skontaktowac
sie z dziatem wsparcia technicznego firmy CytoCell.

Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

Strona WWW: www.ogt.com
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Glosariusz symboli
EN ISO 15223-1:2021 — ,,Wyroby medyczne — Symbole do
stosowania wraz z informacjami dostarczanymi przez
producenta — Czes$¢ 1: Wymagania ogodlne”
(© International Organization for Standardization)

Symbol Tytut Numery referencyjne
M pl: Wytworca 511
E pl: Uzy¢ do daty 5.14
pl: Kod partii 5.1.5
pl: Numer
/l/ pl: Dopuszczalna 53.7
temperatura
pl: Zajrzyj do
D:i] instrukcji uzywania 543
pl: Zajrzyj do
elektronicznej 5.4.3
ogt.com/CytoCell instrukcji uzywania
A pl: Ostrzezenie 5.4.4

Symbole EDMA dla odczynnikéw i sktadnikéw IVD, wersja:
pazdziernik 2009 r.

Symbol Tytut Numery referencyjne

pl: Zawartos¢ (lub

CONT e
,zawiera”)

ND.

Patenty i znaki towarowe
CytoCell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Cytocell Limited.

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

WIELKA BRYTANIA

Tel.: +44 (0)1223 294048
Faks: +44 (0)1223 294986

E-mail: probes@cytocell.com
Strona WWW: www.ogt.com

DOZWOLONY ZAKRES UZYWANIA

Ten produkt jest dostarczany na mocy umowy pomiedzy firmami Life
Technologies Corporation i Cytocell Ltd. Zakup tego produktu daje nabywcy
niezbywalne prawo do wykorzystania zakupionej ilosci produktu wytgcznie do
prowadzenia badan naukowych w dziedzinie life science lub badan
diagnostycznych u ludzi zgodnie z informacjami okreslonymi w dokumentacji
towarzyszacej produktu. Sprzedaz niniejszego produktu jest dokonywana na
nastepujacych wyraznie okreslonych warunkach: nabywca nie bedzie uzywat
produktu ani jego sktadnikéw (1) w procesach produkcyjnych; (2) w celu
dostarczania ustug, informacji lub danych niepowigzanej z nim stronie trzeciej za
optata, z wyjatkiem ustug zwigzanych z badaniami diagnostycznymi u ludzi; (3) w
celach terapeutycznych lub profilaktycznych; (4) w celu odsprzedazy, sprzedazy
lub przekazania w inny sposob tego produktu lub jego sktadnikéw jakiejkolwiek
stronie trzeciej albo wykorzystania tego produktu lub jego sktadnikéw do
jakichkolwiek celéw innych niz prowadzenie badan naukowych w dziedzinie life
science lub badan diagnostycznych u ludzi, niezaleznie od tego, czy taki produkt
lub jego sktadniki zostang odsprzedane jako przeznaczone do uzytku w
badaniach naukowych lub badaniach diagnostycznych u ludzi. Aby otrzymac
informacje na temat uzyskania praw do wykorzystania tego produktu w innych
celach, nalezy wysta¢ wiadomo$¢ e-mail na adres outlicensing@lifetech.com.
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