N Seica

BIOSYSTEMS

FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 Containing sufficient volume for up to 25 or 5x5 tests
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
The Netherlands
www.LeicaBiosystems.com

1 Intended use/purpose

Fluorescence in situ hybridization (FISH) identifies or labels target genomic sequences so that their location can
be studied. DNA sequences from appropriate chromosome specific probes are first labeled with reporter
molecules. The labeled DNA probe is then hybridized to the metaphase chromosomes or interphase nuclei on a
slide. After washing, the specimen is screened for the reporter molecules by fluorescence microscopy.

For use on metaphase and interphase cells from peripheral blood cultures or direct preparations prepared by
standard cytogenetic methods.

This pretreatment kit is specifically developed to obtain optimal results on FRESHLY prepared cytological
samples.

This product is intended for In Vitro Diagnostic Use.

2 Product Description

This pretreatment kit is for non-automated FISH hybridizations specifically developed to use for pretreatment and
enzyme digestion of metaphase and interphase cells from peripheral blood cultures or direct preparations
prepared by standard cytogenetic methods before DNA FISH hybridization procedure. This kit is specifically
developed to obtain optimal results on FRESHLY prepared cytological samples. The use of the kit will reverse the
cross-links in the cells, permeabilize the cell membrane and digest cell proteins to ease the binding of the FISH
probes with the specific cell DNA.

3 Instructions for use

3.1 Specimens
For use on metaphase and interphase cells from peripheral blood cultures or direct preparations prepared by
standard cytogenetic methods.
This pretreatment kit is specifically developed to obtain optimal results on FRESHLY prepared cytological
samples.
Specimens pre-analytics: To obtain a successful FISH the pre-analytics play a major role. The specimen should
be correctly fixated, aged and pretreated according to a well-established protocol. Over-fixation, under fixation or
poor pretreatment of specimen can cause failure of the FISH procedure or at least low reproducibility/signal
intensity. Kreatech FISH probes have been tested on metaphase/interphase nuclei derived from cultured
peripheral blood and/or bone marrow. Slides should be stored according to the recommended storage and
handling conditions for optimal results, see Leica website.

3.2 Pretreatment
Protocol below is for the use of 5 slides in an upright coplin jar of 50 ml.
1. Pretreat freshly prepared sample slides in 50 ml of 2 x SSC / 0.5% Igepal (LK-105B) at 37 °C for 15 minutes
(min).
2. Dehydrate in 70%, 85% and 100% ethanol for 1 minute each. Airdry. Proceed with Probe Preparation.

3.3 Probe preparation:
Kreatech™ FISH probes are supplied Ready to Use (RtU). SE, ST, and WC Kreatech™ FISH probes are provided 5 x
concentrated and must be diluted as follows: 2 pl 5 x conc. Probe in 8 pl FISH Hybridization Buffer (FHB or WCB,
supplied with probes). To combine several 5 x conc. probes, replace FISH Hybridization Buffer (FHB or WCB) with
2 pl for each probe added.
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3.4 Co-denaturation

Apply 10 pl of probe per 22 x 22 mm field. Cover with glass cover slip and seal with Fixogum or rubber cement.
Denature sample and probe on a ThermoBrite (TS-01/02) at 75 %1 °C for 5-10 min. Continue with Hybridization.

3.5 Hybridization:
Incubate overnight at 37 1 °C in a ThermoBrite (TS-01/02) or in a humidified chamber.

3.6 Post-hybridization Wash:
1. Pre-warm 50 ml Wash Buffer I (0.4 x SSC / 0.3% Igepal) (LK-102) to 72 °C
2. Remove rubber cement.
3. Place slides in 50 ml of Wash Buffer Il (2 x SSC / 0.1% Igepal) (LK-103), incubate for 2 min. at RT. Slide
off coverclips. Re-use the wash buffer only once for a total of 10 slides.
4. Place slides in 50 ml of pre-warmed Wash Buffer | (0.4 x SSC / 0.3% Igepal) (LK-102), incubate for 2 min
at 72 °C (+- 1 °C) without agitation. Re-use the wash buffer only once for a total of 10 slides.
5. Place slides in 50 ml of fresh Wash Buffer Il (2 x SSC / 0.1% Igepal) (LK-103), incubate for 1 min. at RT
without agitation. Re-use the wash buffer only once for a total of 10 slides.
6. Dehydrate in fresh 70%, 85% and 100% ethanol, incubate for 1 min each at RT. Air dry at RT and proceed
to Counterstaining.

3.7 Counterstaining:

Apply 15 pl DAPI counterstain (DAPI/Antifade 0.1 ug/ml) (LK-095B) or a dilution of this using counterstain diluent
(LK097B) and apply glass cover slip. Proceed with microscopy.

3.8 Procedural recommendations:
Optimal prepared and pre-treated cytological slides are key to obtain a successful FISH result. Under or over pre-
treatment does not only influence the morphology but also the signal strength (and thus the ease of analysis).

Temperature and buffer concentration (stringency) of hybridization and washing are important, as lower
stringency can result in non-specific binding of the probe to other sequences, and higher stringency can result in
a lack of signal. Incomplete denaturation of target DNA can result in lack of signal.

3.9 Recommendations for fluorescence microscopy
For optimal visualization use a well maintained and regularly calibrated microscope equipped with a 100W
mercury lamp or other appropriate light source (e.g. Metal Halide Bulb (120W X-cite) or LED based light sources)
and a 63x or 100x fluorescence objective. Triple band-pass filters (DAPI/FITC/Cy3 or DAPI/FITC/TRITC) are used
to view multiple colors, single band-pass filters are used for individual color visualization. See the Leica website
for recommendations on appropriate filters for each microscope brand: http://www.leicabiosystems.com/ihc-
ish/kreatech-fish-probes/

Suitable excitation and emission range for Kreatech™ fluorophores:

Fluorophore Excitation Emission

DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 10 nm 580 +10 nm

The shown bandwidth corresponds to 80% of the maximum
excitation/emission of the fluorophore)

4  Analytical Performance

The performance of the FISH Reagent Kit has been established using the procedures described in this instruction
for use. Modifications to these procedures may alter the performance of the assay. Any deviations from the
instructed protocols must be validated by the user. Users who deviate from recommended test procedures must
accept responsibility for interpretation of patient results under these circumstances. Protocol times may vary due
to variation in fixation and processing.
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5 Materials required and supplied with product

Code # Description Volume

LK-095B DAPI/Antifade 0.1 pg/ml 0.5ml
(DAPI Counterstain)

LK-097B Antifade 0.5ml
(Counterstain diluent)

LK-102B* 0.4 x SSC / 0.3% Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2 xSSC/0.1% Igepal 2x250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0.5% Igepal 250 ml

*Please note that LK-102 and LK-103 products containing the
same number, but different letters are identical except for the
volume. A= 100 ml, B=250 ml

6 Materials required and not supplied with product
+  Ethanol 100%, 85% and 70%
+  Fixogum (LK-071A) or rubber cement
+  Hot plate with accurate temperature control up to 75 °C or ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Incubator with accurate temperature range of 37 °C
+  Water bath with accurate temperature range of 37 -75 °C
+ Plastic and glass coplin jars
+  Variable micropipettes (1 pl - 200 pl)
+  Fluorescence microscope equipped with suitable filters (see recommendations for Fluorescence
Microscopy).

7 Warning and precautions

+  Any serious incident that has occurred in relation to the device shall be reported to the manufacturer and
the competent authority of the Member State in which the user and/or the patient is established.

+  For in vitro diagnostic use. For laboratory professional use only. In case of emergencies check SDS
sheets for safety information.

+ The kit is intended to use only prior and after to DNA FISH on metaphase and interphase cells from
peripheral blood cultures or direct preparations prepared by standard cytogenetic methods.

+  For non-automated FISH pre-treatment and hybridization only.

+  All materials should be disposed of according to your institution’s guidelines for hospital waste disposal.

+ It is advised to use the KBI-60006 FISH Digestion kit in case older samples, slides with cytoplasmic
background or difficult samples are used or expected.

«  For paraffin embedded tissues it is recommended to use pretreatment kits KBI-60004 or KBI-60007.

Labelling according to Regulation (EC) No 1272/2008

Description Signal Word Pictogram Hazard

Statements
H315, H319,
H335

LK-095B DAPI/Antifade 0.1 ug/ml Warning
(DAPI Counterstain)

(Counterstain diluent) H335

LK-097B Antifade Warning : H315, H319,

LK-102B 0.4 x SSC / 0.3% Igepal N.A. N.A. N.A.
(Wash Buffer I)

LK-103B 2 xSSC/ 0.1% Igepal N.A. N.A. N.A.
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0.5% Igepal N.A. N.A. N.A.
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Hazard statement(s)

H315 — Causes skin irritation.

H319 — Causes serious eye irritation.
H335 — May cause respiratory irritation

Precautionary statement(s) Prevention

P271 - Use only outdoors or in a well-ventilated area.

P261 - Avoid breathing mist/vapours/spray.

P264 — Wash all exposed external body areas thoroughly after handling.

P280 - Wear protective gloves, protective clothing, eye protection and face protection.

Precautionary statement(s) Response

P305+P351+P338 - IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if
present and easy to do. Continue rinsing.

P312 — Call a POISON CENTER/doctor/physician/first aider/if you feel unwell.

P337+P313 - If eye irritation persists: Get medical advice/attention.

P302+P352 — IF ON SKIN: Wash with plenty of water and soap.

P304+P340 — IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing.

P332+P313 - If skin irritation occurs: Get medical advice/attention.

P362+P364 — Take off contaminated clothing and wash it before reuse.

Supplemental Hazard Statements: none
Restricted to laboratory professional users

Explanation of symbols
Contains hazardous substances

D Country of manufacture

Do not use if package is damaged

Consult electronic IfU (elfU)

[1d]

8 Reagent Storage and Handling

Protect DAPI/Antifade from strong and direct light. Store at 2 - 8 °C. The unopened product is stable under these
conditions up to the expiry date indicated on the vial label.

Return undiluted reagent to 2 - 8 °C immediately after use.

After opening products are stable for up to 18 Months, but never longer than the expiry date. After this time period
the use of the solutions may result in suboptimal results.

9 Technical Support

Technical support is available at www.leicabiosystems.com or via e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Please contact us if desired results are not obtained or any anomalies
appear when using this product.

A paper printed copy of the IfU can be requested via e-mail by contacting: LBSAMS-IFU@Ieicabiosystems.com
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- The elfU is available in additional languages that can be downloaded from:
1 www.leicabiosystems.com

10 Customer Service
Kreatech probes may be ordered through Leica Customer Service +31 20 6919181 or order via e-mail:

purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 History
IfU Version Date of issue Changes
2.4 2016-SEP-27 Remove the tagline “The pathology Company “
3.0 2022-April Update according to IVD regulations
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KomnnekT c peareHT 3a FISH

REF | KBI-60005 CbAbpiKa JOCTaTbUYHO KOMMYECTBO 3a A0 25 unm 5x5 Tecta
Kreatech Biotechnology B.V.
“ . Vlierweg 20
IV D _{ g 1032 LG Amsterdam
2°C
Hupepnanpusa
www.LeicaBiosystems.com

1 TMpepHa3HauyeHue/uen

dnyopecueHTHaTa in situ xubpuamsauma (FISH) waeHTMdMumMpa unm 6enexu MpULENHU TFEHOMHMU
nocneaoBaTeNHOCTH, 3a la MOXXe Jla ce nacrneaBa TAXHOTO MecTonosioxeHue. [IHK nocnegosaTenHocTuTe oT
CbOTBETHUTE CreunduyHM 3a XpOMO30OMUTE COHAM MbPBO Ce 6enexxaTt ¢ penopTepHu Monekynu. Cnep Toea
6enssaHata [HK coHpa ce xubpuamsmpa kbM MeTadasHUTE XPOMO3OMU UNKN MHTepdasHUTE aapa BbpXy
npeaMeTHO CTbk/o. Cnes naMmuBaHe CNECUMEHDBT Ce NMPOBEpPsiBa 3a HaNM4Me Ha PeNoOpPTEPHU MOSEKYN Ypes
dhnyopecLeHTHa MUKPOCKOMUS.

3a nsnonaeaHe Bbpxy MeTadasHu M UHTepdasHU KIETKU OT KyNATypu oT nepudepHa KpbB UAN OUPEKTHU
npenaparu, Noay4YeHn Ypea CTaH4apTHU LUTOreHeTUYHN MEeTOaMN.

TosnM KOMMNEKT 3a NpefBapuUTENIHO TpPeTMpaHe e creuuanHo paspaboTeH 3a MnosiydaBaHe Ha OMTUMMalHU
pesyntatu npu NPACHO noaroTBeHn LMTONOMMYHM NPOGM.

Tosun NpoAyKT e npefHasHayeH 3a in vitro gnarHocTuka.

2 OnucaHue Ha NpoAyKTa

To3n KOMNMEKT 3a NMpefBapuUTeENIHO TpeTMpaHe e 3a HeaBToMaTuaumpaHu FISH xubpuamsaumm, cneumnanHo
pa3paboTeH Aa ce U3Mon3Ba 3a NpefBapuTeNIHO TPeTUPaHe U eH3UMHa AurecTys Ha metadasHn u MHTepdasHu
KJIETKM OT KYyNTYpy OT nepudepHa KpbB UK AUPEKTHU NpenapaTtw, Nojy4YeHn Ypes CTaH4apPTHU LUTOreHETUYHM
MeToauM npeau npouegypaTta 3a FISH xubpugmsauma Ha OHK. Tosn koMniekT e cneuunanHo paspaboTeH 3a
noslyyaBaHe Ha onTumanHu pesyntatu npu MPACHO npuroTBeHM LMTONOrMYHM NMpobu. ManonsBaHeTo Ha
KOMMeKTa e 06bpHe KpbCTOCaHUTE BPb3KU B KNETKUTE, Le NnepMeabuninsnpa KnetbyHaTa MemMbpaHa u e
pasrpagu KeTbYyHUTe NPOTENHU, 3@ Aa Y/IeCHM CBbp3BaHeTo Ha FISH coHauTe cbe cneumduyHaTa KeTbyHa
OHK.

3  WHcTpykuum 3a ynotpeba

3.1 CnecumeHun
3a n3nonaseaHe Bbpxy MeTadasHM M MHTepdasHU KNEeTKU OT KyNnTypu oT nepudepHa KpPbB WM OUPEKTHU
npenapaTu, NONyYeHU Ypes CTaHAapPTHU UMTOreHeTUYHN MeTOoaM.
To3n KOMMMEeKT 3a npeaBapuTesIHO TpeTuMpaHe e crneuuanHo pa3paboTeH 3a MosiydyaBaHe Ha ONTUMAalHM
pesyntatu npu NPACHO noaroTBeHU UMTONOMMYHM NPO6MU.
lNMpepBaputeneH aHanns Ha criecuMenu: lNMpeaBapuUTeNHUAT aHanns urpae BaxKHa posia 3a nosiyyaBaHeTo Ha
ycnewHa FISH. CnecumeHbT TpsibBa fa 6bae TpsibBa fa 6bae NpaBUIHO PUKCUPaH, oTiexan u npeaBapuTenHo
TpeTupaH B CbOTBETCTBME C YTBBbPAEH NPOTOKOJ. [pekoMepHaTa pukcaums, HegocTaTbyHaTa puKcauus unm
NOLLOTO NpeaBapuUTENHO TpeTUPaHe Ha CNecMMEH MOXe fila AoBeaaT [0 Heycrex Ha npoueaypaTta 3a FISH nnu
NMoHe A0 HMCKa Bb3MpPOM3BOANMOCT/HUCHK MHTEH3UTET Ha curHana. FISH coHaute Ha Kreatech ca TecTBaHu
BbpXy MeTadasHU/uHTepdasHU agpa, NoNyYeHU OT KynTMBMpaHa nepudepHa KpbB WU/UIN KOCTEH MO3bK.
MNpeaMeTHUTE CTbkna TpsibBa fa Ce CbxpaHsiBaT B CbOTBETCTBME C MNPENnopbyYMTEeSIHUTE YCNOBUS 3a
CbXpaHeHMWe 1 paboTa 3a NOCTMraHe Ha ONTMMAaJIHU pe3ynTaTh, BUXTe yeb caliTa Ha Leica.

3.2 [lpepBapuTenHoO TpeTupaHe
MpoTOKONBT NO-A0JY € 3a M3N0SI3BaHe Ha 5 NpefMeTHM CTbK/a B U3NpaBeH KOMNHOB 6ypkaH oT 50 ml.
1. TpeTupaitTe npeaBapuTeNHO NPSCHO NOArOTBEHU NPEAMETHU CTbkna ¢ npoba B 50 ml 2 x SSC/0,5%
Igepal (LK-105B) npu 37°C 3a 15 MUHYTU (MUH.).
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2. [Oexuppatunpante B 70%, 85% un 100% eTaHon 3a no 1 MUHYyTa BCekW MbT. M3cylleTte C Bb3ayX.
MNpoabmkeTe kbM MNMoAroTesiHe Ha coHAa.

3.3 [loproTBsiHe Ha COHAA:
FISH conguTe Ha Kreatech™ ce gocTaBaT rotoBu 3a ynotpe6a (RtU). FISH conauTte Ha Kreatech™ 3a SE, ST uWC
ce NpefoCTaBsT C KOHLEeHTpauus 5 x 1 TpsAbBa Aa ce paspeasT no cnegHust HaunH: CoHpa c kKoHu. 2 pl 5x B 8 pl
FISH 6ydep 3a xubpuansauus (FHB unmu WCB, focTtaesi ce cbe coHanTe). 3a fla KOMOGUHMPaTeE HAKOMNKO COHAM
C KOHLeHTpauus 5 x, 3aMeHeTe FISH 6ydepa 3a xubpuaunsauus (FHB nnm WCB) ¢ 2 ul 3a Bcsika go6aBeHa coHfa.

3.4 CbBMecTHa AeHaTypauus
HaHeceTe 10 pl oT coHgaTa Ha nosie oT 22 X 22 mm. [MoKpuitTe CbC CTHKIIEHO MOKPUBHO CTHKJIIO U
3aneyvaraiite ¢ Fixogum nnuv rymeH ummeHT. JeHaTypupaiite npobata u coHgaTa B ThermoBrite (TS-01/02)
npun 75 £1°C 3a 5 — 10 MuHyTn. MpoabkeTe KbM Xubpuausaums.

3.5 Xubpuausaums:
WNHKky6upaiiTe npes HowTa npu 37 = 1°C B ThermoBrite (TS-01/02) unu B oBna)kHeHa kamepa.

3.6 UN3amuBaHe cnep xubpuaunsaums:

1. 3arpeite npegeaputendo 50 ml Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) o 72°C

2. TllpemMaxHeTe ryMeHUsi LUMEHT.

3. lMocTaBeTe npeameTHU cTbkia B 50 ml Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), unky6upaite 3a
2 MWHYTU Npu cTaHa TeMnepaTypa. OTcTpaHeTe ¢ Npunab3BaHe NOKpUTUATa. MoxeTe fa nsnonsearte
NoBTOPHO 6ydepa 3a M3MMBaAHE caMO BeAHbX 3a 0610 10 npegMeTHU CTbKNa.

4. TocTtaBeTe npeaMeTHUTe cTbkia B 50 ml npegsaputenHo 3arpsat Wash Buffer 1 (0,4 x SSC / 0,3% Igepal)
(LK-102), nHky6upaiTe 3a 2 MUHYTK npu 72°C (+- 1°C) 6e3 pasbbpkeaHe. MoxeTe Aa M3nossBarte
NoBTOPHO 6ydepa 3a M3MMBaAHE caMO BeAHbX 3a 0610 10 npegMeTHU CTbKa.

5. TMocTaBeTe npegMeTHM cTbka B 50 ml HoB Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), unky6upaiite
3a 1 MMHyTa Npu cTallHa TeMnepaTypa 6e3 pa36bpkBaHe. MoXeTe Aa nsnonsBaTe NOBTOPHO 6ydepa
3a M3aMMBaHe camMo BeAHBbX 3a 0610 10 NnpeAMeTHU CTbKNa.

6. [HexuppatupaiTte B HOB 70%, 85% 1 100% eTaHon, UHKY6MpaiTe 3a No 1 MUHYTa BCEKM MbT NpM CTaiHa
TemnepaTtypa. M3cylweTe ¢ Bb3Ayx Ha cTaliHa TemnepaTtypa 1 npoabixeTe kbM KoHTpaoLBeTsiBaHe.

3.7 KoHTpaouBeTsiBaHe
Hanecete 15l DAPI koHTpaousetuten (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) wnu pastBop Ha TO3u
KOHTpaoLBEeTUTEN C MOMOLITa Ha paspeauTen 3a koHTpaouseTutenu (LKO97B) u noctaBeTe CTbKJIEHO
NMOKPUBHO CTBKIO0. [poabkKeTe KbM MUKPOCKOMMUS.

3.8 TpoueaypHU NpenopbKu:
OnTMManHo NOAroTBEHWUTE W NpefBapUTEIHO TPETUPAHM LIMTONIONMYHM NpenapaTyu ca OT KKYOBO 3HaYeHue
3a noslyyaBaHe Ha ycrieweH pesyntaT npu FISH. HepocTaTbyHOTO WMAM MPEeKOMEPHOTO MpefABapUTENHO
TpeTupaHe Busie He caMO Bbpxy MOpP(dOJIOrMsATa, HO U BbpXy cuilaTa Ha curHana (M no TOo3u HauuH BbpXy
yJIeCHABaHeTO Ha aHanusa).

TemMnepaTypaTa U KOHLeHTpauusaTa Ha 6ydepa (CTporocT) npu xubpuamnsauuaTa U USMMBaAHETO Ca BaXKHW, T
KaTo MO-HMCKa CTPOrocT MOXe pfga AoBede A0 HecrneundunyHO CBbp3BaHe Ha coHAaTa C  Apyru
nocnefoBaTenHOCTH, a NO-BUCOKa CTPOroCT MOXKe Aa AoBefe A0 nunca Ha curHan. HembnHoOTO AeHaTypupaHe
Ha npuuenHaTta HK Moxe fa gosefe A0 nurca Ha curHan.

3.9 Tpenopbku 3a ¢pnyopecLeHTHa MUKPOCKONUA

3a onTuManHa BW3yanusauus WsnonseaiTe Aobpe NoaAbpXaH M PefOBHO KanubpupaH MWUKPOCKOM,
o6opyABaH c xuBayHa namna o1 100 W unu apyr noaxofsiiy, M3TOYHUK Ha CBETAMHA (Hanp. MeTano-xasioreHHa
Kpywka (120 W X-cite) nnu ceetoamMoaHn U3TOYHULM Ha CBETIMHA) U hyopecueHTeH 06ekTuB 63x nnun 100x.
TpoitHuTte neHtoBu ¢untpu (DAPI/FITC/Cy3 unu DAPI/FITC/TRITC) ce usnonseaTt 3a Bu3yanusvpaHe Ha
MHOXeCTBO L|BETOBE, @ eAUHUYHUTE NEeHTOBN PUNTPY Ce N3MNOoN3BaT 3a BU3yanusmpaHe Ha OTAENHN LBeToBe.
BmxTe yeb6 cailTa Ha Leica 3a npenopbky OTHOCHO noAaxoAsdwmute GUATPUM 3a BCSIKa MapkKa MUKPOCKONM:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/
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Moaxoanil 06xBaT Ha Bb36yxaaHe n emucua 3a payopocdopm Kreatech™:
dnyopodop Bb36y:KgaHe Emucus
DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 +15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

lMoka3aHaTa YecTOTHa JieHTa cboTBeTcTBa Ha 80% OT MaKCUMasIHOTO
BBb36Y)xaaHe/eMucus Ha pyopogpopa)

4  AHanuTU4YHO NpepacTaBsiHE

EdekTnBHOCTTAa Ha KomnnekTa c peareHT 3a FISH e ycTaHOBeHa C nomolyTa Ha NpouefypuTe, ONUcaHu B
HacToslaTa UHCTPYKuus 3a ynoTtpeba. [pomMeHnTe B Tean npoueaypu MoraT ga foBegaT O NPOMsHa Ha
pe3ynTtaTuTe OT TecTa. BcakakBM OTKNOHEHWUSI OT MHCTPYKTMPaHMTE NPOTOKONM TpabBa Aa 6baaTt BaMampaHm
OT noTpebutens. MoTpedbuTennTe, KOUTO Ce OTKJIOHSAIBAT OT NpenopbYaHUTe NpouUeaypu 3a TecTBaHe, TpsAbBa
Ja noemaT OTFOBOPHOCT 3a WHTeprpeTauusita Ha pesynTaTtuTe Ha MauuMeHTUTe Mpu Tesu 06CTosITeNncTBa.
BpemeTpaeHeTo Mo NPOTOKON MOXe Aa Bapupa nopaan Bapuaumy BbB pukcaumsaTa n obpaboTkaTa.

5 Heo6xoauMu U AOCTaABEHM C NPOAYKTa MaTepuanu

Kop # OnucaHue 06em

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Counterstain)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(pa3pepuTen 3a KOHTPaAOLBETUTENN)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2 xSSC / 0,1% lgepal 2x250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal 250 ml

*Umante npeasua, dye npogyktute LK-102 n LK-103, cbagbpixaLym
CbLUMSI HOMEP, HO Pa3/IMyHN 6YKBY, ca UAEHTUYHU C U3KITHOYEHNE Ha
o6ema. A= 100 ml, B=250 m/

6 HeobxoauMu n HefoOCTaBEHMU C NPOAYKTA MaTepuanu
+  EvanHon 100%, 85% n 70%
+  Fixogum (LK-071A) unv ryMmeH UMMeHT
+ Topelua njoyvya c ToyeH KOHTPOJ Ha TeMnepaTtypaTa Ao 75°C unu ThermoBrite™ (TS01/TS02)
*  WMHKy6aTop C TOYeH TeMnepaTypeH AnanasoH ot 37°C
+ BopgHa 6aHs ¢ ToYeH TeMnepaTypeH AnanasoH ot 37 — 75°C
+ [lnacTMacoBM ¥ CTHKIEHM KOMIMHOBMW BypKaHu
+  MwukponuneTtyu ¢ npomeHnne o6em (1 pl — 200 pl)
+  dnyopecuUeHTeH MUKPOCKON, CHabieH ¢ noaxoasium Guntpu (BUXXTe NpenopbKuTe 3a GiyopecLeHTHa
MUKpPOCKOMNWUS).

7 TNpepynpexpaeHue v npegnasHU MepKu

+  Bceku ceproseH MHUMAEHT, Bb3HMKHAJ BbB BPb3Ka C U3[ENINETO, Ce [OKNaABa Ha npoussoauTens u
Ha KOMIMETEHTHUSI OpraH Ha ibp)XaBaTa YJ1eHKa, B KOATO € yCTaHOBEH NOTPEOUTENAT U/UIM NaLUEHTBT.

+ 3aynoTtpeba npu in vitro gnarHoctuka. Camo 3a nabopatopHa npodecroHanHa ynoTpeba. B cnyyait Ha
creLwHn cnyyam nposepeTe nuctoBeTe UJ1b 3a uHpopmauus oTHocHO 6e3onacHocTTa.

+  KoMmnnekTbT e npefHa3HayeH Aa ce usnonsesa camo npeam u cneg FISH Ha HK Bbpxy meTadasHm u
UHTepdasHM KIEeTKM OT KyNTypu OT nepudepHa KpPbB WM AUPEKTHU NpenapaTty, NoJyyeHu 4pes
CTaHAapTHU LMTOreHeTUYHN METOAM.

+ Camo 3a HeaBTOMaTu3upaHo FISH npegsaputenHo TpeTupaHe u xnbpuausaums.

+  Bcuukn maTepuanu TpsibBa fa ce U3XBbPIAT B CbOTBETCTBME C HACOKMTE Ha BallaTa MHCTUTYLMA 3a
N3XBbPJIsIHE Ha 6OJTHUYHM OTNagbLW.

+ TlpenopbyBa ce mnanonseaHeto Ha KBI-60006 KomnnekT 3a aurectus Ha FISH, B cnyyan 4ye ce
n3non3BaT WM OYaKBaT No-cTapu Npobu, NpeAMETHN CTbKIa € LMTonnasMeH GOoH Unun TpyaHU nNpobu.

+ 3aBrpageHu B napaguH TbKaHu e NPeNoOPbYMTENTHO Aa Ce M3NO0N3BaT KOMIMJIEKTU 3a NpeaBapuTeNHO
TpeTupaHe KBI-60004 unu KBI-60007.
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ETukeTupaHe cbrinacHo PernameHT (EO) N2 1272/2008

Kop, # OnucaHue CvrHanHa gyma MukTorpama MpepynpexaeHus

3a onacHocT

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml MpenynpexxaeHvne H315, H319,
(DAPI Counterstain) @ H335

LK-097B Antifade MpenynpexaeHve H315, H319,
(pa3pepuTten 3a KOHTPaoOLBETUTENN) @ H335

LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepal He e npunoxumo He e npunoxumo He e npunoxumo
(Wash Buffer I)

LK-103B 2 xSSC / 0,1% lgepal He e npunoxumo He e npunoxumo He e npunoxumo
(Wash Buffer Il)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal He e npunoxumo He e npunoxumo He e npunoxumo

MpepynpexaeHusa 3a onacHoOCT

H315 - lNpeansBnkBa ApasHeHe Ha KoxkaTa.

H319 - lNpeaunsBukBa CEpMO3HO ApasHEHE Ha o4mnTe.

H335 — Moxe ga npeausBuka gpasHeHe Ha AnXaTesTHUTE NbTuLa.

Mpenopbku 3a 6e3onacHocT peBeHUMA

P271 - [a ce nanonsea camMo Ha OTKPUTO NN Ha O6pe NPOBETPUBO MSACTO.

P261 - U3bsareaiTe BauMwBaHe Ha AMM/1U3MNapeHns/aepo3osn.

P264 - [a ce M3SMUSIT BCUYKWN USNTOXXEHUN BBHLUHW YacTW Ha TANIOTO CTapaTesiHo cneg ynotpeba.

P280 - M3nonaeaiiTe NpeanasHM pbKaBuunu/npeanasHo o6aekno/npennasHu oumna/npeanasHa Macka 3a
nvue.

MNpenopbku 3a 6e3onacHocT Peakuusa

P305+P351+P338 NPU — NMPU KOHTAKT C OYUTE: NMpomMuBainTe BHUMATENHO C BOAa B NpOoagb/IXKEHUNE Ha
HAKONIKO MUHYTU. CBanetTe KOHTaKTHUTE JeLlu, ako MMa TakmBa 1 JOKOIKOTO TOBA € Bb3MOXHO.
MpoabnykeTe ¢ n3naakBaHeTo.

P312 - Mpu HepasnonoxeHue ce obagete B LLEHTHP MO TOKCUKONOIUA nnun Ha nekap.

P337+P313 — MNpu NnpoabXUTENHO Apa3HeHe Ha ouunTe: [loTbpceTe MeAULIMHCKU CbBET/MOMOLL,
P302+P352 — NMPU KOHTAKT C KOXATA: M3muinTe 06MIHO CbC canyH v BoAa.

P304+P340 - NP BOWLLBAHE: N3BeaeTe NULETO Ha YMCT Bb3AyX U FO NOCTaBeTE B NO3ULMSA, yNecHsBalla
AuwaHeTo.

P332+P313 — lNpu nosiBa Ha KOXXHO ApasHeHe: [ToTbpceTe MeANLMHCKN CbBET/MOMOLL,.

P362+P364 — CBaneTe 3aMbpCeHOTO 06/1EKIIO U O U3MnepeTe Npeay NOBTOPHA ynoTpeoba.

JombAHUTENHN NpeaynpeXaeHns 3a ONacHOCT: HAMa
Camo 3a npodecnoHanHa ynotpeba B nabopatopuu

O6sicHeHWe Ha CUMBONIUTE
Cbabpixa onacHu BellecTsa

ﬂ,'bp)KaBa Ha npoun3soaCcTBO
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[a He ce U3non3Ba, ako LeNocTTa Ha
OonakoBKaTa € HapylleHa

KoHcynTunpanTe ce ¢ enekTpoHHuTe U3Y
(en3y)

i

8 CobxpaHeHue n 06paboTKa Ha peareHT

3awutete DAPI/Antifade oT cunHa n gupekTHa cBeTnMHa. [la ce cbxpaHsiBa npu Temnepatypa 2 - 8°C.
HeoTBOpPEHUST NPOAYKT € CTabuieH Npu Te3n YCOBUS [0 U3TUYAHE Ha CPOKa Ha FOAHOCT, yKasaH Ha eTukeTa
Ha (bnakoHa.

HepaspepneHnTe peareHTu fa ce BbpHaT Ha TemnepaTypa 2 — 8°C BegHara cnepg ynotpeéa.

Cnep, oTBapsiHe NpPoAyKTUTe ca cTabunHu fo 18 Meceua, HO HMKOra Mo-AbAro OT Cpoka Ha rogHocT. Cnea
M3TMYaHEeTO Ha TO3WU Mepuop OT BPeME M3MOS3BAaHETO Ha pa3TBOPUTE MOXE fAa AOBefe A0 HEeONTMMaIHU
pesynrtaTu.

9 TexHu4YecKa NogapbIKKa

TexHuyeckaTa NoaApb)KKa € Ha pasnosioXeHMe Ha agpec www.leicabiosystems.com wnu 4ypes umenn:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. CBbp)eTe ce C Hac, ako He MOoNyuYnTe XenaHuTe pesyntatu uam ce
NosBAT aHOMasiMmn Npu U3Non3BaHeTo Ha TO3M MPOAYKT.

XapTueHo ne4yaTHO Konue Ha M3Y Moxe ga 6bAe MoMcKaHO MO UMeNn, KaTo ce cBbpxeTe c. LBSAMS-
IFU@leicabiosystems.com

P MoxeTe pa uaternute eI3Y Ha pasnnyHu eanum oT: www.leicabiosystems.com

i |

10 06cny)XBaHe Ha KJIMEeHTH

Conpgute Kreatech morat ga ce nopbyaT npe3 oTaena 3a o6cnyXBaHe Ha K/IMeHTH Ha Leica +31 20 6919181
unu no umenn: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 XpoHonorus

Bepcusa Ha [ata Ha
n3y u3gaBaHe Mpomenu
2.4 2016-SEP-27 lMpemaxBaHe Ha eTuKeTa ,JJocTaBUnK Ha" peLleHus 3a nabopaTopHa
AnarHocTuka
Anpun .
3,0 2092 AKTyanusauus cbrnacHo perfaMeHTuTe 3a in vitro gnarHocTuka
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FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 Obsahuje dostateény objem az pro 25 nebo 5x5 testl
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
2°C .
Nizozemsko
www.LeicaBiosystems.com

1 Zamyslené pouziti / ucel

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) identifikuje nebo oznacuje cilové genomové sekvence, aby bylo mozné
studovat jejich umisténi. Sekvence DNA z pfislusnych chromozomové specifickych sond se nejprve oznaci
reportérovymi molekulami. Oznacena DNA sonda se pak hybridizuje na metafazni chromozomy nebo interfazni
jadra na sklicku. Po promyti se ve vzorku zjisti pfitomnost reportérovych molekul pomoci fluorescenéni
mikroskopie.

Pro pouziti na metafaznich a interfaznich bunkach z kultur periferni krve nebo na pfimych preparatech
pripravenych standardnimi cytogenetickymi metodami.

Tato souprava pro predb&Zznou Upravu je specialné vyvinuta pro dosaZeni optimalnich vysledk(i u CERSTVE
pfipravenych cytologickych vzork(.

Tento produkt je uréen pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

2 Popis produktu

Tato souprava pro predbéznou Upravu je urCena pro neautomatizované hybridizace FISH a byla specialné
vyvinuta pro pouziti k predbézné upravé a enzymové digesci metafaznich a interfaznich bunék z kultur periferni
krve nebo pfimych preparatll pripravenych standardnimi cytogenetickymi metodami pred hybridizacnim
postupem DNA FISH. Tato souprava je specidlné vyvinuta pro dosazeni optimalnich vysledki u CERSTVE
pfipravenych cytologickych vzork(. Pouziti soupravy zrusi zesitovani v bunkach, permeabilizuje bunécnou
membranu a Stépi bunécné proteiny, aby usnadnilo vazbu sond FISH se specifickou bunéénou DNA.

3 Navod k pouziti

3.1 Vzorky
Pro pouziti na metafaznich a interfaznich bunkach z kultur periferni krve nebo na pfimych preparatech
pripravenych standardnimi cytogenetickymi metodami.
Tato souprava pro predb&znou Upravu je specialné vyvinuta pro dosazeni optimélnich vysledk(i u CERSTVE
pripravenych cytologickych vzork(.
Zpracovani vzork(l pred analyzou: Pro dosazZeni optimalnich vysledk( FISH hraje velkou roli zpracovani vzork
pred analyzou. Vzorek by mél byt spravné fixovan, mit spravnou zralost a byt pfedbézné upraven podle dobfe
zavedeného protokolu. Prilisna nebo nedostatec¢na fixace nebo nedostatecna predbézna Gprava mohou zpUsobit
selhdani postupu FISH nebo pfinejmensim nizkou reprodukovatelnost/intenzitu signdlu. Sondy FISH Kreatech byly
testovany na metafaznich/interfaznich jadrech ziskanych z kultivované periferni krve a/nebo kostni dfené. Pro
dosazeni optimalnich vysledk( by se méla sklicka skladovat v souladu s doporuc¢enymi podminkami skladovani
a manipulace, viz webové stranky spolecnosti Leica.

3.2 Predbézna uprava
Nize uvedeny protokol je urcen pro pouziti 5 sklicek ve svislé Coplinové nadobce o objemu 50 ml.
1. Cerstvé pripravena sklicka se vzorky se pfedem upravi v 50 ml 2 x SSC / 0,5% Igepal (LK-105B) pfi 37 °C
po dobu 15 minut (min).
2. 0Odvodnéte ponofenim do 70%, 85% a 100% etanolu vzdy na 1 minutu. Vysuste na vzduchu. Pokracujte
pripravou sondy.
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3.3 Priprava sondy:
Sondy FISH Kreatech™ se dodavaiji pripravené k pouziti (Ready to Use, RtU). Sondy FISH SE, ST a WC Kreatech™
jsou dodavény 5 x koncentrované a musi byt nafedény nasledujicim zplsobem: 2 pl 5x konc. sondy v 8 pl
hybridiza¢niho pufru FISH (FHB nebo WCB, dodavé se se sondami). Chcete-li kombinovat nékolik sond o
koncentraci 5 x, nahrad'te hybridiza¢ni pufr FISH (FHB nebo WCB) 2 pl na kazdou pfidanou sondu.

3.4 Spolec¢na denaturace
Aplikujte 10 pl sondy na pole 22 x 22 mm. Zakryjte krycim sklickem a utésnéte Fixogumem nebo gumovym
cementem. Denaturujte vzorek a sondu na ThermoBrite (TS-01/02) pfi 75 + 1 °C po dobu 5— 10 min. Pokracujte
hybridizaci.

3.5 Hybridizace:
Inkubujte pfes noc pfi 37 + 1 °C v ThermoBrite (TS-01/02) nebo ve vlhké komdirce.

3.6 Promyvani po hybridizaci:

1. Predehrejte 50 ml promyvaciho pufru | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) pfi 72 °C.

2. Odstrante gumovy cement.

3. Vlozte sklicka do 50 ml promyvaciho pufru Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), inkubujte 2 min. pfi RT.
Sundejte kryci sklicka. Promyvaci pufr pouzijte opakované pouze jednou pro celkem 10 skliCek.

4. Vlozte sklicka do 50 ml promyvaciho pufru | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102), inkubujte 2 min pfi 72 °C
(£ 1 °C) bez michani. Promyvaci pufr pouzijte opakované pouze jednou pro celkem 10 skli¢ek.

5. Vlozte sklicka do 50 ml promyvaciho pufru Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), inkubujte 1 min. pfi RT bez
michani. Promyvaci pufr pouzijte opakované pouze jednou pro celkem 10 sklicek.

6. Odvodnéte v Cerstvém 70%, 85% a 100% etanolu, inkubujte vzdy 1 min. pfi RT. Vysuste na vzduchu a
pokracujte na Kontrastni barveni

3.7 Kontrastni barveni:

Aplikujte 15 pl kontrastniho barviva DAPI (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) nebo jeho fedéni pomoci fediciho
roztoku kontrastniho barviva (LK0O97B) a pfilozte kryci sklicko. Pokracujte mikroskopovanim.

3.8 Doporuceni k postupu:
Optimalné pripravené a predem upravené cytologické preparaty jsou klicem k dosazeni Uspésného vysledku FISH.
Nedostatecna nebo nadmeérnd predbézna Gprava ma vliv nejen na morfologii, ale také na silu signalu (a tim i na
snadnost analyzy).

Teplota a koncentrace pufru (stringence) pfi hybridizaci a promyvani jsou dulezité, protoZe nizsi stringence mlze
vést k nespecifické vazbé sondy na jiné sekvence a vyssi stringence miZze mit za nasledek nedostatek signalu.
Neuplna denaturace cilové DNA mize mit za nasledek nedostatek signalu.

3.9 Doporuceni pro fluorescenéni mikroskopii
Pro optimalni vizualizaci pouzijte dobfe udrzovany a pravidelné kalibrovany mikroskop vybaveny 100W rtutovou
lampou nebo jinym vhodnym zdrojem svétla (napf. metalhalogenidovou zarovkou (120W X-cite) nebo zdroji
svétla na bazi LED) a fluorescencnim objektivem 63x nebo 100x. Pro zobrazeni vice barev se pouzivaji tfipasmové
filtry (DAPI/FITC/Cy3 nebo DAPI/FITC/TRITC), pro vizualizaci jednotlivych barev se pouzivaji jednopasmové filtry.
Doporuceni vhodnych filtr(i pro jednotlivé znacky mikroskopl najdete na webovych strankach spolecnosti Leica:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/.

Vhodny rozsah excitace a emise pro fluorofory Kreatech™:
Fluorofor Excitace Emise
DAPI 360 £ 20 nm 460 + 30 nm
PlatinumBright ™ 415 42915 nm 47015 nm
PlatinumBright ™ 495 495+ 10 nm 517 +£10 nm
PlatinumBright ™ 550 550+ 10 nm 580 + 10 nm

Uvedena sitka pasma odpovida 80 % maxima

excitace/emise fluoroforu
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4  Analyticka vykonnost

Vykonnost soupravy FISH Reagent Kit byla stanovena pfi pouziti postupli popsanych v tomto navodu k pouziti.
Upravy téchto postupl mohou vykonnost testu zménit. Jakékoli odchylky od uvedenych protokol&i musi byt
uzivatelem validovany. Uzivatelé, ktefi se pfi vySetfeni odchyli od doporu¢eného postupu, musi za téchto
okolnosti pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledkl u pacienta. Doby uvedené v protokolu se mohou lisit
kvdli odliSnému zpUsobu fixace a zpracovani.

5 Materialy, které jsou nezbytné a jsou dodavané s produktem

Kod ¢. Popis Objem

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(Kontrastni barvivo DAPI)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Redici roztok kontrastniho barviva)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Promyvaci pufr I)

LK-103B* 2 xSSC/0,1% Igepal 2 x 250 ml
(Promyvaci pufr II)

LK-105B 2 x SSC / 0,5% Igepal 250 ml

*Upozorfiujeme, Ze vyrobky LK-102 a LK-103 obsahujici
stejné ¢islo, ale riznd pismena, jsou identické kromé
objemu. A =100 ml, B =250 ml

6 Materialy, které jsou nezbytné a nejsou dodavané s produktem
+  Etanol 100%, 85% a 70%
+  Fixogum (LK-071A) nebo gumovy cement
+  Horka deska s presnou regulaci teploty az do 75 °C nebo ThermoBrite™ (TS01/TS02)
* Inkubator s pfesnym rozsahem teplot 37-37 °C
+  Vodni ldzen s pfesnym rozsahem teplot 37-75 °C
+  Plastové a sklenéné Coplinovy nadobky
+  RGzné druhy mikropipet (1 pl = 200 pl)
*  Fluorescenéni mikroskop vybaveny vhodnymi filtry (viz doporuéeni pro fluorescenéni mikroskopii).

7 Varovani a bezpec¢nostni opatreni

+ Kazda zavazna udalost, ke které doslo v souvislosti s timto prostiedkem, ma byt ozndmena vyrobci a
prislusnému organu ¢lenského statu, v némz je uzivatel a/nebo pacient vedeny.
Pro diagnostické pouziti in vitro. Jen pro profesionalni pouziti v laboratofi. V pfipadé nouze projdéte
bezpecnostni informace v listech SDS.
Souprava je zamyslena k pouziti pouze pred a po provedeni DNA FISH na metafaznich a interfaznich
burikach z kultur periferni krve nebo pfimych preparatech pripravenych standardnimi cytogenetickymi
metodami.
Pouze pro neautomatizovanou predbéznou Upravu FISH a hybridizaci.
VSechny materidly by mély byt zlikvidovany v souladu s pfedpisy vasi instituce pro likvidaci nemocni¢niho
odpadu.
V pripadé, ze se pouzivaji nebo oCekavaji starsi vzorky, preparaty s cytoplazmatickym pozadim nebo
obtizné vzorky, doporucuje se pouzit kit KBI-60006 FISH Digestion.

+  Pro tkané zalité do parafinu se doporucuje pouzit soupravy pro predbéZnou Upravu KBI-60004 nebo KBI-
60007.

Oznaceni podle nafizeni (ES) ¢. 1272/2008

Signalni slovo Piktogram Standardni
véty o
nebezpecnosti

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Varovani H315, H319,
(Kontrastni barvivo DAPI) @ H335
LK-097B Antifade Varovani H315, H319,
(Redici roztok kontrastniho barviva) @ H335
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LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepal Neuvadi se Neuvadi se Neuvadi se
(Promyvaci pufr I)

LK-103B 2 xSSC /0,1% Igepal Neuvadi se Neuvadi se Neuvadi se
(Promyvaci pufr II)

LK-105B 2 x SSC / 0,5% Igepal Neuvadi se Neuvadi se Neuvadi se

Standardni véta (véty) o nebezpecnosti

H315 - Drazdi kazi.

H319 - Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H335 - MUze zplisobit podrazdéni dychacich cest

Pokyn(y) pro bezpec¢né zachazeni

P271 - Pouzivejte pouze venku nebo v dobfe vétranych prostorach.

P261 — Zamezte vdechovani mlhy/par/aerosolu.

P264 - Po manipulaci dikladné omyjte vSechny odkryté vnéjsi ¢4sti téla.

P280 - Pouzivejte ochranné rukavice, ochranny odév, ochranné bryle a oblicejovy Stit.

Pokyny pro bezpecné zachazeni — reakce

P305+P351+P338 — PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné oplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky,
jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P312 - Necitite-li se dobfe, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/Iékafe/prvni pomoc.
P337+P313 — Pretrvava-li podrazdéni oCi: Vyhledejte Iékai'skou pomoc/oSetfeni.

P302+P352 — PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody a myd|a.

P304+P340 - PRI VDECHNUTI: Pfeneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadfujici dychani.
P332+P313 - Pfi podrazdéni kize: Vyhledejte Iékafskou pomoc/osetieni.

P362+ P364 — Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym pouzitim vyperte.

Dodatecné standardni véty o nebezpecnosti: zadné
Omezeno na profesionalni uzivatele v laboratofi

Vysvétleni symbol(
Obsahuje nebezpecné latky

H Zemé vyroby

Nepouzivejte, pokud je obal poskozeny

Nahlédnéte do elektronického IfU (elfU)

[1d]

8 Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Chrante DAPI/Antifade pred silnym a pfimym svétlem. Uchovaveijte pfi teploté 2 — 8 °C. Neotevieny produkt je za
téchto podminek stabilni aZ do data exspirace uvedeného na Stitku lahvicky.

Okamzité po pouziti vratte nenafedéné reagencie do prostredi s teplotou 2— 8 °C.
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Po otevreni jsou produkty stabilni po dobu az 18 mésict, nikdy vSak déle, nez je datum exspirace. Po uplynuti této
doby miize pouziti roztok( vést k neoptimalnim vysledkim.

9 Technicka podpora

Technickd podpora je k dispozici na www.leicabiosystems.com nebo prostifednictvim e-mailu:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Pokud se pfi pouzivani tohoto produktu nedostavi pozadované
vysledky nebo se objevi jakékoli anomalie, kontaktujte nas.

Tisténou verzi IfU si mlzete vyzadat e-mailem na adrese: LBSAMS-IFU@I|eicabiosystems.com

° elfU je k dispozici v dalSich jazycich, které si miZzete stdhnout ze stranek:
1 www.leicabiosystems.com

10 Zakaznicky servis
Sondy Kreatech Ize objednat prostfednictvim zakaznického servisu Leica +31 20 6919181 nebo e-mailem:
purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Historie
Verze IfU Datum vydani Zmény
2,4 2016-SEP-27 Odstranéni sloganu ,Spolec¢nost pro patologii “
3,0 duben 2022 Aktualizace podle predpist pro IVD
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FISH-reagenskit

REF | KBI-60005 Indeholder tilstraekkelig volumen til op til 25 eller 5x5 tests
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
Holland
www.LeicaBiosystems.com

1 Tiltaenkt brug/formal

Fluorescerende in situ-hybridisering (FISH) identificerer eller maerker genomiske malsekvenser, s deres
placering kan studeres. DNA-sekvenser fra passende kromosomspecifikke sonder maerkes fgrst med reporter-
molekyler. Den maerkede DNA-sonde hybridiseres derefter til metafasekromosomerne eller interfasekernerne pa
et objektglas. Efter vask screenes prgven for reporter-molekylerne ved fluorescensmikroskopi.

Til brug pa metafase- og interfaseceller fra perifere blodkulturer eller direkte preeparater fremstillet ved standard
cytogenetiske metoder.

Dette forbehandlingskit er specielt udviklet til at opna optimale resultater pa FRISKT fremstillede cytologiske
prover.

Dette produkt er beregnet til in vitro-diagnostisk anvendelse.

2 Produktbeskrivelse

Dette forbehandlingskit er til ikke-automatiserede FISH-hybridiseringer, der er specielt udviklet til brug til
forbehandling og enzymfordgjelse af metafase- og interfaseceller fra perifere blodkulturer eller direkte
praeparater fremstillet ved standard cytogenetiske metoder for DNA FISH-hybridiseringsproceduren. Dette kit er
specielt udviklet til at opna optimale resultater pa FRISKT fremstillede cytologiske prgver. Brugen af kittet vil
vende tveaerbindingerne om i cellerne, permeabilisere cellemembranen og fordgje celleproteiner for at lette
bindingen af FISH-sonderne med det specifikke celle-DNA.

3 Brugsanvisning

3.1 Prover
Til brug pa metafase- og interfaseceller fra perifere blodkulturer eller direkte preeparater fremstillet ved standard
cytogenetiske metoder.
Dette forbehandlingskit er specielt udviklet til at opna optimale resultater pd FRISKT fremstillede cytologiske
prover.
Preeanalyser af prgver: For at opna en vellykket FISH spiller praeanalysen en stor rolle. Prgven skal vaere korrekt
fikseret, lagret og forbehandlet i henhold til en veletableret protokol. Overfiksering, underfiksering eller darlig
forbehandling af prgven kan forarsage fejl i FISH-proceduren eller i det mindste lav
reproducerbarhed/signalintensitet. Kreatech FISH-sonder er blevet testet pa metafase/interfasekerner afledt af
dyrket perifert blod og/eller knoglemarv. Objektglassene skal opbevares i henhold til de anbefalede opbevarings-
og handteringsforhold for at opna optimale resultater. Se Leicas website.

3.2 Forbehandling
Protokol nedenfor er til brug af 5 objektglas i en opretstaende coplin-skal pa 50 ml.
1. Forbehandl friskt fremstillede prgveobjektglas i 50 ml 2 x SSC/0,5 % Igepal (LK-105B) ved 37 °C i 15
minutter (min.).
2. Dehydreri70 %, 85 % og 100 % ethanol i hver 1 minut. Lufttgr. Fortseet med klarggring af sonden.

3.3 Forberedelse af sonde:
Kreatech™ FISH-sonder leveres klar til brug. SE, ST og WC Kreatech™ FISH-sonder leveres 5 x koncentrerede og
skal fortyndes som falger: 2 pl 5 x konc. sonde i 8 ul FISH-hybridiseringsbuffer (FHB eller WCB, leveres med
sonder). Udskift FISH Hybridization Buffer (FHB eller WCB) med 2 pl for hver sonde, der tilfgjes, for at kombinere
flere 5 x konc. sonder.
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3.4 Co-denaturering
Pafgr 10 pl sonde pr. 22 x 22 mm felt. Daek med glasdaeksel og forsegl med Fixogum eller gummicement.
Denaturer prgve og sonde pa en ThermoBrite (TS-01/02) ved 75 1 °C i 5-10 min. Fortsaet med hybridisering.

3.5 Hybridisering:
Inkubér natten over at 37 =1 °C i en ThermoBrite (TS-01/02) eller i et befugtet kammer.

3.6 Post-hybridiseringsvask:
1. Forvarm 50 ml vaskebuffer | (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-102) til 72 °C
2. Fjern gummicement.
3. Placer objektglassene i 50 ml vaskebuffer Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubér i 2 min. ved
rumtemperatur. Traek daekglas af. Genbrug kun vaskebufferen én gang til i alt 10 objektglas.
4. Placer objektglassene i 50 ml forvarmet vaskebuffer | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102), inkubér i 2
minutter ved 72 °C (+- 1 °C) uden omrgring. Genbrug kun vaskebufferen én gang til i alt 10 objektglas.
5. Placer objektglassene i 50 ml frisk vaskebuffer Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubér i 1 min. ved
rumtemperatur uden omrgring. Genbrug kun vaskebufferen én gang til i alt 10 objektglas.
6. Dehydrer i frisk 70 %, 85 % og 100 % ethanol, inkubér i hver 1 min. ved rumtemperatur. Lufttgr ved
rumtemperatur, og fortsaet til Kontrastfarvning.

3.7 Kontrastfarvning:
Pafgr 15 pl DAPI-kontrastfarvning (DAPI/antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) eller en fortynding af denne med
kontrastfarvningsfortynder (LKO97B), og seet glasdaekslet pa. Fortsaet med mikroskopi.

3.8 Proceduremaessige anbefalinger:
Optimalt klargjorte og forbehandlede cytologiske objektglas er ngglen til at opna et vellykket FISH-resultat. Under
eller over forbehandling pavirker ikke kun morfologien, men ogsa signalstyrken (og dermed analysen).

Temperatur og bufferkoncentration (stringens) af hybridisering og vask er vigtige, da lavere stringens kan
resultere i ikke-specifik binding af sonden til andre sekvenser, og hgjere stringens kan resultere i mangel pa signal.
Ufuldsteendig denaturering af mal-DNA kan resultere i mangel pa signal.

3.9 Anbefalinger til fluorescensmikroskopi
For optimal visualisering skal der anvendes et velholdt og regelmaessigt kalibreret mikroskop udstyret med en
100W kviksglvlampe eller anden passende lyskilde (f.eks. metalhalogenpaere (120W X-cite) eller LED-baserede
lyskilder) og et 63x eller 100x fluorescensobjektiv. Tredobbelte bandpasfiltre (DAPI/FITC/Cy3 eller
DAPI/FITC/TRITC) bruges til at se flere farver. Enkelt bandpasfiltre bruges til individuel farvevisualisering. Se
Leicas website for anbefalinger om passende filtre il hvert mikroskopmaerke:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Egnet excitations- og emissionsomrade for Kreatech™-fluoroforer:
Fluorofor Excitation Emission

DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

Den viste bandbredde svarer til 80 % af maksimum
excitation/emission af fluorofor)

4  Analytiske resultater

Ydeevnen af FISH-reagenskit er blevet fastsldet ved hjaelp af procedurerne beskrevet i denne brugsanvisning.
Andringer af disse procedurer kan andre udfgrelsen af analysen. Eventuelle afvigelser fra de instruerede
protokoller skal valideres af brugeren. Brugere, som afviger fra anbefalede testprocedurer, ma selv tage ansvaret
for tolkningen af patientresultater under disse betingelser. Protokoltider kan variere pa grund af variation i
fiksering og behandling.

IfU Published: 2022 April Page 17 of 131
IfU Doc name: IfU-KBI-60005_version3.0



Jeica

BIOSYSTEMS

5 Neadvendige materialer, der leveres med produktet

Kodenr. Beskrivelse Volumen

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI-kontrastfarvning)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Kontrastfarvningsfortynder)

LK-102B* 0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal 250 ml
(Vaskebuffer I)

LK-103B* 2 x SSC/0,1 % Igepal 2 x 250 ml
(Vaskebuffer I1)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal 250 ml

*Bemeerk, at LK-102- og LK-103-produkter, der indeholder
samme tal, men forskellige bogstaver er identiske bortset fra
volumen. A =100 ml, B =250 ml

6 Nodvendige materialer, der ikke leveres med produktet

Ethanol 100 %, 85 % og 70 %

Fixogum (LK-071A) eller gummicement

Varmeplade med ngjagtig temperaturstyring op til 75 °C eller ThermoBrite™ (TS01/TS02)
Inkubator med ngjagtigt temperaturomrade pa 37 °C

Vandbad med ngjagtigt temperaturomrade pa 37-75 °C

Coplin-skale af glas og plastik

Variable mikropipetter (1 pl - 200 pl)

Fluorescensmikroskop udstyret med passende filtre (se anbefalinger for fluorescensmikroskopi).

7 Advarsel og forholdsregler

Enhver alvorlig haendelse, der er opstaet i forbindelse med udstyret, skal rapporteres til fabrikanten og
den kompetente myndighed i den medlemsstat, hvor brugeren og/eller patienten er etableret.

Til in vitro-diagnostisk anvendelse. Kun til professionel laboratoriebrug. | ngdstilfeelde skal du kontrollere
sikkerhedsdatabladene for sikkerhedsinformation.

Kittet er kun beregnet til brug fgr og efter DNA FISH pa metafase- og interfaseceller fra perifere
blodkulturer eller direkte praeparater fremstillet ved standard cytogenetiske metoder.

Kun til ikke-automatiseret FISH-forbehandling og hybridisering.

Alle materialer skal bortskaffes i henhold til din institutions retningslinjer for bortskaffelse af
hospitalsaffald.

Det anbefales at bruge KBI-60006 FISH Digestion-kit, hvis der anvendes eller forventes aldre prgver,
objektglas med cytoplasmatisk baggrund eller vanskelige prover.

Til paraffinindlejret vaev anbefales det at bruge forbehandlingskit KBI-60004 eller KBI-60007.

Meerkning i henhold til forordning (EF) nr. 1272/2008

Kodenr.
LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Advarsel

LK-097B Antifade Advarsel : H315, H319,

Beskrivelse Signalord Piktogram Faresazetninger
H315, H319,

(DAPI-kontrastfarvning) H335

(Kontrastfarvningsfortynder) H335

LK-102B 0,4 xSSC /0,3 % Igepal lkke relevant lkke relevant lkke relevant

(Vaskebuffer I)

LK-103B 2 x SSC/0,1 % Igepal Ikke relevant Ikke relevant Ikke relevant

(Vaskebuffer I1)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal Ikke relevant Ikke relevant Ikke relevant

Faresatning(er)
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H315 - Forarsager hudirritation.
H319 - Forarsager alvorlig gjenirritation.
H335 - Kan forarsage irritation af luftvejene

Sikkerhedssaetning(er) — forebyggelse

P271 - Brug kun udendgrs eller i et rum med god udluftning.

P261 - Undga indanding af tdge/dampe/spray.

P264 - Vask alle udsatte ydre kropsdele grundigt efter handtering.

P280 - Beer beskyttelseshandsker, beskyttelsestgj, gjen- og ansigtsbeskyttelse.

Sikkerhedssaetning(er) — respons

P305+P351+P338 — VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern eventuelle
kontaktlinser, hvis dette kan ggres let. Fortsaet skylning.

P312 - Ring til en GIFTINFORMATION/lzege/skadestue, hvis du fgler dig utilpas.

P337+P313 — Ved vedvarende gjenirritation: Seg lseegehjaelp/-behandling.

P302+P352 — VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt vand og saebe.

P304+P340 — VED INDANDING:: Flyt personen til et sted med frisk luft og serg for, at vejrtraekningen lettes.
P332+P313 — Ved hudirritation: Seg laegehjaelp/-behandling.

P362+P364 — Alt tilsmudset t@j tages af og vaskes inden genanvendelse.

Supplerende faresaetninger: ingen
Begraenset til professionelle laboratoriebrugere

Symbolforklaring

Indeholder farlige stoffer

D Fremstillingsland

Ma ikke anvendes, hvis emballagen er
beskadiget

Se den elektroniske brugsanvisning

[1d]

8 Opbevaring og handtering af reagenser

Beskyt DAPI/Antifade mod steerkt og direkte lys. Opbevares ved 2-8 °C. Det udbnede produkt er stabilt under
disse forhold op til den udlgbsdato, der er angivet pa haetteglassets maerke.

Returner ufortyndet reagens til 2-8 °C umiddelbart efter brug.

Efter abning er produkter stabile i op til 18 maneder, men aldrig leengere end udlgbsdatoen. Brugen af
oplgsningerne udover denne tidsperiode kan resultere i suboptimale resultater.

9 Teknisk support

Teknisk support er tilgaengelig pa www.leicabiosystems.com eller via e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Kontakt os, hvis de gnskede resultater ikke opnas, eller hvis der opstar
uregelmaessigheder i forbindelse med brug af dette produkt.

En papirtrykt kopi af brugsanvisningen kan rekvireres via e-mail ved at kontakte: LBSAMS-
[FU@leicabiosystems.com
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fra:www.leicabiosystems.com

Eﬂ Den elektroniske brugsanvisning er tilgaengelig pa yderligere sprog, der kan downloades
i |

10 Kundeservice
Kreatech-sonder kan bestilles gennem Leica kundeservice +31 20 6919181 eller bestilles via e-mail:

purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Historik
Brugsanvisningsversion Udstedelsesdato Andringer
2,4 2016-SEP-27 Fjern sloganet "The pathology Company"”
3,0 April 2022 Opdatering i henhold til IVD-regler
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FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 Volumen ausreichend fiir bis zu 25 oder 5 x 5 Tests
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
Niederlande
www.LeicaBiosystems.com

1 Verwendungszweck

Die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) identifiziert oder markiert Zielgenomsequenzen, sodass deren
Position  untersucht werden kann. Zunadchst werden DNA-Sequenzen aus entsprechenden
chromosomspezifischen Sonden mit Reportermolekiilen markiert. Die markierte DNA-Sonde wird dann auf die
Metaphasenchromosomen oder Interphasenkerne auf einem Objekttrager hybridisiert. Nach dem Waschen wird
die Probe mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die Reportermolekiile untersucht.

Zur Verwendung bei Metaphasen- und Interphasenzellen aus Peripherblutkulturen oder Direktpraparaten, die
mittels zytogenetischer Standardmethoden vorbereitet wurden.

Dieses Vorbehandlungskit wurde speziell entwickelt, um optimale Ergebnisse fiir FRISCH vorbereitete
zytologische Proben zu erhalten.

Dieses Produkt ist fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

2 Produktbeschreibung

Dieses Vorbehandlungskit ist fir nicht-automatisierte FISH-Hybridisierungen bestimmt und wurde speziell zur
Verwendung fiir die Vorbehandlung und Enzymandauung von Metaphasen- und Interphasenzellen aus
Peripherblutkulturen oder Direktpraparaten, die mittels zytogenetischer Standardmethoden vorbereitet wurden,
vor dem DNA-FISH-Hybridisierungsverfahren entwickelt. Dieses Kit wurde speziell entwickelt, um optimale
Ergebnisse fiir FRISCH vorbereitete zytologische Proben zu erhalten. Die Verwendung des Kits bewirkt eine
Aufhebung der Quervernetzungen in den Zellen, eine Durchlassigkeit der Zellmembran und eine Andauung der
Zellproteine, um die Bindung der FISH-Sonden an die spezifische Zell-DNA zu erleichtern.

3 Gebrauchsanweisung

3.1 Specimens
Zur Verwendung bei Metaphasen- und Interphasenzellen aus Peripherblutkulturen oder Direktpraparaten, die
mittels zytogenetischer Standardmethoden vorbereitet wurden.
Dieses Vorbehandlungskit wurde speziell entwickelt, um optimale Ergebnisse fiir FRISCH vorbereitete
zytologische Proben zu erhalten.
Probenpraanalytik: Die Praanalytik spielt eine wesentliche Rolle fiir den Erfolg des FISH-Verfahrens. Die Probe
muss gemal einem bewahrten Protokoll richtig fixiert, reifen gelassen und vorbehandelt werden. Eine zu starke
oder zu schwache Fixierung oder eine unzureichende Vorbehandlung der Probe kann ein Versagen des FISH-
Verfahrens oder zumindest eine geringe Reproduzierbarkeit/Signalintensitat zur Folge haben. Kreatech FISH-
Sonden wurden mit Metaphasen-/Interphasenkernen aus Peripherblut- und/oder Knochenmarkkulturen getestet.
Objekttrager miissen fiir optimale Ergebnisse entsprechend den empfohlenen Lagerungs- und
Handhabungsbedingungen gelagert werden; siehe hierzu die Website von Leica.

3.2 Vorbehandlung
Das folgende Protokoll beschreibt das Verfahren bei Verwendung von 5 Objekttrdgern in einem aufrecht
stehenden 50-ml-Farbetrog nach Coplin.
1. Frisch vorbereitete Probenobjekttrager 15 Minuten (Min.) lang bei 37 °C in 50 ml 2 x SSC/0,5 % lgepal
(LK-105B) vorbehandeln.
2. Jeweils 1 Min. lang in 70 %, 85 % und 100 % Ethanol dehydrieren. An der Luft trocknen lassen. Mit der
Sondenvorbereitung fortfahren.
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3.3 Sondenvorbereitung
Kreatech™ FISH-Sonden sind gebrauchsfertig. SE, ST und WC Kreatech™ FISH-Sonden sind 5-fach konzentriert
und missen wie folgt verdiinnt werden: 2 pl 5-fach konz. Sonde in 8 pl FISH-Hybridisierungspuffer (FHB oder
WCB; im Lieferumfang der Sonden enthalten). Wenn mehrere 5-fach konz. Sonden kombiniert werden, muss der
FISH-Hybridisierungspuffer (FHB oder WCB) durch 2 pl fiir jede hinzugefiigte Sonde ersetzt werden.

3.4 Co-Denaturierung
Pro Feld (22 x 22 mm) 10 pl der Sonde auftragen. Mit Deckglas versehen und mit Fixogum oder Gummilésung
(Rubber Cement) abdichten. Probe und Sonde 5-10 Min. lang bei 75 + 1 °C in einem ThermoBrite (TS-01/02)
denaturieren. Mit der Hybridisierung fortfahren.

3.5 Hybridisierung
Uber Nacht bei 37 + 1 °C in einem ThermoBrite (TS-01/02) oder einer befeuchteten Kammer inkubieren.

3.6 Waschen nach der Hybridisierung

1. 50 ml von Waschpuffer | (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-102) auf 72 °C vorwarmen.

2. Die Gummildsung entfernen.

3. Die Objekttrager in 50 ml Waschpuffer Il (2 x SSC/0,1 % Igepal) (LK-103) legen und 2 Min. lang bei RT
inkubieren. Die Deckglaser abnehmen. Der Waschpuffer darf nur einmal fiir insgesamt 10 Objekttrager
wiederverwendet werden.

4. Die Objekttragerin 50 ml vorgewarmten Waschpuffer I (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-102) legen und 2 Min.
lang ohne Riihren bei 72 °C (+ 1 °C) inkubieren. Der Waschpuffer darf nur einmal fiir insgesamt
10 Objekttrager wiederverwendet werden.

5. Die Objekttrager in 50 ml frischen Waschpuffer Il (2 x SSC/0,1 % Igepal) (LK-103) legen und 1 Min. lang
ohne Riihren bei RT inkubieren. Der Waschpuffer darf nur einmal fiir insgesamt 10 Objekttrager
wiederverwendet werden.

6. In70 %, 85 % und 100 % frischem Ethanol dehydrieren und jeweils 1 Min. lang bei RT inkubieren. Bei RT
an der Luft trocknen lassen und mit der Gegenfarbung fortfahren.

3.7 Gegenfarbung
15yl des DAPI Gegenfarbemittels (DAPI/Antifade 0,1 ug/ml) (LK-095B) oder einer mit Gegenfarbemittel-
Verdiinner (LK097B) hergestellten Verdiinnungslésung auftragen und mit einem Deckglas versehen. Mit der
Mikroskopie fortfahren.

3.8 Empfehlungen fiir das Verfahren
Fir ein erfolgreiches FISH-Ergebnis ist es wesentlich, dass die zytologischen Objekttrager optimal vorbereitet und
vorbehandelt werden. Eine unzureichende oder zu starke Vorbehandlung hat nicht nur Einfluss auf die
Morphologie sondern auch auf die Signalstarke (und somit auf die Einfachheit der Analyse).

Bei der Hybridisierung und dem Waschen sind die Temperatur und die Pufferkonzentration (Stringenz) wichtig,
da eine geringere Stringenz eine unspezifische Bindung der Sonde an andere Sequenzen und eine hohere
Stringenz ein fehlendes Signal zur Folge haben kann. Eine unvollstéandige Denaturierung der Ziel-DNA kann ein
fehlendes Signal zur Folge haben.

3.9 Empfehlungen fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Fiir eine optimale Visualisierung ein ordnungsgemall gewartetes und regelmalig kalibriertes Mikroskop
verwenden, das mit einer 100-W-Quecksilberlampe oder einer anderen geeigneten Lichtquelle (z. B.
Metallhalogenid-Lichtquelle (X-cite, 120 W) oder LED-basierte Lichtquellen) und einem Fluoreszenzobjektiv mit
63- oder 100-facher VergroRerung ausgestattet ist. Es werden Dreifachbandpassfilter (DAPI/FITC/Cy3 oder
DAPI/FITC/TRITC) zur Darstellung mehrerer Farben und Einfachbandpassfilter zur Visualisierung einzelner
Farben verwendet. Filterempfehlungen fiir die jeweiligen Mikroskope sind auf der Leica-Website unter
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/ zu finden.

Empfohlene Anregungs- und Emissionsbereiche fiir Kreatech™ Fluorophore:
Fluorophor Anregung Emission

DAPI 360 £ 20 nm 460 £+ 30 nm
PlatinumBright ™ 415 42915 nm 47015 nm
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PlatinumBright ™ 495 495+ 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 + 10 nm 580 + 10 nm

(Die angegebene Bandbreite entspricht 80 % der maximalen
Anregung/Emission des Fluorophors.)

4  Analytische Leistung

Die Leistung des FISH Reagent Kit wurde anhand der in dieser Gebrauchsanweisung beschriebenen Verfahren
bewertet. Anderungen an diesen Verfahren konnen sich auf die Leistung des Assays auswirken. Alle
Abweichungen von den vorgeschriebenen Protokollen miissen vom Anwender validiert werden. Anwender, die
von den empfohlenen Testverfahren abweichen, miissen die Verantwortung fiir eine Auswertung der
Patientenergebnisse unter diesen Umstdanden (ibernehmen. Die Protokollzeiten konnen aufgrund von
Unterschieden bei der Fixierung und Verarbeitung schwanken.

5 Erforderliche und im Lieferumfang des Produkts enthaltene Materialien

Code-Nr. Beschreibung Volumen

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Gegenfarbemittel)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Gegenfarbemittel-Verdiinner)

LK-102B* 0,4 x SSC/0,3 % Igepal 250 ml
(Waschpuffer I)

LK-103B* 2 x SSC/0,1 % Igepal 2 x 250 ml
(Waschpuffer I1)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal 250 ml

* Hinweis: Produkte mit der Code-Nummer LK-102 oder LK-103,
die aber einen anderen Buchstaben haben, sind identisch, mit Ausnahme des
Volumens. A =100ml, B =250 ml

6 Erforderliche, aber nicht im Lieferumfang des Produkts enthaltene Materialien
+  Ethanol 100 %, 85 % und 70 %
+  Fixogum (LK-071A) oder Gummilésung (Rubber Cement)
«  Warmeplatte mit genauer Temperaturkontrolle bis zu 75 °C oder ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Inkubator mit genauem Temperaturbereich von 37 °C
+  Wasserbad mit genauem Temperaturbereich von 37-75 °C
«  Farbetroge nach Coplin aus Kunststoff und Glas
Variable Mikropipetten (1-200 pl)
Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten Filtern (siehe die Empfehlungen fiir die Fluoreszenzmikroskopie)

7 Warnhinweise und VorsichtsmafBnahmen

+  Etwaige schwerwiegende Vorfille, die im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind, miissen
dem Hersteller und der zustdandigen Behorde des Mitgliedstaates, in dem der Anwender und/oder der
Patient ansassig ist, gemeldet werden.
Fir In-vitro-Diagnostik. Nur fir die professionelle Anwendung im Labor. Im Notfall die
Sicherheitsinformationen in den Sicherheitsdatenblattern beachten.
Das Kit ist nur zur Verwendung bei Metaphasen- und Interphasenzellen aus Peripherblutkulturen oder
Direktpraparaten, die mittels zytogenetischer Standardmethoden vorbereitet wurden, sowohl vor als auch
nach dem DNA-FISH-Verfahren bestimmt.

«  Nur fir die nicht-automatisierte FISH-Vorbehandlung und -Hybridisierung bestimmt.

+ Alle Materialien miissen in Ubereinstimmung mit den Richtlinien zur Entsorgung von
Krankenhausabfallen der jeweiligen Einrichtung entsorgt werden.

+  Wenn éltere Proben, Objekttrager mit zytoplasmatischem Hintergrund oder schwierige Proben verwendet
oder erwartet werden, wird die Verwendung des KBI-60006 FISH Digestion Kit empfohlen.

«  Firin Paraffin eingebettetes Gewebe wird empfohlen, das Vorbehandlungskit KBI-60004 oder KBI-60007
zu verwenden.

Kennzeichnung gemaB Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Code-Nr. Beschreibung Signalwort Piktogramm Gefahrenhinweise

(H-Séatze)
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LK-095B

LK-097B

LK-102B

LK-103B

LK-105B

DAPI/Antifade 0,1 pg/ml
(DAPI Gegenfarbemittel)

Antifade
(Gegenfarbemittel-Verdiinner)

0,4 x SSC/0,3 % Igepal
(Waschpuffer I)

2 x SSC/0,1 % Igepal
(Waschpuffer II)

2 x SSC/0,5 % Igepal

Achtung

Achtung

N.A.

N.A.

N.A.

N.A.

H315, H319,
H335

H315, H319,

H335

N.A.

N.A.

N.A.

Gefahrenhinweis(e)
H315 - Verursacht Hautreizungen.

H319 - Verursacht schwere Augenreizung.

H335 — Kann die Atemwege reizen.

Sicherheitshinweis(e) — Pravention
P271 = Nur im Freien oder in gut beliifteten Rdumen verwenden.

P261 - Einatmen von Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

P264 - Nach Gebrauch alle exponierten dufierlichen Korperstellen griindlich waschen.
P280 - Schutzhandschuhe, Schutzkleidung, Augenschutz und Gesichtsschutz tragen.

Sicherheitshinweis(e) — Reaktion
P305+P351+P338 — BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.

Evtl. vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter ausspiilen.
P312 - Bei Unwohlsein GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/Notarzt anrufen.

P337+P313 - Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / &rztliche Hilfe hinzuziehen.
P302+P352 - BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife waschen.
P304+P340 - BEI EINATMEN: Die Person an die frische Luft bringen und fiir ungehinderte Atmung sorgen.
P332+P313 - Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / &rztliche Hilfe hinzuziehen.

P362+P364 — Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.

Zusatzliche Gefahrenhinweise: keine

Nur fir professionelle Anwender im Labor

Zeichenerklarung

Enthalt gefahrliche Substanzen

Herstellungsland

&
s
®

beschadigt ist

Nicht verwenden, wenn die Verpackung

[1d]

beachten

Elektronische Gebrauchsanweisung
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8 Lagerung und Handhabung der Reagenzien

DAPI/Antifade vor starker und direkter Lichteinstrahlung schiitzen. Bei 2-8 °C aufbewahren. Das unged&ffnete
Produkt ist unter diesen Bedingungen bis zu dem auf dem Produktetikett angegebenen Ablaufdatum stabil.
Unverdiinnte Reagenzien miissen direkt nach der Verwendung wieder bei 2-8 °C eingelagert werden.

Nach dem Offnen sind die Produkte bis zu 18 Monate lang, aber héchstens bis zum Ablaufdatum stabil. Werden
die Losungen dariiber hinaus verwendet, konnen suboptimale Ergebnisse auftreten.

9 Technischer Support

Der  Technische  Support ist unter  www.leicabiosystems.com oder per E-Mail an
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com erreichbar. Kontaktieren Sie uns, falls nicht die gewiinschten
Ergebnisse ermittelt werden oder irgendwelche UnregelmaRigkeiten bei der Verwendung des Produkts auftreten.

Wenn Sie eine ausgedruckte Kopie der Gebrauchsanweisung anfordern mochten, senden Sie eine E-Mail an:
LBSAMS-IFU@Ileicabiosystems.com.

° Die elektronische Gebrauchsanweisung kann in unterschiedlichen Sprachen unter
1 www.leicabiosystems.com heruntergeladen werden.

10 Kundendienst

Kreatech Sonden konnen beim Leica-Kundendienst unter +31 20 6919181 oder per E-Mail an
purchase.orders@leica-microsystems.com bestellt werden.

11 Historie
Version der Ausgabedatum Anderungen
Gebrauchsanweisung 8 g
2,4 27.SEP. 2016 Entfernung der Tagline ,The pathology Company*
3,0 April 2022 Aktualisierung in Ubereinstimmung mit den IVD-Verordnungen
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Kw avtidpactnpiwv FISH

REF KBI-60005 NepLéxel emapkty OyKo yLo €wg Kot 25 1| 5x5 SOKIUES
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D 200 _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
OM\avbia
www.LeicaBiosystems.com

1 MpoBAemoOpEVN XPON/CKOTIOG

H pBopifovoa uBpLdomoinon in situ (FISH) mpoodlopidel f eronuaivel yovidlwpatikeg ahAnAouvxieg-otoxoug,
woTe va kataotei duvatni n peAeétn tng 8€ong toug. Ot ahAnAouyieg DNA and KatdAANAoOUG XPWHOCWHIKOUG
QVLXVELTEG onpaivovial TpwTad pe PoOpLa avapopdg. XTn OCUVEXELM, O €TLONUACUEVOG avixveuTrng DNA
vBpLdoTOLEiTAL OTA XpwHOoWHATA TNG HETAPAONG [ OTOUG TWUPNVEG TNG €vOlAPeEong Aong o [ia
QVTIKELYEVOPOPO TIAAKA. MeTd Ttnv €KmAuon, To deiypa eAEyxXeTal yla Ta POPLA avapopds Ue HIKPOOKOTILd
pBopLopov.

M xprion o€ PETAPAOCLKA KAl PHECOPACLKA KUTTAPA amo KAAALEPYELEG TEPLPEPLKOL aipatog r aneubeiag
TIAPACKELACHATA TIOL TIAPACKEVAZOVTAL PE TUTIOTIOLNUEVEG KUTTAPOYEVETIKEG HEBOSOULG.

AuTo 1O KT ipoeTie€epyacniag £xel avamtuxOel eldika yia tnv enitevén BEATIOTWY anoteAeopdtwy oe NEA
TIPOETOLPACOPEVA KUTTAPOAOYIKA deiypata.

To mpolov avTto mpoopidetal yia in vitro StayvwaoTikn xpron.

2 Neprypayn mpoiovtog

AuTO TO KLT ipoenegepyaoniag eivat yia yn avtopatomnolnyévoug vBpLdlopoug FISH mou avantixOnke dkd
yla Tn Xpnon mpoemefepyaciagq Kal €VIUHIKAG TEWYNG HETAPACIKWY KAl HECOQPACLKWY KUTTAPWVY armod
KOAALEPYELEG TIEPLPEPLKOL aipaTog 1 anevbeiag MapackevdopaTa mov MApacKeVAZovTalL € TUTIOTIOLNUEVEG
KUTTAPOYEVETIKEG PeBOOoULG TpLy amd Tn dladikacia vBpLdLopob DNA FISH. Autd 1o KIT €Xel avamtuybel
€ldIKd yla tnv eniteven BEATIoTWY anoteleopdatwy oe NEA mposTolpacpéva KuTTapoAoylka deiypata. H
XPron Tou KLT Ba avILoTPEYEL TOug oTaupoeldeig ouvdeopoug ota KUTTAPA, Ba dlanepdoel TNV KUTTAPLKNA
PEUBPAVN Kal BA aPOPOLWOEL TIG KUTTAPLKEG TPWTEIVEG yLa va SLEUKOAUVEL TN oLVOEDN TWV avixveuTwy FISH
HE TO CUYKEKPLUEVO KLTTAPLKO DNA.

3 Obnyieg xprong

3.1 Aeiypata
M xprion o€ PETAPACLKA KAl PHECOPACLKA KUTTAPA amd KAAALEPYELEG TEPLPEPLKOL aipatog ) ameuvbeiag
TIAPACKELACKATA TIOU TIAPACKELAZOVTAL JE TUTIOTIOLNUEVEG KUTTAPOYEVETLKEG HEBOOOULG.
AuTO TO KLT TipoeTie€epyaoiag €xel avantuxBel edLka yla tnv eniteven BEATIOTWY anoteheopdtwy os NEA
TIPOETOLPAOUEVA KUTTAPOAOYIKA delypata.
Mpoavalvon detypdtwy: MNa va emtevxdei eva emutuxnuevo FISH, ol ipo-avalloelg aidouvv onUavTiko poAo.
To deiypa Ba mpemel va oTEPEWVETAL, va WPLPALEL KAl va TPoemegepyddeTal owWoTd oLPPWVA PE €va
KaBlepwpévo TPWTOKOAAO. H umtepPBOALKr OTEPEWON, N ULTOOTEPEWON N N KAKA Tpoemeepyacia Tou
deiypyatog pmopei va mpokaléoel amotuyXia NG Swadikaciag FISH 1 TouAdylotov  xapnAn
avarnapaywytpgétnTa/évrtaon onuatog. OL avixveutég FISH tng Kreatech €yxouv Sokipaotei oe muprveg
HETAPAONG/OLAPEDNS PACNS TIOU TIPOEPXOVTAL amd KAAALEPYNUEVO TEPLPEPLKO aipa f/Kal HUEAO TWV OOTWV.
Ol avTLKELPEVOPOPEG TIAAKEG TIPETIEL VA ATIOONKEVOVTAL CUPPWVA LIE TIG CUVIOTWHEVEG CUVONKEG PLAAENG Kal
XELPLOYOL yia BEATIOTA anoteAéopata, BA. LotooeAida tng Leica.

3.2 TMpoeneepyaoia
To mapakdTw MPWTOKOAAO agopd Tn Xpron 5 avIlKelpeVoPOpwY TAaKwV og 6pBlo doxeio coplin Twv 50 ml.
1. TNpoenegepyaoteite TIG AVILKELPEVOPOPOUG TIAAKEG deiypaTog Tov €XoUV MApacKeLACTEL IPOCPATaA
oe 50 ml 2 x SSC / 0,5% Igepal (LK-105B) otoug 37 °C yia 15 Aemta (min).
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2. Agudatwote oe atbavoln 70%, 85% kat 100% yia 1 AeTTO €Ka0TN. TEYVWOTE P agpa. MNpoxwpnote
pe Tnv MpogToLgacia Tov aviXveuTn.

3.3 Mpostolpacia avixveutn
Ot avixveuTteg Kreatech™ FISH map€xovtat €totpol pog xprion (RtU). Ot avixveuteég SE, ST kat WC Kreatech™
FISH map€yovtal 5 X CUYKEVTIPWHEVOL Kal TIPETEL va apalwBolyv we e€Ng: 2 pl 5 x cuyk. avixveutng os 8 pl
PLUBULOTIKO dLdAupa LBPLSLoPoL FISH (FHB i WCB, tapgxetatl e Toug avixveuTeg). INa va ouvdudoete OANOVG
QVLXVEUTEG 5 X OUYK., AVTLKATAOTAOTE TO PUBULOTIKO StdAupa uBpLdlopoL FISH (FHB i WCB) pe 2 pl yla kdbe
QVLXVEUTH TIOL pooTiBeTal.

3.4 Xuv-peTtouciwon
Epappodote 10 pl aviyveutn avd edio 22 x 22 mm. KaAbyTe e yudAlvo KaAvppa kat oppayiote pe Fixogum
I TOLWEVTO amod KAaouTooUK. MeTouolwaote To deiyya Kat Tov avixveutr o€ ThermoBrite (TS-01/02) otoug 75
11 °C yia 5-10 Aemtd. Xuvexiote pe Tov LBPLOLOUO.

3.5 YBpLdlopag:
EnmwaoTte kata tn didpkela tng vuxtag otoug 37 +1 °C o ThermoBrite (TS-01/02) i oe 8dAapo pe vypaoia.

3.6 ’'EkmAuon HETA TOV LBPLOLONO:

1. MpoBeppavete 50 ml puBuLloTikoL dtakbpatog Abong | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) otoug 72 °C

2. A@alp€oTe TO TOLPEVTO ATO KAOUTOOUK.

3. TomoBeTAOTE TIG AVTLKELYEVOPOPEG TIAAKEG og 50 ml puBuloTikol Stahbpatog mAbong Il (2 x SSC /
0,1% Igepal) (LK-103), emwdote ya 2 Aentd oe Bepuokpacia dwyatiov RT. Apalpgote Ta KA
KaAuyng. Emavaxpnolpomoliote 1o pubuLloTiko StdAupa TAbong pévo pia gopd yia cuvoAilkd 10
QVTLIKELUEVOPOPOUG TIAAKEG.

4. TomoBeTAOTE TIC AVTIKELPEVOPOPEG TIAAKEG o 50 ml TpoBepuaopEvou puBULOTIKOL SlaAbpaTog
m\vong | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102), emwdoTe yia 2 Aentd otoug 72 °C (+- 1 °C) xwpig avadeuvon.
Emavaypnotpomoljote 10  puBploTikd  SldAvpa mALong povo pia @opd yia ouvoAikd 10
QVTLIKELUEVOPOPOUG TIAAKEG.

5. TomoBeTnOTE TIG QVTIKELPEVOPOPEG TIAAKEG o 50 ml ppeéokou puBpLoTIKOL dtahbpatog TAbong Il (2
x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), enwaote yia 1 Aemto oe RT xwpig avadevon. EmavayxpnolyomnoLnoTe To
PUBULOTIKOG SLdhupa TAUONG Povo Pia @opd yia cuvoAlkd 10 avTLKELPEVOPOPOUG TIAGKEG.

6. Apudatwote oe avavewpevn atbavokn 70%, 85% kat 100%, enwdaote yia 1 Aentd 10 kabeva oe RT.
JTEYVWOTE YE AEPA O€ BEPUOKPATIA SWHATIOL KaL TIPOXWPNOTE 0 AVILXPWHATLOUO.

3.7 AvtiXpwuaTLoHOG:
Epappodote 15 pl avtixpwpa DAPI (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) i pia apaiwon avtol pe tn xprion
apawTikoL avtixpwong (LKO97B) kat epappocte yudAvn Kahuttpida. TuvexioTe Pe Tn HIKPOOKOTINON.

3.8 ALadIKACTIKEG GUOTACELG:
OLApLOTA TIPOETOLUACHEVES KAL TIPOKATEPYACHEVEG KUTTAPOAOYLKEG AVTIKELIEVOPOPOL TIAAKEG €ival To KAELSI
yla tnv eniteven evog emtuxnuevou amnoteAeopatog FISH. H eAAmAg 1 umepBoAiki mpoeneepyacia dev
EMNPEATEL HOVO TN Hoppoloyia aAAd Kat TNV LoXL TOL ONPAToq (KAl CUVETIWG TNV EUKOALA TNG avaluong).

H Bepuokpacia Kal n cLyKEVIPWON Tou pubuloTikol Stalbpatog (auotnpotnta) Tou LRPLSLoPOL Kal TnNG
€KTIALONG €lval oNUAVTIKEG, KaBwg n xaunAotepn akpiBela propei va odnynoet og pn €181k ovvdeon Tou
avixveuTn pe AAAeg ahAnlouxieg kal n vwnhotepn akpifela pmopet va odnyroel oe éAAewpn onuatog. H
ateAng petovoiwon Tov DNA-otdxou pmopei va odnyroet og EAAeLYn oAUATOG.

3.9 YuOoTAGELG YLa TN HLKPOGKOTILO (pBOPLGHOV

MNa BEATIOTN ATEIKOVLON XPNOLUOTIOLOTE €va KAAA CUVTNPENHUEVO Kal TAKTIKA BAOUOVOUNUEVO PLKPOOKOTILO
e€omhlopévo pe Auyvia vdpapyvpou T00W 13 dAAN KATAAANAN TynR @wtog (LY. Auxvia peTalAlkwv
ahoyovidiwv (120W X-cite) i mnyeg @wtdg LED) kal aviikelpevikd gBoplopol 63x 1 100x. Ta TplmAd
{wvomepatd @iAtpa (DAPI/FITC/Cy3 ) DAPI/FITC/TRITC) xpnotgomolouvtal yia Tnv anetkovion moAAAmAwy
XpwUATWY, VW Ta anmAd {wvorepatd YiATpa XpnoLUOoToLoUVTaLl yid TNV aneLKOVLON HEHOVWHEVWY XPWHATWVY.
Avatpefte oTOV LOTOTOMO TNG Leica yla ouoTAoELG OXETLKA PE Ta KATAAANAA QIATPa yLa KABE EUTOPLKN HAPKA
MiKpookorTtiou: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/
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KataAAnAo g0pog S1Eyepong Kal EKTIOUTIG yia Ta pBoplogopa Kreatech™:

®Boprodopo Aéyepon Exkmopmn

DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm

PlatinumBright ™ 415 429 +15 nm 470 £15 nm

PlatinumBright ™ 495 495 +10 nm 517 £10 nm

PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm
To eupavidopevo eVpo¢ Jwvng avtiotolxei 0to 80% NG UEYLOTNG
SL€yeponc/ekmoumiic Tou pBoptopdpou)

4  Avalvtikn anodoon

Jeica
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H amodoon tou Kit avtidpaotnpiwv FISH €xel Owamotwbdel xpnolpomoiwvtag Ti¢ dladikacieg mou
TEEPLYPAPOVTAL OTLG Ttapoloeg odnyieg xpriong. Tpomormolnoelg o auteg TIg dladikaoieg evbexetal va
petaBallouv Tnv anodoon tng avalvong. Tuxov amokAioelg amo Ta vTodelxBEVTA TPWTOKOANA TIPETEL Va
EMKLPWVOVTAL aTO ToV XpNoTn. OL XPHOTEG TOU TMApEKKALvoLY and TIg poTelvopeves dladikaoieg e€€taong
TPEMEL va avaldaBouv Tnv euBLVN yla TNV EPUNVELA TWV ATIOTEAECHATWY TWY ACOBEVWY UTIO AUTEC TIG CUVONKEG.
Ot xpdvol Tou TMPWTOKOANOU evoExeTal va dlapepouv Adyw Tng dlagopomoinong tTng oTEPEWONG KAl TNG
enegepyaoiag.

5 AnattoOpeva Kat mapeXOHEvVaA HE TO TIPOLOV LALKA

ApLOOG KWOLKOV Meprypapn ‘Oykog

LK-095B DAPI/AvTtIEEBwpPLacTLKO 0,1 ug/ml 0.5ml
(Avtixpwua DAPI)

LK-097B AvTIEEBWPLAOTIKO 0.5ml
(ApatwTikd avILXpWHATIOPOL)

LK-102B* 0.4 x SSC / 0.3% Igepal 250 ml
(PuBptoTiko 6idAupall)

LK-103B* 2 xSSC/ 0.1% Igepal 2 x 250ml
(PuButoTtiko dtdalupa )

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal 250 ml

*AauBdvete unown otL Ta mpoidvta LK-102 kat LK-103 nou mepLéxouvv Tov
(610 aptBud aAAd dtapopeTikd ypdupata ivar mavopuoloTuna eKTog and tov
oyko. A= 100 ml, B=250 ml

6 AmaitoOpevVa Kal PN TIAPEXOHEVA UE TO TIPOIOV LALKA

A1BavoAn 100%, 85% kat 70%

Fixogum (LK-071A) 1} TOLUEVTO ATIO KAOUTOOUK

Ogppatvopevn eotia pe akpLpn €Aeyxo Bepuokpaciag €wg 75 °C ) ThermoBrite™ (TS01/TS02)
OeppokolTida pe akpLBEC ebpog Beppokpaociag 37 °C

Y&poAouTpo pe akpLBEC ebpog Beppokpaciag 37 - 75°C

MAaoTikd kat yuaAtva doxeia coplin

MeTtaBAnTEG pikporuneTeg (1 pl - 200 pl)

MikpookoTio pBoplopol eomhlopevo pe katdAAnAa @iltpa (BAEME CLUOTACELG yla TN PIKPOOKOTIiA
pBoplopov).

Mpoeldomoinon kat mpopuvAagelg

KaBe coBapod TEPLOTATIKO TIOU CLVERN OE OXEON L€ TO TPOLOV AVAPEPETAL OTOV KATAOKELAOTH Kal
oTnV appodla apxn Tov KpAtoug HENOUG OTO OTtolo gival eyKATECTNHEVOG 0 XPHOTNG /KAl 0 AoBeVNG.
MNa dlayvwoTikA Xpnon in vitro. MOvo yla €pyacTtnplakn €mayyeAPATIKA Xpron. e mepimntwon
€KTAKTNG avdykng eAéyEte Ta deAtia SDS yia mAnpopopieg acpaAeiag.

To kLT MpoopideTal yia xpron povo mpLy Kat petd to DNA FISH og kUTTapa peTagdong Kat Jeco®dong
and KaAALEpyELEG TIEPLPEPLIKOL aipatog ) amevbeiag mapackevdaouata mov mapackevdovtal He
TUTIOTIOLNHEVEG KUTTAPOYEVETIKEG HEBOOOULG.

Movo yla pn avtopatomolnuevn poemneepyacia kal uBpLdlopo FISH.

OAa ta VALKA Ba ipemel va amnoppintovial cOPPva e TG 0dnyieg Tou WPLPATOG cag yia tn dlabeon
VOOOKOUELAKWY aTtoBARTWV.

Juviotatal n xpnon tou KLt éyng KBI-60006 FISH o€ Tepimtwon mou XpnotyomolovvTal i avapévovtal
maAatotepa Oelypata, QVTLKELPEVOPOPOL TIAAKEG HE KUTTAPOTMAAOHATIKO uTdRaBpo i SuokoAa
deiypara.
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+  Ta 10To0Gg €YKAELGTOUG O Ttapagivn cuvioTATal n Xpnon Twv KLt poenegepyaciag KBI-60004 1 KBI-
60007.

Emuonpavon ovpgwva pe tov kavoviopo (EK) aptB. 1272/2008

ApLBOG KWOLKOV Meprypapn AEEn onpatog Elkovoypappa AnAwoelg
KLvduvou

LK-095B DAPI/AvTiEeBwpLaoTLké 0,1 ug/ml Mpoeldomoinon H315, H319,
(Avtixpwpa DAPI) @ H335

LK-097B AvTIEEBwPLAOTLKO Mpoeldomoinon H315, H319,
(ApatwTikd avILXpwHATIOPoL) @ H335

LK-102B 0.4 x SSC / 0.3% Igepal M.A. M.A. M.A.
(PuButoTiko dtakupa )

LK-103B 2 xSSC/ 0.1% Igepal M.A. M.A. M.A.
(PuButoTtiko dtdalupa )

LK-105B 2 x SSC/0,5% lgepal M.A. M.A. M.A.

AnAwoeLg Kvoivou(wv)

H315 - Mpokalei epeBlopd Tou HEPPATOG.

H319 - MpokaAei coBapo opBaAuikd epedLONO.

H335 — Mmopei va ipokal€oel epeBLOPO TNG AVATIVEVUOTLKAG 0600

AnAwon(-eq) mpopuAagng MpoAnyn

P271 — Xpnodotmotnote 1o Ydvo o€ umaibplo Xwpo f oe KAAd agpl{oyevn TEPLOXN.

P261 — ATOQUYETE Va QVATIVEETE CUYKEVTPWOELG oTayovLdiwv/aTpolg/ekvepwparta.

P264 — MAOveTE KaAd OAEG TIG EEWTEPLKA EKTEBELPEVES TIEPLOXEG TOL CWHUATOG UETA TO XELPLOWO.

P280 - Na (popdte mpooTateuTIKA yAvTLg, TIPOOTATEVTIKA eVvOVUATA,UECA ATOWLKNG TIPOCTAGLAG Yla Ta PATLa
Kdl TO POCWTIO.

AnAwon(-eq) mpopuAagng Avtamnodkplon

P305+P351+P338 — XE MEPINTQZH EMA®HZ ME TA MATIA: ZemAUVETE MPOCEKTIKA E VEPO YlA APKETA
Aemtd. Edv umtapyouv @akoi enagng, apalpeoTe ToUg, EPOOOV lval EUKOAO. ZuvexioTe va EETAEVETE.
P312 — Kahéote To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/ylatpd/mpwteg Bonbeleg eav aiobavbeite adlabeoia.
P337+P313 — Eav dev umoxwpel 0 opBaApLkdg epeBlopog: ZuyBouAevdeite / EmokepBeite yLatpo.
P302+P352 — XE MEPINTQXH EMNA®HE ME TO AEPMA: MAOveTE pe ApBovo vePO Kal oamolvL.

P304+P340 - MEPIMTQXH EIZMINOHZ: MetagpEpete Tov MTABOVTA 0TOV KABAPO agpa Kat Kat YpovTioTe va
avarnveel dveta.

P332+P313 — Eav napatnpnBei epeblopdg touv d¢ppatog: TupyBouleubeite / Eniokepbeite yLatpo.
P362+P364 — BydaAte ta poAuvopéva polxa Kat TIAOVETE Td TIPOTOL Td EAvayPNOLUOTIOLNOETE.

SUUTIANPWUATLKEG SNAwoELg eTUKIVOLYVOTNTAG: Kapia
Meplopiletal og emayyeApatieg epyaoctnpLaKoug XPHOTES

Emne€nynon cuuBOAwv
Meplexel emikivouveg ovaoieg

Xwpa KATACKEVNAG
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Mn xpnotlpotoleite eav n cuokevaoia
€xelL unootel {nuLa

YuppBouAevuteite To NAEKTPOVLIKO IfU
™ (elfu)
1

8 Amo6nkKevon Kat XeLPLoHOG avTidpaotnpiwv

Mpootatéwte 10 DAPI/AVTIEEBWPLACTIKO Ao €vtovo Kat dueco ewg. duldooetal otoug 2-8 °C. To un
avolyuEvo mpotdv eival dlatnpRoLo LTI AUTEG TLG CUVBNKEG PEXPL TNV Nuepounvia ARENg mou avaypdgeTat
oTNV ETIKETA TOL PLaALSiov.

EnavapépeTte T0 adLdAuTo avtidpaothplo otoug 2-8 °C apEcws PeTd T Xpron.

MeTd To dvolypa, Ta TPolovTa Tapapevouy dlatnpnolya €wg Kat 18 prveg, aAAd TIOTE TIEPLOCOTEPO ATO TV
nuepopnvia AENG. Metd TNV APodo avToL TOU XPOVLKOU dLACTANATOG N XPNonN TwV SLaALPATWY UTopEL va
odnynoetl o pun BEATIOTA amtoTeAEopATa.

9 TexviKn vooTApPLEn

Mmopeite va {nTACETE TEXVLIKN LTIOOTAPLEN oTn SlebBuvon www.leicabiosystems.com 1 HEOW NAEKTPOVIKOU
Taxvdpopeiov: Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. lNapakaloOpe emikolvwviote pali pag €av dev
eMTELYXOOUV Ta ETOLVPNTA aoTEAEOUATA [} EUPAVIOTOUV aVWHAALEG KATA TN XPRon autol Tou TPolovTog.

‘Eva évtumo avtiypapo tou IfU dlatibetal péow nNAEKTPOVIKOU Taxudpopeiov, €MKOWVWVWVTAG UE TNV
akoAouBn 6ievBuvon: LBSAMS-IFU@leicabiosystems.com

EH To elfU eival dlabéoipo oe emimAéov YAWOOEG, TIG OTOlEC UMOPEiTeE va KATERACETE ATO TN

dlebBuvon: www.leicabiosystems.com

10 E&umnpétnon meAatwy
Ol avixveuTeg Kreatech dlatibevtal yéow tng umnpeociag e§unnpetnong neAatwy tng Leica +31 20 6919181 1)
pEOoW NAeKTPOVIKOL Taxudpopeiou: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 lotopiko

Huepopnvia

‘EkSoon IfU AN\ayEG

€kdoong
2,4 2016-SEP-27 Apalpgote 10 Aoyotumo "The pathology Company".

3,0 Angg\zlgq i Evnuépwon cbppwva pe Toug KavoviopoLg IVD
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FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 Con un volumen suficiente para hasta 25 o 5X5 tests
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
2°C . .
Paises Bajos
www.LeicaBiosystems.com

1 Uso previsto

La hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) identifica o etiqueta secuencias genémicas meta para poder
estudiar su localizacién. Las secuencias de ADN de las sondas especificas para los cromosomas se etiquetan
primero con moléculas reporteras. La sonda de ADN etiquetada es a continuacion hibridizada a los cromosomas
metafasicos o a los nucleos interfasicos en un portaobjetos. Después del lavado, la preparacion se enmarca para
las moléculas reporteras mediante microscopia de fluorescencia.

Para su uso en células de la metafase y la interfase de cultivos de sangre periférica o preparaciones directas
realizadas mediante métodos citogenéticos.

Este kit de pretratamiento estd especificamente desarrollado para obtener unos resultados éptimos en muestras
citolégicas RECIEN preparadas.

Este producto esta indicado para uso diagndstico in vitro.

2 Descripcion del producto

El kit de pretratamiento es para hibridaciones FISH no automatizadas y se desarroll6é especificamente para su
uso en el pretratamiento y la digestidon enzimatica de células de la metafase y la interfase en cultivos de sangre
periférica, o para preparaciones directas realizadas mediante métodos citogenéticos previos al procedimiento
de hibridacién FISH de ADN. Este kit esta especificamente desarrollado para obtener unos resultados 6ptimos
en muestras citolégicas RECIEN preparadas. El uso del kit revertird los vinculos cruzados en las células,
permeabilizara la membrana celular y digerira las proteinas celulares para facilitar la unién de las sondas FISH
con el ADN especifico de la célula.

3 Manual de instrucciones

3.1 Muestras
Para su uso en células de la metafase y la interfase de cultivos de sangre periférica o preparaciones directas
realizadas mediante métodos citogenéticos.
Este kit de pretratamiento estd especificamente desarrollado para obtener unos resultados éptimos en muestras
citolégicas RECIEN preparadas.
Preanaliticas de las muestras: Las preanaliticas juegan un papel principal a la hora de obtener una FISH exitosa.
La muestra deberia estar correctamente fijada, datada y pretratada de acuerdo con un protocolo firmemente
consolidado. El exceso o la falta de fijacidon o un pretratamiento deficiente de la muestra puede causar un fallo
en el procedimiento FISH o al menos una reduccidn en la intensidad de la reproducibilidad/sefial. Las sondas
FISH de Kreatech han sido probadas en nicleos de metafase/interfase derivados de sangre periférica cultivada
y/o de médula dsea. Para unos resultados éptimos, los portaobjetos deberan almacenarse segun las condiciones
de almacenamiento y manipulacién recomendadas, consulte el sitio web de Leica.

3.2 Pretratamiento
El siguiente protocolo se utiliza para 5 portaobjetos en una cubeta Coplin de 50 ml.
1. Pretrate portaobjetos con muestras recién preparadas en 50 ml de 2 x SSC/ 0,5 % de Igepal (LK-105B) a
37 °C durante 15 minutos (minimo).
2. Deshidrate en etanol al 70 %, 85 % y 100 % durante 1 minuto cada vez. Deje secar al aire. Proceda con la
Preparacion de la sonda.
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3.3  Preparacion de la sonda:
Las sondas FISH de Kreatech™ FISH se suministran listas para su uso. Las sondas SE, ST y WC Kreatech™ FISH
se facilitan con una concentracién 5x y deben diluirse de la siguiente forma: Sonda de 2 pl 5 x conc. en 8 pl de
tampon de hibridacién FISH (FHB o WCB, facilitado con las sondas). Para combinar varias sondas de 5x conc.,,
sustituya el tampon de hibridacion FISH (FHB o WCB) con 2 pul por cada sonda afiadida.

3.4 Co-desnaturalizacion
Aplique 10 pl de sonda por campo de 22 x 22 mm. Cubra con un cubreobjetos de cristal y selle con Fixogum o
pegamento. Desnaturalice la muestra y la sonda en un ThermoBrite (TS-01/02) a 75 +1 °C durante 10 minutos.
Continue con la hibridacion.

3.5 Hibridacién:
Incube durante la noche a 37 £1 °C en un ThermoBrite (TS-01/02) o en una camara humidificada.

3.6 Lavado posthibridacion:

1. Caliente previamente 50 ml de tampdn de lavado | (0,4 x SSC / 0,3% de Igepal) (LK-102) a 72 °C

2. Quite el pegamento.

3. Coloque los portaobjetos en 50 ml de tampdn de lavado Il (2 x SSC / 0,1% de Igepal) (LK-103) e incube
durante 2 minutos a temperatura ambiente. Quite las sujeciones. Reutilice el tampén de lavado una sola
vez para un total de 10 portaobjetos.

4. Coloque los portaobjetos en 50 ml de tampén de - lavado | previamente calentado (0,4 x SSC / 0,3% de
Igepal) (LK-102) e incube durante 2 minutos a 72 °C (+- 1 °C) sin agitar. Reutilice el tampdn de lavado
una sola vez para un total de 10 portaobjetos.

5. Coloque los portaobjetos en 50 ml de tampdn de lavado Il frio (2 x SSC / 0,1% de Igepal) (LK-103) e incube
durante 1 minuto a temperatura ambiente sin agitar. Reutilice el tampén de lavado una sola vez para un
total de 10 portaobjetos.

6. Deshidrate en etanol frio al 70%, 85% y 100%, e incube durante 1 minuto cada vez a temperatura
ambiente. Deje secar al aire a temperatura ambiente y pase a la Contratincion.

3.7 Contratincion:
Aplique 15 pl de contratincién DAPI (0,1 pg/ml de DAPI/Antifade) (LK-095B) o una dilucién de esta utilizando un
diluyente para contratincion (LK097B) y coloque un portaobjetos de cristal. Proceda con la microscopia.

3.8 Recomendaciones de procedimiento:
Los portaobjetos citolégicos pretratados y de preparacion dptima son clave para obtener un resultado FISH
exitoso. El exceso o la falta de pretratamiento no solo influye en la morfologia, sino también en la fuerza de la
sefal (y por tanto en la facilidad de andlisis).

La temperatura y la concentracién del tampén (estringencia) de hibridacién y lavado son importantes, ya que la
astringencia puede resultar en la unién no especifica de la sonda en otras secuencias, y una mayor astringencia
puede dar lugar a una falta de sefial. La desnaturalizacién incompleta del ADN objetivo puede dar lugar a una
falta de sefial.

3.9 Recomendaciones para la microscopia de fluorescencia

Para una visualizacién 6ptima, utilice un microscopio con buen mantenimiento y calibracién habitual, equipado
con una lampara de mercurio de 100 vatios o con otra fuente de luz adecuada (p. €. una bombilla metalica de
halugenuro (X-cite de 120 vatios) o fuentes de luz con LED) y un objetivo fluorescente de 63x o 100x. Se utilizan
filtros de triple paso de banda (DAPI/FITC/Cy3 o DAPI/FITC/TRITC) para ver los multiples colores, los filtros de
un solo paso de banda se utilizan para la visualizacion de un color individual. Consulte el sitio web de Leica para
obtener recomendaciones sobre los filtros adecuados para cada marca de microscopio:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Excitacion apta y rango de emision de fluoréforos de Kreatech™:

Fluoréforo Excitacion Emision

DAPI 360+ 20 nm 460+ 30 nm
PlatinumBright ™ 415 429+ 15 nm 470+ 15 nm
PlatinumBright ™ 495 495+ 10 nm 517+ 10 nm
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PlatinumBright ™ 550 550+ 10 nm 580+ 10 nm
El ancho de banda mostrado se corresponde al 80% del maximo de
excitacién/emisién del fluoréforo)

4 Rendimiento analitico

El rendimiento del FISH Reagent Kit se ha establecido utilizando los procedimientos descritos en estas
instrucciones de uso. Las modificaciones a estos procedimientos pueden alterar el rendimiento del ensayo. El
usuario debe validar cualquier desviacién de los protocolos indicados. Los usuarios que no sigan los
procedimientos de prueba recomendados deben aceptar la responsabilidad de la interpretacion de los resultados
de pacientes en esas circunstancias. Los tiempos del protocolo varian en funcién de la fijaciéon y el
procesamiento.

5 Materiales necesarios y facilitados con el producto

N.° de codigo Descripcion positivo

LK-095B DAPI/Antifade - 0,1 ug/ml 0,5 ml.
(Contratincién DAPI)

LK-097B Antifade 0,5 ml.
(Diluyente para contratincién)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% de Igepal 250 ml.
(Tampon de lavado )

LK-103B* 2 x SSC / 0,1% de Igepal 2x25ml
(Tampon de lavado 1)

LK-105B 2 xSSC /0,5 % de Igepal 250 ml.

* Recuerde que los productos LK-102 y LK-103 con el
mismo numero pero distintas letras son idénticos a excepcion
de su volumen. A= 100 ml, B=250 ml

6 Materiales necesarios y no facilitados con el producto
+ Etanol al 100%, 85% y 70%
+  Fixogum (LK-071A) o pegamento
+  Placa caliente con control preciso de temperatura hasta 75 °C o ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Incubadora con rango de temperatura preciso de 37 °C
« Bafio de agua con rango de temperatura preciso de 37 a 75 °C
+  Cubetas Coplin de plastico y cristal
+  Micropipetas de distinta capacidad (1 pl - 200 pl)
+  Microscopios para fluorescencia equipado con los filtros adecuados (consulte las recomendaciones
para microscopia de fluorescencia).

7 Advertencias y precauciones

+ Debera informar de cualquier incidente grave relacionado con el producto al fabricante y a las
autoridades competentes del Estado miembro en el que se encuentre el usuario y/o el paciente.
Para uso diagndstico in vitro. Solo para usuarios profesionales de laboratorio. En caso de emergencia,
compruebe las hojas SDS para obtener informacién de seguridad.
El uso previsto del kit es solo antes y después de la FISH de ADN en células de la metafase y la interfase
procedentes de cultivos de sangre periférica o en preparaciones directas realizadas mediante métodos
citogenéticos.

+ Solo para hibridacién y pretratamiento FISH no automatizado.

+  Debera deshacerse de todos los materiales de acuerdo con las directrices de su institucién con respecto
a la eliminacioén de residuos hospitalarios.

+ Se aconseja utilizar el kit de digestion FISH KBI-60006 en caso de utilizar o esperar muestras mas
antiguas, portaobjetos con origen citoplasmatico o muestras dificiles.

« Paralos tejidos incluidos en parafina, se recomienda utilizar los kits de pretratamiento KBI-60004 o KBI-
60007.

Etiquetado segun la Normativa (CE) n.° 1272/2008

N.° de céodigo Descripcion Palabra de advertencia Pictograma Indicaciones

de peligro
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LK-095B

LK-097B

LK-102B

LK-103B

LK-105B

DAPI/Antifade - 0,1 pg/ml
(Contratincion DAPI)

Antifade
(Diluyente para contratincién)

0,4 x SSC / 0,3% de Igepal
(Tampon de lavado )

2 xSSC/0,1% de Igepal
(Tampon de lavado )

2xSSC /0,5 % de Igepal

Advertencia

Advertencia

N.A.

N.A.

N.A.

N.A.

H315, H319,
H335

H315, H319,

H335

N.A.

N.A.

N.A.

Indicacion(es) de peligro

H315 — Provoca irritacion cutanea.

H319 - Provoca irritacion grave de los ojos.
H335 — Puede irritar las vias respiratorias.

Prevencion y consejos de prudencia

P271 — Utilizar Unicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.
P261 — Evitar respirar las vaporizaciones, los vapores y las pulverizaciones.

P264 - Lavar concienzudamente las areas del cuerpo externas expuestas tras la manipulacion.

P280 - Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

Respuesta a los consejos de prudencia
P305 + P351 + P338 — EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante
varios minutos. Quite las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Siga aclarando.
P312 - Llamar a un CENTRO de informacién toxicoldgica o a un médico en caso de malestar.

P337 + P313 - Si persiste la irritacién ocular: Consultar con un médico.

P302 + P352 — EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabon abundantes.
P304 + P340 — EN CASO DE INHALACION: Trasladar a la persona afectada al aire libre y mantenerla en una
posicién que le facilite la respiracion.

P332 + P313 - Si persiste la irritacién en la piel: Consultar con un médico.
P362 + P364 — Quitar las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.

Otras indicaciones de peligro: ninguna
Restringido a usuarios profesionales de laboratorio

Explicacion de los simbolos

Contiene sustancias peligrosas

Pais de fabricacion

No utilice el producto si el paquete esta

dafiado
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Consulte las instrucciones de uso
electrénicas (elfU)

°
i |

8 Almacenamiento y manipulacion de reactivos

Proteja DAPI/ Antifade de la luz directa y potente. Almacene a entre 2 y 8 °C. El producto no abierto es estable
en estas condiciones hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial.

Vuelva a almacenar los reactivos no diluidos a entre 2 - 8 °C inmediatamente después de su uso.

Una vez abiertos, los productos son estables durante un tiempo de hasta 18 meses, pero en ningun caso pasada
la fecha de caducidad. Después de este periodo, el uso de las soluciones podria generar unos resultados poco
optimos.

9 Asistencia técnica

Asistencia técnica disponible a través de www.leicabiosystems.com o por correo electrénico:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Péngase en contacto con nosotros si no obtiene resultados o si
observa alguna anomalia al utilizar este producto.

Puede solicitar una copia impresa en papel de las instrucciones de uso por correo electrénico a: LBSAMS-
[FU@Ieicabiosystems.com

Las instrucciones de uso electronicas estan disponibles en mas idiomas y se puede descargar
1 desde: www.leicabiosystems.com

10 Servicio de atencion al cliente

Puede pedir sondas Kreatech a través del Servicio de atencién al cliente de Leica en el +31 20 6919181 o por
correo electroénico a: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Historia
Version de
las Fecha de .
. . . s Cambios
instrucciones emision
de uso
2,4 2016-SEP-27 Elimine el eslogan «La empresa centrada en la patologia»
3,0 Abril Actualizacion conforme a las normativas IVD
! de 2022 :
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FISH-reaktiivikomplekt

REF | KBI-60005 Sisaldab piisavat mahtu kuni 25 v&i 5 x 5 testi jaoks
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
Madalmaad
www.LeicaBiosystems.com

1 Kasutusotstarve

Fluorestsentsi in situ hiibridisatsioon (FISH) identifitseerib voi etiketeerib genoomide sihtjarjestused, nii et nende
asukohta saab uurida. Asjakohastest spetsiifilistest kromosoomisondidest parit DNA jarjestused etiketeeritakse
esmalt reportermolekulidega. Seejarel hibridiseeritakse etiketeeritud DNA sond slaidil olevate metafaasi
kromosoomide voi interfaasi tuumadega. Parast pesemist skriinitakse proovi reportermolekulide suhtes
fluorestsentsmikroskoopia abil.

Kasutamiseks metafaasi ja interfaasi rakkudel perifeersetest verekultuuridest voi otsestel preparatsioonidel, mis
on prepareeritud standardsete tsiitogeneetiliste meetoditega.

See eeltddtlemise komplekt on spetsiifiliselt vilja téotatud optimaalsete tulemuste saamiseks VARSKELT
prepareeritud tsiitoloogiliste proovide osas.

See toode on ette ndhtud kasutamiseks in vitro diagnostikas.

2 Toote kirjeldus

See eeltdotlemise komplekt on mitteautomaatsete FISH hiibridisatsioonide tarbeks spetsiifiliselt valja to6tatud
kasutamiseks metafaasi ja interfaasi rakkude eeltootlemise ning ensiiimide seedimise jaoks perifeersetest
verekultuuridest voi otseste preparatsioonide jaoks, mis on prepareeritud standardsete tsiitogeneetiliste
meetoditega enne DNA FISH hibridisatsiooni protseduuri. See komplekt on spetsiifiliselt vélja tootatud
optimaalsete tulemuste saamiseks VARSKELT prepareeritud tsiitoloogiliste proovide osas. Komplekti
kasutamine p&dorab rakkudes ristsidemed imber, muudab rakumembraani Iabilaskvaks ja seedib rakuvalke, et
hélbustada FISH sondide sidumist spetsiifilise raku DNA-ga.

3 Kasutusjuhised

3.1 Proovid
Kasutamiseks metafaasi ja interfaasi rakkudel perifeersetest verekultuuridest voi otsestel preparatsioonidel, mis
on prepareeritud standardsete tsiitogeneetiliste meetoditega.
See eeltodtlemise komplekt on spetsiifiliselt vilja todtatud optimaalsete tulemuste saamiseks VARSKELT
prepareeritud tsiitoloogiliste proovide osas.
Proovi eelanaliilitika: Eduka FISH saamiseks mangib eelanaliilitika suurt osa. Proov peab olema korrektselt
fikseeritud, vanandatud ja eeltéddeldud vastavalt valjakujunenud protokollile. Proovi (lefikseerimine,
alafikseerimine voi puudulik eeltéétlemine voib pohjustada FISH-protseduuri ebadnnestumise voi vdahemalt
madala reprodutseeritavuse / signaali intensiivsuse. Kreatechi FISH sonde on testitud kultiveeritud perifeersest
verest ja/voi luuldist saadud metafaasi/interfaasi tuumadega. Slaide tuleb optimaalsete tulemuste saamiseks
sailitada kooskdlas soovitatud sailitamise ning kaitlemise tingimustega, vaata Leica veebilehte.

3.2 Eeltootlemine
Allpool toodud protokoll on ette ndhtud 5 slaidi kasutamiseks piistises 50 ml Coplini purgis.
1. Eeltéodelge véarskelt prepareeritud proovislaide 50 ml 2 x SSC / 0,5% Igepali sees (LK-105B) 37 °C juures
15 minuti (min) jooksul.
2. Dehiidreerige, leotades neid 70%, 85% ja 100% etanoolis, igaiihes 1 minuti jooksul. Kuivatage dhuga.
Jatkake sondi ettevalmistusega.
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3.3 Sondi ettevalmistus
Kreatech™ FISH sondid tarnitakse kasutusvalmis (RtU) kujul. SE, ST ja WC Kreatech™ FISH sondid antakse 5 x
kontsentreeritud kujul ja neid peab lahjendama jargmiselt: 2 ul 5x kontsentreeritud sond 8 pul FISH
hibridisatsiooni puhvris (FHB v&i WCB, tarnitakse koos sondidega). Selleks et kombineerida mitut 5 x
kontsentreeritud sondi, asendage FISH hiibridisatsiooni puhver (FHB v&i WCB) 2 pl-ga iga lisatud sondi kohta.

3.4 Kaasdenaturatsioon
Rakendage 10 pl sondist 22 x 22 mm iga vdlja kohta. Katke klaasist kattekaanega ja pitseerige Fixogumi voi
kummitsemendiga. Denatureerige proovi ja sondi slisteemis ThermoBrite (TS-01/02) 75 1 °C juures 5-10 min
jooksul. Jatkake hiibridisatsiooniga.

3.5 Hiibridisatsioon
Inkubeerige 66 jooksul 37 +1 °C juures siisteemis ThermoBrite (TS-01/02) voi niisutatud kambris.

3.6 Hiibridisatsioonijargne pesu

1. Eelsoojendage 50 ml pesupuhvrit | (0,4 x SSC / 0,3% Igepali) (LK-102) temperatuurini 72 °C

2. Eemaldage kummitsement.

3. Pange slaidid 50 ml pesupuhvri Il sisse (2 x SSC / 0,1% Igepali) (LK-103), inkubeerige neid 2 min jooksul
toatemperatuuril (RT). Libistage katteklambrid maha. Kasutage pesupuhvrit uuesti ainult tiks kord, kokku
10 slaidi jaoks.

4. Pange slaidid 50 ml eelsoojendatud pesupuhvri | sisse (0,4 x SSC / 0,3% Igepali) (LK-102), inkubeerige
neid 2 min jooksul 72 °C (+— 1 °C) juures ilma lahust segamata. Kasutage pesupuhvrit uuesti ainult iks
kord, kokku 10 slaidi jaoks.

5. Pange slaidid 50 ml varske pesupuhvri Il sisse (2 x SSC / 0,1% Igepali) (LK-103), inkubeerige neid 1 min
jooksul toatemperatuuril (RT) ilma lahust segamata. Kasutage pesupuhvrit uuesti ainult iiks kord, kokku
10 slaidi jaoks.

6. Dehiidreerige varskes 70%, 85% ja 100% etanoolis, inkubeerige igaiihes 1 min jooksul toatemperatuuril
(RT). Kuivatage 6huga toatemperatuuril (RT) ja jatkake kontrastvarvimisega.

3.7 Kontrastvarvimine
Rakendage 15 ul DAPI kontrastvarvi (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) voi selle lahjendust, kasutades
kontrastvarvi lahjendit (LK0O97B) ja rakendage klaasist kattekaant. Jatkake mikroskoopiaga.

3.8 Protseduurilised soovitused
Eduka FISH tulemuse saamiseks on vétmetahtsusega optimaalselt prepareeritud ja eeltoddeldud tsiitoloogilised
slaidid. Eelnev ala- véi iiletodtlemine ei mojuta mitte ainult morfoloogiat, vaid ka signaali tugevust (ja seega ka
analdisi lihtsust).

Hiibridisatsiooni ning pesemise temperatuur ja puhvri kontsentratsioon (stringentsus) on olulised, kuna madalam
stringentsus voib pohjustada sondi mittespetsiifilise sidumise teiste jarjestustega ning kdrgem stringentsus véib
pohjustada signaali puudulikkuse. Sihtmargi DNA mittetdielik denatureerimine vdib pdhjustada signaali
puudulikkuse.

3.9 Soovitused fluorestsentsmikroskoopia kohta

Optimaalseks visualiseerimiseks kasutage hasti hooldatud ja regulaarselt kalibreeritud mikroskoopi, mis on
varustatud 100 W elavhdbedalambiga vdi muu sobiva valgusallikaga (nt metallhalogeniidpirn (120 W X-cite) voi
LED lampide pohised valgusallikad) ning 63x vdi 100x fluorestsentsobjektiiviga. Kolmekordseid ribap&asfiltreid
(DAPI/FITC/Cy3 v&i DAPI/FITC/TRITC) kasutatakse mitme varvi kuvamiseks, thekordseid ribapaasfiltreid
kasutatakse individuaalseks vérvide visualiseerimiseks. Vaadake Leica veebilehte soovituste leidmiseks
sobivate filtrite kohta iga mikroskoobi kaubamargi jaoks: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-
fish-probes/

Sobiv ergastuse ja emissiooni vahemik Kreatech™ fluorofooride jaoks:
Fluorofoor Ergastus Emissioon
DAPI 360 £20 nm 460 £30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
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PlatinumBright ™ 550 550 +10 nm 580 +10 nm

Ndidatud ribalaius vastab 80%-le maksimaalsest
fluorofoori ergastusest/emissioonist

4  Analiiiitiline toimivus

FISH-reaktiivikomplekti toimivus on kindlaks tehtud kdesolevas kasutusjuhises kirjeldatud protseduuride abil.
Nende protseduuride modifitseerimised véivad analiiiisi toimivust muuta. Mistahes kdrvalekalded juhendatud
protokollidest peavad olema kasutaja poolt valideeritud. Soovitatud katsemenetlustest koérvale kalduvad
kasutajad peavad votma vastutuse patsiendi tulemuste tdlgendamise eest nendel tingimustel. Protokolli ajad
voivad erineda tulenevalt fikseerimise ja tootlemise erinevustest.

5 Vajalikud ja koos tootega tarnitud materjalid
Kirjeldus Maht

Kood #

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI kontrastvarv)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Kontrastvarvi lahjendi)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepali 250 ml
(Pesupuhver 1)

LK-103B* 2 x SSC / 0,1% Igepali 2 %250 ml
(Pesupuhver I1)

LK-105B 2 x SSC / 0,5% Igepali 250 ml

* Palun pange téhele, et LK-102 ja LK-103 tooted, mis sisaldavad
sama numbrit, ent erinevaid tahti, on identsed, vélja arvatud
mahu osas. A =100 ml, B =250 m|

6 Vajalikud ja koos tootega mittetarnitud materjalid
+  Etanool 100%, 85% ja 70%
+  Fixogum (LK-071A) v&i kummitsement
«  Kuum plaat tapse temperatuuri kontrolliga kuni 75 °C v&i siisteem ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Inkubaator tapse temperatuurivahemikuga 37 °C
+  Veevann tapse temperatuurivahemikuga 37-75 °C
+  Plastist ja klaasist Coplini purgid
+  Muudetavad mikropipetid (1 pl = 200 pl)
+  Fluorestsentsmikroskoop, mis  on varustatud sobivate filtritega (vaata soovitusi
fluorestsentsmikroskoopia jaoks)

7 Hoiatus ja ettevaatusabinoud

+ Igast seadmega seotud ohujuhtumist tuleb teatada tootjale ning kasutaja ja/voi patsiendi asukohajargse
liikmesriigi padevale asutusele.
In vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Ainult professionaalseks kasutamiseks laboris. Hadaolukorras
vaadake ohutusteabe saamiseks ohutuskaardi (SDS) lehti.
Komplekt on ette nahtud kasutamiseks ainult enne ja parast DNA FISH protseduuri metafaasi ja interfaasi
rakkudel perifeersetest verekultuuridest vdi otsestel preparatsioonidel, mis on prepareeritud
standardsete tsiitogeneetiliste meetoditega.

« Ainult mitteautomaatse FISH eeltd6tlemise ja hiibridisatsiooni jaoks.

+  Koik materjalid tuleb kdrvaldada vastavalt teie asutuse haiglajaatmete korvaldamise juhistele.

+  Soovitatav on kasutada KBI-60006 FISH seedimise komplekti vanemate proovide ja tsiitoplasmaatilise
taustaga slaidide korral voi juhul, kui on kasutatud voi eeldatud keerulisi proove.

+ Parafiini sisestatud kudede jaoks soovitatakse kasutada eeltédtlemise komplekte KBI-60004 vdi KBI-
60007.

Mérgistus vastavalt maarusele (EU) nr 1272/2008

Kood # Kirjeldus Tunnussona Piktogramm Ohulaused
LK-095B DAPI/Antifade 0,1 ug/ml Hoiatus H315, H319,
(DAPI kontrastvérv) @ H335
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LK-097B Antifade Hoiatus H315, H319,
(Kontrastvérvi lahjendi) @ H335
LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepali Ei kohaldata Ei kohaldata Ei kohaldata

(Pesupuhver I)

LK-103B 2 x SSC/ 0,1% Igepali Ei kohaldata Ei kohaldata Ei kohaldata
(Pesupuhver I1)

LK-105B 2 x SSC / 0,5% Igepali Ei kohaldata Ei kohaldata Ei kohaldata

Ohulause(d)

H315 — Pdhjustab nahaarritust.

H319 — Pdhjustab tugevat silmade arritust.
H335 — Vo6ib pohjustada hingamisteede arritust

Hoiatuslause(d). Ennetamine

P271 - Kéidelda (iksnes valitingimustes voi hasti ventileeritavas kohas.
P261 — Valtida udu / aurude / pihustatud aine sissehingamist.

P264 - Parast kaitlemist pesta hoolega kdik vélised kehapiirkonnad.
P280 — Kanda kaitsekindaid/kaitserdivastust/kaitseprille/kaitsemaski.

Hoiatuslause(d). Reageerimine

P305+P351+P338 — SILMA SATTUMISE KORRAL: Loputada mitme minuti jooksul ettevaatlikult veega.
Eemaldada kontaktlaatsed, kui neid kasutatakse ja kui neid on kerge eemaldada. Loputada veel kord.

P312 - Halva enesetunde korral vétta ithendust MURGISTUSTEABEKESKUSEGA/arstiga/esmaabiga.
P337+P313 — Kui silmade arritus ei méddu: P6érduda arsti poole.

P302+P352 — NAHALE SATTUMISE KORRAL: Pesta rohke vee ja seebiga.

P304+P340 - SISSEHINGAMISE KORRAL: Toimetada isik varske dhu katte ja hoida asendis, mis voimaldab
kergesti hingata.

P332+P313 — Nahaarrituse korral: P6orduda arsti poole.

P362+P364 — Votta seljast saastunud réivad ja pesta enne korduskasutust.

Taiendavad ohulaused: puuduvad
Piiratud kasutamiseks professionaalsetele kasutajatele laboris

Siimbolite selgitus
Sisaldab ohtlikke aineid

Tootja riik

Arge kasutage, kui pakend on kahjustatud

DL &

Tutvuge elektroonilise kasutusjuhisega

™ (elfu)
i |
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8 Reaktiivi sdilitamine ja kdsitsemine

Kaitske DAPI/Antifade tugeva ja otsese valguse eest. Siilitage 2-8 °C juures. Avamata toode on nendel
tingimustel stabiilne kuni viaali etiketil margitud aegumiskuupéaevani.

Viige lahjendamata reaktiiv vahetult parast kasutamist tagasi temperatuurile 2-8 °C.

Parast avamist on tooted stabiilsed kuni 18 kuu jooksul, kuid mitte kunagi kauem kui aegumiskuupaevani. Parast
seda ajavahemikku vo6ib lahuste kasutamine anda suboptimaalseid tulemusi.

9 Tehniline tugi

Tehniline tugi on saadaval aadressilt www.leicabiosystems.com vOi e-posti teel:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Palun votke meiega ihendust, kui soovitud tulemusi ei saavutata voi
kui selle toote kasutamisel tekivad anomaaliad.

Kasutusjuhise (IfU) paberile trikitud koopiat saab kiisida e-posti teel, vottes ihendust aadressil: LBSAMS-
IFU@leicabiosystems.com

EH Elektrooniline kasutusjuhis (elfU) on saadaval tdiendavates keeltes, mida saab alla laadida
i |}

aadressilt: www.leicabiosystems.com

10 Klienditeenindus

Kreatechi sonde saab tellida Leica klienditeenistuse kaudu +31 20 6919181 vdi tellimusega e-kirja teel:
purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Ajalugu
Kasutusjuhise  Valjaandmise

. .. Muudatused
(IfU) versioon kuupdev
2.4 2016-SEP-27 Eemaldatakse tunnuslause ,Patoloogia ettevote”
3.0 April 2022 Varskendus kooskdlas in vitro diagnostika (IVD) maarustega
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Kit de réactif FISH

REF | KBI-60005 Contient un volume suffisant jusqu’a 25 ou 5x5 tests
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
2°C
Pays-Bas
www.LeicaBiosystems.com

1 Utilisation/objectif prévu

L'Hybridation in situ en fluorescence (FISH) identifie ou étiquette des séquences génomiques cibles pour
permettre I'étude de leur localisation. Des séquences d’ADN provenant des sondes spécifiques des
chromosomes appropriées sont d'abord marquées avec des molécules rapporteurs. La sonde d’ADN marquée
est ensuite hybridée aux chromosomes en métaphase ou aux noyaux en interphase d'une lame. Apres lavage,
I'échantillon est analysé par la microscopie en fluorescence pour y déceler les molécules rapporteurs.

A utiliser sur des cellules en métaphase et en interphase provenant des hémocultures périphériques ou des
préparations directes préparées selon des méthodes cytogénétiques standard.

Ce kit de pré-traitement est développé spécialement pour obtenir des résultats optimaux sur des échantillons
cytologiques FRAICHEMENT préparés.

Ce produit est destiné a un usage de diagnostic in vitro.

2 Description du produit

Ce kit de pré-traitement est destiné aux hybridations FISH non automatisées développées spécialement pour étre
utilisées dans le pré-traitement et la digestion enzymatique des cellules en métaphase et en interphase provenant
des hémocultures périphériques ou de préparations directes préparées selon des méthodes cytogénétiques
standard avant la procédure d’hybridation FISH de I'ADN. Ce kit est développé spécialement pour obtenir des
résultats optimaux sur des échantillons cytologiques FRAICHEMENT préparés. L'utilisation de ce kit inversera la
réticulation dans les cellules, perméabilisera la membrane cellulaire et digérera les protéines cellulaires pour
assouplir la liaison des sondes FISH avec un ADN cellulaire spécifique.

3 Mode d'emploi

3.1 Echantillons
A utiliser sur des cellules en métaphase et en interphase provenant des hémocultures périphériques ou des
préparations directes préparées selon des méthodes cytogénétiques standard.
Ce kit de pré-traitement est développé spécialement pour obtenir des résultats optimaux sur des échantillons
cytologiques FRAICHEMENT préparés.
Pré-analyse des échantillons : Pour obtenir une bonne FISH, les analyses préalables jouent un role essentiel.
L'échantillon doit étre correctement fixé, agé et pré-traité selon un protocole bien établi. Une fixation excessive
ou une fixation insuffisante ou un mauvais pré-traitement peut entrainer I'échec de la procédure FISH ou tout au
moins une faible reproductibilité/intensité du signal. Les sondes FISH Kreatech™ ont été testées sur des noyaux
en métaphase/interphase dérivés du sang périphérique cultivé et/ou de la moelle osseuse. Les lames coupées
doivent étre conservées dans les conditions de stockage et de manipulation recommandées pour obtenir des
résultats optimaux, voir le site Web de Leica.

3.2 Pré-traitement
Le protocole suivant est destiné a l'utilisation de 5 lames dans une jarre de coplin droite de 50 ml.
1. Pré-traiter les lames de préléevement fraichement préparées dans 50 ml de 2 x SSC / 0,5% lgepal (LK-
105B) a 37 °C pendant 15 minutes (min).
2. Déshydrater dans de I'éthanol a 70%, a 85% et a 100% pendant 1 minute a chaque fois. Sécher a l'air.
Procéder a |la Préparation des sondes.
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3.3 Préparation des sondes :
Les sondes FISH Kreatech™ sont fournies prétes a I'emploi Les sondes FISH Kreatech™ SE, ST, et WC sont
fournies 5 fois plus concentrées et doivent étre diluées comme suit: Sonde 2 pl 5 x conc. dans 8 pl FISH
Hybridization Buffer (FHB ou WCB, fourni avec les sondes). Pour combiner plusieurs sondes 5 x conc., remplacer
FISH Hybridization Buffer (FHB ou WCB) avec 2 pl pour chague sonde ajoutée.

3.4 Co-dénaturation
Appliquer 10 pl de sonde pour un champ de 22 x 22 mm. Couvrir avec un couvre-lame en verre et sceller avec
du Fixogum ou une colle polymére. Dénaturer I'échantillon et la sonde sur un ThermoBrite (TS-01/02) a 75 +1 °C
pendant 5-10 min. Continuer avec I'Hybridation.

3.5 Hybridation :
Incuber pendant la nuit a 37 +1 °C dans un ThermoBrite (TS-01/02) ou dans une chambre humidifiée.

3.6 Lavage post-hybridation :

1. Préchauffer 50 ml de Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) a 72 °C

2. Enlever la colle polymére.

3. Placer les lames dans 50 ml de Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), incuber pendant 2 min a
la TA. Glisser les lamelles couvre-objets Réutiliser le wash buffer une seule fois pour un total de 10 lames.

4. Placer les lames dans 50 ml de Wash Buffer | pré-chauffé (0,4 x SSC / 0,3% lIgepal) (LK-102), incuber
pendant 2 min a 72 °C (+ 1 °C) sans agiter. Réutiliser le wash buffer une seule fois pour un total de
10 lames.

5. Placer les lames dans 50 ml de Wash Buffer Il frais (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), incuber pendant
1 min a la TA sans agiter. Réutiliser le wash buffer une seule fois pour un total de 10 lames.

6. Déshydrater dans de I'éthanol frais a 70%, a 85% et a 100%, incuber pendant 1 min a chaque fois a la TA.
Sécher a l'air a la TA et procéder a la Contre-coloration.

3.7 Contre-coloration :

Appliquer 15 pl de contre-coloration au DAPI (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) ou une dilution a 'aide d’un
diluent de contre-coloration (LK0O97B) et mettre une couvre-lame en verre. Poursuivre avec la microscopie.

3.8 Recommandations procédurales :
Les lames cytologiques optimales préparées et pré-traitées sont essentielles pour obtenir un bon résultat FISH.
Un pré-traitement insuffisant ou excessif n'influence pas seulement la morphologie mais aussi la force du signal
(et ainsi la facilité de I'analyse).

La température et la concentration du buffer (stringence) de I'hybridation et du lavage sont importantes, car une
stringence faible peut entrainer une liaison non spécifique de la sonde aux autres séquences, et une stringence
élevée peut entrainer I'absence de signal. Une dénaturation incompléte de I'’ADN cible peut entrainer I'absence de
signal.

3.9 Recommandations pour la microscopie en fluorescence

Pour une visualisation optimale, utiliser un microscope bien entretenu et régulierement calibré équipé d'une
lampe a mercure de 100 W ou d'une autre source de lumiére appropriée (ex. : Ampoule aux halogénures (120 W
X-cite) ou des sources de lumiére a base de LED) et un objectif a fluorescence 63x ou 100x. Des filtres passe-
bande triples (DAPI/FITC/Cy3 ou DAPI/FITC/TRITC) sont utilisés pour visualiser plusieurs couleurs, les filtres
passe-bande uniques sont utilisés pour la visualisation d'une couleur individuelle. Voir le site Web de Leica pour
les recommandations concernant les filires adaptés a chaque marque de microscope:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Excitation adéquate et plage d’émission pour les fluorochromes Kreatech™:

Fluorochromes Excitation émission

DAPI 360 £20 nm 460 30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 +10 nm 580 +10 nm

La bande passante montrée correspond a 80% de
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I'excitation/émission maximale du fluorochrome)

4 Performance analytique

La performance du kt de réactif FISH a été établie en utilisant les procédures décrites dans ce mode d'emploi.
Les modifications faites a ces procédures peuvent altérer la réalisation de I'analyse. Tout écart par rapport aux
protocoles indiqués doit étre validé par l'utilisateur. Les utilisateurs qui s'écartent des procédures de test
recommandées doivent accepter la responsabilité de l'interprétation des résultats du patient dans ces
circonstances. Les temps d'incubation requis par le protocole peuvent changer en fonction de la variation de la
fixation et du traitement.

5 Matériel nécessaire et fourni avec le produit

Référence # Description Volume

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(Contre-coloration au DAPI)

LK-097B Antifade 0,5ml
(Diluent de contre-coloration)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2 xSSC/ 0,1% Igepal 2x250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal 250 ml

*Veuillez noter que les produits LK-102 et LK-103 contenant le
méme nombre, mais des lettres différentes sont identiques sauf pour
le volume. A= 100 mi, B=250 ml

6 Matériel nécessaire et non fourni avec le produit
- Ethanol 100%, 85% et 70%
+  Fixogum (LK-071A) ou colle polymere
+  Plaque chauffante avec un controle précis de la température jusqu’'a 75 °C ou ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Incubateur avec une plage de température précise de 37 °C
+  Bain-marie avec une plage de température précise de 37 -75°C
« Jarres de coplin en plastique et en verre
«  Micropipettes variables (1 pl - 200 pl)
+  Microscope a fluorescence équipé de filtres adéquats (voir Recommandations pour la microscopie en
fluorescence).

7 Avertissement et précautions

« Tout incident grave survenu en rapport avec le dispositif doit étre signalé au fabricant et a 'autorité
compétente de I'Etat membre dans lequel I'utilisateur et/ou le patient est établi.
Diagnostic in vitro. Réservé uniquement a l'usage des professionnels de laboratoire. En cas d'urgence,
vérifier les fiches FDS pour des informations relatives a la sécurité.
Le kit est destiné a étre utilisé uniquement avant et aprés I'hybridation FISH de '’ADN sur des cellules en
métaphase et en interphase provenant des hémocultures périphériques ou des préparations directes
préparées selon des méthodes cytogénétiques standard.
Destiné uniquement au pré-traitement et a I'hybridation FISH non automatisés.

« Tout le matériel doit étre éliminé conformément aux directives de votre établissement concernant
I'élimination des déchets hospitaliers.

+ Il est conseillé d'utiliser le kit de digestion FISH KBI-60006 au cas ou des échantillons plus anciens, des
lames avec un fond cytoplasmique ou des échantillons difficiles sont utilisés ou attendus.

+  Pour les tissus enrobés de paraffine, il est recommandé d'utiliser les kits de pré-traitement KBI-60004 ou
KBI-60007.

Etiquetage conformément & la réglementation (EC) No 1272/2008

Référence # Description Mot d'avertissement Pictogramme Mentions de
danger
LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Avertissement H315, H319,
(Contre-coloration au DAPI) @ H335
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LK-097B Antifade Avertissement H315, H319,
(Diluent de contre-coloration) @ H335
LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepal S.0. S.0. S.0.

(Wash Buffer I)

LK-103B 2 x SSC/ 0,1% Igepal S.0. S.0. S.0.
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal S.0. S.0. S.0.

Mentions de danger

H315 — Provoque une irritation cutanée.

H319 - Provoque une sévere irritation des yeux.
H335 — Peut irriter les voies respiratoires.

Conseils de prudence Prévention

P271 - Utiliser seulement en plein air ou dans un endroit bien ventilé.

P261 — Eviter de respirer les brouillards/vapeurs/aérosols.

P264 - Laver soigneusement toutes les zones corporelles externes exposées aprés manipulation.

P280 - Porter des gants de protection, des vétements de protection, un équipement de protection des yeux et
du visage.

Conseils de prudence Réponse

P305 + P351 + P338 — EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a I'eau pendant plusieurs
minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

P312 — Appeler un CENTRE ANTIPOISON, un médecin ou un secouriste, en cas de malaise.

P337+P313 - Si l'irritation oculaire persiste : consulter un médecin.

P302+P352 — EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU : Laver abondamment a I'eau et au savon.

P304+P340 - EN CAS D'INHALATION : Transporter la personne a I'extérieur et la maintenir dans une position
ou elle peut confortablement respirer.

P332+P313 - En cas d'irritation cutanée : consulter un médecin.

P362+P364 — Enlever les vétements contaminés et les laver avant réutilisation.

Mentions de danger supplémentaires : aucune
Réservé aux utilisateurs professionnels de laboratoire

Légende

Contient des substances dangereuses

Pays de fabrication

Ne pas utiliser si 'emballage est
endommagé

DL &

Consulter le mode d’emploi électronique
™ (eME)

1

)
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8 Stockage et manipulation des réactifs

Protéger DAPI/Antifade de la lumiére forte et directe. Conserver a une température comprise entre 2 et 8 °C. Le
produit, s'il n'est pas ouvert, reste stable dans ces conditions jusqu’a la date de péremption indiquée sur
I'étiquette du récipient.

Replacer les réactifs non dilués a une température comprise entre 2 °C et 8 °C immédiatement aprés utilisation.
Apres ouverture, les produits restent stables jusqu’a 18 mois, mais jamais au-dela de la date de péremption.
Apres ce délai, I'utilisation des solutions pourrait donner des résultats insatisfaisants.

9 Assistance technique

Une assistance technique est disponible a www.leicabiosystems.com ou par e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Veuillez nous contacter si vous n'obtenez pas les résultats souhaités
ou si des anomalies apparaissent lors de I'utilisation de ce produit.

Une copie papier imprimée du ME peut étre demandée par e-mail en contactant: LBSAMS-
IFU@leicabiosystems.com

Le eME est disponible dans dautres langues et peut étre téléchargé a partir de:
1 www.leicabiosystems.com

10 Service client

Les sondes Kreatech peuvent étre commandées via le service client de Leica +31 20 6919181 ou par e-mail :
purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Historique

Version du Date de ——
ME BUBlication Modifications
2,4 2016-SEP-27 Supprimer le tagline « The pathology Company »
3,0 Avril- 2022 Mise a jour conformément a la réglementation IVD
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FISH Komplet reagensa

REF | KBI-60005 Sadrzi dovoljan volumen za do 25iili 5 x 5 testova
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
2°C .
Nizozemska
www.LeicaBiosystems.com

1 Namjena/svrha
Fluorescencijska in situ hibridizacija (FISH) identificira ili oznacava ciljane genomske sekvence kako bi se njihov
poloZaj mogao proucavati. DNK sekvence iz odgovarajuéih kromosomskih specifi¢nih sondi prvo su obiljezene
reporterskim molekulama. Obiljezena DNA sonda zatim se hibridizira metafaznim kromosomima ili interfaznim
jezgrama na stakalcu. Nakon ispiranja, u uzorku se fluorescencijskom mikroskopijom pregledava prisutnost
reporterskih molekula.

Za uporabu na metafaznim i interfaznim stanicama iz kultura periferne krvi ili izravnih pripravaka pripremljenih
standardnim citogenetskim metodama.

Ovaj komplet za prethodnu obradu posebno je razvijen za postizanje optimalnih rezultata na SVJEZE
pripremljenim citoloskim uzorcima.

Ovaj je proizvod namijenjen za in vitro dijagnosticku uporabu.

2 Opis proizvoda

Ovaj komplet za prethodnu obradu namijenjen je neautomatiziranim FISH hibridizacijama i posebno je razvijen
za uporabu za prethodnu obradu i enzimsku digestaciju metafaznih i interfaznih stanica iz kultura periferne krvi
ili izravnih pripravaka pripremljenih standardnim citogenetskim metodama prije postupka FISH hibridizacije DNK.
Ovaj komplet posebno je razvijen za postizanje optimalnih rezultata na SVJEZE pripremljenim citolokim
uzorcima. Uporaba kompleta prekinut ée popreCne veze u stanicama, permeabilizirati stanicnu membranu i
digestirati stani¢ne proteine kako bi se olakSalo vezanje FISH sondi sa specificnom stanicnom DNK.

3  Upute za uporabu

3.1 Uzorci
Za uporabu na metafaznim i interfaznim stanicama iz kultura periferne krvi ili izravnih pripravaka pripremljenih
standardnim citogenetskim metodama.
Ovaj komplet za prethodnu obradu posebno je razvijen za postizanje optimalnih rezultata na SVJEZE
pripremljenim citoloskim uzorcima.
Predanalitika uzoraka: Za postizanje uspjesne FISH hibridizacije predanalitika igra glavnu ulogu. Uzorak treba biti
ispravno fiksiran, odlezan i prethodno obraden prema dobro utvrdenom protokolu. Prekomjerna ili nedovoljna
fiksacija ili loSa obrada uzorka mogu uzrokovati neuspjeh FISH postupka ili nisku ponovljivost/intenzitet signala.
Kreatech FISH sonde testirane su na metafaznim/interfaznim jezgrama dobivenim iz kultivirane periferne krvi i/ili
koStane srzi. Stakalca trebaju biti pohranjena u skladu s preporu€enim uvjetima skladistenja i rukovanja za
optimalne rezultate, pogledajte mreznu stranicu tvrtke Leica.

3.2 Prethodna obrada
Protokol u nastavku je za koriStenje 5 stakalca u uspravnoj posudi za uzorke od 50 ml.
1. Svjeze pripremljena stakalca za uzorke prethodno obradite u 50 ml 2 x SSC / 0,5 % Igepala (LK-105B) na
37 °C tijekom 15 minuta.
2. Dehidrirajte namakanjem u 70 %, 85 % i 100 % etanolu po 1 minutu u svakom. Osusite na zraku. Nastavite
s pripremom sonde.

3.3 Priprema sonde:
Kreatech™ FISH sonde isporucuju se spremne za uporabu. SE, ST i WC Kreatech™ FISH sonde isporucuju se 5 x
koncentrirane i moraju se razrijediti na sljedeci nacin: 2 pl 5 x konc. sonda u 8 pl FISH hibridizacijskog pufera
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(FHB ili WCB, isporucuje se sa sondama). Za kombiniranje nekoliko 5 x konc. sonda, zamijenite FISH
hibridizacijski pufer (FHB ili WCB) s 2 pl za svaku dodanu sondu.

3.4 Zajednicko denaturiranje
Nanesite 10 pl sonde na polje 22 x 22 mm. Pokrijte pokrivnim staklom i zatvorite Fixogumom ili gumenim
cementom. Denaturirajte uzorak i sondu pomocu sustava ThermoBrite (TS-01/02) na 75 +1 °C tijekom 5 - 10
minuta. Nastavite s hibridizacijom.

3.5 Hibridizacija:
Inkubirajte preko no¢i na 37 1 °C pomocu sustava ThermoBrite (TS-01/02) ili u vlaznoj komori.

3.6 Ispiranje nakon hibridizacije:

1. Prethodno zagrijte 50 ml pufera za ispiranje | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102) na 72 °C

2. Uklonite gumeni cement.

3. Stavite stakalca u 50 ml pufera za ispiranje Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubirajte 2 minute na
sobnoj temperaturi. Uklonite pokrovna stakla. Ponovno upotrijebite pufer za ispiranje samo jednom za
ukupno 10 stakalca.

4. Stavite stakalca u 50 ml prethodno zagrijanog pufera za ispiranje | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102),
inkubirajte 2 minute na 72 °C (+- 1 °C) bez pomicanja. Ponovno upotrijebite pufer za ispiranje samo
jednom za ukupno 10 stakalca.

5. Stavite stakalca u 50 ml svjezeg pufera za ispiranje Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubirajte 1
minutu na sobnoj temperaturi bez pomicanja. Ponovno upotrijebite pufer za ispiranje samo jednom za
ukupno 10 stakalca.

6. Dehidrirajte u svjezem 70 %, 85 % i 100 % etanolu, inkubirajte 1 minutu svaki na sobnoj temperaturi.
Osusite na zraku na sobnoj temperaturi i nastavite s protubojenjem.

3.7 Protubojenje:
Nanesite 15 pl DAPI protuboje (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) ili razrijedenu otopinu pomocu razrjedivaca
za protuboju (LK097B) i nanesite pokrovno staklo. Nastavite s pregledom mikroskopom.

3.8 Preporuke vezane uz postupak:
Optimalno pripremljena i prethodno obradena citoloSka stakalca kljucna su za postizanje uspjesnog FISH
rezultata. Nedovoljna ili prekomjerna prethodna obrada ne utjec¢e samo na morfologiju ve¢ i na jacinu signala (a
time i na jednostavnost analize).

Temperatura i koncentracija pufera (stringentnost) hibridizacije i ispiranja su vazni jer niza stringentnost moze
rezultirati nespecifinim vezanjem sonde za druge sekvence, a veca stringentnost moze rezultirati nedostatkom
signala. Nepotpuna denaturacija ciljne DNK moze rezultirati nedostatkom signala.

3.9 Preporuke za fluorescencijsku mikroskopiju
Za optimalnu vizualizaciju koristite dobro odrzavan i redovito kalibriran mikroskop opremljen zivinom svijetiljkom
od 100 W ili drugim odgovarajuc¢im izvorom svjetlosti (npr. metalhalogenim Zaruljama (120 W X-cite) ili LED
izvorima svjetlosti) i fluorescencijskim objektivom od 63 x ili 100 x. Trostruki pojasno-propusni filtri
(DAPI/FITC/Cy3 ili DAPI/FITC/TRITC) koriste se za prikaz viSe boja, a jednostruki pojasno-propusni filtri koriste
se za vizualizaciju pojedinacnih boja. Pogledajte mreznu stranicu tvrtke Leica za preporuke o odgovaraju¢im
filtrima za svaku robnu marku mikroskopa: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Prikladan raspon pobude i emisije za Kreatech™ fluorofore:
Fluorofor Pobuda Emisija
DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

Prikazana Sirina pojasa odgovara 80 % maksimalne
pobude/emisije fluorofora).
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4 Analiticka ucinkovitost

Ucinkovitost FISH Kompleta reagensa utvrdena je koriStenjem postupaka opisanih u ovim uputama za uporabu.
Izmjene ovih postupaka mogu promijeniti ucinkovitost testa. Korisnik mora potvrditi sva odstupanja od
propisanih protokola. Korisnici koji odstupaju od preporucenih postupaka ispitivanja moraju prihvatiti
odgovornost za tumacenje rezultata pacijenata u tim okolnostima. Vrijeme protokola moze varirati zbog varijacija
u fiksiranju i obradi.

5 Potrebni materijali koji se isporucuju s proizvodom

Sifra # Opis Volumen

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI protuboja)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Razrjedivac protuboje)

LK-102B* 0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal 250 ml
(Pufer za ispiranje I)

LK-103B* 2 xS8SC /0,1 % Igepal 2x 250 ml
(Pufer za ispiranje Il)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal 250 ml

* Napomena: Proizvodi LK-102 i LK-103 koji sadrZe
isti broj, ali razli¢ita slova identic¢ni osim
volumena. A =100 ml, B =250 ml/

6 Potrebni materijali koji se ne isporucuju s proizvodom
+  Etanol 100 %, 85 % i 70 %
+  Fixogum (LK-071A) ili gumeni cement
+  Grija¢a ploca s preciznom kontrolom temperature do 75 °C ili ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Inkubator s preciznim temperaturnim rasponom od 37 °C
+ Vodena kupka s preciznim temperaturnim rasponom od 37 do 75 °C
+ Plasti¢ne i staklene posude za uzorke
+  Varijabilne mikropipete (1 pl — 200 pl)
*  Fluorescencijski mikroskop opremljen odgovarajuéim filtrima (vidi preporuke za fluorescencijsku
mikroskopiju).

7 Upozorenje i mjere opreza

«  Svaki ozbiljan incident koji se dogodio u vezi s uredajem prijavljuje se proizvodacu i nadleznom tijelu
drzave Clanice u kojoj korisnik i/ili pacijent ima sjediste.
Za in vitro dijagnostiCku uporabu. Iskljucivo za profesionalnu uporabu u laboratoriju. U slu¢aju nuzde
provjerite sigurnosne informacije u STL listovima.
Komplet je namijenjen za uporabu iskljucivo prije i nakon DNK FISH postupka na metafaznim i interfaznim
stanicama iz kultura periferne krvi ili izravnih pripravaka pripremljenih standardnim citogenetskim
metodama.
Samo za neautomatiziranu FISH prethodnu obradu i hibridizaciju.
Sav materijal treba zbrinuti u skladu sa smjernicama vase ustanove za zbrinjavanje bolni¢kog otpada.
Preporucuje se uporaba KBI-60006 FISH Pribora za digestaciju u slucaju da se koriste ili ocekuju stariji
uzorci, stakalca s citoplazmatskom pozadinom ili teSki uzorci.

« Za tkiva uklopljena u parafin preporucuje se uporaba kompleta za prethodnu obradu KBI-60004 ili KBI-
60007.

Oznacivanje u skladu s Uredbom (EZ) br. 1272/2008

Sifra # Signalna rijeé Piktogram Obavijesti o

opasnostima

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Upozorenje: H315, H319,
(DAPI protuboja) @ H335
LK-097B Antifade Upozorenje: H315, H319,
(Razrjediva¢ protuboje) @ H335
IfU Published: 2022 April Page 48 of 131

IfU Doc name: IfU-KBI-60005_version3.0



Jeica

BIOSYSTEMS

LK-102B 0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal
(Pufer za ispiranje I)

LK-103B 2xSSC /0,1 % Igepal
(Pufer za ispiranje II)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal

Nije primjenjivo.

Nije primjenjivo.

Nije primjenjivo.

Nije primjenjivo.

Nije primjenjivo.

Nije primjenjivo.

Nije

primjenjivo.

Nije

primjenjivo.

Nije

primjenjivo.

Obavijest(i) o opasnostima

H315 — NadraZuje kozu.

H319 — Uzrokuje jako nadrazivanje oka.
H335 — MozZe nadraziti diSni sustav.

Obavijest(i) o mjerama opreza Prevencija

P271 — Rabiti samo na otvorenom ili u dobro prozracenom prostoru.
P261 - Izbjegavati udisanje magle/pare/aerosola.
P264 - Nakon uporabe temeljito oprati sve izlozene vanjske dijelove tijela.

P280 - Nositi zastitne rukavice, zastitno odijelo, zastitu za oci i zastitu za lice.

Obavijest(i) o mjerama opreza Odgovor

P305+P351+P338 — U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: Oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne
lece ako ih nosite i ako se one lako uklanjaju. Nastaviti ispiranje.
P312 - U slucaju zdravstvenih tegoba nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA / lije¢nika / hithu pomo¢

P337+P313 — Ako nadrazaj oka ne prestaje: Zatraziti savjet/pomo¢ lijecnika.

P302+P352 - U SLUCAJU DODIRA S KOZOM: Oprati velikom koli¢inom vode i sapunom.
P304+P340 - AKO SE UDISE: Premjestiti osobu na svjezi zrak i postaviti ju u polozaj koji olak$ava disanje.
P332+P313 — U slu€aju nadrazaja koze: Zatraziti savjet/pomoc lijeCnika.
P362+P364 - Skinuti zagadenu odjecu i oprati ju prije ponovne uporabe.

Dopunske obavijesti o0 opasnostima: nema
Ograniceno na strucne korisnike u laboratorijima.

Objasnjenje znacCenja simbola.

Sadrzi opasne tvari.

H Zemlja proizvodnje.

Nemoijte koristiti paket ako je ostecen.

[1d]

Pogledajte elektronicke UU (eUU).

8 Skladistenje reagensa i rukovanje
Zastititi DAPI/Antifade od jake i izravne svjetlosti. Cuvati na temperaturi 2 — 8 °C. Neotvoreni proizvod stabilan je
u ovim uvjetima do roka valjanosti navedenog na naljepnici bocCice.
Nerazrijedeni reagens vratiti na 2 — 8 °C odmah nakon uporabe.
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Nakon otvaranja proizvodi su stabilni do 18 mjeseci, ali nikad duze od roka valjanosti. Nakon tog vremenskog
razdoblja uporaba otopina moze rezultirati suboptimalnim rezultatima.

9 Tehnicka podrska

Tehnicka podrska dostupna je na www.leicabiosystems.com ili putem e-poste:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Kontaktirajte nas ako ne dobijete Zeljene rezultate ili se pojave bilo
kakve anomalije prilikom koriStenja ovog proizvoda.

Papirnati tiskani primjerak UU mozete zatraziti putem e-poste: LBSAMS-IFU@Ieicabiosystems.com

Eﬂ Dokument eUU je dostupan na dodatnim jezicima i moZe se preuzeti na: www.leicabiosystems.com

10 Korisnicka sluzba
Kreatech sonde se mogu naruciti putem korisnicke sluzbe tvrtke Leica +31 20 6919181 ili putem e-poste:
purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Povijest

VerzijaUU  Datum izdanja Izmjene
2,4 2016-SEP-27 Uklonjen slogan ,Drustvo za patologiju”
3,0 Travanj 2022. Azuriranje u skladu s propisima o IVD-u
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HU
FISH reagenskit

REF | KBI-60005 25 vagy 5 x 5 teszthez elegendé térfogatot tartalmaz

Kreatech Biotechnology B.V.

“ . Vlierweg 20
IV D 2°C g 1032 LG Amszterdam
Hollandia

www.LeicaBiosystems.com

1 Alkalmazasi teriilet/cél

A fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) azonositja vagy megjeldli a cél-genomszekvenciakat, hogy azok helyét
tanulmanyozni lehessen. A megfelel6 kromoszéma-specifikus probakbol szarmazé DNS-szekvenciadkat el6szor
riportermolekulakkal jeldlik. A megjelolt DNS-probat ezutan metafazisos kromoszémakkal vagy interfazisos
sejtmagokkal hibridizaljak egy targylemezen. Mosas utan fluoreszcens mikroszképpal vizsgaljak a
riportermolekulak jelenlétét a mintaban.

Perifériasvér-tenyészetekbdl szarmazé metafazisos és interfazisos sejteken vagy standard citogenetikai
modszerekkel készitett kdzvetlen preparatumokon térténd hasznalatra szolgal.

Ezt az el6kezeld kitet kifejezetten a FRISSEN el6készitett citologiai mintak optimalis eredményeinek eléréséhez
fejlesztették ki.

Ez a termék in vitro diagnosztikai felhasznalasra szolgal.

2 Termékleiras

Ez az el6kezeld kit nem automatizalt FISH hibridizaciéhoz késziilt, amelyet kifejezetten a perifériasvér-
tenyésztésekbdl szarmazé metafazisos és interfazisos sejtek vagy standard citogenetikai modszerekkel
készitett kozvetlen preparatumok el6kezeléséhez és enzimes emésztéséhez fejlesztettek ki, a DNS FISH
hibridizacids eljaras el6tt. Ezt a kitet kifejezetten a FRISSEN el6készitett citologiai mintakon torténé optimalis
eredmények eléréséhez fejlesztették ki. A kit hasznalata megforditia a sejtekben 1évé keresztkotéseket,
permeabilissa teszi a sejtmembrant és emészti a sejtfehérjéket, hogy megkonnyitse a FISH-probdak kotédését a
specifikus sejt-DNS-hez.

3 Hasznalati Gtmutato

3.1 Mintak
Periféridsvér-tenyészetekb6l szdrmazé metafdzisos és interfazisos sejteken vagy standard citogenetikai
modszerekkel készitett kzvetlen preparatumokon térténd hasznalatra szolgal.
Ezt az el6kezeld kitet kifejezetten a FRISSEN el6készitett citoldgiai mintak optimalis eredményeinek eléréséhez
fejlesztették ki.
Mintak el6analitikaja: A sikeres FISH eredmény elérésében az el6analitika nagy szerepet jatszik. A mintat
megfelel6en kell régziteni, érlelni és elékezelni egy j6l megalapozott protokoll szerint. A tilfixalas, az alulfixalas
vagy a minta nem megfelel§ el6kezelése a FISH-eljaras sikertelenségét, vagy legaldbbis alacsony
reprodukalhatésdgot/jelintenzitast okozhat. A Kreatech FISH-probakat tenyésztett periférids vérbdl és/vagy
csontvel6b8l szarmazé metafazisos/interfazisos sejtmagokon tesztelték. A targylemezeket az optimalis
eredmények érdekében az ajanlott tarolasi és kezelési feltételek szerint kell tarolni, lasd a Leica weboldalat.

3.2 El6kezelés
Az alabbi protokoll 5 targylemez hasznalatara vonatkozik egy 50 ml-es fliggéleges Coplin-edényben.
1. Kezelje el6 a frissen elkészitett mintatargylemezeket 50 ml 2 x SSC-ben/0,5% Igepal-ban (LK-105B)
37 °C-on 15 percig.

IfU Published: 2022 April Page 51 of 131
IfU Doc name: IfU-KBI-60005_version3.0



Jeica

BIOSYSTEMS

2. Dehidratalja 70%-o0s, 85%-0s és 100%-os etanolban egyenként 1 percig. Szaritsa meg a levegén.
Folytassa a Probaeldkészitéssel.

3.3 Probaeldkészités:
A Kreatech™ FISH-probéakat hasznalatra készen (RtU) szallitjuk. Az SE, ST és WC Kreatech™ FISH-prébakat 5-
sz6ros koncentratumban szallitjuk, és az aldbbiak szerint kell higitani: 2 pl 5-szorés koncentracidju préba 8 pl
FISH hibridizaciés pufferben (FHB vagy WCB, a prébakkal egyiitt szallitjuk). Tébb 5-sz6rds koncentraciéju préba
kombinalasdhoz cserélje ki a FISH hibridizaciés puffert (FHB vagy WCB) 2 pl-re minden egyes hozzaadott
prébahoz.

3.4 Egyidejii denaturalas
Alkalmazzon 10 pl prébat 22 x 22 mm-es mezdénként. Fedje le liveg fed6lemezzel, és zarja le Fixogummal vagy
gumicementtel. Denaturalja a mintat és a probat ThermoBrite (TS-01/02) késziilékben 75 +1 °C-on 5-10 percig.
Folytassa a Hibridizacidoval.

3.5 Hibridizacio:
Inkubalja egy éjszakan at 37 + 1 °C-on ThermoBrite (TS-01/02) késziilékben vagy parakamraban.

3.6  Hibridizacié utani mosas:

1. Melegitsen el6 50 ml mosopuffer I-et (0,4 x SSC/0,3% Igepal) (LK-102) 72 °C-ra.

2. Tavolitsa el a gumicementet.

3. Helyezze a targylemezeket 50 ml mosépuffer Il-be (2 x SSC/0,1% Igepal) (LK-103), inkubalja 2 percig
szobahémérsékleten. Csusztassa le a fed6lemezeket. A mosdpuffert csak egyszer hasznalja fel Ujra,
Osszesen 10 targylemezre.

4. Helyezze a targylemezeket 50 ml elémelegitett mosopuffer I-be (0,4 x SSC/0,3% Igepal) (LK-102),
inkubalja 2 percig 72 °C-on (1 °C), keverés nélkiil. A mosopuffert csak egyszer haszndlja fel Ujra,
Osszesen 10 targylemezre.

5. Helyezze a targylemezeket 50 ml friss mosépuffer ll-be (2 x SSC/0,1% Igepal) (LK-103), és inkubalja
1 percig szobah6mérsékleten, keverés nélkiil. A mosépuffert csak egyszer hasznalja fel Ujra, 6sszesen
10 targylemezre.

6. Dehidratdlja friss 70%-0s, 85%-0s és 100%-0s etanolban, inkubalja egyenként 1 percig
szobahémérsékleten. Szaritsa meg levegén szobahémérsékleten, és folytassa a Kontrasztfestéssel.

3.7 Kontrasztfestés:

Vigyen fel 15pl DAPI kontrasztfestéket (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) vagy ennek higitasat
kontrasztfesték-higitoval (LK097B), és helyezze fel az liveg fedélemezt. Folytassa a mikroszkoépos vizsgélattal.

3.8 Eljarasra vonatkozé ajanlasok:
Az optimalisan el6készitett és el6kezelt citoldgiai targylemezek kulcsfontossaguak a sikeres FISH eredmény
eléréséhez. Az alul- vagy tulzasba vitt el6kezelés nemcsak a morfoldgiat, hanem a jelerésséget is befolydsolja
(és ezaltal az elemzés konny(iségét).

A hibridizacié és a mosas hémérséklete és pufferkoncentracidja (szigord pontossag) fontos, mivel az
alacsonyabb szigorisdg a préba nem specifikus kétédését eredményezheti mas szekvencidkhoz, a magasabb
szigorlsag pedig jelhianyt eredményezhet. A cél-DNS nem teljes denaturacidja jelhidanyt eredményezhet.

3.9 Ajanlasok a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalathoz
Az optimalis vizualizacidhoz hasznaljon jol karbantartott és rendszeresen kalibralt mikroszkdpot, amely 100 W-
os higanyldampaval vagy mas megfelelé fényforrassal (pl. fémhalogén izz6 (120 W-os X-cite) vagy LED-alapu
fényforras) és 63x vagy 100x fluoreszcens objektivvel van felszerelve. Haromszoros savsz(iré (DAPI/FITC/Cy3
vagy DAPI/FITC/TRITC) hasznalhat6 t6bb szin megjelenitéséhez, egyszeres sdvszlirék pedig az egyes szinek
megjelenitéséhez. Az egyes mikroszkopmarkakhoz megfelelé szlir6kre vonatkozé ajanlasokat a Leica
weboldalan taldlja: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Megfelel6 gerjesztési és emisszids tartomany a Kreatech™ fluoroférokhoz:

Fluorofér Gerjesztés Emisszio
DAPI 360 £20 nm 460 30 nm
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PlatinumBright ™ 415 429 +15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 £10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 +10 nm 580 +10 nm
(A feltiintetett sdvszélesség a fluorofér maximalis gerjesztési/emissziés értéke 80%-anak felel meg.)

4 Analitikai teljesitmény

A FISH Reagenskit teljesitményét az ebben a hasznalati Utmutatéban leirt eljarasok alkalmazasaval allapitottak
meg. Ezen eljarasok modositdsa megvaltoztathatja a vizsgalat teljesitményét. Az utasitdsokban leirt
protokolloktdél valé barmilyen eltérést a felhasznaldnak validalnia kell. A tesztelési eljarasoktél valé eltérés esetén
a felhasznald felel6ssége a betegeredmények értelmezése az adott korlilmények kozott. A protokollok
végrehajtasahoz sziikséges id6 a fixalas és a feldolgozas eltérései miatt valtozhat.

5 Sziikséges és a termékkel egyiitt biztositott anyagok

Kédszam Leiras Térfogat

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Kontrasztfesték)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Kontrasztfesték-higitd)

LK-102B* 0,4 x SSC/0,3% Igepal 250 ml
(Mosépuffer )

LK-103B* 2 x SSC/0,1% lgepal 2 x 250 ml
(Mosépuffer 1)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal 250 ml

*Figyelem, az azonos szamot, de kiilénb6z6 betliket tartalmazé LK-102 és LK-103 termékek a térfogattdl eltekintve azonosak.

A=100ml, B =250 ml

6 Sziikséges és a termékkel nem biztositott anyagok

+  Etanol 100%, 85% és 70%

+  Fixogum (LK-071A) vagy gumicement

+  Melegit6lap pontos hémérséklet-szabalyozassal 75 °C-ig vagy ThermoBrite™ (TS01/TS02)

+ Inkubator 37 °C-os pontos hémérséklet-tartomannyal

+  Vizfirdé 37-75 °C kozotti pontos hémérséklet-tartomannyal

+  Mdanyag és liveg Coplin-edények
Valtoztathatd mikropipettak (1 pl — 200 pl)
Megfelel6 szlirdkkel felszerelt fluoreszcens mikroszkép (lasd a fluoreszcens mikroszképos vizsgalatra
vonatkoz6 ajanlasokat).

7 Flgyelmeztetes és ovintézkedések

Az eszkdzzel kapcsolatban bekovetkezett minden sulyos eseményt jelenteni kell a gyarténak és a
felhasznalo és/vagy a beteg székhelye szerinti tagallam illetékes hatésaganak.
In vitro diagnosztikai haszndlatra. Kizarélag professzionalis laboratériumi haszndlatra. Vészhelyzet
esetén ellendrizze az SDS lapokat a biztonsagi informaciokeért.
A kit kizarolag a periféridsvér-tenyésztésekbdl szarmaz6 metafazisos és interfazisos sejteken vagy
standard citogenetikai modszerekkel készitett kozvetlen preparatumokon végzett DNS FISH el6tt és utan
torténd hasznalatra szolgal.

+  Kizarélag nem automatizalt FISH el6kezeléshez és hibridizaciéhoz.

+ Minden anyagot az intézménye korhazi hulladékok artalmatlanitdsara vonatkozé iranyelveinek
megfelel6en kell artalmatlanitani.

+ A KBI-60006 FISH Emésztékit haszndlata javasolt abban az esetben, ha régebbi mintakat,
citoplazmatikus hattérrel rendelkezd targylemezeket vagy nehéz mintakat hasznalnak vagy varnak.

« Paraffinba agyazott szévetek esetében ajanlott a KBI-60004 vagy KBI-60007 el6kezeld kit hasznalata.

Az 1272/2008/EK rendelet szerinti cimkézés

Kédszam Leiras Jelzdszo Piktogram Figyelmezteto

mondatok
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LK-095B

LK-097B

LK-102B

LK-103B

LK-105B

DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Figyelem
(DAPI Kontrasztfesték)

Antifade Figyelem
(Kontrasztfesték-higitd)

0,4 x SSC/0,3% Igepal N.A.
(Mosopuffer 1)

2 x SSC/0,1% Igepal N.A.
(Mosépuffer II)

2 x SSC/0,5% Igepal N.A.

N.A.

H315, H319,
H335

H315, H319,

H335

N.A.

N.A.

N.A.

Figyelmeztet6 mondatok

H315 — Borirritalo hatasu.

H319 — Sldlyos szemirritaciét okoz.
H335 — Léguti irritaciot okozhat

Ovintézkedésre vonatkozé mondatok — megel6zés
P271 - Kizarélag szabadban vagy jol szell6z6 helyiségben hasznalhato.
P261 - Kertilje a kod/g6zok/permet belélegzését.
P264 — A hasznalatot kovetéen az expozicionak kitett kiils6 testrészeket alaposan meg kell mosni.
P280 — Védokesztyli/védéruha/szemvédé/arcvédd hasznalata kotelezd.

Ovintézkedésre vonatkozé mondatok — vélasz
P305 + P351 + P338 — SZEMBE KERULES ESETEN: Ovatos 6blités vizzel tébb percen keresztiil. Adott esetben
kontaktlencsék eltavolitasa, ha konnyen megoldhaté. Az 6blités folytatasa.
P312 - Rosszullét esetén forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz/elsésegélynyujtd
szakemberhez.
P337 + P313 — Ha a szemirritacio nem mulik el: orvosi ellatast kell kérni.

P302 + P352 — HA BORRE KERUL: Lemosas b& szappanos vizzel.

Jeica
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P304 + P340 - BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és olyan nyugalmi
testhelyzetbe kell helyezni, hogy kdnnyen tudjon Iélegezni.

P332 + P313 - Borirritacio esetén: orvosi ellatast kell kérni.
P362 + P364 — A szennyezett ruhadarabot le kell vetni és Ujbdli hasznalat el6tt ki kell mosni.

Kiegészit6 figyelmezteté mondatok: nincsenek

Kizarélag professziondlis laboratériumi felhasznaldk szdmara

A szimbdélumok magyarazata

Veszélyes anyagokat tartalmaz

Gyartas helye szerinti orszdag

Ne hasznalja, ha a csomagolas sériilt
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Lasd az elektronikus hasznalati Utmutatot

[1d]

8 Reagensek tarolasa és kezelése

Védje a DAPI/Antifade-et az erés és kozvetlen fénytol. Tarolja 2—8 °C-on. A felbontatlan termék ilyen koriilmények
kozott az injekcios Uiveg cimkéjén feltlintetett lejarati datumig stabil.

Felhasznalds utan azonnal tegye vissza a higitatlan reagenseket 2—8 °C kozotti hémérsékletre.

Felbontas utan a termékek legfeljebb 18 hénapig, de legkésébb a lejarati datumig stabilak. Ezen idészak utan az
oldatok hasznalata szuboptimalis eredményekhez vezethet.

9 Miiszaki tamogatas

A miszaki tamogatds a  www.leicabiosystems.com cimen vagy e-mailben érhet6 el:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Kérjiik, vegye fel vellink a kapcsolatot, ha a termék hasznalata soran
nem a kivant eredményt kapja, vagy barmilyen rendellenesség jelentkezik.

A haszndlati dtmutatd nyomtatott példanya kérhetd§ e-mailben a kovetkezd cimen: LBSAMS-
[FU@Ieicabiosystems.com

honlaprél: www.leicabiosystems.com

Eﬂ Az elektronikus hasznalati utmutatd tovabbi nyelveken is elérhetd, amelyek letdlthetdk a kovetkezd

10 Ugyfélszolgalat
A Kreatech prébak megrendelhet6k a Leica ligyfélszolgalatan keresztiil (+31 20 6919181) vagy megrendelheték
e-mailben: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Dokumentumtorténet

Hasznalati
utmutaté  Kiadas datuma Viltoztatasok
verzidja
2,4 2016-SEP-27 A ,The pathology Company” szlogen torlése.
3,0 2022. aprilis Frissités az IVD-el6irdasoknak megfelel6en
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Kit reagente FISH

REF | kBI-60005 Contiene un volume sufficiente per un massimo di 25 o 5x5 test
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D { 8°C 1032 LG Amsterdam
2°C . .
Paesi Bassi
www.LeicaBiosystems.com

1 Uso previsto/scopo

L'ibridazione fluorescente in situ (FISH) identifica o etichetta sequenze genomiche target in modo che la loro
posizione possa essere studiata. Le sequenze di DNA da sonde specifiche per cromosomi appropriati sono prima
marcate con molecole reporter. La sonda di DNA marcata viene poi ibridata ai cromosomi in metafase o ai nuclei
in interfase su un vetrino. Dopo il lavaggio, il campione viene esaminato per le molecole reporter mediante
microscopia a fluorescenza.

Per l'uso su cellule in metafase e interfase da colture di sangue periferico o preparazioni dirette preparate con
metodi citogenetici standard.

Questo kit di pretrattamento e specificamente sviluppato per ottenere risultati ottimali su campioni citologici
APPENA preparati.

Il presente prodotto & destinato all'uso diagnostico in vitro.

2 Descrizione del prodotto

Questo kit di pretrattamento & per ibridazioni FISH non automatizzate, specificamente sviluppato per il
pretrattamento e la digestione enzimatica di cellule in metafase e interfase da colture di sangue periferico o
preparazioni dirette preparate con metodi citogenetici standard prima della procedura di ibridazione FISH di DNA.
Questo kit & specificamente sviluppato per ottenere risultati ottimali su campioni citologici APPENA preparati.
L'uso del kit invertira i legami incrociati nelle cellule, permeabilizzera la membrana cellulare e digerira le proteine
cellulari per facilitare il legame delle sonde FISH con il DNA cellulare specifico.

3 Istruzioni per l'uso

3.1 Campioni
Per l'uso su cellule in metafase e interfase da colture di sangue periferico o preparazioni dirette preparate con
metodi citogenetici standard.
Questo kit di pretrattamento e specificamente sviluppato per ottenere risultati ottimali su campioni citologici
APPENA preparati.
Pre-analisi dei campioni: Per ottenere una FISH di successo, le pre-analisi giocano un ruolo importante. |l
campione dovrebbe essere fissato correttamente, invecchiato e pretrattato secondo un protocollo ben stabilito.
Una fissazione eccessiva, una fissazione insufficiente o un pretrattamento inadeguato del campione possono
causare il fallimento della procedura FISH o almeno una bassa riproducibilita/intensita del segnale. Le sonde
FISH Kreatech sono state testate su nuclei in metafase/interfase derivati da colture di sangue periferico e/o
midollo osseo. | vetrini devono essere conservati secondo le condizioni di conservazione e manipolazione
raccomandate per ottenere risultati ottimali, vedere il sito web Leica.

3.2 Pretrattamento
Il protocollo sottostante € per l'uso di 5 vetrini in un vaso Coplin verticale di 50 ml.
1. Pretrattare il vetrino campione appena preparato in 50 ml di 2 x SSC/0,5% Igepal (LK-105B), a 37 °C per
15 minuti (min).
2. Disidratare in etanolo al 70%, all'85% e al 100% per 1 minuto ciascuno. Asciugare all'aria. Procedere con
la Preparazione della sonda.
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3.3 Preparazione della sonda:
Le sonde FISH Kreatech™ sono fornite pronte all'uso (RtU). Le sonde FISH SE, ST, e WC Kreatech™ sono fornite 5
x conc. e devono essere diluite come segue: 2 pl di sonda 5 x conc. in 8 pl di tampone di ibridazione FISH (FHB o
WCB, fornito con le sonde). Per combinare diverse sonde 5 x conc., sostituire il tampone di ibridazione FISH (FHB
o WCB) con 2 pl per ogni sonda aggiunta.

3.4 Co-denaturazione
Applicare 10 pl di sonda per campo di 22 x 22 mm. Coprire con un vetrino di copertura e sigillare con Fixogum o
cemento gommato. Denaturare il campione e la sonda su un ThermoBrite (TS-01/02) a 75 +1 °C per 5-10 min.
Continuare con I'lbridazione.

3.5 Ibridazione:
Incubare durante la notte a 37 +1 °C in un ThermoBrite (TS-01/02) o in una camera umidificata.

3.6 Lavaggio post-ibridazione:

1. Preriscaldare 50 ml di tampone di lavaggio | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) a 72 °C

2. Rimuovere il cemento gommato.

3. Porre i vetrini in 50 ml di tampone di lavaggio Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), incubare per 2 minuti a
temperatura ambiente. Togliere i coprivetrini. Riutilizzare il tampone di lavaggio solo una volta per un
totale di 10 vetrini.

4. Porre i vetrini in 50 ml di tampone di lavaggio | preriscaldato (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102), incubare
per 2 minuti a 72 °C (+- 1 °C) senza agitazione. Riutilizzare il tampone di lavaggio solo una volta per un
totale di 10 vetrini.

5. Mettere i vetrini in 50 ml di tampone di lavaggio Il fresco (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), incubare per 1
min. a temperatura ambiente senza agitazione. Riutilizzare il tampone di lavaggio solo una volta per un
totale di 10 vetrini.

6. Disidratare in etanolo fresco al 70%, all'85% e al 100%, incubare per 1 minuto ciascuno a temperatura
ambiente. Asciugare all'aria a temperatura ambiente e procedere alla Controcolorazione.

3.7 Controcolorazione:
Applicare 15 pl di controcolorante DAPI (DAPI/Anti-sbiadimento 0,1 pg/ml) (LK-095B) o una diluizione di questo
usando il diluente per controcoloranti (LKO97B) e applicare il vetrino di copertura. Procedere con la microscopia.

3.8 Raccomandazioni procedurali:
| vetrini citologici preparati e pretrattati in modo ottimale sono fondamentali per ottenere un risultato FISH di
successo. Il pretrattamento insufficiente o eccessivo non solo influenza la morfologia ma anche la forza del
segnale (e quindi la facilita di analisi).

La temperatura e la concentrazione del tampone (stringenza) dell'ibridazione e del lavaggio sono importanti,
poiché una bassa stringenza puo provocare un legame non specifico della sonda ad altre sequenze, mentre una
stringenza piu alta pud provocare una mancanza di segnale. La denaturazione incompleta del DNA bersaglio puo
portare alla mancanza di segnale.

3.9 Raccomandazioni per la microscopia a fluorescenza
Per una visualizzazione ottimale, utilizzare un microscopio ben mantenuto e regolarmente calibrato, dotato di
una lampada a mercurio da 100 W o di un'altra fonte di luce appropriata (ad es. lampadina a ioduri metallici
(120W X-cite) o fonti di luce basate su LED) e un obiettivo a fluorescenza 63x o 100x. | filtri passa-banda tripli
(DAPI/FITC/Cy3 o DAPI/FITC/TRITC) sono utilizzati per visualizzare piu colori, i filtri passa-banda singoli sono
utilizzati per la visualizzazione dei singoli colori. Vedere il sito web Leica per le raccomandazioni sui filtri
appropriati per ogni marca di microscopio: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Gamma di eccitazione ed emissione adatta per i fluorofori Kreatech™:
Fluorofori Eccitazione Emissione
DAPI 360 20 nm 460 30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm
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La larghezza di banda indicata corrisponde all'80% della massima
eccitazione/emissione del fluoroforo)

4 Prestazioni analitiche

Le prestazioni del Kit reagente FISH sono state stabilite utilizzando le procedure descritte in queste istruzioni per
l'uso. Modifiche a queste procedure possono alterare le prestazioni del saggio. Qualsiasi deviazione dai protocolli
deve essere convalidata dall'utente. Gli utenti che modificano le procedure raccomandate devono assumersi la
responsabilita dell'interpretazione dei risultati relativi ai pazienti in tali circostanze. | tempi indicati nel protocollo
possono variare in base al diverso tipo di fissazione e processazione.

5 Materiali richiesti e forniti con il prodotto

Codice n. Descrizione Volume

LK-095B DAPI/Anti-sbiadimento 0,1 pg/ml 0,5 ml
(Controcolorante DAPI)

LK-097B Anti-sbiadimento 0,5ml
(Diluente controcolorante)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Tampone di lavaggio I)

LK-103B* 2 xSSC / 0,1% lgepal 2x250 ml
(Tampone di lavaggio Il)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal 250 ml

*Si prega di notare che i prodotti LK-102 e LK-103 che contengono lo
stesso numero ma lettere diverse sono identici tranne che per
il volume. A= 100 ml, B=250 ml

6 Materiali richiesti e non forniti con il prodotto
+  Etanolo 100%, 85% e 70%
+  Fixogum (LK-071A) o cemento gommato
+  Piastra calda con controllo accurato della temperatura fino a 75 °C o ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Incubatore con range di temperatura accurato di 37 °C
«  Bagno termostatico con range di temperatura accurato di 37-75 °C
« Vasidi Coplin in plastica e vetro
+  Micropipette variabili (1 pl - 200 pl)
+  Microscopio a fluorescenza dotato di filtri adeguati (vedere raccomandazioni per la microscopia a
fluorescenza).

7 Avvertenze e precauzioni

+ Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo deve essere segnalato al fabbricante e
all'autorita competente dello Stato membro in cui risiede I'utilizzatore e/o il paziente.
Per uso diagnostico in vitro. Solo per uso professionale in laboratorio. In caso di emergenza controllare
le schede SDS per informazioni sulla sicurezza.
Il kit & destinato all'uso solo prima e dopo FISH di DNA su cellule in metafase e interfase da colture di
sangue periferico o preparazioni dirette preparate con metodi citogenetici standard.
Solo per il pretrattamento e l'ibridazione FISH non automatizzati.
Tutti i materiali devono essere smaltiti secondo le linee guida dell'istituto per lo smaltimento dei rifiuti
ospedalieri.

+  Si consiglia di utilizzare il kit di digestione FISH KBI-60006 nel caso in cui siano utilizzati o previsti
campioni piu vecchi, vetrini con sfondo citoplasmatico o campioni difficili.

«  Peritessutiinclusi in paraffina si consiglia di utilizzare i kit di pretrattamento KBI-60004 o KBI-60007.

Etichettatura secondo il Regolamento (CE) n. 1272/2008

Codice n. Descrizione Parola di avviso Icona Indicazioni di
pericolo:
LK-095B DAPI/Anti-sbiadimento 0,1 pg/ml Avvertenza H315, H319,
(Controcolorante DAPI) @ H335
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LK-097B

LK-102B

LK-103B

LK-105B

Anti-sbiadimento Avvertenza
(Diluente controcolorante)

0,4 x SSC / 0,3% Igepal N.D.
(Tampone di lavaggio )

2 xSSC/ 0,1% Igepal N.D.
(Tampone di lavaggio Il)

2 x SSC/0,5% Igepal N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

H315, H319,

H335

N.D.

N.D.

N.D.

Indicazione/i di pericolo

H315 - Causa irritazione cutanea.
H319 - Causa grave irritazione oculare.
H335 — Puo irritare le vie respiratorie

Consiglio/i di prudenza Prevenzione
P271 - Usare solo all'aperto o in luogo ben ventilato.
P261 - Evitare l'inalazione di nebbie/vapori/spray.

P264 - Lavare accuratamente tutte le aree esterne del corpo esposte dopo l'uso.
P280 - Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso.

Consiglio/i di prudenza Risposta
P305+P351+P338 — IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: Sciacquare attentamente con acqua per diversi
minuti. Togliere le lenti a contatto, se indossate e se I'operazione risulta semplice. Continuare a risciacquare.
P312 — Chiamare un CENTRO VELENI/dottore/medico/primo soccorso/se ci si sente male.

P337+P313 — Se l'irritazione agli occhi persiste: Consultare un medico o farsi visitare immediatamente.
P302+P352 — IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: Lavare abbondantemente con acqua e sapone.
P304+P340 — IN CASO DI INALAZIONE: Trasportare I'infortunato all'aria aperta e mantenerlo a riposo in
posizione che favorisca la respirazione.
P332+P313 - In caso di irritazione della pelle: Consultare un medico o farsi visitare immediatamente.
P362+P364 — Togliere tutti gli indumenti contaminati e lavarli prima di indossarli nuovamente.

Indicazioni di pericolo supplementari: nessuna
Unicamente ad uso di laboratori professionali.

Legenda

Contiene sostanze pericolose

Paese di produzione

DL &

Non utilizzare se la confezione &
danneggiata

\
=,

Consultare le IPU elettroniche (elPU)
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8 Conservazione e manipolazione del reagente

Proteggere DAPI/Anti-sbiadimento dalla luce forte e diretta. Conservare a 2 - 8 °C. In queste condizioni, il prodotto
si mantiene stabile fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta del contenitore.

Riportare i reagenti non diluiti a 2 - 8 °C immediatamente dopo l'uso.

Dopo l'apertura i prodotti sono stabili fino a 18 mesi, ma mai oltre la data di scadenza. Dopo questo periodo di
tempo l'uso delle soluzioni puo portare a risultati non ottimali.

9 Assistenza tecnica

Il supporto tecnico e disponibile su www.leicabiosystems.com o} via e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Si prega di contattarci se non si ottengono i risultati desiderati o se
appaiono delle anomalie durante l'utilizzo di questo prodotto.

Una copia cartacea stampata delle IPU pu0 essere richiesta via e-mail contattando: LBSAMS-
[FU@Ieicabiosystems.com

Le elPU sono disponibili in altre lingue che possono essere scaricate da:
1 www.leicabiosystems.com

10 Assistenza clienti

Le sonde Kreatech possono essere ordinate tramite il Servizio clienti Leica +31 20 6919181 o tramite e-mail:
purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Storia
Versione Data di ip:
IPU pubblicazione [ICQITERS
2.4 27-SETT-2016 Rimuovere la tagline "The pathology Company".
3.0 Aprile 2022 Aggiornamento secondo i regolamenti IVD
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35 N AT YKAE¥—vav:
Thermo Brite (TS-01/02) & 7z i ig#sH 37£1CCT—MWiA > F 2 R— b7 3,

36 NATVXAE—Y 3 VEBOYEE:

1. 50ml P 4% E i | (0.4 x SSC / 0.3% Igepal) (LK-102) #72°CiZ T L TH <.

2. IN—vAY b NERET S,
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#HHT 5.
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3.7  xfHhgefa:
Apply 15 1l DAPI counterstain (DAPI/Antifade 0.1 ug/ml) (LK-095B) or a dilution of this using counterstain
diluent (LK0O97B) and apply glass cover slip. SEfMEEkR A 1c & & 4.
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http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Kreatech™ 7 )L A4 0 7 x 71218 L 72 Jihi - FCHHTH 5.
=i 9 JiE T8
DAPI 360 =20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 =15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 =10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 =10 nm 580 =10 nm
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LK-095B DAPI/Antifade 0.1 n g/ml 0.5 ml
(DAPI e e fa)

LK-097B Antifade 0.5ml
(kT FL 0,75 BRR)

LK-102B* 0.4 x SSC / 0.3% Igepal 250 ml
(Vevg iz g 1)

LK-103B* 2 xSSC/0.1% Igepal 2x250 ml
(Ve AR 1)

LK-105B 2 x SSC/0.5% Igepal 250 ml

*LK-102 2LK-103/%, /7] UFA TXFENH L 554,
DAL E T 1T 50 B0 B
S, A=100 ml, B=250 ml
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LK-095B DAPI/Antifade 0.1 x g/ml Lo H315.
(DAPIsH LY () @ H319,
H335
LK-097B Antifade g H315.
(RF He e 7 BRI @ H319.
H335
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LK-102B 0.4 x SSC / 0.3% Igepal 2L L L
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LK-103B 2xSSC/ 0.1% Igepal 2L L L
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DAPI/Antifade (& . SEVERESH s H#EL TL &L, 2-8CTHEL TL &L, REFOR G,
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9 Technical Support (7 7 = A#)v4H— 1)

7 7 = # )Y AR — bk www.leicabiosystems.com & 72l BT A — IV TRUIFT T 3,
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. AH /i # S OFE. M+ 24820/ E st LIGER. a0
BEAREL LG E . Uik & T THELK L P S w,
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1 www.leicabiosystems.com
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purchase.orders@leica-microsystems.com
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LT
,FISH Reagent Kit"

REF | KBI-60005 Kiekio pakanka 25 arba 5x5 tyrimams
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D poc 8°C 1032 LG Amsterdam
The Netherlands (Nyderlandai)
www.LeicaBiosystems.com
1 Paskirtis

Fluorescenciné in situ hibridizacija (FISH) nustato arba pazymi genomines sekas, kad galima bty tirti jy vieta.
DNR sekos i$ atitinkamy specifiniy chromosomy zondy pirmiausia pazymimos reporterinémis molekulémis.
Tuomet pazymétas DNR zondas hibridizuojamas su metafazés chromosomomis arba interfazés branduoliais,
esanciais ant objektinio stiklelio. Nuplovus fluorescencinés mikroskopijos budu tikrinama, ar méginyje yra
reporteriniy molekuliy.

Skirta naudoti su metafazés ir interfazés Igstelémis is periferiniy kraujo paséliy arba standartiniais citogenetiniais
metodais paruostais méginiais.
Sis parengiamojo apdorojimo rinkinys skirtas gauti optimalius SVIEZIAI paruosty citologiniy éminiy rezultatus.

Sis produktas skirtas in vitro diagnostikai.

2 Produkto aprasymas

Sis parengiamojo apdorojimo rinkinys yra skirtas neautomatinéms FISH hibridizacijoms ir specialiai sukurtas
naudoti metafazés ir interfazés lgsteliy i$ periferiniy kraujo paséliy arba standartiniais citogenetiniais metodais
paruosty méginiy parengiamajam apdorojimui bei fermenty skaidymui pries atliekant DNR FISH hibridizacijos
procedira. Sis rinkinys skirtas gauti optimalius SVIEZIAI paruosty citologiniy éminiy rezultatus. Sis rinkinys
padeda keisti skersinius rySius lgstelése, permeabilizuoti Igsteliy membrang ir skaidyti lasteliy baltymus, kad
susvelninty FISH zondy susiejima su specifinés lgstelés DNR.

3 Naudojimo instrukcija

3.1 Meéginiai
Skirta naudoti su metafazés ir interfazés Igstelémis is periferiniy kraujo paséliy arba standartiniais citogenetiniais
metodais paruostais méginiais.
Sis parengiamojo apdorojimo rinkinys skirtas gauti optimalius SVIEZIAI paruosty citologiniy éminiy rezultatus.
PrieSanalitiniai méginiy etapai: norint gauti sékmingg FISH, labai svarbus priesanalitiniai etapai. Méginys turi bati
tinkamai fiksuotas, sendintas ir pakartotinai apdorotas pagal gerai parengta protokola. Per didelé arba per maza
fiksacija ar prastas méginio parengiamasis apdorojimas gali lemti nesékminga FISH procedirg arba maza
atkuriamumg / signalo intensyvuma. ,Kreatech” FISH zondai buvo iSbandyti su metafazés / interfazés
branduoliais, gautais i$ periferinio kraujo pasélio ir (arba) kauly Ciulpy. Objektiniai stikleliai turi bti laikomi pagal
rekomenduojamas laikymo ir tvarkymo salygas, kad biity gauti optimalis rezultatai. Zr. ,Leica” svetaine.

3.2 Parengiamasis apdorojimas
Zemiau pateiktas protokolas yra skirtas 5 objektiniams stikleliams, sudedamiems vertikaliai j 50 ml stiklain].
1. Atlikite parengiamajj SvieZiai paruosto éminio objektiniy stikleliy apdorojimag 50 ml 2 x SSC /0,5 % Igepal
(LK-105B) 37 °C temperatiroje 15 minuciy (min.).
2. Kiekviena stiklelj 1 minute dziovinkite 70 %, 85 % ir 100 % etanolyje. DZiovinkite ore. Toliau paruoskite
zonda.

3.3 Zondo paruoSimas
,Kreatech™” FISH zondai tiekiami paruosti naudoti (RTU). SE, ST ir WC ,Kreatech™“ FISH zondai teikiami 5 x
koncentruoti ir turi bati atskiesti taip: 2 pyl 5 x konc. zondo su 8 pl FISH hibridizacijos buferio (FHB arba WCB,
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teikiamas su zondais). Norédami atskiesti kelis 5 x konc. zondus, pripilkite 2 pl FISH hibridizacijos buferio (FHB
arba WCB) kiekvienam pridétam zondui.

3.4 Bendras denaturavimas
Uzpilkite 10 pl zondo ant 22 x 22 mm srities. Uzdenkite dengiamuoju stikleliu ir uzsandarinkite ,Fixogum* arba
gumos klijais. Denatdruokite éminj ir zondg su ,ThermoBrite” (TS-01/02) 75 +1 °C temperatiroje 5-10 min.
Toliau atlikite hibridizacija.

3.5 Hibridizacija
Inkubuokite per naktj 37 +1 °C temperatiroje ,ThermoBrite” (TS-01/02) sistemoje arba drékinimo kameroje.

3.6 Plovimas po hibridizacijos

1. Pasildykite 50 ml buferinj plovimo tirpalg | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102) iki 72 °C temperatdros.

2. Pasalinkite gumos Klijus.

3. Sudékite objektinius stiklelius j 50 ml buferinio plovimo tirpalo ,Wash Buffer 11 (2 x SSC / 0,1 % ,Igepal®)
(LK-103), inkubuokite 2 min. KT. Nustumkite dengiamuosius stiklelius. 10 objektiniy stikleliy buferinj
plovimo tirpalg pakartotinai naudokite tik karta.

4. Sudékite objektinius stiklelius j 50 ml pasildyto buferinio plovimo tirpalo ,Wash Buffer 1“ (0,4 x SSC/ 0,3 %
Jgepal”) (LK-102), inkubuokite 2 min. 72 °C (+- 1 °C) temperatiiroje nemaisydami. 10 objektiniy stikleliy
buferinj plovimo tirpalg pakartotinai naudokite tik karta.

5. Sudékite objektinius stiklelius j 50 ml svieZio buferinj plovimo tirpalag Il (2 x SSC/ 0,1 % ,Igepal®) (LK-103),
inkubuokite 1 min. KT nemaisydami. 10 objektiniy stikleliy buferinj plovimo tirpalg pakartotinai naudokite
tik karta.

6. ISdziovinkite Svieziame 70 %, 85 % ir 100 % etanolyje, kiekvieng stiklelj inkubuokite 1 min. KT. Dziovinkite
ore KT ir toliau atlikite papildoma dazyma.

3.7 Papildomas dazymas
Uzdékite 15 ul DAPI kontrastiniy dazy (DAPI / ,Antifade” 0,1 ug/ml) (LK-095B) arba dazy, atskiesty kontrastiniy
dazy skiedikliu (LK097B), ir uzdékite dengiamajj stiklelj. Toliau atlikite mikroskopija.

3.8 Procedirinés rekomendacijos
Optimaliai paruosti ir parengiamuoju budu apdoroti citologiniai objektiniai stikleliai yra butina salyga norint gauti
sékminga FISH rezultatg. Per mazas arba per didelis parengiamasis apdorojimas ne tik turi jtakos morfologijai,
bet ir signalo stiprumui (be to, palengvina analize).

Labai svarbi hibridizacijos ir plovimo temperatiira bei buferio koncentracija (tikslumas), kadangi mazesnis
tikslumas gali lemti nespecifinj zondo susiejima su kitomis sekomis, o didesnis tikslumas gali lemti signalo
nebuvima. Nebaigtas tiriamosios DNR denaturavimas gali lemti signalo trikuma.

3.9 Rekomendacijos dél fluorescencinés mikroskopijos
lempa arba kitu atitinkamu Sviesos Saltiniu (pvz., metalo halogeno lempa (120 W ,X-cite") arba LED Sviesos
Saltiniu) ir 63x arba 100x fluorescencijos objektyvu. Trijy juosty filtrai (DAPI/FITC/Cy3 arba DAPI/FITC/TRITC)
naudojami perzidréti kelias spalvas, o vienos juostos filtrai naudojami vienos spalvos vizualizavimui. Ziarékite
,Leica” svetaing, kurioje rasite rekomendacijy dél kiekvienam mikroskopo prekés zenklui tinkanciy filtry:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

,Kreatech™" fluoroforams tinkamas suzadinimo ir spinduliavimo diapazonas:

DAPI 360 £20 nm 460 £30 nm
»PlatinumBright ™ 415" 429 +15 nm 470 £15 nm
sPlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
»PlatinumBright ™ 550" 550 +10 nm 580 +10 nm
Nurodytas daZniy juostos plotis atitinka 80 % didZiausio
fluoroforo suZadinimo / spinduliuotés.
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4 Analitinis veiksmingumas

»FISH Reagent Kit" veiksmingumas nustatytas naudojant Siose naudojimo instrukcijose aprasytas procediras.
Siy procediiry modifikavimas gali pakeisti tyrimo veiksminguma. Bet kokius nukrypimus nuo nurodyty protokoly
turi patvirtinti naudotojas. Rekomenduojamy bandymo procediry nesilaikantys naudotojai privalo prisiimti
atsakomybe uz paciento rezultaty aiSkinima tokiomis aplinkybémis. Protokolo trukmé gali skirtis priklausomai
nuo fiksacijos ir apdorojimo.

5 Reikalingos ir su produktu pateikiamos medziagos

Kodas Nr. Aprasymas Turis

LK-095B DAPI / ,Antifade” 0,1 pg/ml 0,5 ml
(,DAPI Counterstain®)

LK-097B JAntifade” 0,5 ml
(kontrastiniy dazy skiediklis)

LK-102B* 0,4xSSC/0,3 % ,lgepal” 250 ml
(Buferinis plovimo tirpalas I)

LK-103B* 2xSSC/0,1% ,lgepal” 2x250 ml
(Buferinis plovimo tirpalas II)

LK-105B 2xSSC /0,5 % Igepal 250 ml

* |sidémékite, kad LK-102 ir LK-103 produktai su
tokiu paciu numeriu, taciau skirtingomis raidémis yra vienodi, iSskyrus
tarj. A= 100 ml, B=250 ml

6 Reikalingos ir su produktu nepateikiamos medziagos
+  Etanolis 100 %, 85 % ir 70 %
« ,Fixogum“ (LK-071A) arba gumos klijai
+  Viryklé su tiksliu temperatiros valdymu iki 75 °C arba ,ThermoBrite™* (TS01/TS02)
+ Inkubatorius su tiksliu temperaturos diapazonu - 37 °C;
+ Vandens vonelé su tiksliu temperaturos diapazonu 37-75 °C;
+  Plastikiniai ir stikliniai stiklainiai
+ Jvairios mikropipetés (1-200 pl)
+  Fluorescenciniai mikroskopai su tinkamais filtrais (Zr. rekomendacijas fluorescencinei mikroskopijai)

7 lspejlmal ir atsargumo priemoneés
Apie bet kokj rimtg incidenta, susijusj su jrenginiu, reikia pranesti gamintojui ir kompetetingai valstybés
narés, kurioje jsikiires naudotojas ir (arba) pacientas, institucijai.
Tik in vitro diagnostikai. Tik profesionaliems naudotojams laboratorijose. IStikus nelaimei, saugos
informacijos ieSkokite SDL.
Rinkinys skirtas naudoti tik pries ir po DNR FISH su metafazés ir interfazés lgstelémis is periferiniy kraujo
paséliy arba standartiniais citogenetiniais metodais paruostais méginiais.
Tik neautomatiniam FISH parengiamajam apdorojimui ir hibridizacijai.
Visas medziagas reikia Salinti laikantis jusy institucijos nurodymy dél ligoninés atlieky Salinimo.
Rekomenduojama KBI-60006 ,FISH Digestion” rinkinj naudoti tuomet, kai naudojami arba ketinama
naudoti senesnius éminius, objektinius stiklelius su citoplazminiu pagrindu arba sudétingus éminius.
Parafinuotiems audiniams rekomenduojama naudoti parengiamojo apdorojimo rinkinius KBI-60004 arba
KBI-60007.

Zenklinimas pagal reglamentg (EB) Nr. 1272/2008

Kodas Nr. Aprasymas Signalinis zodis Piktograma Pavojingumo

frazes

LK-095B DAPI / ,Antifade” 0,1 pg/ml Ispéjimas H315, H319,
(,DAPI Counterstain“) @ H335
LK-097B JAntifade” Jspéjimas H315, H319,
(kontrastiniy dazy skiediklis) @ H335
LK-102B 0,4xSSC/0,3 % ,lgepal” Néra Néra Néra
(Buferinis plovimo tirpalas I)
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LK-103B 2xS8SC/0,1% ,lgepal” Néra Néra Néra
(Buferinis plovimo tirpalas II)

LK-105B 2xSSC /0,5 % Igepal Néra Néra Néra

Pavojingumo frazé (-és)

H315 Dirgina oda.

H319 Sukelia smarky akiy dirginima.
H335 Gali dirginti kvépavimo takus.

Atsargumo fraze (-és), prevencija

P271 Naudoti tik lauke arba gerai védinamoje patalpoje.

P261 Stengtis nejkvepti riko / gary / aerozolio.

P264 Po naudojimo kruops$ciai nuplauti visas paveiktas iSorines kuno dalis.

P280 Muvéti apsaugines pirstines, dévéti apsauginius drabuzius, naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

Atsargumo frazé (-és), reakcija

P305+P351+P338 PATEKUS ] AKIS: atsargiai plauti vandeniu kelias minutes. I1Simti kontaktinius leSius, jeigu jie
yra ir jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau plauti akis.

P312 Pasijutus blogai, skambinti j APSINUODIJIMY KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA arba kreiptis j
gydytoja.

P337+P313 Jei akiy dirginimas nepraeina: kreiptis j gydytoja.

P302+P352 PATEKUS ANT ODOS: plauti dideliu vandens kiekiu ir muilu.

P304+P340 JKVEPUS: I8veskite Zmogy j gryng org ir uztikrinkite, kad jam bty patogu kvépuoti.

P332+P313 Jei sudirginama oda: kreiptis j gydytoja.

P362+P364 Nusivilkti uztersStus drabuzius ir iSskalbti pries vél juos apsivelkant.

Papildomos pavojingumo frazeés: néra.
Skirta tik profesionaliems naudotojams laboratorijoje.

Simboliy paaiskinimas
Sudétyje yra pavojingy medziagy

H Gamintojo Salis

Nenaudoti, jei pakuoté pazeista

Zr. elektronines naudojimo instrukcijas
™ (elFU)
i

8 Reagento laikymas ir naudojimas

Saugokite DAPI / ,Antifade” nuo stiprios ir tiesioginés Sviesos. Laikykite 2-8 °C temperatiroje. Tokiomis
sglygomis neatidarytas produktas yra stabilus iki tinkamumo termino, nurodyto ant buteliuko etiketés.

ISkart po naudojimo grazinkite neatskiestg reagentg j 2—-8 °C temperatira.

Atidaryti produktai yra stabilUs iki 18 ménesiy, taciau ne ilgiau nei iki tinkamumo termino pabaigos. Pasibaigus
Siam laikotarpiui tirpalai gali lemti suboptimalius rezultatus.
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9 Techniné pagalba

Techniné pagalba pasiekiama svetainéje www.leicabiosystems.com arba el. pastu:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Susisiekite su mumis, jei naudodami produktg negavote pageidautiny
rezultaty arba kilo anomalijy.

Popierine naudojimo instrukcijos (IFU) kopija galima gauti el. pastu susisiekus su: LBSAMS-
IFU@leicabiosystems.com

° Naudojimo  instrukcija ~ (elFU)  papildomomis  kalbomis  galima  atsisiysti  is:
1 www.leicabiosystems.com

10 Klienty aptarnavimas

,Kreatech” zondus galima uZsisakyti susisiekus su ,Leica“ klienty aptarnavimo tarnyba telefono numeriu +31 20
6919181 arba el. pastu: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Istorija
Naudojimo
instrukcijos  ISleidimo data Pakeitimai
(IFU) versija
2,4 2016-SEP-27 Pasalinti sukj ,Patologijy jmoné“.
2022 N
3.0 Balandis Atnaujinti pagal IVD reglamentus
IfU Published: 2022 April Page 70 of 131

IfU Doc name: IfU-KBI-60005_version3.0


http://www.leicabiosystems.com/
mailto:Kreatech.Support@Leicabiosystems.com
mailto:qa.amsterdam@leicabiosystems.com
mailto:qa.amsterdam@leicabiosystems.com
http://www.leicabiosystems.com/
mailto:purchase.orders@leica-microsystems.com

~ Seica

BIOSYSTEMS

FISH reagentu komplekts

REF | KBI-60005 Ar pietiekamu tilpumu lidz 25 vai 5x 5 testiem
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
Niderlande
www.LeicaBiosystems.com

1 Paredzetais lietojums/merkis

Luminiscenta in situ hibridizacija (FISH) identificé vai apzimé mérka genoma sekvences, lai varétu izpétit to
atrasanas vietu. DNS sekvences no attiecigam hromosomu specifiskam zondém vispirms iezimé ar
zinotajmolekulam. Péc tam ieziméto DNS zondi uz stiklina hibridizé ar metafazes hromosomam vai interfazes
kodoliem. Péc mazgasanas paraugu luminiscences mikroskopa parbauda, vai taja nav zinotajmolekulu.

IzmantoSanai periféro asinu kultiru metafazu un starpfazu sSiunas vai tieSos preparatos, kas sagatavoti ar
standarta citogenétiskam metodéem.

Sis iepriek$gjas apstrades komplekts ir Tpasi izstradats, lai iegitu optimalus rezultatus SVAIGI sagatavotiem
citologiskajiem paraugiem.

Sis produkts ir paredzéts in vitro diagnostiskajai lieto$anai.

2 Produkta apraksts

pirms DNS FISH hibridizacijas proceduras izmantotu periféro asinu kultiru metafazes un interfazes Sunu
pirmapstradei un fermentativajai hidrolizei vai tieSiem preparatiem, kas sagatavoti ar standarta citogenétiskam
metodém. Sis komplekts ir ipasi izstradats, lai iegitu optimalus rezultatus SVAIGI sagatavotiem citologiskajiem
paraugiem. Komplekta izmantoSana apveérsis Siinu krusteniskas saites, permeabilizés Sinu membranu un
sagremos Sunu proteinus, lai atvieglotu FISH zondes saistiSanos ar specifisko Stiinu DNS.

3 Lietosanas noradijumi

3.1 Paraugi
IzmantoSanai periféro asinu kultiru metafazu un starpfazu sSinas vai tieSos preparatos, kas sagatavoti ar
standarta citogenétiskam metodéem.
Sis iepriek$&jas apstrades komplekts ir Tpasi izstradats, lai iegiitu optimalus rezultatus SVAIGI sagatavotiem
citologiskajiem paraugiem.
Paraugi pirms analizes: lai iegutu veiksmigu FISH, liela nozime ir pirmsanalizei. Paraugam jabut pareizi fiksétam,
izturé€tam un ieprieks apstradatam saskana ar visparatzitu protokolu. Parmériga fiksacija, zema parauga fiksacija
vai slikta iepriek$eja apstrade var izraisit FISH procediras neveiksmi vai vismaz zemu reproducéjamibu/signala
intensitati. Kreatech FISH zondes ir parbauditas uz metafazes/starpfazes kodoliem, kas ieguti no kultivétam
periférajam asinim un/vai kaulu smadzeném. Lai iegutu optimalus rezultatus, stiklini jauzglaba saskana ar
ieteiktajiem glabasanas un lietoSanas nosacijumiem; skatit Leica timek|a vietni.

3.2 lepriekseja apstrade
Zemak esoSais protokols ir paredzéts 5 stiklinu lietoSanai 50 ml vertikala trauka ar koplinu.
1. Svaigi sagatavotus paraugu stiklinus 15 minites (min) ieprieks apstrada 50 ml 2 x SSC / 0,5% Igepal (LK-
105B) 37 °C temperatra.
2. Atudenojiet katru 70 %, 85 % un 100 % etanola 1 minuti. Nozavéjiet. Turpiniet ar zondes sagatavosanu.

3.3 Zondes sagatavosana:
Kreatech™ FISH zondes tiek piegadatas gatavas lietoSanai (Ready to Use — RtU). SE, ST un WC Kreatech™ FISH
zondes tiek piegadatas 5 x koncentréta veida, un tas ir jaatSkaida $adi: 2 pl 5 x konc. zonde 8 pl FISH hibridizacijas
buferi (FHB vai WCB, komplektd ar zondém). Lai apvienotu vairdkas 5 x koncentracijas zondes, katrai
pievienotajai zondei nomainiet FISH hibridizacijas buferi (FHB vai WCB) ar 2 pl.
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3.4 Lidzdenaturacija
Uzklajiet 10 pl zondes uz 22 x 22 mm lauka. Parklajiet ar stikla parsegu un ar Fixogum vai gumijas cementu.
Denaturgjiet paraugu un zondi uz ThermoBrite (TS-01/02) 75 +1 °C temperatira 5-10 mindtes. Turpiniet ar
hibridizaciju.

3.5 Hibridizacija
Inkubégjiet pa nakti 37 1 °C temperatira ThermoBrite (TS-01/02) vai mitra kamera.

3.6 Pechibridizacijas mazgasana

1. leprieks uzsildiet 50 ml Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) lidz 72 °C

2. Nonemiet gumijas cementu.

3. levietojiet stiklinus 50 ml Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), inkubgjiet 2 mindtes telpas
temperatira. Noslidiniet vaka skavas. Atkartoti izmantojiet mazgasanas buferskidumu tikai vienu reizi
kopa 10 stikliniem.

4. levietojiet stiklinus 50 ml ieprieks uzsildita Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102), 2 mindtes
inkubgjiet 72 °C (+- 1 °C) temperatiira bez kratiSanas. Atkartoti izmantojiet mazgasanas buferskidumu
tikai vienu reizi kopa 10 stikliniem.

5. levietojiet stiklinus 50 ml svaiga Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), inkubgjiet 1 min istabas
temperatira bez kratiSanas. Atkartoti izmantojiet mazgasanas buferskidumu tikai vienu reizi kopa 10
stikliniem.

6. Dehidrégjiet svaiga 70 %, 85 % un 100 % etanola, inkub&jiet 1T minti istabas temperatiira. Zavéjiet telpas
temperatira un turpiniet ar procediru Pretkrasosana.

3.7 Pretkrasosana
Uzklajiet 15 pl DAPI pretkrasas (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) vai atSkaidiet ar So $kidumu, izmantojot

3.8 Procediras ieteikumi
Optimali sagatavoti un iepriek§ apstradati citologiskie stiklini ir pamata stiklini, lai iegttu veiksmigu FISH
rezultatu. Parmériga vai nepietiekama iepriek$éja apstrade ietekmé ne tikai morfologiju, bet arT signala stiprumu
(un I'dz ar to analizes vieglumu).

Hibridizacijas un mazgasanas temperatira un bufera koncentracija (stingriba) ir svariga, jo zemaka stingriba var
izraistt nespecifisku zondes saistiSanos ar citam sekvencém, bet augstaka stingriba var izraistt signala trikumu.
Nepilniga mérka DNS denaturacija var izraisit signala trukumu.

3.9 leteikumi luminiscences mikroskopijai
dzivsudraba lampu vai citu piemérotu gaismas avotu (pieméram, metala halogéna spuldzi (120 W X-cite) vai LED
gaismas avotiem) un 63x vai 100x luminiscences mérki. Tris joslu filtri (DAPI/FITC/Cy3 vai DAPI/FITC/Tritc) tiek
izmantoti vairaku krasu skatiSanai, vienas joslas filtri tiek izmantoti atseviSku krasu vizualizacijai. leteikumus par
katram mikroskopa zimolam piemérotiem filtriem skatiet Leica timekla vietné:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Piemérots ierosmes un emisijas diapazons Kreatech™ fluoroforiem:

Fluorofors lerosme Emisija

DAPI 360 20 nm 460 £30 nm
PlatinumBright™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright™ 550 550 £10 nm 580 £10 nm
Paradrtais joslas platums atbilst 80 % no maksimalas
fluorofora ierosmes/emisijas)

4 Analitiska veiktspeja
FISH reagentu komplekta veiktspéja ir noteikta, izmantojot $aja lieto$anas instrukcija aprakstitas procediras. So
procediru modifikacijas var maintt analizes veiktspé&ju. Jebkuras novirzes no noraditajiem protokoliem lietotajam
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ir jaapstiprina. Lietotaji, kuri pilniba neievéro ieteiktas parbaudes procediiras, $ados gadijumos uznemas atbildibu
par pacienta rezultatu skaidrojumu. Protokola laiks var atskirties atkariba no fiksacijas un apstrades metodes.

5 Produktam nepiecieSamie un komplekta ieklautie materiali

Kods nr. Apraksts Daudzums

LK-095B DAPI/antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Counterstain)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Counterstain $kidinatajs)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2 xSSC/0,1% Igepal 2 x 250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC / 0,5% Igepal 250 ml

*Ladzu, nemiet vera, ka LK-102 un LK-103 produkti, kas satur
vienu un to pasu skaitli, bet daZzadus burtus, ir identiski, iznemot
daudzumu. A= 100 ml, B=250 ml

6 Produktam nepiecieSamie un komplekta neieklautie materiali
+ Etanols 100 %, 85 % un 70 %
«  Fixogum (LK-071A) vai gumijas cements
«  Karsta plate ar precizu temperatiras kontroli [dz 75 °C vai ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Inkubators ar precizu temperatiras diapazonu 37 °C
«  Udens vanna ar precizu temperatiras diapazonu 37-75 °C
+ Plastmasas un stikla burkas ar koplinu
+  Mainamas mikropipetes (1 pl-200 pl)
+  Luminiscences mikroskops, kas aprikots ar piemérotiem filtriem (skatit ieteikumus luminiscences
mikroskopijai).

7 Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

+ Par visiem nopietniem starpgadijumiem, kas notikusSi saistiba ar ierici, zinojiet razotajam un tas
dalibvalsts kompetentajai iestadei, kura lietotajs un/vai pacients veic uznémeéjdarbibu.

+ Lieto$anai in vitro diagnostika. Tikai profesionalai lieto$anai laboratorija. Arkartas situacijas dro$ibas
informaciju skatiet drosibas datu lapas.

«  Komplekts ir paredzéts lietoSanai tikai pirms un péc DNS FISH uz metafazes un starpfazes siinam no
periféro asinu kultdram vai tieSiem preparatiem, kas sagatavoti ar standarta citogenétiskam metodém.

+  Visi materiali jaiznicina saskana ar jusu iestades noradijumiem par slimnicas atkritumu likvidésanu.

+ leteicams izmantot KBI-60006 FISH hidrolizes komplektu, ja tiek izmantoti vai gaiditi vecaki paraugi,
stiklini ar citoplazmas fonu vai griti apstradajami paraugi.

+ Parafina iegulditajiem audiem ieteicams izmantot iepriek§€jas apstrades komplektus KBI-60004 vai KBI-
60007.

Marké&jums saskana ar Regulu (EK) Nr. 1272/2008

Kods nr. Apraksts R EWE S Piktogramma Bistamibas

apzimejumi
H315, H319,
H335

LK-095B DAPI/antifade 0,1 pg/ml Bridinajums
(DAPI Counterstain)

"""" H335

LK-097B Antifade Bridinajums : H315, H319,

LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepal N.P. N.P. N.P.
(Wash Buffer I)

LK-103B 2 xSSC/0,1% Igepal N.P. N.P. N.P.
(Wash Buffer II)
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LK-105B 2xSSC/ 0,5% Igepal N.P. N.P. N.P.

Bistamibas apzimé&jumi

H315 - Kairina adu.

H319 - Izraisa nopietnu acu kairinajumu.
H335 — Var izraisit elpceu kairinajumu.

DroSibas prasibu apzZimé&jums(-i), profilakse

P271 - Izmantot tikai ara vai labi vedinamas telpas.

P261 — Izvairtties ieelpot putek|us/tvaikus/gazi/dimus/izgarojumus/smidzinajumu.
P264 — Pec izmantoSanas visas atklatas aréjas kermena zonas kartigi nomazgat.
P280 - Izmantot aizsargcimdus/ aizsargdrébes/ acu aizsargus/ sejas aizsargus.

DroSibas prasibu apzZiméjums(-i), reakcija

P305+P351+P338 — SASKARE AR ACIM: Uzmanigi skalot ar Gdeni vairakas mindtes. Iznemiet kontaktlécas, ja
tas ir ievietotas un to ir viegli izdarit. Turpiniet skalot.

P312 - Sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRUY/arstu/pirmas palidzibas sniedz&ju, ja jums ir
slikta passajuta.

P337+P313 — Ja acu iekaisums nepariet: Ludziet palidzibu medikiem.

P302+P352 — SASKARE AR ADU: Nomazgat ar lielu Gdens un ziepju daudzumu.

P304+P340 - IEELPOJOT: Nogadat cietuso svaiga gaisa un nodrosinat netraucétu elposanu.

P332+P313 - Ja rodas adas iekaisums: Ludziet palidzibu medikiem.

P362+P364 — Novilkt piesarnoto apgérbu un pirms atkartotas lieto$anas izmazgat.

Papildu bistamibas apzimejumi: nav
Paredzéts tikai laboratoriju profesionaliem lietotajiem

Simbolu skaidrojums
Satur bistamas vielas

RaZotajvalsts

Nelietot, ja iepakojums ir bojats

NS

Skatit elektronisko LI (elfU)

[1d]

8 Reagentu glabasana un lieto$ana

Aizsargajiet DAPI/Antifade no spécigas un tieSas gaismas. Uzglabajiet 2—8 °C temperatura. Produkts ir stabils
Sajos apstak|os lidz deriguma termina beigu datumam, kas ir noradits uz flakona uzlimes.

P&c izmantosanas neatskaidito reagentu nekavéjoties novietojiet atpakal 2—8 °C temperatara.

Péc atvérsanas produkti ir stabili ldz 18 ménesSiem, bet ne ilgak par deriguma termina beigu datumu. Péc §T1 laika
posma Skidumu lietoSana var dot neoptimalus rezultatus.
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9 Tehniskais atbalsts

Tehniskais atbalsts ir pieejams vietné www.leicabiosystems.com vai pa e-pastu:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Ludzu, sazinieties ar mums, ja, izmantojot So produktu, netiek iegti
vélamie rezultati vai paradas kadas novirzes no normas.

Drukatu LI eksemplaru var pieprasit pa e-pastu: LBSAMS-IFU@|eicabiosystems.com

Eﬂ elfU ir pieejama papildu valodas, kuras var lejupieladét no: www.leicabiosystems.com
i |

10 Klientu apkalposSana

Kreatech zondes var pasitit, izmantojot Leica klientu apkalpo$anas dienestu +31 20 6919181 vai pasutot pa e-
pastu: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Vesture
.. lzdosanas .
LI versija Izmainas
datums
2,4 2016-SEP-27 Nonemiet atzimes joslu “The pathology Company ” (Uznémuma patologija)
3,0 A2, Atjauninat atbilstosi IVD noteikumiem
Aprilis
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FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 Bevat voldoende volume voor maximaal 25 of 5 x 5 tests

Kreatech Biotechnology B.V.
“ . Vlierweg 20 '
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam '
Nederland
www.LeicaBiosystems.com

1 Beoogd gebruik of doel

In situ fluorescentiehybridisatie (FISH) dient voor het identificeren of labelen van een doelgensequentie, zodat de
locatie hiervan kan worden onderzocht. Dna-sequenties van de te gebruiken chromosoomspecifieke probes
worden eerst met reportermoleculen gelabeld. De gelabelde dna-probe wordt vervolgens aan de chromosomen
in de metafase of kernen in de interfase op een dekglaasje gehybridiseerd. Na het wassend wordt het monster
met behulp van fluorescentiemicroscopie gescreend op de reportermoleculen.

Voor gebruik op cellen in de metafase en interfase uit perifere-bloedcelculturen of directe preparaten die op basis
van standaard cytogenetische methoden tot stand zijn gekomen.

Deze voorbehandelingsset is speciaal bedoeld voor het verkrijgen van optimale resultaten op VERS
geprepareerde cytologische monsters.

Dit product is bedoeld voor gebruik bij diagnose in vitro.

2 Productbeschrijving

Deze voorbehandelingsset dient voor niet-geautomatiseerde FISH-hybridisatie, speciaal bedoeld voor gebruik
voor de voorbehandeling en enzymvertering van cellen in de metafase en interfase uit perifere-bloedcelculturen
of directe preparaten die op basis van standaard cytogenetische methoden tot stand zijn gekomen voor de dna-
FISH-hybridisatieprocedure. Deze set is speciaal bedoeld voor het verkrijgen van optimale resultaten op VERS
geprepareerde cytologische monsters. Het gebruik van de set zorgt ervoor dat de kruisverbanden in de cellen
worden omgekeerd, het celmembraan permeabel wordt gemaakt en celeiwitten worden verteerd, zodat de
binding van de FISH-probes met het specifieke cel-dna wordt vergemakkelijkt.

3  Gebruiksaanwijzing

3.1 Monsters
Voor gebruik op cellen in de metafase en interfase uit perifere-bloedcelculturen of directe preparaten die op basis
van standaard cytogenetische methoden tot stand zijn gekomen.
Deze voorbehandelingsset is speciaal bedoeld voor het verkrijgen van optimale resultaten op VERS
geprepareerde cytologische monsters.
Pre-analyse van de monsters: Voor het verkrijgen van een succesvolle FISH speelt pre-analyse een belangrijke
rol. Het monster moet op de juiste manier worden gefixeerd, gerijpt en voorbehandeld, volgens een gangbaar
protocol. Een te sterke fixering, een te zwakke fixering of een slechte voorbehandeling van het monster kan ervoor
zorgen dat de FISH-procedure mislukt, of minstens zorgen voor een lage reproduceerbaarheid of lage intensiteit
van het signaal. FISH-probes van Kreatech zijn getest op celkernen in de metafase of interfase, afgeleid uit
gekweekte perifere-bloedcellen en/of gekweekte beenmergcellen. Objectglaasjes moeten worden opgeslagen
volgens de aanbevolen opslag- en hanteringsomstandigheden voor optimale resultaten. Raadpleeg de website
van Leica.

3.2 Voorbehandeling
Het onderstaande protocol dient voor het gebruik van 5 objectglaasjes in een rechtopstaand Coplin-kleurpotje
van 50 ml.
1. Ukunt vers bereide monsters op objectglaasjes voorbehandelen in 50 ml 2 x SSC/ 0,5% Igepal (LK-105B),
bij een temperatuur van 37 °C gedurende 15 minuten (minimaal).
2. Ze kunnen worden gehydrateerd door ze elk gedurende 1 minuut in 70%, 85% en 100% ethanol te laten
staan. Aan de lucht laten drogen. Ga verder naar Klaarmaken van de probe.
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3.3 Klaarmaken van de probe:
FISH-probes van Kreatech™ worden gebruiksklaar geleverd. SE, ST en WC FISH-probes van Kreatech™ worden 5
x geconcentreerd geleverd, en moeten als volgt worden verdund: 2 pl 5 x conc. Probe in 8 pl FISH Hybridization
Buffer (FHB of WCB, geleverd met de probes). Voor het combineren van verschillende 5 x conc. probes, kunt u
FISH Hybridization Buffer (FHB of WCB) vervangen door 2 ul voor elke probe die wordt toegevoegd.

3.4 Co-denaturatie
Breng 10 pl van de probe aan per veld van 22 x 22 mm. Bedek met dekglaasjes en dicht af met Fixogum of
rubbercement. Denatureer het monster en de probe op een ThermoBrite (TS-01/02) bij een temperatuur van 75
11 °C gedurende 5-10 min. Ga verder naar Hybridisatie.

3.5 Hybridisatie:
Gedurende de nacht incuberen bij een temperatuur van 37 1 °C in een ThermoBrite (TS-01/02) of in een
vochtige kamer.

3.6 Wassen na de hybridisatie:

1. U kunt 50 ml Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) voorverwarmen tot 72 °C.

2. Verwijder het rubbercement.

3. Plaats de objectglaasjes in 50 ml Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103) en laat deze gedurende
2 minuten op kamertemperatuur incuberen. Schuif de dekglaasjes eraf. U kunt dezelfde wasbuffer
hergebruiken voor in totaal 10 objectglaasjes.

4. Plaats de objectglaasjes in 50 ml voorverwarmd Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) en laat
deze gedurende 2 minuten bij een temperatuur van 72 °C (+- 1 °C) incuberen, zonder doorroeren. U kunt
dezelfde wasbuffer hergebruiken voor in totaal 10 objectglaasjes.

5. Plaats de objectglaasjes in 50 ml vers Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103) en laat deze
gedurende 1 minuut op kamertemperatuur incuberen, zonder doorroeren. U kunt dezelfde wasbuffer
hergebruiken voor in totaal 10 objectglaasjes.

6. De objectglaasjes kunnen worden gedehydrateerd door ze elk gedurende 1 minuut in vers 70%, 85% en
100% ethanol op kamertemperatuur te laten staan. Op kamertemperatuur aan de lucht laten drogen en
verder gaan naar Tegenkleuring.

3.7 Tegenkleuring:
Breng 15 ul DAPI-tegenkleuring (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) aan, of een verdunning hiervan, met behulp
van tegenkleuringverdunningsmiddel (LKO97B) en breng een dekglaasje aan. Ga verder naar microscopie.

3.8 Procedurele aanbevelingen:
Optimaal geprepareerde en voorbehandelde cytologische objectglaasjes zijn cruciaal voor een succesvol FISH-
resultaat. Te weinig of te veel voorbehandeling beinvloedt niet alleen de morfologie, maar ook de signaalsterkte
(en daardoor ook het gemak van de analyse).

De temperatuur en bufferconcentratie (de zogenaamde stringentie) van de hybridisatie en het wassen zijn
belangrijk, omdat een lagere stringentie kan leiden tot niet-specifieke binding van de probe aan andere sequenties,
en een hogere stringentie kan leiden tot een onvoldoende signaal. Een onvolledige denaturatie van doel-dna kan
leiden tot een onvoldoende signaal.

3.9 Aanbevelingen voor fluorescentiemicroscopie
Voor een optimale visualisering kunt u gebruikmaken van een goed onderhouden en regelmatig geijkte
microscoop, voorzien van een kwiklamp van 100 W, of een andere lichtbron (bijv. een metaalhalidelamp (120 W
X-cite) of een led-lamp) en een fluorescentie-objectief van 63x of 100x. Drieband-doorlaatfilters (DAPI/FITC/Cy3
of DAPI/FITC/TRITC) worden gebruikt om meerdere kleuren te bekijken; enkelband-doorlaatfilters worden
gebruikt voor afzonderlijke kleurvisualisatie. Zie de website van Leica voor aanbevelingen over de geschikte filters
voor elke microscoopband: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Geschikt excitatie- en emissiebereik voor fluoroforen van Kreatech™:

Fluoroforen Excitatie Emissie
DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
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PlatinumBright ™ 415 429 +15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

De weergegeven bandbreedte komt overeen met 80%
van de maximale excitatie of emissie van de fluorofoor)

4  Analytische prestaties

De prestaties van de FISH Reagent Kit zijn bepaald met behulp van de procedures die in deze gebruiksaanwijzing
zijn beschreven. Aanpassingen aan deze procedures kunnen de prestaties van de assay beinvloeden. Afwijkingen
van de voorgeschreven protocollen moeten door de gebruiker worden gevalideerd. Gebruikers die afwijken van
de aanbevolen testprocedures moeten de verantwoordelijkheid aanvaarden voor de interpretatie van
patiéntenresultaten verkregen onder deze omstandigheden. De protocoltijden kunnen variéren wegens de fixatie
en de verwerking.

5 Benodigde materialen die bij het product worden meegeleverd

Code nr. Beschrijving Volume

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Counterstain)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Counterstain verdunningsmiddel)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2 xSSC /0,1% Igepal 2 x 250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC / 0,5% Igepal 250 ml

*Merk op dat de producten LK-102 en LK-103 met hetzelfde
nummer, maar een andere letter, identiek zijn, behalve het
volume. A =100 ml, B =250 ml

6 Benodigde materialen die niet bij het product worden meegeleverd

+  Ethanol 100%, 85% en 70%

+  Fixogum (LK-071A) of rubbercement

+  Verwarmingsplaat met nauwkeurige temperatuurregeling tot maximaal 75 °C of ThermoBrite™
(TS01/TS02)

+ Incubator met een nauwkeurig temperatuurbereik van 37 °C
Waterbad met een nauwkeurig temperatuurbereik van 37-75 °C
Kunststoffen en glazen Coplin-kleurpotjes
Micropipetten van verschillende grootte (1-200 pl)
Fluorescentiemicroscoop voorzien van passende filters (zie de aanbevelingen voor
fluorescentiemicroscopie).

7 Waarschuwing en voorzorgsmaatregelen

+  Alle ernstige incidenten die zijn opgetreden ten aanzien van het hulpmiddel, dienen te worden gemeld
aan de fabrikant en de bevoegde autoriteiten in de lidstaat waarin de gebruiker en/of de patiént is
gevestigd.

«  Voor gebruik bij diagnose in vitro. Uitsluitend voor professioneel gebruik in laboratoria. Raadpleeg in
noodgevallen het veiligheidsinformatieblad voor informatie ten aanzien van de veiligheid.

+ De set is uitsluitend bedoeld voor gebruik voorafgaand aan en na dna-FISH op cellen in de metafase en
interfase uit perifere-bloedcelculturen of directe preparaten die op basis van standaard cytogenetische
methoden tot stand zijn gekomen.

+  Uitsluitend voor niet-geautomatiseerde FISH-voorbehandeling en -hybridisering.

+  Alle materialen dienen te worden afgevoerd in overeenstemming met de richtlijnen ten aanzien van de
afvoer van ziekenhuisafval van uw instelling.

+  Het wordt aangeraden om de KBI-60006 FISH Digestion Kit te gebruiken in het geval dat men oudere
monsters, objectglaasjes met een cytoplasmatische achtergrond of lastige monsters gebruikt of

verwacht.
+  Voor in paraffine ingebed weefsel wordt het gebruik van voorbehandelingssets KBI-60004 of KBI-60007
aangeraden.
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Etikettering in overeenstemming met Verordening (EC) nr. 1272/2008

Code nr. Beschrijving Signaalwoord Pictogram Gevarenaanduidingen
LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Waarschuwing H315, H319,
(DAPI Counterstain) @ H335

LK-097B Antifade Waarschuwing H315, H319,
(Counterstain verdunningsmiddel) @ H335

LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepal N.v.t. N.v.t. N.v.t.
(Wash Buffer I)

LK-103B 2xSSC/ 0,1% Igepal N.v.t. N.v.t. N.v.t.
(Wash Buffer Il)

LK-105B 2xSSC/ 0,5% lgepal N.v.t. N.v.t. N.v.t.

Gevarenaanduiding(en)

H315 — Veroorzaakt huidirritatie.

H319 - Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

H335 — Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken.

Voorzorgsaanduiding(en) Preventie

P271 - Alleen buiten of in een goed geventileerde ruimte gebruiken.

P261 - Inademing van stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden.

P264 — Na het werken met het product alle blootgestelde externe delen van het lichaam grondig wassen.
P280 — Beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/gelaatsbescherming dragen.

Voorzorgsaanduiding(en) Respons

P305 + P351 + P338 - INDIEN IN OGEN: Voorzichtig afspoelen met water gedurende een aantal minuten.
contactlenzen verwijderen, indien mogelijk. Blijven spoelen.

P312 - Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of raadpleeg een arts of EHBO-medewerker indien u zich niet
goed voelt.

P337 + P313 - Bij aanhoudende oogirritatie: Zoek medische hulp/advies.

P302 + P352 — BIJ CONTACT MET DE HUID: Wassen met ruime hoeveelheid water en zeep.

P304 + P340 - BIJ INADEMING: De persoon in de frisse lucht brengen en ervoor zorgen dat deze gemakkelijk
kan ademen.

P332 + P313 - Bij huidirritatie: Zoek medische hulp/advies.

P362 + P364 — Verontreinigde kleding uittrekken en wassen alvorens deze opnieuw te gebruiken.

Aanvullende gevarenaanduidingen: geen
Voorbehouden aan professionele gebruikers in laboratoria

Verklaring van symbolen
Bevat gevaarlijke stoffen

Land waarin de fabrikant is gevestigd
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Niet gebruiken als de verpakking
beschadigd is

Raadpleeg de elektronische
™ gebruiksaanwijzing
1

8 Opslag en hantering van het reagens

Bescherm DAPI/Antifade tegen sterk en rechtstreeks licht. Bewaar bij 2-8 °C. Onder deze omstandigheden is het
product stabiel tot de vervaldatum die op het etiket van de flacon is vermeld.

Breng onverdund reagens na gebruik onmiddellijk terug tot 2-8 °C.

Na het openen zijn producten stabiel tot een periode van maximaal 18 maanden, maar nooit later dan de
houdbaarheidsdatum. Na deze periode kan het gebruik van de oplossingen leiden tot suboptimale resultaten.

9 Technische ondersteuning

Technische  ondersteuning is te vinden op  www.leicabiosystems.com of via e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Indien de gewenste resultaten niet worden bereikt of er bij het gebruik
van dit product onregelmatigheden optreden, kunt u contact met ons opnemen.

U kunt een papieren versie van de gebruiksaanwijzing aanvragen via e-mail, door contact op te hemen met:
LBSAMS-IFU@Ileicabiosystems.com

EH De elektronische gebruiksaanwijzing is beschikbaar in extra talen, die u kunt downloaden op
i |

www.leicabiosystems.com

10 Klantenservice

De probes van Kreatech kunnen worden besteld via de Klantenservice van Leica, telefoonnummer +31 20
6919181, of u kunt deze via e-mail bestellen: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Geschiedenis

Versie

. .. Datum uitgave Wijzigingen
gebruiksaanwijzing
2.4 2016-SEP-27 Verwijderen van de slogan ‘The pathology Company'
3.0 2022- April Update volgens IVD-voorschriften
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FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 som inneholder tilstrekkelig volum for opptil 25 eller 5 x 5 tester
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
Nederland
www.LeicaBiosystems.com

1 Tiltenkt bruk / formal

Fluorescerende in situ-hybridisering (FISH) identifiserer eller merker genomiske malsekvenser slik at
plasseringen deres kan studeres. DNA-sekvenser fra passende kromosomspesifikke prober merkes fgrst med
reportermolekyler. Den merkede DNA-proben hybridiseres deretter til metafasekromosomene eller
interfasekjernene pa et objektglass. Etter vask blir prgvematerialet screenet for reportermolekylene ved
fluorescensmikroskopi.

For bruk pa metafase- og interfaseceller fra perifere blodkulturer eller direkte preparater klargjort ved standard
cytogenetiske metoder.

Dette forbehandlingssettet er spesielt utviklet for & oppna optimale resultater pd FERSKE klargjorte cytologiske
prover.

Dette produktet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk.

2 Produktbeskrivelse

Dette forbehandlingssettet er for ikke-automatiserte FISH-hybridiseringer spesielt utviklet for bruk for
forbehandling og enzymnedbrytning av metafase- og interfaseceller fra perifere blodkulturer eller direkte
preparater fremstilt ved standard cytogenetiske metoder fgr DNA FISH-hybridiseringsprosedyre. Dette settet er
spesielt utviklet for & oppna optimale resultater p& FERSKE klargjorte cytologiske prgver. Bruk av settet vil
reversere tverrbindingene i cellene, permeabilisere cellemembranen og bryte ned celleproteiner for a lette
bindingen av FISH probes til det spesifikke celle-DNA-et.

3 Bruksanvisning

3.1 Prgvematerialer
For bruk pa metafase- og interfaseceller fra perifere blodkulturer eller direkte preparater klargjort ved standard
cytogenetiske metoder.
Dette forbehandlingssettet er spesielt utviklet for & oppna optimale resultater pd FERSKE klargjorte cytologiske
prover.
Prgvematerialer fgr analyse: Foranalysen spiller en stor rolle for 8 oppné en vellykket FISH. Prgvematerialet skal
fikseres pa riktig mate, eldes og forbehandles i henhold til en veletablert protokoll. Overfiksering eller
underfiksering eller darlig forbehandling av preven kan forarsake svikt i FISH-prosedyren eller i det minste lav
reproduserbarhet / signalintensitet. Kreatech FISH probes har blitt testet pd metafase- / interfasekjerner fra
dyrket perifert blod og/eller benmarg. Objektglassene bgr oppbevares i henhold til anbefalte oppbevarings- og
handteringsforhold for optimale resultater, se Leicas nettside.

3.2 Forbehandling
Protokollen nedenfor er for bruk av 5 objektglass i en oppreist Coplin-krukke pa 50 ml.
1. Forbehandle nylig klargjorte prgveobjektglass i 50 ml 2 x SSC / 0,5 % Igepal (LK-105B) ved 37 °C i 15
minutter (min).
2. Dehydreri70 %, 85 % og 100 % etanol i T minutt hver. Lufttgrk. Fortsett med klargjgring av probe.

3.3 Klargjering av probe:
Kreatech™ FISH probes leveres klare til bruk (RtU). SE, ST og WC Kreatech™ FISH probes leveres 5 x konsentrerte
og ma fortynnes pa fglgende mate: 2 pl 5 x kons. probe i 8 ul FISH Hybridization Buffer (FHB eller WCB, leveres

IfU Published: 2022 April Page 81 of 131
IfU Doc name: IfU-KBI-60005_version3.0



Jeica

BIOSYSTEMS

med prober). Hvis du vil kombinere flere 5 x kons. sonder, erstatter du FISH Hybridization Buffer (FHB eller WCB)
med 2 pl for hver probe som legges til.

3.4 Samdenaturering
Bruk 10 pl probe per 22 x 22 mm felt. Dekk til med dekkglass og forsegl med Fixogum eller gummisement.
Denaturer prgve og probe pa en ThermoBrite (TS-01/02) ved 75 1 °C i 5-10 min. Fortsett med hybridisering.

3.5 Hybridisering:
Inkuber over natten ved 37 =1 °C i en ThermoBrite (TS-01/02) eller i et fuktet kammer.

3.6 Etterhybridiseringsvask:

1. Forvarm 50 ml Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102) til 72 °C

2. Fjern gummisement.

3. Plasser objektglass i 50 ml Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkuber i 2 min. ved RT. Skyv
av klemmene pa dekslet. Gjenbruk vaskebufferen bare én gang for totalt 10 objektglass.

4. Plasser objektglassene i 50 ml forvarmet Wash Buffer | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102), inkuber i 2
minutter ved 72 °C (+- 1 °C) uten omrgring. Gjenbruk vaskebufferen bare én gang for totalt 10 objektglass.

5. Plasser objektglass i 50 ml fersk Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkuber i 1 min. ved RT
uten omrgring. Gjenbruk vaskebufferen bare én gang for totalt 10 objektglass.

6. Dehydrerifersk 70 %, 85 % og 100 % etanol, inkuber i T minutt hver ved RT. Lufttgrk ved RT og fortsett il
kontrastfarging.

3.7 Kontrastfarging:

Bruk 15 pl DAPI counterstain (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) eller en fortynning av denne ved hjelp av
fortynningsmiddel for kontrastfarge (LK097B) og bruk dekkglass. Fortsett med mikroskopi.

3.8 Prosedyreanbefalinger:
Optimalt klargjorte og forbehandlede cytologiske objektglass er ngkkelen til & oppna et vellykket FISH-resultat.
Under- eller overforbehandling pavirker ikke bare morfologien, men ogsa signalstyrken (og dermed hvor enkel
analysen er a utfgre).

Temperatur og bufferkonsentrasjon (stringens) ved hybridisering og vask er viktig, da lavere stringens kan fgre
til uspesifikk binding av proben til andre sekvenser, og hgyere stringens kan fgre til mangel pa signal. Ufullstendig
denaturering av mal-DNA kan fgre til mangel pa signal.

3.9 Anbefalinger for fluorescensmikroskopi
Bruk et godt vedlikeholdt og regelmessig kalibrert mikroskop utstyrt med en 100W kvikksglvlampe eller annen
passende lyskilde for optimal visualisering (f.eks. Metal Halide Bulb (120W X-cite) eller LED-baserte lyskilder) og
et 63x eller 100x fluorescensobjektiv. Trippelbandpassfiltre (DAPI/FITC/Cy3 eller DAPI/FITC/TRITC) brukes til &
vise flere farger, enkeltbandpassfiltre brukes for individuell fargevisualisering. Se Leicas nettsted for anbefalinger
om passende filtre for hvert mikroskopmerke: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Egnet eksiterings- og stralingsrekkevidde for Kreatech ™-fluoroforer:
Fluorofor Eksitering Straling
DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

Den viste bandbredden tilsvarer 80 % av maksimum
eksitering/stréling av fluorofor)

4 Analysens ytelse

Ytelsen til FISH Reagent Kit er etablert ved a bruke prosedyrene beskrevet i denne bruksanvisningen. Endringer i
disse prosedyrene kan endre ytelsen til analysen. Eventuelle avvik fra de instruerte protokollene ma valideres av
brukeren. Brukere som avviker fra de anbefalte testprosedyrene, ma ta ansvaret for tolkningen av
pasientresultatene under disse forholdene. Protokolltidene kan variere pa grunn av variasjon i fiksering og
behandling.
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5 Materialer som kreves og leveres med produktet

Kode # Beskrivelse Volum

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Counterstain)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Fortynningsmiddel til kontrastfarge)

LK-102B* 0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2xSSC /0,1 % Igepal 2 x 250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2xSSC /0,5 % Igepal 250 ml

*Vaer oppmerksom pa at LK-102- og LK-103-produkter som inneholder
samme nummer, men forskjellige bokstaver er identiske bortsett fra
volum. A =100 ml, B =250 ml

6 Materialer som kreves og ikke leveres med produktet
+  Etanol 100 %, 85 % og 70 %
Fixogum (LK-071A) eller gummisement
Varmeplate med ngyaktig temperaturkontroll opp til 75 °C eller ThermoBrite™ (TS01/TS02)
Inkubator med ngyaktig temperaturomrade pa 37 °C
Vannbad med ngyaktig temperaturomrade pa 37-75 °C
Coplin-krukker i plast og glass
Variable mikropipetter (1 pl = 200 pl)
Fluorescensmikroskop utstyrt med egnede filtre (se anbefalinger for fluorescensmikroskopi).

7 ADVARSEL OG FORHOLDSREGLER

«  Enhver alvorlig hendelse som har oppstatt i forbindelse med enheten, skal rapporteres til produsenten og
pagjeldende myndighet i landet der brukeren og / eller pasienten har fast tilholdssted.

+ Tilin vitro-diagnostisk bruk. Kun til profesjonell bruk pa laboratorier. | ngdstilfeller: sjekk SDS-arkene for
sikkerhetsinformasjon.

+  Settet er ment a kun brukes fgr og etter DNA FISH pd metafase- og interfaseceller fra perifere blodkulturer
eller direkte preparater fremstilt ved standard cytogenetiske metoder.

+  Kun for ikke-automatisert FISH-forbehandling og -hybridisering.

«  Alt materiale skal avhendes i henhold til institusjonens retningslinjer for avfallshandtering pa sykehus.

+  Det anbefales a bruke KBI-60006 FISH Digestion kit hvis eldre prgver, objektglass med cytoplasmatisk
bakgrunn eller vanskelige prgver brukes eller forventes.

+  For parafininnstgpt vev anbefales det a bruke KBI-60004- eller KBI-60007-forbehandlingssett.

Merking med skilt i henhold til forordning (EF) nr. 1272/2008

Kode # Beskrivelse Signalord Piktogram Faresetninger
LK-095B DAPI/Antifade 0,1 ug/ml ADVARSEL H315, H319,
(DAPI Counterstain) H335

(Fortynningsmiddel til kontrastfarge) H335

LK-097B Antifade ADVARSEL : H315, H319,

LK-102B 0,4 xSSC /0,3 % Igepal N.A. N.A. N.A.
(Wash Buffer I)

LK-103B 2xSSC /0,1 % lgepal N.A. N.A. N.A.
(Wash Buffer II)

LK-105B 2xSSC/ 0,5 % Igepal N.A. N.A. N.A.

Faresetning(er)
H315 - Irriterer huden.
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H319 - Gir alvorlig gyeirritasjon.
H335 - Kan fordrsake irritasjon av luftveiene

Sikkerhetssetning(er), forebygging

P271 - Skal kun brukes utendgrs eller i et godt ventilert omrade.

P261 — Unnga a puste inn take / damp / spray.

P264 - Vask alle eksponerte utvendige omrader pa kroppen grundig etter handtering.
P280 - Bruk beskyttende hansker, verneklaer, gyebeskyttelse og ansiktsbeskyttelse.

Sikkerhetssetning(er), respons

P305+P351+P338 — VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle
kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjgre. Fortsett skyllingen.

P312 — Kontakt GIFTINFORMASJONEN / lege / fgrstehjelp / hvis du kjenner deg uvel.

P337+P313 — Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk legehjelp.

P302+P352 — VED HUDKONTAKT: Vask med rikelig med vann og sape.

P304+P340 — VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og sgrg for at vedkommende har en stilling som
letter andedrettet.

P332+P313 — Hvis det oppstar hudirritasjon: Sgk legehjelp.

P362+P364 — Tilsglte klaer ma fiernes og vaskes for de brukes pa nytt.

Supplerende faresetninger: ingen
Begrenset til profesjonelle laboratoriebrukere

Forklaring av symboler
Inneholder farlige stoffer

D Produksjonsland

Ma ikke brukes hvis pakningen er skadet

Se elektronisk bruksanvisning (elFU)

[1d]

8 Oppbevaring og handtering av reagens

Beskytt DAPI / Antifade mot sterkt og direkte lys. Oppbevares ved 2-8 °C. Det uapnede produktet er stabilt under
disse forholdene frem til utlgpsdatoen som er angitt pa hetteglassets etikett.

Sett ufortynnede reagenser tilbake i 2-8 °C umiddelbart etter bruk.

Etter dpning er produktene stabile i opptil 18 maneder, men aldri lenger enn utlgpsdatoen. Etter denne
tidsperioden kan bruk av Igsningene gi suboptimale resultater.

9 Teknisk stotte

Teknisk stgtte er tilgjengelig pa www. leicabiosystems.com eller via e-post:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Kontakt oss hvis gnskede resultater ikke oppnas eller det oppstar
uregelmessigheter ved bruk av dette produktet.

En papirutskrevet kopi av bruksanvisningen kan etterspgrres via e-post ved a kontakte: LBSAMS-
[FU@leicabiosystems.com
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www.leicabiosystems.com

Eﬂ Den elektroniske bruksanvisningen (elFU) er tilgjengelig pa flere sprak, og kan lastes ned fra:
i |

10 Kundeservice
Kreatech probes kan bestilles gjennom Leicas kundeservice +31 20 6919181 eller bestilles via e-post:

purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Historikk
Vers;or? aY Utstedelsesdato Endringer
bruksanvisning
2.4 2016-SEP-27 Fjern overskriften "The pathology Company" (Patologiselskapet)
3.0 2022- April Oppdater i henhold til IVD-forskrifter
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Zestaw odczynnikéow FISH

REF | KBI-60005 Zawierajacy objeto$é wystarczajgcg do wykonania 25 lub 5 x 5 testéw
Kreatech Biotechnology B.V.
“ . Vlierweg 20 '
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam .
Holandia
www.LeicaBiosystems.com

1 Przeznaczenie/zamierzony cel

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) umozliwia identyfikacje lub znakowanie docelowych sekwenc;ji
genomowych, dzieki czemu mozna zbadac ich lokalizacje. Sekwencje DNA z odpowiednich sond specyficznych
dla chromosomow sa najpierw znakowane za pomoca czasteczek reportera. Oznakowana sonda DNA jest
nastepnie hybrydyzowana do chromosomoéw metafazowych lub jader interfazowych na preparacie. Po przemyciu
probka jest badana pod mikroskopem fluorescencyjnym w poszukiwaniu czgsteczek reportera.

Do stosowania na komoérkach metafazowych i interfazowych z hodowli krwi obwodowej lub bezposrednich
preparatach przygotowanych metodami cytogenetyki klasyczne;.

Zestaw do obrobki wstepnej zostat opracowany specjalnie w celu uzyskania optymalnych wynikéw na swiezo
przygotowanych prébkach cytologicznych.

Produkt stuzy do stosowania w diagnostyce in vitro.

2 Opis produktu

Zestaw do obrébki wstepnej stuzy do nieautomatycznych hybrydyzacji FISH i zostatl opracowany specjalnie do
wstepnej obrébki i trawienia enzymatycznego komoérek metafazowych i interfazowych z hodowli krwi obwodowej
lub preparatéw bezposrednich przygotowanych metodami cytogenetyki klasycznej przed procedurg hybrydyzacji
DNA FISH. Zestaw zostat opracowany specjalnie w celu uzyskania optymalnych wynikéw na $wiezo
przygotowanych probkach cytologicznych. Na skutek zastosowania zestawu dochodzi do odwrécenia wigzan
krzyzowych w komdrkach, permeabilizacji btony komérkowej i trawienia biatek komdrkowych, co utatwia
wigzanie sond FISH ze specyficznym DNA komorkowym.

3 Instrukcja stosowania

3.1 Prébki
Do stosowania na komoérkach metafazowych i interfazowych z hodowli krwi obwodowej lub bezposrednich
preparatach przygotowanych metodami cytogenetyki klasyczne;j.
Zestaw do obrobki wstepnej zostat opracowany specjalnie w celu uzyskania optymalnych wynikéw na swiezo
przygotowanych prébkach cytologicznych.
Analizy wstepne prébek: Wazna role w prawidtowym przeprowadzeniu FISH odgrywajg analizy wstepne. Probki
powinny zosta¢ prawidtowo utrwalone, poddane procesowi starzenia i obrébce wstepnej zgodnie z ustalonym
protokotem. Nadmierne utrwalenie, niedostateczne utrwalanie lub nieprawidtowa obrébka wstepna moga
doprowadzi¢ do niepowodzenia procedury FISH lub w najlepszym przypadku do niskigj
odtwarzalnosé/intensywnos¢ sygnatu. Sondy FISH Kreatech zostaly przetestowane na jadrach
metafazowych/miedzyfazowych pochodzacych z hodowli krwi obwodowej i/lub szpiku kostnego. Preparaty
nalezy przechowywaé zgodnie z zalecanymi warunkami przechowywania i przetwarzania. Patrz strona
internetowa firmy Leica.

3.2 Obrébka wstepna
Ponizszy protokot dotyczy uzycia 5 preparatéw w barwiaczu pionowym Coplina o pojemnosci 50 ml.
1. Swiezo przygotowane preparaty podda¢ wstepnej obrébce w 50 ml 2 x SSC / 0,5% Igepal (LK-105B) w
temperaturze 37°C przez 15 min.
2. 0Odwodni¢ przez zanurzenie po kolei w 70%, 85% i 100% etanolu na 1 minute. Wysuszy¢ na powietrzu.
Nastepnie przystgpi¢ do przygotowywania sondy.
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3.3 Przygotowywanie sondy:
Sondy FISH Kreatech™ sg dostarczane w postaci gotowej do uzycia. Sondy FISH SE, ST i WC Kreatech™ sa
dostarczane w postaci 5 x skoncentrowanej i nalezy je rozcienczy¢ w nastepujacy sposob: 2 pl 5 x stezonej sondy
w 8 pl buforu do hybrydyzacji FISH (FHB lub WCB, dostarczany z sondami). Aby potaczy¢ kilka sond stezonych
pieciokrotnie, nalezy zastgpi¢ bufor do hybrydyzacji FISH (FHB lub WCB) 2 pl na kazdg dodang sonde.

3.4 Jednoczesna denaturacja
Nanies¢ 10 pl sondy na pole o wymiarach 22 x 22 mm. Przykry¢ szkietkiem nakrywkowym i uszczelni¢ za
pomoca Fixogum lub kleju kauczukowego. Denaturowac prébke i sonde w urzadzeniu ThermoBrite (TS-01/02)
w temp. 75 +1°C przez 5 -10 min. Nastepnie przeprowadzi¢ hybrydyzacje.

3.5 Hybrydyzacja:
Inkubowaé przez noc w temperaturze 37 +1°C w urzadzeniu ThermoBrite (TS-01/02) lub w nawilzanej komorze.

3.6 Przemywanie po hybrydyzaciji:

1. Podgrza¢ 50 ml buforu do przemywania | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) do temp. 72°C.

2. Usunac¢ klej kauczukowy.

3. Umiescic¢ preparaty w 50 ml buforu do przemywania Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103), inkubowa¢ przez
2 min. w temperaturze pokojowej. Zsung¢ szkietka nakrywkowe. Buforu do przemywania mozna uzywacé
raz w sumie do obrobki 10 preparatdw.

4. Umiescic¢ preparaty w 50 ml podgrzanego wczesniej buforu do przemywania | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal)
(LK-102), inkubowac¢ przez 2 min. w temp. 72°C (+- 1°C) bez mieszania. Buforu do przemywania mozna
uzywac raz w sumie do obrébki 10 preparatéw.

5. Umiesci¢ preparaty w 50 ml swiezego buforu do przemywania Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103),
inkubowa¢ przez 1 min. w temperaturze pokojowej bez mieszania. Buforu do przemywania mozna
uzywac raz w sumie do obrébki 10 preparatéw.

6. Odwodni¢ w swiezym 70%, 85% i 100% etanolu, inkubowa¢ przez 1 min. w temperaturze pokojowej.
Wysuszy¢ na powietrzu w temperaturze pokojowej i przystgpi¢ do barwienia kontrastowego.

3.7 Barwienie kontrastowe:
Nanies¢ 15 pl barwnika kontrastowego DAPI (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) lub jego rozciericzenia
otrzymanego przy uzyciu rozciericzalnika do barwnikéw kontrastowych (LK0O97B) i natozy¢ szkietko nakrywkowe.
Przystgpi¢ do badania pod mikroskopem.

3.8 Zalecenia dotyczace procedury:
Optymalne przygotowanie i poddanie wstepnej obrébce preparatow cytologicznych ma kluczowe znaczenie dla
uzyskania pomysinego wyniku badania FISH. Niewystarczajgca lub nadmierna obrébka wstepna ma wptyw nie
tylko na morfologie, ale takze na site sygnatu (a tym samym na tatwo$¢ przeprowadzenia analizy).

Temperatura i stezenie buforu (rygorystycznos¢) hybrydyzacji i przemywania majg znaczenie, poniewaz nizsza
rygorystyczno$¢ moze powodowaé niespecyficzne wigzanie sondy z innymi sekwencjami, a wyzsza
rygorystycznos¢ moze skutkowa¢ brakiem sygnatu. Niepetna denaturacja docelowego DNA moze skutkowac
brakiem sygnatu.

3.9 Zalecenia dotyczace mikroskopii fluorescencyjnej

W celu uzyskania optymalnej wizualizacji nalezy uzywaé¢ dobrze utrzymanego i regularnie kalibrowanego
mikroskopu wyposazonego w lampe rteciowg 100 W lub inne odpowiednie Zrodto swiatta (np. zaréwke
metalohalogenkowg (120 W X-cite) lub zrédta $wiatta opartego na diodach LED) oraz obiektywu
fluorescencyjnego 63x lub 100x. Filtry tréjpasmowe (DAPI/FITC/Cy3 lub DAPI/FITC/TRITC) stuzg do wizualizacji
wielu koloréw, a filtry jednopasmowe do wizualizacji pojedynczych koloréw. Zalecenia dotyczgce odpowiednich
filtréw dla poszczegdlnych marek mikroskopéw mozna znalez¢é na stronie internetowej firmy Leica:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Odpowiedni zakres wzbudzenia i emisji dla fluoroforéw Kreatech™:
Fluorofor Wzbudzenie Emisja

DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm

IfU Published: 2022 April Page 87 of 131
IfU Doc name: IfU-KBI-60005_version3.0



Jeica

BIOSYSTEMS

PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

Przedstawiona szerokos¢ pasma odpowiada 80% maksymalnego
wzbudzenia/emisji fluoroforu)

4 Wydajnos¢ analityczna

Wydajnos$é zestawu odczynnikéw FISH zostata okres$lona przy uzyciu procedur opisanych w niniejszej instrukgcji
uzytkowania. Modyfikacje tych procedur moga wptyng¢ na wyniki badania. Wszelkie odstepstwa od zalecanych
protokotéw muszg zosta¢ poddane walidacji przez uzytkownika. W tych okoliczno$ciach uzytkownicy, ktérzy
postepujg niezgodnie z zalecanymi procedurami testowymi muszg wzigé odpowiedzialno$é za interpretacje
wynikéw chorego. Czasy protokotéw moga sie rézni¢ ze wzgledu na réznice w utrwalaniu i obrébce.

5 Materialy wymagane i znajdujace sie w zestawie

Kod # Opis Objetosé

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(Barwnik kontrastowy DAPI)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Rozcienczalnik do barwnikéw kontrastowych)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Bufor do przemywania I)

LK-103B* 2 xSSC /0,1% Igepal 2 x 250 ml
(Bufor do przemywania Il)

LK-105B 2 x SSC/0,5% lgepal 250 ml

*Nalezy pamietac, ze produkty LK-102 i LK-103 majace
ten sam numer, ale rézne litery, sg identyczne z wyjatkiem
objetosci. A= 100 ml, B=250 ml

6 Materialy wymagane, ktore nie znajduja sie w zestawie
+  Etanol 100%, 85% i 70%.
+  Fixogum (LK-071A) lub klej kauczukowy
+  Piyta grzejna z doktadng kontrolg temperatury do 75 °C lub ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+  Inkubator z doktadnym zakresem temperatury 37°C
+ taznia wodna z doktadnym zakresem temperatur 37 - 75 °C
+ Plastikowe i szklane barwiacze Coplina
«  Mikropipety o réznej pojemnosci (1 pl - 200 pl)
«  Mikroskop fluorescencyjny wyposazony w odpowiednie filtry (patrz zalecenia dotyczace mikroskopii
fluorescencyjne;j).

7 Ostrzezenia i Srodki ostroznosci
+  Wszelkie powazne incydenty zwigzane z wyrobem nalezy zgtasza¢ producentowi i wlasciwemu organowi
panstwa cztonkowskiego, w ktérym ma siedzibe uzytkownik i/lub pacjent.
Do diagnostyki in vitro. Tylko do profesjonalnego uzytku laboratoryjnego. W nagtych przypadkach nalezy
sprawdzi¢ karty charakterystyki substancji niebezpiecznej w celu uzyskania informacji na temat

zagrozenia.
Zestaw nalezy stosowaé wytgcznie przed i po wykonaniu hybrydyzacji FISH DNA na komdrkach
metafazowych i interfazowych z hodowli krwi obwodowej Iub bezposrednich preparatéw

przygotowanych metodami cytogenetyki klasycznej.

+  Wylacznie do nieautomatycznej obrébki wstepnej i hybrydyzacji FISH.

+  Wszystkie materialy nalezy utylizowaé zgodnie z wytycznymi dotyczacymi utylizacji odpadéw
szpitalnych obowigzujgcymi w danej instytucji.

+  Gdy uzywane lub spodziewane sg starsze probki, preparaty z ttem cytoplazmatycznym lub trudne probki,
zaleca sie stosowanie zestawu do trawienia FISH KBI-60006.

+ W przypadku tkanek zatopionych w parafinie zaleca sie stosowanie zestawdw do wstepnej obrébki KBI-
60004 lub KBI-60007.

Oznakowanie zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008

IfU Published: 2022 April Page 88 of 131
IfU Doc name: IfU-KBI-60005_version3.0



Jeica

BIOSYSTEMS

Stowa Piktogram Zwroty
sygnalizujgce okreslajace
zagrozenie
LK- DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Ostrzezenie H315, H319,
095B (Barwnik kontrastowy DAPI) @ H335
LK- Antifade Ostrzezenie H315, H319,
097B (Rozcienczalnik do barwnikéw H335
kontrastowych)
LK- 0,4 x SSC / 0,3% Igepal nie dotyczy nie nie dotyczy
102B (Bufor do przemywania I) dotyczy
LK- 2 xSSC /0,1% lgepal nie dotyczy nie nie dotyczy
103B (Bufor do przemywania Il) dotyczy
LK- 2 x SSC/0,5% Igepal nie dotyczy nie nie dotyczy
105B dotyczy

Zwrot(y) okreslajacy(-e) zagrozenie

H315 — Dziata draznigco na skore.

H319 — Dziata draznigco na oczy.

H335 — Moze powodowac podraznienie drég oddechowych

Zwrot(y) wskazujacy(-e) srodki ostroznosci Zapobieganie

P271 - Stosowac wytacznie na zewnatrz lub w dobrze wentylowanym pomieszczeniu
P261 - Unika¢ wdychania mgty/par/rozpylonej cieczy.

P264 - Po uzyciu doktadnie umy¢ wszystkie narazone zewnetrzne czesci ciata.

P280 - Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu i ochrone twarzy.

Zwrot(y) wskazujacy(-e) $rodki ostroznosci Odpowiedz

P305 + P351 + P338 — W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut.
Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je fatwo usung¢. Nadal ptukac.

P312 - W przypadku ztego samopoczucia skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem/osobg
udzielajgca pierwszej pomocy.

P337+P313 — W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego na oczy: Zasiegnac¢ porady lekarza.
P302 + P352 — W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Przemyé duzg iloscig wody z mydtem.

P304 + P340 - W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG ODDECHOWYCH: Wyprowadzié lub wynie$¢ osobe
poszkodowang na $wieze powietrze i umiesci¢ w pozycji umozliwiajgcej swobodne oddychanie.
P332+P313 — W przypadku wystgpienia podraznienia skéry: Zasiegna¢ porady lekarza.

P362+P364 — Zanieczyszczong odziez zdjg¢ i wyprac przed ponownym uzyciem.

Uzupetniajgce zwroty wskazujgce rodzaj zagrozenia: brak
Wytacznie do profesjonalnego uzytku laboratoryjnego.

Objasnienie symboli
Zawiera substancje niebezpieczne

Kraj produkciji

Nie uzywag, jesli opakowanie jest
uszkodzone

eSS
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Nalezy sprawdzi¢ w elektronicznej
™ instrukcji uzytkowania (elfU).
‘ i \

8 Przechowywanie i postepowanie z odczynnikiem

Chroni¢ DAPI/Antifade przed silnym i bezposrednim $wiattem. Przechowywa¢ w temperaturze 2- 8°C. Nieotwarty
produkt jest stabilny w tych warunkach do uptywu daty waznosci podanej na etykiecie fiolki.

Niezwilocznie po uzyciu nierozcienczony odczynnik ponownie umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.

Po otwarciu produkty zachowujg stabilno$¢ przez okres do 18 miesiecy, ale nigdy dtuzej niz do uptywu daty
waznosci. Po uptywie tego okresu stosowanie roztwordw moze prowadzi¢ do uzyskania nieoptymalnych
wynikow.

9 Wsparcie techniczne

Wsparcie techniczne jest dostepne na stronie www.leicabiosystems.com lub pod adresem e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Prosimy o kontakt w przypadku braku pozadanych rezultatow lub
pojawienia sie jakichkolwiek nieprawidtowosci podczas stosowania produktu.

Aby otrzymac papierowy egzemplarz instrukcji uzytkowania, nalezy wysta¢ e-mail na adres: LBSAMS-
[FU@Ieicabiosystems.com

Eﬂ Instrukcja uzytkowania jest dostepna w dodatkowych wersjach jezykowych, ktére mozna pobraé
i |}

ze strony: www.leicabiosystems.com

10 Obstuga klienta
Sondy Kreatech mozna zamawiac za posrednictwem Dziatu Obstugi Klienta Leica +31 20 6919181 lub piszac na
adres: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Historia
Wersja

instrukcji Data publikacji
uzytkowania

2,4 2016-SEP-27 Usuniecie sloganu ,Firma zajmujaca sie badaniem zmian patologicznych”.
3,0 Kwiecien 2022 Aktualizacja zgodnie z przepisami dotyczgcymi IVD
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Kit de reagentes FISH

REF | KBI-60005 Contém volume suficiente até 25 ou 5x5 testes
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D _{ 8°C 1032 LG Amesterdio
2°C . .
Paises Baixos
www.LeicaBiosystems.com

1 Finalidade/utilizagao prevista

A hibridagdo fluorescente in situ (FISH) identifica ou marca sequéncias gendmicas alvo para que a sua
localizagédo possa ser estudada. As sequéncias de ADN de sondas cromossOmicas especificas apropriadas sao
marcadas em primeiro lugar com moléculas repoérter. A sonda de ADN marcada é depois hibridizada para os
cromossomas em metafase ou nicleos em interfase numa lamina. Apés a lavagem, o espécime é rastreado para
as moléculas repoérter por microscopia de fluorescéncia.

Para utilizagdo em células em metafase e em interfase de culturas de sangue periférico ou preparagdes diretas
preparadas por métodos citogenéticos padrao.

Este kit de pré-tratamento foi especificamente desenvolvido para obter resultados 6timos em amostras
citolégicas RECENTEMENTE preparadas.

Este produto destina-se a utilizagdo em diagndstico in vitro.

2 Descrigao do produto

Este kit de pré-tratamento é para hibridagées FISH nado-automatizadas especificamente desenvolvidas para
utilizagdo em pré-tratamento e digestao enzimatica de células em metafase e interfase de culturas de sangue
periférico ou preparacgdes diretas preparadas por métodos citogenéticos padrao antes do procedimento de
hibridacdo FISH de ADN. Este kit foi especificamente desenvolvido para obter resultados 6timos em amostras
citolégicas RECENTEMENTE preparadas. A utilizagdo do kit ird inverter as ligagdes cruzadas nas células,
permeabilizar a membrana celular e digerir as proteinas celulares para facilitar a ligacdo das sondas FISH ao
ADN especifico da célula.

3 Instrugoes de utilizagao

3.1 Espécimes
Para utilizagdo em células em metafase e em interfase de culturas de sangue periférico ou preparagdes diretas
preparadas por métodos citogenéticos padrao.
Este kit de pré-tratamento foi especificamente desenvolvido para obter resultados étimos em amostras
citologicas RECENTEMENTE preparadas.
Pré-andlise de espécimes: Para obter um FISH realizado com éxito, a pré-andlise desempenha um papel
importante. O espécime deve ser corretamente fixado, envelhecido e pré-tratado de acordo com um protocolo
devidamente estabelecido. A fixagdo em excesso, a fixagdo insuficiente ou 0 mau pré-tratamento do espécime
pode causar a falha do procedimento FISH ou, pelo menos, a baixa reprodutibilidade/intensidade do sinal. As
sondas Kreatech FISH foram testadas em nucleos de metafase/interfase derivados de sangue periférico e/ou
medula éssea cultivados. As laminas devem ser armazenadas de acordo com as condigdes de armazenamento
e manuseamento recomendadas para obter resultados 6timos; consulte o website da Leica.

3.2 Pré-tratamento
0 protocolo abaixo é para a utilizagdo de 5 laminas numa jarra de Coplin vertical de 50 ml.
1. Fazer o pré-tratamento das laminas de amostras recentemente preparadas em 50 ml de 2 x SSC/0,5%
Igepal (LK-105B) a 37 °C durante 15 minutos (min.).
2. Desidratar em etanol a 70%, 85% e 100% durante 1 minuto cada. Secar ao ar. Prosseguir com a
preparagao da sonda.
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3.3 Preparagao da sonda:
As sondas Kreatech™ FISH s&o fornecidas prontas a utilizar (RtU). As sondas Kreatech™ FISH SE, ST, e WC séo
fornecidas 5 x concentradas e devem ser diluidas como se segue: 2 pl 5 x sonda conc. em tampao de hibridagao
FISH de 8 pl (FHB ou WCB, fornecido com sondas). Para combinar vérias sondas conc. x 5, substituir o tampao
de hibridag&do FISH (FHB ou WCB) por 2 ul para cada sonda adicionada.

3.4 Co-desnaturagao
Aplicar 10 pl de sonda por campo de 22 x 22 mm. Tapar com lamela de vidro e vedar com Fixogum ou cimento
de borracha. Desnaturar amostra e sonda num ThermoBrite (TS-01/02) a 75 + 1 °C durante 5-10 minutos.
Continuar com a hibridagao.

3.5 Hibridacao:
Incubar durante a noite a 37 £ 1 °C num ThermoBrite (TS-01/02) ou numa camara humidificada.

3.6 Lavagem pds-hibridagao:

1. Pré-aquecer 50 ml do tamp3&o de lavagem | (0,4 x SSC/0,3% Igepal) (LK-102) a 72 °C

2. Retirar o cimento de borracha.

3. Colocar laminas no tampé&o de lavagem Il de 50 ml (2 x SSC/0,1% Igepal) (LK-103); incubar durante 2
minutos a RT. Fazer deslizar os clipes da tampa. Reutilizar o tampao de lavagem apenas uma vez para
um total de 10 Iaminas.

4. Colocarlaminas no tampé&o de lavagem | de 50 ml pré-aquecido (0,4 x SSC/0,3% Igepal) (LK-102); incubar
durante 2 minutos a 72 °C (+ 1 °C) sem agitar. Reutilizar o tamp&o de lavagem apenas uma vez para um
total de 10 laminas.

5. Colocar laminas no tampao de lavagem Il de 50 ml recente (2 x SSC/0,1% Igepal) (LK-103); incubar
durante 1 minuto a RT sem agitar. Reutilizar o tampao de lavagem apenas uma vez para um total de 10
[aminas.

6. Desidratar em etanol recente a 70%, 85% e 100% durante 1 minuto cada a RT. Secar ao ar a RT e
prosseguir para a coloragao de contraste.

3.7 Coloragao de contraste:
Aplicar 15 pl de coloragdo de contraste DAPI (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) ou uma diluicdo deste
utilizando diluente de coloragdo de contraste (LK097B) e aplicar a lamela de vidro. Prosseguir com a
microscopia.

3.8 Recomendacgoes de processo:
As laminas citoldgicas corretamente preparadas e pré-tratadas sdo fundamentais para obter um resultado FISH
com éxito. O pré-tratamento em excesso ou insuficiente ndo influencia apenas a morfologia, mas também a
forca do sinal (e, portanto, a facilidade de andlise).

A temperatura e concentragdo do tampao (estringéncia) de hibridagédo e lavagem sdo importantes, pois uma
estringéncia mais baixa pode resultar numa ligagdo ndo especifica da sonda a outras sequéncias e um
estringéncia mais alta pode resultar numa falta de sinal. A desnaturagé@o incompleta do ADN alvo pode resultar
na falta de sinal.

3.9 Recomendacoes para microscopia de fluorescéncia

Para uma visualizagao 6tima, utilizar um microscépio bem conservado e regularmente calibrado, equipado com
uma lampada de mercurio de 100W ou outra fonte de luz apropriada (por exemplo, lAmpada de halogeneto
metdlico (120W de célula X) ou fontes de luz a base de LED) e uma objetiva de fluorescéncia de 63x ou 100x. Os
filtros de passagem de banda triplos (DAPI/FITC/Cy3 ou DAPI/FITC/TRITC) s&o utilizados para ver varias cores;
os filtros de passagem de banda simples sdo utilizados para uma visualizagao individual a cores. Consultar o
website da Leica para obter recomendacbes sobre filtros apropriados para cada marca de microscépio:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Intervalo adequado de excitagdo e emissdo para os fluoréforos Kreatech™:
Fluoréforo ~ Excitacdo Emissao
DAPI 360 £ 20 nm 460 = 30 nm
PlatinumBright™ 415 429 £ 15 nm 47015 nm
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PlatinumBright™ 495 495+ 10 nm 517 £ 10 nm
PlatinumBright™ 550 550 + 10 nm 580 + 10 nm

A banda larga mostrada corresponde a 80% do mdximo de
excitagdo/emisséo do fluoréforo)

4 Desempenho analitico

0 desempenho do kit de reagentes FISH foi estabelecido utilizando os procedimentos descritos neste manual
de instrugdes para utilizagdo. As modificagOes a estes procedimentos podem alterar a realizagdo do ensaio.
Quaisquer desvios aos protocolos instruidos devem ser validados pelo utilizador. Os utilizadores que se desviem
dos procedimentos de teste recomendados devem assumir a responsabilidade pela interpretagédo dos resultados
do paciente nestas circunstancias. Os tempos de protocolo podem variar devido a variagdo na fixagédo e
processamento.

5 Materiais necessarios e fornecidos com o produto

Codigo n.° Descrig¢ao Volume

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(Coloragéo de contraste DAPI)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Diluente de coloragdo de contraste)

LK-102B* 0,4 x SSC/0,3% Igepal 250 ml
(Tampao de lavagem I)

LK-103B* 2 x SSC/0,1% Igepal 2 x 250 ml
(Tampéo de lavagem Il)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal 250 ml

*Tenha em conta que os produtos LK-102 e LK-103 que contém o
mesmo nuimero, mas letras diferentes, sdo idénticos, exceto em relagdo ao
volume. A=100 ml, B=250 m/

6 Materiais necessarios e nao fornecidos com o produto

+  Etanola 100%, 85% e 70%

+  Fixogum (LK-071A) ou cimento de borracha

+  Placa quente com controlo preciso da temperatura até 75 °C ou ThermoBrite™ (TS01/TS02)

+ Incubadora com intervalo preciso de temperatura de 37 °C

+ Banho-maria com intervalo preciso de temperatura de 37-75°C

« Jarras de Coplin de plastico e vidro
Micropipetas variaveis (1 pl - 200 pl)
Microscépio de fluorescéncia equipado com filtros adequados (consultar recomendagbes sobre
microscopia de fluorescéncia).

7 Adverténcias e precaugoes

* Qualquer incidente grave que tenha ocorrido em relagdo ao dispositivo deve ser comunicado ao
fabricante e a autoridade competente do Estado-membro em que o utilizador e/ou o paciente reside.
Para uso em diagndstico in vitro. Apenas para utilizagdo profissional em laboratério. Em caso de
emergéncia, verificar as fichas FDS para obter informacgdes de segurancga.
0 kit destina-se a utilizar apenas antes e depois do procedimento FISH de ADN em células em metafase
e interfase de culturas de sangue periférico ou preparagdes diretas preparadas por métodos
citogenéticos padrao.

+  Apenas para pré-tratamento e hibridagcao FISH ndo automatizados.

+  Todos os materiais devem ser eliminados de acordo com as diretrizes da sua instituicdo quanto a
eliminagao de residuos hospitalares.

+ Recomenda-se a utilizagédo do kit de digestdo FISH KBI-60006 no caso de serem utilizadas ou esperadas
amostras mais antigas, laminas com fundo citoplasmatico ou amostras dificeis.

+ Paratecidos impregnados em parafina, recomenda-se a utilizagdo dos kits de pré-tratamento KBI-60004
ou KBI-60007.

Etiquetagem de acordo com o Regulamento (CE) n.° 1272/2008

Codigo n.° Descrigao Palavra-sinal Pictograma Adverténcias

de perigo
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LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Adverténcia H315, H319,
(Coloragéo de contraste DAPI) @ H335

LK-097B Antifade Adverténcia H315, H319,
(Diluente de coloragdo de contraste) @ H335

LK-102B 0,4 x SSC/0,3% Igepal N.D. N.D. N.D.
(Tamp3&o de lavagem I)

LK-103B 2 x SSC/0,1% Igepal N.D. N.D. N.D.
(Tampao de lavagem Il)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal N.D. N.D. N.D.

Adverténcia(s) de perigo

H315 — Provoca irritagdo cutanea.

H319 - Provoca irritagao ocular grave.

H335 — Pode provocar irritagcao das vias respiratorias.

Prevencao de acordo com as recomendacgdes de prudéncia

P271 — Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

P261 — Evitar respirar névoas/vapores/aerossois.

P264 - Lavar cuidadosamente todas as areas externas do corpo que foram expostas apds o manuseamento.
P280 - Utilizar luvas de protegao, vestuario de protegao, protegao ocular e protegéo facial.

Resposta de acordo com as recomendacdes de prudéncia

P305+P351+P338 — SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Retirar as lentes de contacto, se as usar e se for facil. Continuar a passar os olhos por dgua.
P312 — Entrar em contacto com um CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico/socorrista no caso de
se sentir indisposto.

P337+P313 - Se a irritagdo ocular persistir: Consultar um médico.

P302+P352 — SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: Lavar abundantemente com agua e sabao.
P304+P340 - EM CASO DE INALAGAO: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posigéo
que nao dificulte a respiragao.

P332+P313 — Em caso de irritagao cutanea: Consultar um médico.

P362+P364 — Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar.

Adverténcias de perigo suplementares: nenhuma
Limitado a utilizadores profissionais em laboratério

Explicacdo dos simbolos
Contém substancias perigosas

Pais de fabrico

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada
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Consultar a IdU eletrénica (eldU)

i

8 Armazenamento e manuseamento de reagentes

Proteger a solugdo DAPI/Antifade da luz forte e direta. Armazenar a 2 - 8 °C. O produto ndo aberto mantém-se
estavel nestas condic¢des até a data de validade indicada na etiqueta do frasco.

Voltar a colocar o reagente ndo diluido a 2 - 8 °C imediatamente apds a utilizacgao.

Apds a abertura, os produtos ficam estdveis até 18 meses, mas nunca além do prazo de validade. Apds este
periodo, a utilizagdo das solugbes pode resultar em resultados de qualidade reduzida.

9 Apoio técnico

O apoio técnico estd disponivel em  www.leicabiosystems.com ou através do e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Contacte-nos caso nao obtenha os resultados pretendidos ou se
surgirem anomalias aquando da utilizagédo deste produto.

Pode ser requerida uma cépia impressa em papel das IdU através de e-mail ao contactar. LBSAMS-
[FU@Ieicabiosystems.com

As eldU estdo disponiveis noutras linguas que podem ser transferidas a partir de:
1 www.leicabiosystems.com

10 Servigo de apoio ao cliente
As sondas Kreatech podem ser encomendadas através do Servigo de apoio ao cliente da Leica, pelo niumero +31
20 6919181, ou encomendadas através do e-mail: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Histérico

Versao de Data de Alteracdes
IdU emissao E
2,4 2016-SET-27 Remover o lema "The pathology Company “
3,0 Abril de 2022 Atualizacao de acordo com os regulamentos de IVD
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RO
FISH Reagent Kit

REF| KBI-60005 Contine volum suficient pentru pané la 25 sau 5 x 5 teste

Kreatech Biotechnology B.V.

“ . Vlierweg 20
IV D 2°C gec 1032 LG Amsterdam
Tarile de Jos

www.LeicaBiosystems.com

1 Utilizare prevazuta/scop

Hibridizarea in situ a fluoresceinei (FISH) identificd sau eticheteaza secvente genomice tinta, astfel incat locatia
acestora sa poata fi studiata. Secventele de ADN din probele corespunzatoare specifice cromozomilor sunt
etichetate mai intai cu molecule raportoare. Proba de ADN etichetata este apoi hibridizata la cromozomii
metafazici sau la nucleele interfazice de pe o lamela. Dupa spalare, specimenul este verificat pentru prezenta
moleculelor raportoare, prin microscopie de fluorescenta.

Pentru utilizare pe celulele metafazice si interfazice din culturi de sange periferic sau preparate directe, obtinute
prin metode citogenetice standard.

Acest kit de pretratare este dezvoltat special pentru obtinerea unor rezultate optime pe probe citologice
PROASPAT preparate.

Acest produs este destinat utilizarii pentru diagnosticare in vitro.

2 Descrierea produsului

Acest kit de pretratare este dezvoltat special pentru hibridizari FISH manuale, pentru utilizare in pretratarea si
digerarea enzimatica a celulelor metafazice si interfazice din culturi de sange periferic sau preparate directe,
obtinute prin metode citogenetice standard ihaintea procedurii de hibridizare FISH a ADN-ului. Acest kit este
dezvoltat special pentru obtinerea unor rezultate optime pe probe citologice PROASPAT preparate. Utilizarea
kitului va inversa fibrele reticulare din celule, va permeabiliza membrana celulara si va digera proteinele celulare
pentru a facilita legarea probelor FISH cu ADN celular specific.

3 Instructiuni de utilizare

3.1 Specimenele
Pentru utilizare pe celulele metafazice si interfazice din culturi de sange periferic sau preparate directe, obtinute
prin metode citogenetice standard.
Acest kit de pretratare este dezvoltat special pentru obtinerea unor rezultate optime pe probe citologice
PROASPAT preparate.
Analiza preliminara a specimenelor: Analiza preliminard a specimenelor joaca un rol principal in obtinerea unei
proceduri FISH reusite. Specimenul trebuie fixat, copt si pretratat corect, in conformitate cu un protocol bine
stabilit. Fixarea excesiva, fixarea insuficientd sau pretratarea slaba a specimenului poate provoca esecul
procedurii FISH sau cel putin reproductibilitate scazuta/intensitate scazuta a semnalului. Probele FISH Kreatech
au fost testate pe nuclee metafazice/interfazice, derivate din sange periferic in cultura si/sau maduva osoasa.
Pentru rezultate optime, lamelele trebuie depozitate in conformitate cu conditiile recomandate pentru depozitare
si manipulare, consultati site-ul web Leica.

3.2 Pretratarea
Protocolul urmator este destinat utilizarii a 5 lamele intr-un borcan vertical Coplin de 50 ml.
1. Pretratati lamelele cu probe proaspat preparate in 50 ml de 2 x SSC/0,5% Igepal (LK-105B) la 37 °C timp
de 15 minute (min).
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2. Deshidratati in etanol de 70 %, 85 % si 100 % timp de céte 1 minut. Uscati la aer. Treceti la prepararea
probelor.

3.3  Prepararea probelor:
Probele FISH Kreatech™ sunt furnizate gata de utilizare (RtU). Probele FISH SE, ST si WC Kreatech™ sunt furnizate
in concentratii 5x si trebuie diluate dupa cum urmeaza: 2 pl conc. 5 x de proba in 8 pl de FISH Hybridization Buffer
(FHB sau WCB, furnizata impreuna cu probele). Pentru combinarea mai multor probe cu conc. 5x, inlocuiti FISH
Hybridization Buffer (FHB sau WCB) cu céte 2 pl pentru fiecare proba addugata.

3.4 Codenaturarea
Aplicati cate 10 pl de proba per camp de 22 x 22 mm. Acoperiti cu lamele de acoperire din sticla si sigilati cu
Fixogum sau ciment cauciucat. Denaturati proba si sonda pe un aparat ThermoBrite (TS-01/02) la75+1 °C
timp de 5 - 10 min. Continuati cu hibridizarea.

3.5 Hibridizarea:
Incubati peste noapte la 37 + 1 °C intr-un aparat ThermoBrite (TS-01/02) sau intr-o camera umidificata.

3.6 Spalarea post-hibridizare:

1. Preincélziti 50 ml de Wash Buffer | (0,4 x SSC/0,3% Igepal) (LK-102) la 72 °C

2. Inl&turati cimentul cauciucat.

3. Amplasati lamelele in 50 ml de Wash Buffer Il (2 x SSC/0,1 % Igepal) (LK-103), incubati timp de 2 min la
TC. Inlaturati lamelele de acoperire. Utilizati solutia tampon de spélare o singura data pentru 10 lamele
in total.

4. Amplasati lamelele in 50 ml de Wash Buffer | (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-102) preincalzita, incubati timp
de 2 min la 72 °C (+- 1 °C) fara sa agitati. Utilizati solutia tampon de spélare o singura data pentru 10
lamele in total.

5. Amplasati lamelele in 50 ml de Wash Buffer Il (2 x SSC/0,1 % Igepal) (LK-103) proaspata, incubati timp
de 1 min la TC, fara sa agitati. Utilizati solutia tampon de spalare o singura data pentru 10 lamele in total.

6. Deshidratatiin etanol de 70 %, 85 % si 100 % proaspat, incubati timp de cate 1 min la TC. Uscati la aer la
TC si treceti la contracoloratie.

3.7 Contracoloratia:
Aplicati 15 pl DAPI counterstain (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) sau o dilutie a acestei substante, folosind
Counterstain Diluent (LK0O97B) si aplicati lamela de acoperire din sticla. Treceti la microscopie.

3.8 Recomandari procedurale:
Lamelele citologice preparate si pretratate in mod optim sunt esentiale pentru obtinerea unui rezultat FISH reusit.
Pretratarea insuficientd sau excesiva nu influenteaza doar morfologia, ci si puterea semnalului (si, astfel, gradul
de dificultate al analizei).

Temperatura si concentratia solutiei tampon (stringenta) pentru hibridizare si spalare sunt importante, deoarece
o stringenta redusa poate avea drept rezultat legarea nespecificd a probei de alte secvente, iar o stringenta mai
mare poate avea drept rezultat o lipsa a semnalului. Denaturarea incompleta a ADN-ului tinta poate avea drept
rezultat lipsa semnalului.

3.9 Recomandari pentru microscopia de fluorescenta

Pentru o vizualizare optima utilizati un microscop bine intretinut si calibrat cu regularitate, echipat cu o lampa cu
mercur de 100 W sau alta sursa de lumina corespunzatoare (de exemplu, bec cu halogenuri metalice (120W X-
cite) sau surse de lumina pe baza de LED) si un obiectiv fluorescent de 63x sau 100x. Filtrele ,trece-banda” triple
(DAPI/FITC/Cy3 sau DAPI/FITC/TRITC) sunt utilizate pentru vizualizarea mai multor culori, iar filtrele ,trece-
band&d” simple sunt utilizate pentru vizualizarea fiecarei culori in parte. Consultati site-ul web Leica pentru
recomandari cu privire la  filtrele  adecvate  pentru fiecare marcd de  microscop:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Intervalul adecvat de excitatie si emisii pentru fluoroforii Kreatech™:

Fluorofor Excitatie Emisie
DAPI 360 + 20 nm 460 = 30 nm
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PlatinumBright™ 415 429 +15 nm 47015 nm
PlatinumBright™ 495 495 £ 10 nm 517 +£10 nm
PlatinumBright™ 550 550 + 10 nm 580+ 10 nm
Latimea de banda afisata corespunde unui procent de 80 % din excitatia/emisia
maxima a fluoroforului)

4 Performanta analitica

Performanta FISH Reagent Kit fost stabilitd prin utilizarea procedurilor descrise in aceasta instructiune de
utilizare. Modificarile aduse acestor proceduri pot afecta performanta analizei. Orice abateri de la protocoalele
prezentate in instructiuni trebuie sa fie validate de utilizator. Utilizatorii care se abat de la procedurile de testare
recomandate trebuie sd accepte responsabilitatea pentru interpretarea rezultatelor pacientului in aceste
circumstante. Duratele protocoalelor pot varia din cauza variatiilor procedurilor de fixare si procesare.

5 Materiale necesare si furnizate impreuna cu produsul

Nr. cod Descriere Volum

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Counterstain)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Counterstain Diluent)

LK-102B* 0,4 x SSC/0,3 % Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2 x SSC/0,1 % lgepal 2x 250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal 250 ml

*Retineti cad produsele LK-102 si LK-103 care contin
acelasi numdr, dar litere diferite, sunt identice, cu exceptia
volumului. A =100 ml, B =250 ml

6 Materiale necesare si nefurnizate impreuna cu produsul

+  Etanol 100 %, 85 % si 70 %

+  Fixogum (LK-071A) sau ciment cauciucat

«  Fierbator cu control de precizie al temperaturii de pana la 75 °C sau ThermoBrite™ (TS01/TS02)

+ Incubator cu temperatura de precizie, de 37 °C

+ Baie de spalare cu interval de precizie al temperaturii, cuprins intre 37 si 75 °C

+ Borcane din plastic si sticla Coplin
Micropipete cu volum variabil (1 - 200 pl)
Microscop de fluorescenta echipat cu filtre adecvate (consultati recomandérile pentru microscopia de
fluorescenta).

7 Avertismente si precautii

+ Orice incident grav survenit in legdtura cu dispozitivul trebuie raportat producatorului si autoritatii
competente din statul membru in care utilizatorul si/sau pacientul isi are domiciliul.
Pentru diagnosticare in vitro. Numai pentru utilizare profesionala in laborator. in situatii de urgents,
consultati fisele cu date de securitate (SDS) pentru informatii de siguranta.
Kitul este destinat utilizarii exclusive inainte si dupa procedura FISH a ADN-ului pe celule metafazice si
interfazice din culturi de sénge periferic sau preparate directe, obtinute prin metode citogenetice
standard.

+  Exclusiv pentru proceduri manuale de pretratare si hibridizare FISH.

+ Toate materialele trebuie eliminate la deseuri, in conformitate cu instructiunile institutiei dvs. privind
eliminarea deseurilor spitalicesti.

+  Serecomanda utilizarea KBI-60006 FISH Digestion Kit in cazul probelor mai vechi, al lamelelor cu fundal
citoplasmatic sau daca se utilizeaza sau se preconizeaza utilizarea unor probe dificile.

+  Pentru tesuturile incorporate in parafing, se recomanda utilizarea kiturilor de pretratare KBI-60004 sau
KBI-60007.

Etichetare in conformitate cu Regulamentul (CE) nr. 1272/2008

Descriere Cuvant semnal Pictograma Fraze de

pericol
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LK-097B Antifade Avertisment H315, H319,
(Counterstain Diluent) H335

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Avertisment H315, H319,
(DAPI Counterstain) @ H335

LK-102B 0,4 x SSC/0,3 % Igepal Nu se aplica. Nu se aplica. Nu se aplica.
(Wash Buffer I

LK-103B 2 x SSC/0,1 % Igepal Nu se aplica. Nu se aplica. Nu se aplica.
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal Nu se aplica. Nu se aplica. Nu se aplica.

Fraza(e) de pericol

H315 - Provoaca iritarea pielii.

H319 - Provoaca o iritare grava a ochilor.

H335 — Poate provoca iritarea cailor respiratorii.

Fraza(e) de precautie — preventie

P271 — A se utiliza numai in aer liber sau in spatii bine ventilate.

P261 - Evitati sa inspirati ceata/vaporii/spray-ul.

P264 — Spalati-va toate suprafetele exterioare expuse ale corpului bine dupa utilizare.

P280 - Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament
de protectie a fetei.

Fraza(e) de precautie - reactie

P305+P351+P338 — IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu apa, timp de mai multe minute.
Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti.
P312 — Sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA/un medic/un prim respondent/daca nu va simtiti
bine.

P337+P313 — Daca iritarea ochilor persista: Consultati medicul.

P302+P352 — IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: Spélati cu multd apa/sapun.

P304+P340 - IN CAZ DE INHALARE: Transportati victima la aer liber si mentineti-o in stare de repaus, intr-o
pozitie confortabild pentru respiratie.

P332+P313 - In caz de iritare a pielii: Consultati medicul.

P362+P364 — Scoateti imbracamintea contaminata si spalati-o inainte de reutilizare.

Fraze de pericol suplimentare: nu exista
Restrictionat la utilizatori profesionisti din laborator

Explicarea simbolurilor
Contine substante periculoase

Tara de fabricatie

A nu se utiliza daca ambalajul este
deteriorat
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Consultati instructiunile de utilizare in
format electronic (elU)

i

8 Depozitarea si manipularea reactivilor

Protejati DAPI/Antifade impotriva luminii puternice si directe. A se depozita la 2-8 °C. Produsul nedeschis este
stabil in aceste conditii pana la data expirdrii indicata pe eticheta flaconului.

A se readuce reactivul nediluat la 2-8 °C imediat dupa utilizare.

Dupa deschidere, produsele sunt stabile timp de maximum 18 luni, dar nu mai mult de data expirarii. Dupa
aceasta perioada, utilizarea solutiilor poate genera rezultate sub nivelul optim.

9 Asistenta tehnica

Asistenta tehnica este disponibila la www.leicabiosystems.com sau prin e-mail:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Va rugam sa ne contactati daca nu obtineti rezultatele dorite sau daca
apar anomalii in utilizarea acestui produs.

Puteti solicita un exemplar tiparit pe héartie al instructiunilor de utilizare, daca trimiteti un e-mail la: LBSAMS-
[FU@leicabiosystems.com

Instructiunile de utilizare in format electronic (elU) sunt disponibile si in alte limbi, care pot fi
1 descarcate la adresa: www.leicabiosystems.com

10 Serviciul pentru clienti

Probele Kreatech pot fi comandate prin intermediul Serviciului pentru clienti Leica, la +31 20 6919181 sau prin e-
mail: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Istoric
Versiune IU  Data publicarii Modificari
2,4 2016-SEP-27 A fost eliminat sloganul , The pathology Company”
3,0 Aprilie 2022 Actualizare in conformitate cu regulamentele IVD
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KomnnekT peaktuBoB «FISH Reagent Kit»

REF | KBI-60005 CofepXunT AOCTaTOYHbIN 06beM AN NPOBEAEeHUs A0
25 nnn 5x5 TectoB

Kreatech Biotechnology B.V.

“ . Vlierweg 20
IV D { g°C 1032 LG Amsterdam '
2°C H =
naepnaHabl

www.LeicaBiosystems.com

1 TlpeAycMoOTpeHHOe NpUMeHeHne/Ha3HauyeHue

dnyopecueHTHas rubpugusauma in situ (FISH) upeHTUdUUMpPYET WM MapKUpyeT LUeNeBble reHOMHble
nocnefoBaTeNnbHOCTM Afsi 06ecrnedyeHnss BO3MOXHOCTM M3YYEHWA MX MECTOMOJSIOXKEHUsl. PenopTepHble
MOJIeKy bl CHayana oTMeyvatoT nocnegosatenbHocT OHK M3 cOOTBETCTBYIOLMX XPOMOCOM-CNELUPUYHbIX
30HAO0B. 3aTeM MeuyeHbl OHK-30HA rvbpuausyoT ¢ MeTadasHbiIMM XPOMOCOMaMW UM MHTepdasHbIMU
AApaMy Ha NpegMeTHOM cTekrne. Mocne NpoMbiBaHUA o6pasel, NMofBepratoT CKPUHUHIY Ha pernopTepHble
MOJIEKYTbI C MOMOLLbIO (GJIyOPECLIEHTHON MUKPOCKOMUK.

Ona mcnonb3oBaHUA Ha MeTadasHbiX U MHTepdasHbIX KeTKax U3 KynbTyp nepudepuyeckoin KpoBu un
NPSMbIX NpenapaToB, MPUroTOB/IEHHbIX TPAANLMOHHBIMU LMTOreHETUYECKMMWN METOAAMM.

[aHHbIN KOMNNEKT Ansi npeABapuTenbHON 06paboTKM cneLmanbHo paspaboTaH A5t NoNyYeHUs ONTUMaNbHbIX
pesynbTaToB Ha CBEXXEMPUIOTOB/IEHHBIX ynTonoruyeckmnx obpasuax.

JaHHbI NpoAyKT NpefHasHaveH Ans AnarHoCTUKM in vitro.

2 OnucaHue npoayKTa

[aHHbIN KOMNNEKT AN NpeaBapuTenbHON 06paboTKKU NpeaHasHavyeH ans HeaBTOMaTUYECKON rMépuamnsanmm
FISH; oH cneumanbHo paspaboTaH Ans npeaBapuTeNibHOW 06paboTKM M (pepMeHTaTUBHOro pacliensieHus
MeTacdasdHbix M WMHTepdasHbIX KAETOK W3 Ky/lbTyp nepudepuyeckorn KPOBW WM MNPSAMbIX MpenapaTos,
NPUroTOBMEHHbIX TPAANULMOHHBIMU LIUTOrEHETUYECKMMUN METOaMM Nepes npoueaypon rnépuamsauumn FISH
OHK. [aHHbIl KOMMAEKT creunanbHO paspaboTaH ANs MOMAYyYeHWs ONTUMAsbHbIX pe3ynbTaTOB Ha
CBEXEMPUIOTOBJIEHHbLIX  uuTonoruyeckux  obpasuax. Mcnonb3oBaHMe  KOMIUJIEKTA U3MEHUT
MEXMOEeKYAPHbIe MONepPeYHble CLUMBKU B KNETKAX, MPOHULAEMOCTb K/TIeTOYHON MeM6paHbl U pacLuensieHne
KJIeTOYHbIX 6e/IKOB A5 obneryeHus ces3biBaHus FISH-3oHaoB co cneumduyeckoit knetouHomn AHK.

3 WHcTpyKuMAa no NpUMEHEHUIo

3.1 O6pasubl
Ona mcnonb3oBaHuA Ha MeTadasHbiX U MHTepdasHbIX KeTkax U3 KynbTyp nepudepuyeckon KpoBu WU
NPSAMbIX NpenapaToB, MPUroTOBJIEHHbIX TPAANLMOHHBIMU LMTOreHETUYECKMMWN METOAAMM.
[aHHbI KOMNEKT Ansi NnpeABapuTenbHON 06paboTKK cnelmanbHo paspaboTaH AJsisi onyYeHUs onTUMasbHbIX
pesynbTaToB Ha CBEXXKEMPUITOTOBMEHHbIX uuTonoruyeckmnx obpasuax.
MoaroToBka o6pasuoB K aHanusy: [ns nonydyeHus ycnewHoin npoueaypbl FISH BaxHyto ponb urpaet
noarotoBka K aHanusy. O6paseL, He06X04MMO NpaBUbHO 3aPUKCUPOBATb, COCTapUTb U NpPeaBapUTENbHO
obpaboTaTb B COOTBETCTBUM C YCTAHOBMEHHbIM MPOTOKOMOM. Ype3amMepHasi (ukcauusi, HefocTaTOYHast
dbuKcauus unu nnoxasn npegBapuTenbHan obpaboTka ob6pasLa MOryT NPUBECTM K owmnbkam npoueaypbl FISH
UNN, KaKk MUHUMYM, K HU3KOW BOCMPOU3BOAUMOCTM/ MHTEHCUBHOCTU curHana. 3oHabl Kreatech FISH 6biaun
ucnbiTaHbl Ha MeTadasHbix/ MHTepdasHbix AApax, NOMYYEHHbIX U3 KyNbTyp nepudepuyeckon KpoBu n/unm
KOCTHOro Moa3ra. lNpegMeTHble cTek/1a HEO6XOAMMO XPaHUTb B COOTBETCTBUM C PEKOMEHLYEMbIMW YCNOBUAMU
XpaHeHUs1 N obpaLLeHns s NoJlyYeHuss ONTUMasbHbIX pe3yfibTaToB, CM. Be6-caiT Leica.
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3.2 TpepBapuTenbHas o6paboTKa
MNpuBeAeHHbIN HUXEe NPOTOKON NpefHasHayeH A5 UCMoJIb30BaHUA 5 NpegMETHbIX CTeKOs B BEPTUKasIbHON
emkocTu KonnuHa o6bemom 50 mi.
1. TpenBapuTenbHO obpaboTanTe NpeAMETHbIE CTEKNA A1 CBEXENPUIroTOBEHHbIX 06pasyoB B 50 M 2
x SSC/0,5 % Igepal (LK-105B) npu 37 °C B TeueHue 15 MUHYT (MUH).
2. [HOerngpatupynte B 70 %, 85% 1 100 % ataHone no 1 MuHyTe KaxAabli. BbicylumTte Ha BO3gyxe.
MNepengnTe K NOAroToBKE 30HAA.

3.3 T[loparoToBKa 30HAA:
3oHab! Kreatech™ FISH nocTaensitotcs rotoBbiMu K npumeHeHuto (RtU). FISH-3oHbl SE, ST, n WC Kreatech™
NOCTaBNSAIOTCA B 5-KPaTHOWM KOHLUEHTPaL MM, UX HEO6X0AMMO pa3BeCcTU CleayoWwmnM 06pasom: 2 MK 5 X KOHL.
3oHz B 8 Mkn 6ydepa ans rmbpuansauum FISH (FHB nnn WCB, noctaensieTcsi ¢ 3oHAamu). YTobbl COBMECTUTD
HECKO/bKO 5 X KOHL. 30HA0B, 3aMeHuTe bydep ansi rubpuamsaummn FISH (FHB nnn WCB) Ha 2 Mkn anst Kakgoro
Jo6aB/ieHHOro 3oHaa.

3.4 CoBmecTHas AeHaTypauus
HaHecuTe 10 MK/ 30HAa Ha nosie pasMepoM 22x22 MM. HakpoinTe NOKPOBHbIM CTEKJIOM U 3aknenTe Fixogum
WM pe3nHOBbIM KJleeM. BbinonHnTe feHaTypaumio obpasua u 3oHga Ha ThermoBrite (TS-01/02) npu 751 °C
B TeyeHune 5-10 MUHyT. MNepenante K ruébpuausauum.

3.5 Tumépugusauus:
NHKy6upyiTe BCto HOoYb npu 3711 °C B ThermoBrite (TS-01/02) unu Bo BNaXKHOM kamepe.

3.6 lpombiBKa nocne rubpuansaLuu:

1. lNpenBapuTenbHO HarpeiTe 50 mn 6ydepHoro pacteopa assi npomMbiBku | (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-

102) no 72 °C

Ypaanute pesnHoOBbIN KNeN.

MNomecTuTe NpegMeTHble cTekna B 50 mn 6ydepHoro pacteopa 4ss npombieku Il (2 x SSC/0,1 % Igepal)

(LK-103), uHKy6upyinTe B TedyeHWe 2 MUHYT MpPU KOMHATHOW Temnepatype. CABUHbTE 3aXXKUMbI.

MoBTOPHO MCMONb3yiNTe 6yPepHbI pacTBOp A1S NPOMbIBKU TONIbKO OAMH pa3, Bcero 10 npegMeTHbIX

CTeKo/.

4. MNomecTuTe npeaMeTHble cTekna B 50 Mn npeaBapuTeNnbHO HarpeTbit 6ydepHblt pacTBop Ans
npombiBku | (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-102), nHky6upyinTte B TeueHue 2 MUHyT npu 72 °C (+- 1 °C) 6e3
BO36YXAeHus. [TOBTOPHO UCNoNb3yiTe 6ydepHbIi pacTBOP AJ1s1 MPOMbIBKU TOSIbKO OAMH pas, BCEro
10 NnpegMEeTHbIX CTEKON.

5. Tomectute npegMeTHble cTekna B 50 MA CBEXENPUroTOBMIEHHbIN 6ydepHOro pacTBopa AnA
npombiBku Il (2 x SSC/0,1 % Igepal) (LK-103), MHKy6UpyiATE B TeYeHUe T MUHYTbI NpU KOMHaTHOW
TemnepaTtype 6e3 Bo36yxaeHus. NoBTOPHO NCMOb3YiNTe 6yPepHbIN pacTBOP A1 MPOMbIBKU TOMbKO
OAuH pas, Bcero 10 npegMeTHbIX CTEKOS.

6. [ernapatupyiTe B cBeXenpurotoBaeHHoM 70 %, 85 % 1 100 % aTaHoe, UHKYOUPYIUTE MO 1 MUHYTE Npwu
KOMHaTHOW TemnepaType. BbicylunmTe Ha BO3Ayxe NpuM KOMHATHOW TemnepaType W nepenante K
KOHTPacTHOMY OKpaLLUWBaHUIO.

w N

3.7 KoHTpacTHOe oKpalumBaHue:
HaHecuTte 15 Mkn KoHTpacTHoro kpacutens DAPI (DAPI/Antifade 0,1 mkr/mn) (LK-095B) unu pas6éaebTe ero ¢
noMolLLbto pasbaBuTens s KOHTpacTHoro kpacutens (LKO97B) u ycTaHoBUTe MOKPOBHOE CcTeKo. MNepeiiguTte
K MUKPOCKOMMM.

3.8 PexkomeHpaLuu No NnpoBeAeHUIO NpoLeaypbl:
OnTUManbHO MOArOTOBJIEHHbIE U NpPeABapUTENbHO 06paboTaHHble LMTONOrMYeckne NpefMeTHble CTekna
ABNSAKOTCA KJIIOYOM K MOJSIydeHUIO ycnewHoro pesynbTata FISH. HepoctatouyHas wnm  4ypeamepHas
npeaBapuTenbHas o06paboTka BAWAET He TOMbKO Ha MOP(OJSIOrMio, HO M Ha MOLHOCTb curHana (u,
cnefoBaTeslbHO, Ha NPOCTOTY NPOBEAEHUSI aHaNn3a).

TemnepaTypa U KOHUeHTpaums 6ydepa ()KeCTKOCTb) rM6puan3aLnm U NPOMbIBKM BaXkKHbl, MOCKOJIbKY HU3Kas
YKECTKOCTb MOXET MPUBECTU K HecneLnpnuyeckoMy CBSI3bIBaHUIO 30HAa C APYrMMU NOCNeL0BaTEbHOCTAMMU,
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a BbICOKasA XXECTKOCTb MOXXET NPUBECTU K OTCYTCTBUIO CUIHaJ1a. HenonHas AeHaTypauud OHK-MuweHn moxet
npuBecTn K OTCYTCTBUKO CUTHana.

3.9 PekomeHpgaLuu no GpayopecL,eHTHON MMKPOCKONUU

Ona onTumManbHOM BM3yanu3auuu MCMOJSIb3YWTE XOPOLIO OOCNY>XMBaeMbIA W PErynsapHO Kanvmbpyembli
MWKPOCKON, OCHALL,EHHbIN PTYTHOM NaMnoi MowHocTbto 100 BT nnv gpyrmm cOOTBETCTBYHOLWMM UCTOYHUKOM
cBeta (Hanpumep, MeTannoranoreHHon namnon (120 BT X-cite) unmM MCTOYHMKaAMM CBeTa Ha OCHOBe
CBETOANOA0B) U PiyopecLEeHTHbIM 06bEKTUBOM C yBennmyeHnemM 63x unu 100x. TpoitHble GuUnbTpbl Nponycka
avanasoHa (DAPI/FITC/Cy3 wnu DAPI/FITC/TRITC) wncnonb3aytoT AN NPOCMOTPa HECKOJSIbKMX LIBETOB,
OAMHapHble GUALTPbI MPOMycka AuanasoHa MCMonb3yloT ANS BU3yanusauuum OTAeNbHbIX LBeToB. [ns
NoJsly4eHnss peKOMeHZaUuUn No COOTBETCTBYHOLNM GUAbTPaM ANA KaXKAON MapKn MUKPOCKoMNa CM. Be6-canT
KomnaHum Leica: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Moaxoasawnii AnanasoH Bo36byXaeHna n amuccum ana gpayopodopos Kreatech™:
®dnyopodop ~ Bo3byxaeHne Amuccusa

DAPI 360120 HM 460130 HM
PlatinumBright™ 415 429115 HM 470115 HM
PlatinumBright™ 495 495110 HM 517+10 HM
PlatinumBright™ 550 550+10 HM 580+10 HM

lNMokasaHHas LwnpuHa 30HbI cooTBeTcTBYET 80 % MakcUMasbHOro
BO36Y)XaeHus/ amuccum pyopogopa)

4 AHanuTUYecKHue XapaKTepUCTUKHU

A dhekTMBHOCTb KOMMekTa peakTnBoB «FISH Reagent Kit» 6b1na ycTaHOBNEHA € UCNOIb30BaHMEM MNpoLeayp,
OMUCaHHbIX B AaHHOW MHCTPYKLMM MO Mchnofib3oBaHMoo. Mogudukauumn aTux npoueayp MoryT noBausaTb Ha
3(pdeKTMBHOCTb NpoBeAeHMs aHanusa. J1tobble OTK/IOHEHUS OT YKa3aHHbIX B WHCTPYKUUSIX MPOTOKOMOB
JOMXKHbI ObITb BanMAMPOBaHbl Mosib3oBaTesieM. [lonb3oBaTenu, OTKIIOHSAOWMECS OT PEKOMEHAOBaHHbIX
npoLeayp aHanusa, f,0MKHbI 6paTb Ha ce651 OTBETCTBEHHOCTb 3a MHTEPNPETaLMIO Pe3y/ibTaToB UCCeL0BaHUM
NaumMeHTOB, BbIMOMHEHHbIX B TakKuX YCnoBuAX. [MpoAoOMKMTENbHOCTb BbIMOMHEHUS MPOTOKONA MOXET
BapbMpoBaTb BBUAY pasHO06pasms cnocoboB 06paboTKu U pukcaumm.

5 Heobxopumbie MaTepuanbl, nocTtaB/iieMblie C NPOAYKTOM

Kopg, N° OnucaHue 06bem

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 MKr/mn 0,5 mMn
(KoHTpacTHbI kKpacuTesnb DAPI)

LK-097B Antifade 0,5 mn
(Pa36aBuTenb ANA KOHTPACTHOro KpacuTens)

LK-102B* 0,4 x SSC/0,3 % Igepal 250 mn
(BythepHbIit pacTBOp A8 NPOMbIBKY |)

LK-103B* 2 x SSC/0,1% Igepal 2 x 250 mn
(BydepHbIit pacTBOp A8 NPoMbIBKY 1)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal 250 mn

*06paTnTe BHUMaHMe, 4To npoaykTbl LK-102 u LK-103, cogepxxaiyme
OAMH M TOT Xe HOMep, HO pa3Hble 6yKBbI, UAEHTUYHbI, 3@ UCKIJTHOYEHUEM
o6bema. A=100 mn, B=250 mn

6 HeobxoauMblie MaTepuanbl, He NOCTaBNsieMble C NMPOAYKTOM
« OT1aHon 100 %, 85 % n70 %
+  Fixogum (LK-071A) unv peanHoBbIi Knei
+  HarpeBartenbHast NanTa ¢ TOYHbIM KOHTPOeM TeMnepaTypbl Ao 75 °C unu ThermoBrite™ (TS01/TS02)
*  WMHKy6aTop C TOYHbIM Anana3oHomM TemnepaTyp 37 °C
+  BopasHas 6aHsi ¢ TOYHbIM Anana3oHoM TemnepaTyp 37-75 °C
+ [nacTukoBble n cTekNsAHHble eMKocTu KonnvHa
+  PasnunyHble MukponuneTtku (1-200 MK)
+  ®dnyopecueHTHbI1 MWKPOCKOM C COOTBETCTBYHOLWMMU GuabTpaMum (CM. pekoMeHZauuu Mo
thnyopecueHTHOM MUKPOCKOMNWMK).
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7 TpeaynpeXxpaeHUs U Mepbl NPefOCTOPOXKHOCTH

+ B cnyyae Kakoro-nnmbéo cepbe3Horo UHUMAEHTA C YCTPONCTBOM, MONb30BaTeNb AO/DKEH COOOWMNTL 06
WHUMAEHTE NPOU3BOAMTENIO U KOMMETEHTHOMY oOpraHy rocygapcrtBa-duneHa EC, B KOTOpom
3aperncTpupoBaH nonb3oBaTenb U/MAn NauueHT.

«  [1na anarHocTukm in vitro. Tonbko Ans npodeccrMoHanbHOro UCnosb3oBaHus B nabopatopuu. B cnyyae
BO3HMKHOBEHMS1 4pesBblYalHbIX CUTyauuih CM. nacrnopT 6esonacHocTu MaTtepuana (SDS) pns
nony4yeHuss MHGopmaLmMm o TeEXHUKe 6e30MacHOCTH.

+  KoMnnekT npegHasHayeH Ans UCMonb3oBaHWs Tosibko o M nocne FISH OHK Ha meTadasHbIx U
WUHTepdasHbIX KeTKax W3 KynbTyp nepudepuyeckorn KpoOBM WAM MNpPsMbIX MNpenapaTos,
NPUroTOBNEHHbIX TPAAULMOHHbBIMU LNTOrEHETUYECKUMUN METOAAMM.

+  Tonbko ANns HeaBTOMATUYECKOW NpeaBapuTesibHON 06paboTku 1 ruépuamsaumm FISH.

+  Bce maTepuanbl cnegyeTt yTunmampoBaTb B COOTBETCTBUMN C MHCTPYKLMAMU BaLLEro yUYpeXAeHus no
yTUIM3aumMm MeanLNHCKNX OTXOA0B.

+  PekomeHgyeTcsi ucnonbsoBaTb KOMMNeKT peakTnBoB KBI-60006 «FISH Digestion kit» B cnyyae, ecnu
MCNOMb3YIOTCS WM BO3MOXHO UCMOMb3YyOTCA CTapble o6pasubl, MNpeaAMeTHble CcTekna ¢
uuTonaaMaTU4yecknum GOHOM WM CNOXHbIe 06pa3Lbl.

+  [lna TkaHen, 3anuTbix B NapaduvH, peKOMeHAYETCS MCMNOb30BaTb KOMMIEKTbI 418 NpeABapuTeNbHON
obpaboTkn KBI-60004 nnum KBI-60007.

MapkupoBka B cooTBeTCcTBMM ¢ PernameHtom (EC) N2 1272/2008

Kop, N@ OnucaHue CurHanbHoe lMukTorpamma XapaKTepucTuku
C/oBO onacHocTei
LK- DAPI/Antifade 0,1 Mkr/mn OcTOpOXHO! H315, H319,

095B (KoHTpacTHbIii kpacutens DAPI) H335

LK- Antifade OCTOPOXHO! : H315, H319,

097B (Paz6aBuTenb AN KOHTPACTHOIO H335
KpacuTtens)

LK- 0,4 x SSC/0,3 % Igepal H.AO. H.AO. H.A.

102B (BydepHbiit pacTBoOp ANA NPOMbIBKMY |)

LK- 2 x SSC/0,1% Igepal H.A. H.A. H.A.

103B (BydepHbIit pacTBOp A8 NPoMbIBKY 1)

LK- 2 x SSC/0,5 % Igepal H.AO. H.AO. H.A.

105B

XapaKTepucTukun ornacHocTemn

H315 — BbI3blBaeT pasgpaxxeHne KOXWu.

H319 — Bbi3biBaeT cepbe3Hoe pasfpaXkeHue rnas.

H335 — MoxeT BbI3blBaTb pasfpaxeHue AbixaTesbHbIX NyTen

Mepbl No nNpegynpeXxaeHnto 0NacHOCTY:

P271 — Ncnonb3oBaTb TONIbKO Ha OTKPbLITOM BO3[YyXe WUJIM B XOPOLLUO NPOBETPMBAEMOM MOMELLEHUN.
P261 — N36eraTb BAbIXaHUS TyMaHa/napoB/aapo30sisi.

P264 — Mocne paboTbl TWaTeNbHO BbIMONTE BCE OTKPbITble BHELLHWE y4aCTKM Tena.

P280 — Ncnonb3yinTe 3alNTHbIE NepYaTKK, 3alWMTHYIO ofexXAay, 3alumTy rnas u nuua.

Mepbl No NpeaynpexxaeHnto 0NacHoOCTU:

P305+P351+P338 — MNPU MNOMALAHUN B IN1A3A: B TeueHne HECKONbKUX MUHYT TLaTeslbHO MPOMonTe
BOAOW. ECnn Bbl HOCUTE KOHTPAKTHbIE SIMH3bI, N0 BO3MOXHOCTU CHUMUTE uX. [pofonyanTe NpoMbiBaTb
rnasa BOAOMN.

P312 — lNpu HeloMoraHnn HemeaneHHo obpatuteck B TOKCUKOTOMMYECKUI LIEHTP/K Bpauy/B cnyxo6y
CKOpOW NoMOoLM 33 MEANLMHCKOWN MOMOLLbHO.

P337+P313 — Ecnu pasapaxeHue rnas He NpoxoauT: obpaTUTeCh 3a MeAMLIMHCKOW NOMOLLbHO.
P302+P352 — MNPU NOMAOAHUN HA KOXXY: MpomoliTe 60MbLLIMM KONMYECTBOM BOJibl C MbIJIOM.
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P304+P340 — MNPV BObIXAHUW: MepemMecTuTe NnocTpagaBLUEro Ha CBeXU BO34yX 1 obecrneybTe
KOMOpPTHbIE yCNoBUA 4118 LblXaHUS.

P332+P313 — B cnyyae BO3HUKHOBEHMWSA pasfapaXKeHNs KOXu: obpaTuTechb 3a MeAULMHCKON NOMOLLbHO.
P362-P364 — CHUMUTe 3arpAA3HEHHYIO oAexay U BbiICTUpanTe nepes NOBTOPHbIM UCMONIb30BaHUEM.

LononHutenbHble XapakKTepUCTUKu onacHOCTEN: HeT
Tonbko gns I'IpOCbeCCVIOHaJ'IbeIX nosibaoBaTtenemn na6opaTop|/|v|

O6DbACHEHME CMMBOJIOB
ColepXuT onacHble BelecTBa

CTtpaHa npousBoAcTBa

He ncnonbayiite, ecnu ynakoska
noepexgeHa

CM. a51eKTpOoHHbIN gokymeHT IfU (elfU)

= @ LS

8 XpaHeHue peaKTMBOB M o06pallLeHne ¢ HUMU

CnepyeTt sawwmwatb DAPI/Antifade oT apkoro n npsMoro ceeta. XpaHuTb npu Temnepatype 2-8 °C. B aTux
YCNOBUSIX 3aKpbiTasi NPOAYKLMSA OCTAeTCsl CTabWUIbHOW O UCTEYEHMS CPOKA MOAHOCTU, KOTOPbIWA yKasaH Ha
9TUKeTKe d1aKkoHa.

OcTaBlunecs HepasbaBfieHHble peakTUBbI cnefyeT HeMeA/IeHHO BEPHYTb Ha XpaHeHue Mpu TemnepaTtype 2-
8 °C.

Mocne OTKPbITUS NMPOAYKTbl CTabunbHbl B TeyeHne Ao 18 MecsueB, HO He Aofiblie cpoka rogHocTtu. o
NCTEYEHUUN 3TOro Nepmoa UCMNosib30BaHNE PaCTBOPOB MOXET NPUBECTU K HE ONTUMAaJIbHbIM pe3yfibTaTtam.

9 TexHu4yeckasn nogaepxka

TexHnuyeckaa nogpepxka pAocTynHa no agpecy www.leicabiosystems.com uau  an.  nouTte:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. CBAXUTeCb C HaMW, €CM Bbl HE NOJYYNN XenaeMble pesynbTaThbl
WNM Bbl CTONKHYJIUCh C KaKUMU-TMG0 aHOManusiMmn Npuy UCMonb30BaHUN 3TOro NPOAYKTA.

MevyaTHyto konuto IfU MOXHO 3anpocuTb MO 3MEKTPOHHOW nouyTe, obpaTuBLUMCL MO agpecy: LBSAMS-
IFU@leicabiosystems.com

° OokymeHT elfU pocTyneH Ha [OMOMNHWUTENbHbIX fA3blKaX, €ro MOXHO 3arpysuTb C:
1 www.leicabiosystems.com

10 Cny)x6a pa6oTbl C NOKynaTensiMmu
3oHAabl Kreatech Mo)xHO 3aka3zaTtb Yepes cnyx6y paboTbl ¢ NoKynaTensmMum komnaHum Leica no tenedoHy +31
20 6919181 unu no an. noute: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 WcTopus nsmeHeHui

Bepcua IFU  [arta BbinycKa U3meHeHus
27 ceHTA6pA . o
2.4 2016 1 Ypanutb cnoraH «lMocTaBLUUK peLleHnin asi nabopaToOpHON AMArHOCTUKU»
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3.0 azgggnrb O6HOBUTb B COOTBETCTBUWN C TPEOOBAHUSIMU K IMArHOCTUKE in-vitro
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SK
Suprava FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 Obsah postacduje na 25 alebo 5 x 5 testov
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D poc { 8°C 1032 LG Amsterdam
Holandsko
www.LeicaBiosystems.com

1 Zamyslané pouzitie/ucel

Fluorescenénd in situ hybridizacia (FISH) identifikuje alebo oznacuje cielové genémové sekvencie, aby bolo
mozné skimat ich umiestnenie. DNA sekvencie z prislusnych chromozémovo $pecifickych sond sa najprv
oznacia reportérovymi molekulami. Oznacend sonda DNA sa potom hybridizuje na metafazové chromozémy
alebo interfazové jadra na sklicku. Po premyti sa pomocou fluorescenénej mikroskopie skontroluje vo vzorke
pritomnost reportérovych molekul.

Na pouzitie na metafazovych a interfazovych bunkach z kultdr periférnej krvi alebo priamych preparatov
pripravenych Standardnymi cytogenetickymi metodami.

Této sdprava na predpripravu je $pecialne vyvinuta na ziskanie optimalnych vysledkov z CERSTVO pripravenych
cytologickych vzoriek.

Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro.

2 Opis produktu

Téato suprava na predpripravu pre neautomatizované FISH hybridizacie je Specialne vyvinuta na pouzitie na
predpripravu a enzymové Stiepenie metafazovych a interfazovych buniek z kultar periférnej krvi alebo priamych
preparatov pripravenych Standardnymi cytogenetickymi metédami pred postupom DNA FISH hybridizacie. Tato
sUprava je $pecidlne vyvinuta na ziskanie optimalnych vysledkov z CERSTVO pripravenych cytologickych vzoriek.
Pouzitim sUpravy sa zvratia krizové vazby v bunkach, permeabilizuje sa bunkovd membrdna a nastiepia sa
bunkové proteiny, aby sa ulahcila vazba FISH sond so Specifickou bunkovou DNA.

3 Navod na pouzitie

3.1 Vzorky
Na pouzitie na metafazovych a interfazovych bunkach z kultdr periférnej krvi alebo priamych preparatov
pripravenych Standardnymi cytogenetickymi metodami.
Této sdprava na predpripravu je $pecidlne vyvinuta na ziskanie optimalnych vysledkov z CERSTVO pripravenych
cytologickych vzoriek.
Vzorky pred analyzou: Pre uspesnu FISH zohrava délezitu ulohu priprava pred analyzou. Vzorka sa ma podla
osvedéeného protokolu spravne fixovat, dozriet a predpripravit. Nadmerna fixacia, nedostatoc¢na fixacia alebo
nedostato¢na predpriprava vzorky méze mat za nasledok nedspesny postup FISH alebo prinajmensom nizku
reprodukovatelnost/intenzitu signalu. FISH sondy Kreatech boli testované na metafazovych/interfazovych
jadrach ziskanych z kultivovanej periférnej krvi a/alebo kostnej drene. Na dosiahnutie optimalnych vysledkov sa
maju sklicka skladovat podla odportc¢anych podmienok skladovania a manipuldcie, pozrite si webovu lokalitu
spolocCnosti Leica.

3.2 Predpriprava
Nizsie uvedeny protokol sa vztahuje na pouzitie 5 sklicok vo vertikalnej sklenej nadobe typu Coplin s objemom
50 ml.
1. Predpripravte Cerstvo pripravené sklicka so vzorkou v 50 ml 2 x SSC/0,5 % Igepal (LK-105B) pri 37 °C
pocas 15 minut (min).
2. Dehydratujte v 70 %, 85 % a 100 % etanole, zakazdym na 1 minUtu. Vysuste na vzduchu. Prejdite na Cast
Priprava sondy.
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3.3  Priprava sondy:
FISH sondy Kreatech™ sa dodavaju pripravené na pouzitie (RtU). FISH sondy SE, ST a WC Kreatech™ sa dodavaiju
5x koncentrované a musia sa riedit takto: 2 pl 5x koncentrovanej sondy v 8 ul FISH hybridizacného pufra (FHB
alebo WCB, dodavané so sondami). Ak chcete skombinovat viacero 5x koncentrovanych sond, nahradte FISH
hybridiza¢ny pufer (FHB alebo WCB) za 2 pl pre kazdu pridanu sondu.

3.4 Spoloéna denaturacia
Aplikujte 10 pl sondy na pole 22 x 22 mm. Zakryte sklenenym krycim sklickom a utesnite pripravkom Fixogum
alebo gumovym cementom. Vzorku a sondu denaturujte v zariadeni ThermoBrite (TS-01/02) pri teplote 75 +1 °C
pocas 5 — 10 min. Prejdite na ¢ast Hybridizacia.

3.5 Hybridizacia:
Inkubujte cez noc pri teplote 37 1 °C v zariadeni ThermoBrite (TS-01/02) alebo vo zvlh¢enej komore.

3.6 Premyvanie po hybridizacii:

1. Zohrejte 50 ml premyvacieho pufra | (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-102) na 72 °C.

2. Odstrante gumovy cement.

3. Vlozte sklicka do 50 ml premyvacieho pufra Il (2 x SSC/0,1 % Igepal) (LK-103) a 2 min inkubujte pri RT.
Odstrante krycie sklicka. Premyvaci pufer pouZzite opakovane len raz na celkovo 10 sklicok.

4. Vlozte sklicka do 50 ml vopred zohriateho premyvacieho pufra | (0,4 x SSC/0,3 % Igepal) (LK-102) a 2 min
inkubujte pri 72 °C (+-1 °C) bez miesania. Premyvaci pufer pouzite opakovane len raz na celkovo 10
sklicok.

5. Vlozte sklicka do 50 ml ¢erstvého premyvacieho pufra Il (2 x SSC/0,1 % Igepal) (LK-103) a 1 min inkubujte
pri RT bez miesania. Premyvaci pufer pouzite opakovane len raz na celkovo 10 skli¢ok.

6. Dehydratujte v cerstvom 70 %, 85 % a 100 % etanole, zakazdym na 1 min pri RT. Vysuste na vzduchu pri
RT a prejdite na cast Kontrastné farbenie.

3.7 Kontrastné farbenie:
Aplikujte 15 pl kontrastného farbiva DAPI (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) alebo jeho roztoku zriedeného
pomocou riediaceho roztoku kontrastného farbiva (LK0O97B) a prilozte sklenené krycie sklicko. Preparat vysetrite
pod mikroskopom.

3.8 Odporucania tykajlce sa postupu:
Kli¢om k ziskaniu ispesného vysledku FISH su optimalne pripravené a vopred oSetrené cytologické preparaty.
Nedostatocna alebo nadmernd predpriprava ovplyviuje nielen morfoldgiu, ale aj silu signalu (a tym aj
jednoduchost analyzy).

Dolezité su teplota a koncentracia pufra (stringentnost) hybridizacie a premyvania, pretoze nizsia stringentnost
mbze mat za nasledok nespecifickl vazbu sondy na iné sekvencie a vyssia stringentnost méze mat za nasledok
nedostatocny signal. Neulplna denaturacia cielovej DNA moze mat za nasledok nedostatocny signal.

3.9 Odporucania tykajice sa fluorescenénej mikroskopie

Na optimalnu vizualizaciu pouzite dobre udrziavany a pravidelne kalibrovany mikroskop vybaveny 100 W
ortutovou lampou alebo inym vhodnym zdrojom svetla (napr. halogenidovou Ziarovkou (120 W X-cite) alebo
zdrojom svetla na baze LED) a fluorescenénym objektivom so 63x alebo 100x zvdcsenim. Na zobrazenie
viacerych farieb sa pouzivaju trojpdsmové filtre (DAPI/FITC/Cy3 alebo DAPI/FITC/TRITC), na vizualizaciu
jednotlivych farieb sa pouzivaju jednopasmové filtre. Odportéania tykajice sa vhodnych filtrov pre jednotlivé
znacky mikroskopov najdete na webovej lokalite spolo¢nosti Leica: http://www.leicabiosystems.com/ihc-
ish/kreatech-fish-probes/.

Vhodny rozsah excitédcie a emisie pre fluoroféry Kreatech™:
Fluorofor Excitacia Emisia
DAPI 360 +20 nm 460 +£30 nm
PlatinumBright™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright™ 550 550 £10 nm 580 £10 nm
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Zobrazend Sirka pdsma zodpoveda 80 % maximalnej hodnoty
excitdcie/emisie fluoroféru)

4  Analyticky vykon

Vykon supravy FISH Reagent Kit sa stanovil pomocou postupov opisanych v tomto névode na pouzitie. Upravy
tychto postupov moézu zmenit vykon testu. Akékolvek odchylky od uvedenych postupov musi overit pouZivatel.
Pouzivatelia, ktori sa odchylia od odporicanych testovacich postupov, musia akceptovat zodpovednost za
interpretaciu vysledkov pacienta za tychto okolnosti. Casy podla protokolov sa mézu lisit z dévodu odli§nosti vo
fixacii a spracovani.

5 Pozadované materialy, ktoré sa dodavaju s produktom

C. kédu: Opis Objem

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(kontrastné farbivo DAPI)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(riediaci roztok kontrastného farbiva)

LK-102B* 0,4 x SSC/0,3 % Igepal 250 ml
(premyvaci pufer I)

LK-103B* 2 x SSC/0,1 % Igepal 2x250 ml
(premyvaci pufer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal 250 ml

*Upozorfiujeme, Ze vyrobky LK-102 a LK-103 obsahujuce
rovnaké ¢islo, ale rézne pismend, su okrem objemu
identické. A =100 ml, B =250 ml

6 Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju s produktom
+ 100 %, 85 % a 70 % etanol
+  Fixogum (LK-071A) alebo gumovy cement
+  Hortca platnicka s presnou reguléciou teploty do 75 °C alebo zariadenie ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Inkubator s presnym rozsahom teploty 37 °C
+  Vodny kupel s presnym rozsahom teploty 37 — 75 °C
+  Plastové a sklenené nadoby typu Coplin
+  Rozne mikropipety (1 pl = 200 pl)
*  Fluorescenény mikroskop vybaveny vhodnymi filtrami (pozrite si odporucania tykajuce sa fluorescencne;j
mikroskopie).

7 Varovania a bezpecnostné opatrenia

+ Kazda vézna nehoda, ktora sa vyskytne v sivislosti s pomdckou, sa nahldsi vyrobcovi a prislusSnému
organu Clenského Statu, v ktorom pouzivatel a/alebo pacient sidli.

Na diagnostické pouzitie in vitro. Len na profesionalne laboratérne pouzitie. V pripade mimoriadnych
udalosti si pozrite bezpecnostné informacie v kartach bezpecnostnych udajov.

Suprava je urCena na pouzitie len pred vykonanim a po vykonani DNA FISH na metafdzovych a
interfazovych bunkach z kultdr periférnej krvi alebo priamych preparatov pripravenych Standardnymi
cytogenetickymi metédami.

Len na neautomatizovanu FISH predpripravu a hybridizaciu.

Vsetky materidly sa maju likvidovat v stlade s pokynmi vasej instittcie na likvidaciu nemocni¢ného
odpadu.

+ V pripade, Ze sa pouzivaju alebo sa predpokladd, Ze sa pouziju starSie vzorky, preparaty s
cytoplazmatickym pozadim alebo narocné vzorky, odportica sa pouzivat stipravu KBI-60006 FISH
Digestion Kit.

+ V pripade tkaniv zaliatych do parafinu sa odporica pouzZit stpravy na predpripravu KBI-60004 alebo KBI-
60007.

Oznacovanie podla nariadenia (ES) ¢. 1272/2008

Signalne slovo Piktogram Vystrazné

upozornenia
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LK-097B Antifade Varovanie
(riediaci roztok kontrastného farbiva)

H315, H319

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Varovanie H315, H319
(kontrastné farbivo DAPI) @ H335
@ H335

LK-102B 0,4 x SSC/0,3 % Igepal neuplatnuje sa neuplatnuje sa neuplatiuje sa
(premyvaci pufer I)

LK-103B 2 x SSC/0,1 % Igepal neuplatnuje sa neuplatnuje sa neuplatnuje sa
(premyvaci pufer 1)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal neuplatiuje sa neuplatiuje sa neuplatnuje sa

Vystrazné upozornenia

H315 - Drazdi kozu.

H319 — Spdsobuje vazne podrazdenie oci.

H335 - M6Ze spbsobit podrazdenie dychacich ciest.

Preventivne bezpecnostné upozornenia

P271 - Pouzivajte iba na volnom priestranstve alebo v dobre vetranom priestore.
P261 — Zabrante vdychovaniu hmly/par/aerosdlov.

P264 - Po manipulacii starostlivo umyte vSetky odkryté vonkajsie casti tela.

P280 — Noste ochranné rukavice, ochranny odev, ochranné okuliare a ochranu tvare.

Bezpecnostné upozornenia pri Ucinku

P305 + P351 + P338 — PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekolko minut oplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné
SoSovky a ak je to mozné, odstrante ich. Pokracujte vo vyplachovani.

P312 - Pri zdravotnych problémoch volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lekéra/poskytovatela
prvej pomoci.

P337 + P313: Ak podrazdenie oci pretrvava: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.

P302 + P352 — PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym mnozstvom vody a mydla.

P304 + P340 - PRI VDYCHNUTI: Presunite osobu na &erstvy vzduch a umoznite jej pohodine dychat.

P332 + P313: Ak sa prejavi podrazdenie pokozky: Vyhladajte lekdrsku pomoc/starostlivost.

P362 + P364 — Kontaminovany odev vyzlecte a pred dalSim pouzitim vyperte.

Doplnkové vystrazné upozornenia: ziadne
UrCené iba pre laboratérnych odbornikov

Vysvetlenie symbolov
Obsahuje nebezpecné latky

Krajina vyroby

Nepouzivajte, ak je obal poskodeny
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Prestuduijte si elektronicky navod na
™ pouzitie (elfU)
i |}

8 Uskladnenie ¢inidiel a manipulacia s nimi

Chrante DAPI/Antifade pred silnym a priamym svetlom. Skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Za tychto podmienok
neddjde k vyznamnej strate ucinnosti neotvoreného produktu do datumu exspiracie, ktory sa uvadza na Stitku
flasticky.

Okamzite po pouziti vratte nezriedené ¢inidlo do teploty 2 — 8 °C.

Po otvoreni su produkty stabilné az 18 mesiacov, ale nikdy nie dlhSie ako do datumu exspiracie. Po uplynuti tejto
doby méZe mat pouzitie roztokov za nasledok suboptimalne vysledky.

9 Technicka pomoc

Technickd pomoc je k dispozicii na stranke www.leicabiosystems.com alebo prostrednictvom e-mailu:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Ak sa pri pouzivani tohto produktu nedosiahnu pozadované vysledky
alebo sa objavia akékolvek anomalie, kontaktujte nas.

Papierovu vytlacenu képiu IfU si moZete vyZiadat e-mailom na adrese: LBSAMS-IFU@Ileicabiosystems.com

. Elektronicka verzia IfU je k dispozicii v dalSich jazykoch a moézZete si ju stiahnut na stranke:
1 www.leicabiosystems.com

10 Zakaznicky servis
Sondy Kreatech si moéZete objednat prostrednictvom zékaznickeho servisu Leica +31 20 6919181 alebo e-
mailom: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Historia
Verzia IfU  Datum vydania Zmeny
2,4 2016-SEP-27 Odstranenie sloganu ,Patologicka spolo¢nost”
3,0 Aprila 2022 Aktualizacia v sulade s IVD nariadeniami
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SL
FISH Reagent Kit

REF | KBI-60005 Vsebuje zadostno koli¢ino za do 25 oziroma 5x5 testov

“ Kreatech Biotechnology B.V.

. Vlierweg 20
IV D g 1032 LG Amsterdam
2°C .
Nizozemska

www.LeicaBiosystems.com.

1 Predvidena uporaba/namen

Fluorescenéna in situ hibridizacija (FISH) doloca ali oznacuje ciline genomske sekvence, da je mozno proucevati
njihovo lokacijo. Porocevalske molekule najprej oznaclijo zaporedja DNK iz ustreznih sond, specificnih za
kromosome. OznacCena sonda z DNK je nato hibridizirana v metafazne kromosome ali interfazna jedra na
preparatu. Po ¢is¢enju se primerek preseja s fluorescené¢no mikroskopijo za poro¢evalske molekule.

Za uporabo metafaznih in interfaznih celic iz kultur periferne krvi oziroma na direktnih preparatih, ki se pripravijo
s standardnimi citogenetskimi metodami. 3

Ta komplet za predhodno obdelavo je posebej razvit za optimalne rezultate na SVEZE pripravljenih citoloskih
vzorcih.

Ta izdelek je namenjen za diagnosti¢no uporabo in vitro.

2 Opisizdelka

Ta komplet za predhodno obdelavo je namenjen neavtomatiziranim FISH hibridizacijam, in je posebej razvit za
predhodno obdelavo in prebavo encimov metafaznih in interfaznih celic iz kultur periferne krvi oziroma direktnih
preparatov, ki so pripravljeni s standardnimi citogenetskimi metodami pred postopkom DNK FISH hibridizacije.
Ta komplet je posebej razvit za optimalne rezultate na SVEZE pripravljenih citologkih vzorcih. Uporaba kompleta
bo obrnila pre¢ne povezave v celicah, membrana celice bo postala permeabilna in proteini v celicah se bodo
razgradili in tako olajSali vezi sond FISH s specificnimi celicami DNK.

3 Navodila za uporabo

3.1 Primerki
Za uporabo metafaznih in interfaznih celic iz kultur periferne krvi oziroma na direktnih preparatih, ki se pripravijo
s standardnimi citogenetskimi metodami.
Ta komplet za predhodno obdelavo je posebej razvit za optimalne rezultate na SVEZE pripravljenih citoloskih
vzorcih.
Predhodna analitika primerkov: Predhodna analitika ima pomembno vlogo pri uspeSnem pridobivanju FISH.
Primerek mora biti ustrezno pritrjen, staran in predhodno obdelan v skladu z dobro uveljavljenim protokolom.
Prekomerno, preslabo pritrjevanje ali neustrezna predhodna obdelava primerka lahko povzrocijo napako pri
postopku FISH ali vsaj nizko reproduktivnost/intenziteto signala. Sonde Kreatech FISH so testirane na
metafaznih/interfaznih jedrih, pridobljenih iz kultivirane periferne krvi in/ali kostnega mozga. Predmetna stekla
morajo biti za optimalne rezultate shranjena v skladu s priporoCenimi pogoji glede hranjenja in ravnanja; oglejte
si spletno stran Leica.

3.2 Predhodna obdelava
Spodaj naveden protokol je namenjen uporabi 5 plosc¢ic v 50 ml pokonéni posodi coplin.
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1. Predhodno obdelajte sveze pripravljena predmetna stekla v 50 ml 2 x SSC / 0,5% Igepal (LK-105B) pri 37
°C za 15 minut (min).

2. Dehidrirajte tako, da namocite v 70%, 85% in 100% etanol, in sicer 1 min v vsakega. Posusite na zraku.
Nadaljujte s Pripravo sond.

3.3  Priprava sond:
Sonde FISH Kreatech™ so dobavljene in pripravljene na uporabo (RtU). Sonde SE, ST, in WC Kreatech™ FISH so
dobavljene 5x koncentrirane in morajo biti razredéene po naslednjem postopku: 2 pl 5 x konc. Sonde v 8 pl FISH
pufru za hibridizacijo (FHB ali WCB, dobavljen s sondami). Za zdruzitev ve¢ 5x konc. sond FISH pufer za
hibridizacijo (FHB ali WCB) zamenjajte z 2 pl za vsako dodano sondo.

3.4 Ko-denaturacija
Uporabite 10 pl sonde na polje 22 x 22 mm. Pokrijte s krovnim steklom in zatesnite z izdelkom Fixogum ali s
tekoc¢im lepilom. Uporabite denaturacijo za vzorec in sondo na izdelku ThermoBrite (TS-01/02) pri 75 +1 °C za
5-10 min. Nadaljujte s Hibridizacijo.

3.5 Hibridizacija:
Inkubirajte ¢ez no¢ pri 37 +1 °C v izdelku ThermoBrite (TS-01/02) ali v vlazni komori.

3.6 Pranje po hibridizaciji:

1. Vnaprej ogrejte 50 ml izdelka Wash Buffer 1 (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102) na 72 °C

2. Odstranite tekoce lepilo.

3. Plos¢ice vstavite v 50 ml Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubirajte 2 min pri ST.
Odstranite krovna stekla. Samo enkrat ponovno uporabite pufer za ¢is¢enje za skupno 10 predmetnih
stekel.

4. Ploscice vstavite v 50 ml predhodno ogretega Wash Buffer |1 (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102), inkubirajte
2 min pri 72 °C (+- 1 °C) brez mesanja. Samo enkrat ponovno uporabite pufer za ¢iScenje za skupno 10
predmetnih stekel.

5. Plosé¢ice vstavite v 50 ml svezega Wash Buffer Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubirajte 1 min pri
ST brez mesanja. Samo enkrat ponovno uporabite pufer za ¢is¢enje za skupno 10 predmetnih stekel.

6. Dehidrirajte v svezem 70%, 85% in 100% etanolu, inkubirajte 1 min v vsakem pri ST. Posusite na zraku pri
ST in nadaljujte na nasprotno barvanje (counterstaining).

3.7 Counterstaining
Nanesite 15 pl kontrastnega barvila DAPI (DAPI/Antifade 0,1 pg/ml) (LK-095B) ali razred¢ino tega z uporabo
redcila za kontrastno barvilo (LKO97B) ter namestite krovno steklo. Nadaljujte z mikroskopijo.

3.8 Priporodila za postopek:
Optimalno pripravljena in predhodno obdelana predmetna stekla so klju¢na za pridobivanje uspesSnega rezultata
FISH. Preslaba ali prekomerna predhodna obdelava ne vpliva samo na morfologijo, temvec tudi na jakost signala
(in posledi¢no na enostavnost analize).

Temperatura in koncentracija pufra (strogost) pri hibridizaciji in pranju sta pomembna, saj lahko slabsa
doslednost privede do nespecificnih vezi sonde na druga zaporedja, viSja strogost pa lahko privede do
pomanjkanja signala. Nepopolna denaturacija ciljne DNK lahko privede do pomanjkanja signala.

3.9 Priporocila za fluorescenéno mikroskopijo
Za optimalno vizualizacijo uporabljajte dobro vzdrzevan mikroskop, ki se redno nastavlja in je opremljen s 100W
svetilko iz Zivega srebra ali drug ustrezen vir svetlobe (npr. metalhalogenidne Zarnice (120 W X-cite) ali svetlobne
vire na osnovi tehnologije LED) ter 63x ali 100x fluorescenc¢ni objektiv. Trojni pasovno prepustni filtri
(DAPI/FITC/Cy3 ali DAPI/FITC/TRITC) se uporabljajo za ogled ve¢ barv, enojni pasovno prepustni filtri se
uporabljajo za vizualizacijo posameznih barv. Glede priporocil o ustreznih filtrih za vsako blagovno znamko
mikroskopa si oglejte spletno stran Leica: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Ustrezen razpon vzbujanja in emisij za fluorofore Kreatech™:

Fluorofor Vzbujanje Emisija
DAPI 360 £ 20 nm 460 + 30 nm
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PlatinumBright ™ 415 429 +15 nm 470+ 15 nm
PlatinumBright ™ 495 495+ 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 + 10 nm 580+ 10 nm

Prikazana pasovna sirina ustreza 80 % najvecjega dovoljenega
vzbujanja/emisij fluorofora)

4  Analiticno delovanje

Delovanje izdelka FISH Reagent Kit je bilo dolo¢eno z uporabo postopkov, opisanih v teh Navodilih za uporabo.
Spremembe teh postopkov lahko spremenijo delovanje preizkusa. Morebitne spremembe protokolov mora
odobriti uporabnik. Uporabniki, ki odstopijo od priporocenih preizkusnih postopkov, morajo prevzeti odgovornost
za razlago bolnikovih rezultatov pod temi pogoji. Trajanje protokola se lahko spremeni glede na fiksacijo in
obdelavo.

5 Potrebni materiali, ki so dobavljeni z izdelkom

Koda # Opis Kolicina

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Counterstain)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Redcilo Counterstain)

LK-102B* 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 ml
(Wash Buffer I)

LK-103B* 2 xSSC /0,1% Igepal 2x 250 ml
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5% lgepal 250 ml

*Izdelka LK-102 in LK-103 imata isto Stevilko,
a drugacne Crke, in sta identicna z iziemo
koli¢ine. A=100 ml, B=250 ml

6 Potrebni materiali, ki niso dobavljeni z izdelkom
+  Etanol 100 %, 85 % in 70 %
+  Fixogum (LK-071A) ali tekoce lepilo
+  Grelna plosca z natan¢nim nadzorom temperature do 75 °C ali ThermoBrite™ (TS01/TS02)
+ Inkubator z natan¢nim razponom temperature 37 °C
+  Vodna kopel z natan¢nim razponom temperature med 37 in 75 °C
+ Plasti¢ne in steklene posode coplin
Variabilne mikropipete (1 pl - 200 pl)
Fluorescenc¢ni mikroskop s primernimi filtri (glejte priporocila za fluorescen¢no mikroskopijo).

7 Opozorila in previdnostni ukrepi

+  Vsak resen incident, ki se pripeti v zvezi z napravo, je treba sporociti proizvajalcu in pristojnim organom
drzave Clanice, v kateri deluje uporabnik in/ali pacient.
Za diagnosti¢no uporabo in vitro. Samo za profesionalno uporabo v laboratorijih. V nujnih primerih glede
varnostnih informacij preverite dokumentacijo SDS.
Komplet je namenjen uporabi samo pred in po DNK FISH na metafaznih in interfaznih celicah iz kultur
periferne krvi ali na direktnih preparatih, ki so pripravljeni po standardnih citogenetskih metodah.

+ Samo za neavtomatizirano predhodno obdelavo in hibridizacijo FISH.

+ Ves material je potrebno odstraniti v skladu s smernicami vasSe ustanove glede odstranjevanje
bolnisnicnih odpadkov.

+  Ce boste uporabili ali priakujete starejSe vzorce, predmetna stekla s citoplazemskim ozadjem ali
zahtevne vzorce, svetujemo uporabo kompleta KBI-60006 FISH Digestion.

+  Zatkiva, vdelana v parafin, priporo¢amo uporabo kompletov za predobdelavo KBI-60004 ali KBI-60007.

Oznacevanje v skladu z Uredbo (ES) §t. 1272/2008

Signalna beseda Piktogram Stavki o
nevarnosti
LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Opozorilo H315, H319,
(DAPI Counterstain) @ H335
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LK-097B Antifade Opozorilo H315, H319,
(Redgilo Counterstain) @ H335
LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepal N.P. N.P. N.P.

(Wash Buffer I)

LK-103B 2 xSSC/0,1% Igepal N.P. N.P. N.P.
(Wash Buffer II)

LK-105B 2 x SSC/0,5% Igepal N.P. N.P. N.P.

Stavki o nevarnosti

H315 — Povzroca drazenje koze.
H319 - Povzroc¢a hudo drazenje oci.
H335 — Lahko povzroca drazenje dihal

Varnostne izjave Preventiva

P271 - Uporabljajte samo na odprtem ali v dobro prezracevanih prostorih.

P261 - Izogibajte se vdihavanju meglice/hlapov/aerosolu.

P264 - Po uporabi temeljito umijte vsa izpostavljena obmocja telesa.

P280 - Uporabite zascitne rokavice, zasc¢itno obleko, zascito za oci in zascito za obraz.

Varnostne izjave Odziv

P305+P351+P338 — PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne lege, &e jih
imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

P312- Ob slabem pocutju poklicite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika/reSevalca.

P337+P313 - Ce drazenje o&i ne preneha: Poiséite zdravnisko pomoé&/oskrbo.

P302+P352 — PRI STIKU S KOZO: Umiti z veliko vode in mila.

P304+P340 - PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem polozaju, ki olajSa dihanje.
P332+P313 - Ce se pojavi drazenje koze: Poisgite zdravnisko pomoé&/oskrbo.

P362+P364 - Slecite kontaminirana oblacila in jih oprati pred ponovno uporabo.

Dodatni stavki o nevarnosti: brez
Omejeno na strokovne uporabnike v laboratorijih

Razlaga simbolov
Vsebuje nevarne snovi

Drzava proizvajalka

Ne uporabljajte, Ce je paket poSkodovan

DL &

Preverite navodila za uporabo v
elektronski obliki (elfU)

\
=,
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8 Shranjevanje in ravnanje z reagentom

Zascitite DAPI/Antifade pred mocno in neposredno svetlobo. Hranite pri temperaturi 2-8 °C. Neodprt izdelek je
stabilen pod temi pogoji do datuma izteka roka uporabnosti, ki je naveden na oznaki steklenicke.

Nerazredcene reagente takoj po uporabi ohladite na temperaturo 2-8 °C.

Izdelki so po odprtju stabilni do 18 mesecev, a nikoli dlje od datuma izteka roka uporabnosti. Uporaba po tem
roku lahko privede do suboptimalnih rezultatov.

9 Tehni¢na podpora

Tehni¢éna podpora je na voljo na spletni strani www.leicabiosystems.com ali na e-poStnem naslovu:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Obrnite se na nas, ¢e ne morete doseci Zelenih rezultatov oziroma pri
pojavu anomalij pri uporabi tega izdelka.

Natisnjen izvod IfU lahko zahtevate tako, da posljete e-postno sporocilo na: LBSAMS-IFU@leicabiosystems.com

EH V dodatnih jezikih je elfU na voljo za prenos na: www.leicabiosystems.com
i |

10 Sluzba za pomo¢ uporabnikom

Sonde Kreatech je mozno narociti prek Sluzbe za pomo¢ uporabnikom na telefonski Stevilki +31 20 6919181 ali
preko e-poste: purchase.orders(@leica-microsystems.com.

11 Zgodovina

Raﬂtnca Datum izdaje Spremembe
2,4 2016-SEP-27 Odstranite geslo »Podjetje za patologijo«
3,0 2022- aprila Posodobite v skladu z uredbami IVD
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FISH-reagenskit
REF| KBI-60005 Innehaller tillracklig volym fér upp till 25 eller 5x5
tester

Kreatech Biotechnology B.V.

“ . Vlierweg 20
IV D 2°C & 1032 LG Amsterdam
Nederldanderna

www.LeicaBiosystems.com

1 Avsedd anviandning/andamal

Fluorescens in situ hybridisering (FISH) identifierar eller etiketterar malgenomsekvenser sa att deras placering
kan studeras. DNA-sekvenser fran lampliga kromosomspecifika sonder etiketteras forst med reportermolekyler.
Den markta DNA-sonden hybridiseras sedan till kromosomerna i metafas eller kdrnorna i interfas pa ett
objektglas. Efter tvattning undersoks provexemplet med hjéalp av fluorescensmikroskopi for att hitta
rapportermolekylerna.

For anvandning pa metafas- och interfasceller fran perifera blodkulturer eller direkta preparat som framstallts
med cytogenetiska standardmetoder. )
Detta férbehandlingskit &r sarskilt utvecklat for att fa optimala resultat pa FARSKA cytologiska prover.

Produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik.

2 Produktbeskrivning

Detta forbehandlingskit ar avsett for icke-automatiserade FISH-hybridiseringar och &r sarskilt utvecklat for att
anvandas for forbehandling och enzymnedbrytning av metafas- och interfasceller fran perifera blodkulturer eller
direkta preparat som framstallts med standardcytogenetiska metoder fére DNA FISH-hybridiseringsproceduren.
Detta kit &r sarskilt utvecklat for att f& optimala resultat p4 FARSKA cytologiska prover. Anvandningen av kitet
kommer att omvanda tvarbindningarna i cellerna, permeabilisera cellmembranet och smaélta cellproteiner for att
underlatta bindningen av FISH-sonderna med det specifika cell-DNA:t.

3 Bruksanvisning

3.1 Provexempel
For anvandning pa metafas- och interfasceller fran perifera blodkulturer eller direkta preparat som framstallts
med cytogenetiska standardmetoder.
Detta férbehandlingskit &r sarskilt utvecklat for att fa optimala resultat p4 FARSKA cytologiska prover.
Foranalyser av provexempel: Foranalysen en viktig roll for att fa en lyckad FISH. Provexemplet ska fixeras, aldras
och férbehandlas korrekt enligt ett valetablerat protokoll. Overfixering, underfixering eller dalig férbehandling av
provexemplet kan leda till att FISH-forfarandet misslyckas eller atminstone till Iag
reproducerbarhet/signalintensitet. Kreatech FISH-sonder har testats pa metafas-/interfaskarnor fran odlat
perifert blod och/eller benmérg. Objektglasen ska forvaras enligt de rekommenderade forvarings- och
hanteringsforhallandena for optimala resultat. Se Leicas webbplats.

3.2 Forbehandling
Protokollet nedan avser 5 objektglas i en 50 ml stort stdende Coplin-karl.
1. Forbehandla nypreparerade objektglas i 50 ml 2 x SSC/0,5 % Igepal (LK-105B) vid 37 °C i 15 minuter (min).
2. Dehydratiserai 70, 85 och 100 % etanol i 1 minut vardera. Lufttorka. Fortsatt med sondberedning.

3.3 Sondberedning:
Kreatech™ FISH-sonderna levereras fardiga att anvdnda (RtU). SE-, ST- och WC Kreatech™ FISH-sonderna
levereras 5 x koncentrerade och maste spadas enligt féljande: 2 pl 5 x konc. sond i 8 pl FISH-hybridiseringsbuffert
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(FHB eller WCB, levereras med sonder). Kombinera flera 5 x konc. sonder genom att ersétta FISH-
hybridiseringsbuffert (FHB eller WCB) med 2 pl for varje sond som léggs till.

3.4 Samdenaturering
Applicera 10 pl sond per 22 x 22 mm stort falt. Tack over med en glasskyddsfolie och férsegla med Fixogum
eller gummicement. Denaturera prov och sond pa en ThermoBrite (TS-01/02) vid 75 1 °C i 5-10 minuter.
Fortsatt med hybridisering.

3.5 Hybridisering:
Inkubera 6ver natten vid 37 £1 °C i en ThermoBrite (TS-01/02) eller i en fuktig kammare.

3.6  Tvatt efter hybridisering:

1. Varm 50 ml tvattbuffert | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102) till 72 °C

2. Tabort gummicementet.

3. Placera objektglasen i 50 ml tvattbuffert Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubera i 2 minuter vid RT.
Skjut av tackglasen. Ateranvand tvattbufferten endast en géng for totalt 10 objektglas.

4. Placera objektglasen i 50 ml férvarmd tvattbuffert | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102), inkubera i 2
minuter vid 72 °C (+ 1 °C) utan att réra pa sig. Ateranvand tvattbufferten endast en gang for totalt 10
objektglas.

5. Placera objektglasen i 50 ml farsk tvattbuffert Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103), inkubera i 1 minut vid
RT utan omrérning. Ateranvand tvattbufferten endast en gang for totalt 10 objektglas.

6. Dehydratisera i farsk 70, 85 och 100 % etanol, inkubera i 1 minut vardera vid RT. Lufttorka vid RT och
fortsatt med motfargning.

3.7 Motfargning:
Applicera 15 pl DAPI-motfargning (DAPI/Antifade 0,1 pug/ml) (LK-095B) eller en utspadning av detta med hjélp av
motfargningsutspadningsmedel (LKO97B) och applicera glasskydd. Fortsatt med mikroskopi.

3.8 Rekommendationer vid forfarandet:
Optimalt forberedda och férbehandlade cytologiska objektglas &ar nyckeln till ett lyckat FISH-resultat. En for lag
eller for hog forbehandling paverkar inte bara morfologin utan dven signalstyrkan (och darmed hur latt det &r att
analysera).

Temperatur och buffertkoncentration (stringens) vid hybridisering och tvéattning ar viktiga, eftersom lagre
stringens kan leda till ospecifik bindning av sonden till andra sekvenser, och hogre stringens kan leda till att
signalen uteblir. Ofullstandig denaturering av mal-DNA kan leda till att signalen uteblir.

3.9 Rekommendationer for fluorescensmikroskopi
For optimal visualisering ska du anvanda ett val underhallet och regelbundet kalibrerat mikroskop utrustat med
en 100 W kvicksilverlampa eller annan lamplig ljuskélla (t.ex. metallhalogenlampor (120 W X-cite) eller LED-
baserade ljuskallor) och ett 63x eller 100x fluorescensobjektiv. Trippelbandpassfilter (DAPI/FITC/Cy3 eller
DAPI/FITC/TRITC) anvands for att visa flera farger, medan enkelbandpassfilter anvands for visualisering av
enskilda farger. Se Leicas webbplats for rekommendationer om lampliga filter for varje mikroskopmarke:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Lampligt excitations- och emissionsomrade for Kreatech™-fluorophorer:

Fluorofor Excitation Utslapp

DAPI 360 20 nm 460 30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

Den visade bandbredden motsvarar 80 % av den maximala
fluoroforns excitation/emission)

4 Analytiska prestanda

FISH-reagenskitets prestanda har faststéllts med hjalp av de forfaranden som beskrivs i denna bruksanvisning.
Andringar i procedurerna kan andra analysens prestanda. Alla avvikelser fran de anvisade protokollen maste
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godkénnas av anvédndaren. Anvandare som avviker fran rekommenderade testprocedurer maste ta ansvar for
tolkningen av patientens resultat under sadana omstandigheter. Protokolltiderna kan variera pa grund av
variationer i fixering och bearbetning.

5 Material som kravs och levereras med produkten

Kodnr Beskrivning Volym

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI-motfargning)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Spadningsmedel fér motfargning)

LK-102B* 0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal 250 ml
(Tvattbuffert 1)

LK-103B* 2xSSC /0,1 % Igepal 2 x 250 ml
(Tvattbuffert I1)

LK-105B 2 x SSC/0,5 % Igepal 250 ml

*Observera att LK-102- och LK-103-produkter som innehaller
samma nummer, men olika bokstéver ar identiska med undantag for
volym. A= 100 ml, B=250 ml

6 Material som kravs och som inte levereras med produkten
+  Etanol 100 %, 85 % och 70 %
Fixogum (LK-071A) eller gummicement
Varmeplatta med noggrann temperaturkontroll upp till 75 °C eller ThermoBrite™ (TS01/TS02)
Inkubator med ett exakt temperaturintervall pa 37 °C
Vattenbad med ett exakt temperaturomrade pa 37-75 °C
Coplin-karl av plast och glas
Variabla mikropipetter (1-200 pl)
Fluorescensmikroskop utrustat med lampliga filter (se rekommendationer for fluorescensmikroskopi).

7 Varningar och forsiktighet

« Alla allvarliga incidenter som har intraffat i samband med produkten ska rapporteras till tillverkaren och
den behdriga myndigheten i den medlemsstat dar anvandaren och/eller patienten ar etablerad.

«  For in vitro-diagnostik. Endast for yrkesmassigt bruk i laboratorier. | nodsituationer kan du kontrollera
SDS-bladen for sdkerhetsinformation.

«  Kitet &r avsett att anvandas endast fore och efter DNA FISH pa metafas- och interfasceller fran perifera
blododlingar eller direkta preparat som framstéllts med cytogenetiska standardmetoder.

+  Endast for icke-automatiserad FISH-forbehandling och hybridisering.

«  Alla material ska bortskaffas enligt din institutions riktlinjer for bortskaffande av sjukhusavfall.

+ Vi rekommenderar att du anvander KBI-60006 FISH-spjalkningskitet om &ldre prover, objektglas med
cytoplasmatisk bakgrund eller svara prover anvands eller forvantas anvandas.

«  For paraffininbdddade vavnader rekommenderas férbehandlingskit KBI-60004 eller KBI-60007.

Markning enligt forordning (EG) nr 1272/2008

Beskrivning Signalord Piktogram Faroangivelser

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml Varning
(DAPI-motfargning)

H315, H319,
H335

LK-097B Antifade Varning : H315, H319,

(Spadningsmedel for motfargning) H335
LK-102B 0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal EJ TILLAMPLIGT. EJ TILLAMPLIGT. EJ
(Tvattbuffert I) TILLAMPLIGT,
LK-103B 2xSSC /0,1 % Igepal EJ TILLAMPLIGT. EJ TILLAMPLIGT. EJ
(Tvattbuffert I1) TILLAMPLIGT.
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LK-105B 2 x SSC/0,5 % lgepal EJ TILLAMPLIGT. EJ TILLAMPLIGT. EJ
TILLAMPLIGT.

Faroangivelse(r)

H315 - Orsakar hudirritation.

H319 - Orsakar allvarlig 6gonirritation.
H335 — Kan orsaka irritation i luftvdgarna

Forebyggande forsiktighetsforklaring(ar)

P271 - Anvands endast utomhus eller i val ventilerade utrymmen.

P261 - Undvik att andas in dimmor/angor/sprej.

P264 — Tvatta alla exponerade yttre omraden pa kroppen noggrant efter hantering.
P280 - Anvand skyddshandskar, skyddsklader, 6gonskydd och ansiktsskydd.

Svar pa forsiktighetsforklaring(ar)

P305+P351+P338 - VID OGONKONTAKT: Skdlj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt att gora. Fortsatt att skolja.

P312 — Kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN/ldkare/forsta hjalpen om du mar daligt.
P337+P313 - Vid bestaende dgonirritation: S6k medicinsk radgivning/vard.

P302+P352 — VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket vatten och tval.

P304+P340 — VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas.
P332+P313 - Vid hudirritation: S6k medicinsk radgivning/vard.

P362+P364 — Ta av nedstéankta klader och tvatta dem innan de anvands igen.

Kompletterande faroangivelser: inga
Begransad till professionella laboratorieanvandare

Forklaring av symboler
Innehaller farliga &mnen

Tillverkningsland

Far inte anvandas om foérpackningen ar
skadad

DL &

Se elektronisk bruksanvisning (elfU)

)

H

8 Forvaring och hantering av reagens

Skydda DAPI/Antifade fran starkt och direkt ljus. Férvaras vid 2—8 °C. Den o6ppnade produkten &r stabil under
dessa forhallanden fram till det utgdngsdatum som anges pa flaskans etikett.

Aterstill den outspadda reagensen till 2-8 °C omedelbart efter anviandning.

Efter 6ppning &r produkterna stabila i upp till 18 manader, men aldrig langre an utgangsdatumet. Efter denna
tidsperiod kan anvandningen av I6sningarna leda till suboptimala resultat.

9 Teknisk support

Teknisk support finns tillganglig pa www.leicabiosystems.com eller via e-post:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Kontakta oss om du inte uppnar dnskat resultat eller om det uppstar
nagra avvikelser nar du anvander den har produkten.
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En papperskopia av bruksanvisningen kan bestédllas via e-post genom att kontakta: LBSAMS-
IFU@leicabiosystems.com

° Den elektroniska bruksanvisningen finns pa ytterligare sprak som kan laddas ner fran:
1 www.leicabiosystems.com

10 Kundtjanst
Kreatech-sonderna kan bestéllas via Leicas kundtjanst +31 20 6919181 eller via e-post: purchase.orders@|eica-
microsystems.com.

11 Historik
IFU-version Utgivningsdatum Andringar
2,4 2016-SEP-27 Ta bort taglinen "The pathology Company”
3,0 2022- april Uppdatering i enlighet med IVD-bestammelserna
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FISH Reaktif Kiti

REF | KBI-60005 25 veya 5x5 teste kadar yeterli hacim igerir
Kreatech Biotechnology B.V.
“ Vlierweg 20
IV D - _{ 8°C 1032 LG Amsterdam
Hollanda
www.LeicaBiosystems.com

1 Kullanim amaci

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), hedef genomik dizileri tanimlar veya etiketler, boylece dizilerin konumlari
incelenebilir. Uygun kromozom spesifik problardan DNA dizileri ilk olarak raportor molekdller ile etiketlenir.
Etiketlenen DNA probu daha sonra bir lam (zerindeki metafaz kromozomlarina veya ara faz g¢ekirdeklerine
hibridize edilir. Ornek, yikamadan sonra floresan mikroskopisi ile raportdr molekaiilleri icin taranir.

Periferik kan kdltlrlerinden gelen metafaz ve ara faz hicrelerinde veya standart sitogenetik yontemlerle
hazirlanan dogrudan preparatlarda kullanim igindir.

Bu 6n islem kiti 6zellikle YENI HAZIRLANMIS sitolojik numunelerde optimal sonuglar elde etmek icin
gelistirilmigtir.

Bu dirlin, in Vitro Diagnostik Kullanim icindir.

2 Uriin Tanimi

Bu on islem kiti, DNA FISH hibridizasyon prosediiriinden once standart sitogenetik yontemlerle hazirlanan
dogrudan preparatlar veya periferik kan kiiltirlerinden metafaz ve ara faz hiicrelerinin 6n iglem ve enzim sindirimi
icin kullaniimak Uzere 6zel olarak gelistirilmis otomatik olmayan FISH hibridizasyonlarn igindir. Bu kit 6zellikle
YENI HAZIRLANMIS sitolojik numunelerde optimal sonuglar elde etmek igin gelistirilmistir. Kitin kullanimi, FISH
problarinin spesifik hiicre DNA'si ile baglanmasini kolaylastirmak igin hiicrelerdeki ¢apraz baglantilari tersine
cevirecek, hiicre zarini gegirgenlestirecek ve hiicre proteinlerini sindirecektir.

3 Kullanim talimatlari

3.1 Ornekler
Periferik kan kultlirlerinden gelen metafaz ve ara faz hicrelerinde veya standart sitogenetik yontemlerle
hazirlanan dogrudan preparatlarda kullanim igindir.
Bu 6n islem kiti 6zellikle YENI HAZIRLANMIS sitolojik numunelerde optimal sonuclar elde etmek icin
gelistirilmistir.
Orneklerin 6n analizleri: Basarili bir FISH prosediirii elde ediimesinde 6n analizler dnemli bir rol oynar. Ornek dogru
bir sekilde fikse edilmeli, bekletilmeli ve iyi belirlenmis bir protokole gore 6n islemden gegirilmelidir. Asiri
fiksasyon, yetersiz fiksasyon veya 6rnegin koti 6n islem gormesi, FISH prosediriiniin basarisiz olmasina veya en
azindan diisiik tekrarlanabilirlige/sinyal yogunluguna neden olabilir. Kreatech FISH problari, kiiltirlenen periferik
kan ve/veya kemik iliginden tiiretilen metafaz/ara faz ¢ekirdedi lizerinde test edilmistir. Lamlar, optimum sonuglar
icin Onerilen saklama ve tagima kosullarina gore saklanmalidir, bkz. Leica web sitesi.

3.2 Onislem
Asagidaki protokol, 50 ml'lik dik bir coplin salede 5 lam kullaniimasi igin tasarlanmistir.
1. Taze hazirlanmis numune lamlarini 50 ml 2 x SSC/%0,5 Igepal (LK-105B) iginde 37 °C'de 15 dakika (dk.)
bekletin.
2. Her birinde 1 dakika olmak tizere %70, %85 ve %100 etanol i¢cinde dehidrate edin. Havada kurutun. Prob
Hazirligi ile devam edin.

3.3 Prob hazirhg:
Kreatech™ FISH problari Kullanima Hazir (RtU) olarak temin edilir. SE, ST ve WC Kreatech™ FISH problarn 5 x
konsantre olarak saglanir ve asagidaki gibi seyreltilmelidir: 2 pl 5 x kons. Prob, 8 pl FISH Hibridizasyon
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Tamponunda (FHB veya WCB, problarla birlikte verilir). Birkag 5 x kons. probu birlestirmek amaciyla eklenen her
prob igin FISH Hibridizasyon Tamponunu (FHB veya WCB) 2 pl ile degistirin.

3.4 Ko-denatiirasyon
22 x 22 mm alan basina 10 pl prob uygulayin. Cam lamel ile kapatin ve Fixogum veya lastik soliisyon ile
mihirleyin. Numuneyi ve probu 7511 °C'de 5-10 dakika boyunca bir TermoBrite (TS-01/02) iizerinde denatiire
edin. Hibridizasyon ile devam edin.

3.5 Hibridizasyon:
3711 °C'de bir TermoBrite (TS-01/02) veya nemlendirme haznesinde gece boyunca inkiibe edin.

3.6 Hibridizasyon Sonrasi Yikama:

1. 50 ml Yikama Tamponu I'i (0,4 x SSC/%0,3 Igepal) (LK-102) 72 °C'ye kadar isitin.

2. Lastik soliisyonu cikarin.

3. Lamlan 50 ml Yikama Tamponu Il (2 x SSC /%0,1 Igepal) (LK-103) igine yerlestirin, oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edin. Lamelleri kaydirarak gikarin. Yikama tamponunu toplam 10 lam igin yalnizca bir kez
yeniden kullanin.

4. Lamlan 50 ml 6nceden isitiimis Yikama Tamponu | (0,4 x SSC /%0,3 Igepal) (LK-102) igine yerlestirin,
karigtirmadan 72 °C'de (+1 °C) 2 dakika inkiibe edin. Yikama tamponunu toplam 10 lam igin yalnizca bir
kez yeniden kullanin.

5. Lamlari 50 ml taze Yikama Tamponu Il (2 x SSC /%0,1 Igepal) (LK-103) igine yerlestirin, karigtirmadan
oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edin. Yikama tamponunu toplam 10 lam igin yalnizca bir kez yeniden
kullanin.

6. Taze %70, %85 ve %100 etanol igcinde dehidrate edin, oda sicakliinda birer dakika inkiibe edin. Oda
sicakhginda havada kurutun ve Karsit Boyama islemi ile devam edin.

3.7 Karsit boyama:
15 pl DAPI karsit boyayi (DAPI/Antifade 0,1 pug/ml) (LK-095B) veya karsit boya seyreltici (LK097B) ile seyreltilmis
halini uygulayin ve cam lamel uygulayin. Mikroskopiyle devam edin.

3.8 Prosediirle ilgili oneriler:
En iyi sekilde hazirlanmis ve 6nceden iglenmis sitolojik lamlar, basarili bir FISH sonucu elde etmek igin ¢ok
onemlidir. Yetersiz veya asiri 6n islem uygulanmasi sadece morfolojiyi degil, ayni zamanda sinyal giiciini (ve
dolayisiyla analiz kolayligini) da etkiler.

Hibridizasyon ve yikamanin sicaklik ve tampon konsantrasyonu (sikiligi) énemlidir, ¢linkii daha disiik sikilk
probun diger dizilere spesifik olmayan baglanmasina neden olabilir ve daha yiiksek sikilik, sinyal eksikligine neden
olabilir. Hedef DNA'nin eksik denatiirasyonu sinyal eksikligine neden olabilir.

3.9 Floresan mikroskopisi i¢in oneriler
Optimum gorsellestirme igin T00W civa lambasi veya diger uygun isik kaynagi (6rnedin Metal Halide Ampul
(120W X-cite) veya LED tabanl isik kaynaklari) ve 63x veya 100x floresan objektif ile donatiimis iyi bakimli ve
diizenli olarak kalibre edilmis bir mikroskop kullanin. Coklu renkleri goriintiilemek igin Gglii bant gegiren filtreler
(DAPI/FITC/Cy3 veya DAPI/FITC/TRITC), ayri ayri renk gorsellestirmesi igin tekli bant gegiren filtreler kullanilir.
Her mikroskop markasi icin uygun filtrelerle ilgili O©neriler icin Leica web sitesine bakin:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Kreatech™ floroforlari igin uygun uyarim ve emisyon araligi:
Florofor ~Uyarim Emisyon
DAPI 36020 nm 46030 nm
PlatinumBright™ 415 429+15 nm 470£15 nm
PlatinumBright™ 495 495110 nm 517110 nm
PlatinumBright™ 550 550+10 nm 580+10 nm
(Gésterilen bant genisligi floroforun maksimum uyarim/emisyonunun %80'ine
karsilik gelir)
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FISH Reaktif Kiti'nin performansi, bu kullanim talimatlarinda agiklanan prosediirler kullanilarak belirlenmistir. Bu
prosedirlerde yapilan degisiklikler miktar tayininin performansini degistirebilir. Talimatta verilen protokollerden
sapmalar kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar bu sartlar altinda
hasta sonuglarinin yorumlanmasinin sorumlulugunu almalidir. Protokol siireleri, fiksasyon ve isleme

asamalarindaki farkhlklardan 6tiri degiskenlik gosterebilir.

5 Gerekli olan ve iiriinle birlikte verilen malzemeler

Kod # Tanim Hacim

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml 0,5 ml
(DAPI Karsit boya)

LK-097B Antifade 0,5 ml
(Karsit boya seyreltici)

LK-102B* 0,4 x SSC/%0,3 Igepal 250 ml
(Yikama Tamponu I)

LK-103B* 2 x SSC/%0,1 Igepal 2x 250 ml
(Yikama Tamponu II)

LK-105B 2 x SSC/%0,5 Igepal 250 ml

*LK-102 ve LK-103 driinlerinin ayni numarayi icerdigini
ancak hacim haric farkli harflerin ayni oldugunu liitfen
unutmayin. A= 100 ml, B=250 m/

6 Gerekli olan ve iiriinle birlikte veriimeyen malzemeler
+  Etanol %100, %85 ve %70
+  Fixogum (LK-071A) veya lastik soliisyon
« 75 °C'ye kadar dogru sicaklik kontrollii sicak plaka veya ThermoBrite™ (TS01/TS02)
« 37 °C'lik dogru sicaklik aralhidina sahip inkiibator
+  37-75 °C'lik dogru sicaklik araligina sahip su banyosu
+  Plastik ve cam coplin saleleri
«  Degisken mikropipetler (1 pl-200 pl)

+  Uygun filtrelerle donatilmis floresan mikroskop (bkz. Floresan Mikroskopisi i¢in éneriler).

7 Uyarilar ve onlemler

Cihaz ile ilgili olarak meydana gelen tiim ciddi olaylar, lreticiye ve kullanicinin ve/veya hastanin

bulundugu Uye Devletin yetkili makamina rapor edilecektir.

in vitro diagnostik kullanim igindir. Sadece laboratuvarda profesyonel kullanim amachdir. Acil

durumlarda, giivenlik bilgileri igin SDS formlarini kontrol edin.

Kitin sadece periferik kan kiiltiirlerinden gelen metafaz ve ara faz hiicrelerinde veya standart sitogenetik
yontemlerle hazirlanan dogrudan preparatlarda DNA FISH o©ncesinde ve sonrasinda kullaniimasi

amaglanmistir.
Sadece otomatik olmayan FISH 6n islemi ve hibridizasyon igin.

Tim malzemeler, kurumunuzun hastane atiklarinin atilmasina yonelik yonergelerine gore atiimalidir.
Daha eski numunelerin, sitoplazmik arka planli lamlarin veya zor numunelerin kullaniimasi veya

beklenmesi durumunda KBI-60006 FISH Sindirim kitinin kullanilmasi onerilir.

Parafine gomilmiis dokular igin KBI-60004 veya KBI-60007 6n iglem kitlerinin kullaniimasi onerilir.

Avrupa Komisyonu'nun 1272/2008 numarali Yonetmeligine gore etiketleme

ikaz ifadesi Piktogram Tehlike
Bildirimleri

LK-095B DAPI/Antifade 0,1 pg/ml

Uyari H315, H319,
(DAPI Karsit boya) @ H335

LK-097B Antifade Uyari H315, H319,
(Karsit boya seyreltici) H335

LK-102B 0,4 x SSC/%0,3 Igepal Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz
(Yikama Tamponu I)
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LK-103B 2 x SSC/%0,1 Igepal Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz
(Yikama Tamponu II)

LK-105B 2 x SSC/%0,5 Igepal Uygulanamaz Uygulanamaz Uygulanamaz

Tehlike Bildirimi/Bildirimleri

H315 — Cilt tahrisine neden olur.

H319 — Siddetli goz tahrisine neden olur.
H335 — Solunum yolu tahrisine yol agabilir.

Onlem amagl bildirimler - Onleme

P271 — Sadece agik alanda veya iyi havalandinlmis bir alanda kullanin.

P261 — Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumaktan kaginin.
P264 — Kullandiktan sonra maruz kalan tim dis viicut bolgelerini iyice yikayin.
P280 - Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/g6z koruyucu/yiiz koruyucu kullanin.

Onlem amagh bildirimler - Yanit

P305+P351+P338 — GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika boyunca dikkatli bir sekilde suyla yikayin. Varsa ve
cikarmasi kolaysa, kontak lenslerinizi ¢ikarin. Yikamaya devam edin.

P312 - Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA MERKEZiNi/doktoru/hekimi/ilk yardim gérevlisini
arayin.

P337+P313 — GOz tahrisi devam ederse: Tibbi oneri/yardim alin.

P302+P352 — CILDIN TEMASI HALINDE: Bol sabun ve su ile yikayin.

P304+P340 — SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya ¢ikarin ve nefes almasi igin rahat hale getirin.
P332+P313 — Cilt tahrisi olusmasi halinde: Tibbi 6neri/yardim alin.

P362+P364 — Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan 6nce yikayin.

Ek Tehlike Bildirimleri: yok
Sadece profesyonel laboratuvar kullanicilari tarafindan kullanima uygundur

Sembollerin agiklamasi
Tehlikeli maddeler igerir

H Uretildigi tlke

Ambalaj hasarliysa kullanmayin

Elektronik IfU'ya bagvurun (elfU)

[1d]

8 Reaktifin Saklanmasi ve Taginmasi

DAPI/Antifade'i glicli ve dogrudan igiktan koruyun. 2-8 °C'de saklayin. Agilmamis irln, sise etiketinde belirtilen
son kullanma tarihine kadar bu kosullar altinda stabildir.

Seyreltilmemis reaktifi kullandiktan hemen sonra 2-8 °C'deki ortama geri koyun.

Acildiktan sonra Uriinler 18 aya kadar stabildir ancak bu siire son kullanma tarihinden uzun degildir. Bu siireden
sonra soliisyonlarin kullanimi uygun olmayan sonuglara neden olabilir.
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9 Teknik Destek
Teknik  destee  www.leicabiosystems.com adresinden  veya  e-posta  yoluyla ulasilabilir:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. Bu Uriini kullanirken istenen sonuglar alinmazsa veya herhangi bir

anormallik ortaya gikarsa litfen bizimle iletisime gegin.

IfU'nun basil bir kopyasi e-posta yoluyla su adresten talep edilebilir: LBSAMS-IFU@leicabiosystems.com

Eﬂ elfU ek dillerde mevcuttur ve su adresten indirilebilir: www.leicabiosystems.com

10 Miisteri Hizmetleri
Kreatech problari, Leica Miisteri Hizmetleri +31 20 6919181 araciligiyla veya e-posta yoluyla siparig edilebilir:
purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 Gegmis

Yayinlama
tarihi

IfU Siirimii Degisiklikler

24 2016-SEP-27 “Patoloji Sirketi” slogani kaldinlmigtir
3,0 2022- Nisan IVD diizenlemelerine gore giincellenmisgtir
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FISH Reagent Kit (Habop peareHTis ana nposegeHHa FISH)

REF | KBI-60005 Mictuts gocraTHiii o6car ans nposeaenHs 4o 25 abo 5x5 TecTis

Kreatech Biotechnology B.V.

“ . Vlierweg 20
IV D _{ 8°C 1032LG AmcTepaam
2°C P
Hipepnangu

www.LeicaBiosystems.com

1 [pusHayeHHs / MeTa

dnyopecueHTHa ribpuansauia in situ (FISH) ineHTUdikye abo nosHavae LiboBi FeHOMHI NOCNifOBHOCTI, W06
MOXXHa 6yflo BM3HAYMTU ix posTawyBaHHs. MNocnigoeHocTi AHK 3 BignoBigHMX XpOMOCOMHO-cneunudivHmX
30HAIB cnoYyaTKy No3HavyarTbCsl PENOPTEPHUMM MosiekynamMu. MoTiM MiveHa 3oHaoM OHK ribpuansyeTbes 3
MeTadasHMMMN XpOMOCOMaMu abo iHTepha3HUMM aapamMmn Ha NpeaMeTHOMY cKJii. Iicns npoMMBaHHA 3pasokK
nepeBipAETbCA Ha HAsiBHICTb PENOpPTEPHUX MOJIEKY 1 3a 4ONOMOIoko $hlyopecLieHTHOT MiKpocKonil.

[Ons BUKOpWUCTaHHA Ha MeTadasHux Ta iHTepdasHMX KiTUHaX i3 KynbTyp nepudepuyHoOi KpoBi abo
6esnocepefHix npenapariB, MPUroTOBIEHNX CTaHAAPTHUMMW LUTOrEHETUMHUMM METOAAMM.

Ller Habip cneuianbHO po3pobneHuit Ans oTpMMaHHA onTUMasnbHUX pe3ynbTaTtiB Ha CBDKUX uutonoriyHmx
3paskax.

[aHuii npoayKT NpUsHaYyeHuin Ans BUKOPUCTaHHS B eKCTpaKopropanbHii giarHoctudi (in Vitro).

2 Onuc npoayKTy

Llen Habip gns nonepefHboi 06po6KN NpU3HaYeHni ANnst HeaBToMaTmsoBaHux FISH ri6puamsadin, cnedianbHo
po3pobrieHnin ansa nonepegHboi 06pobku Ta hGepMeHTHOro po3LueneHHs MeTadasHux Ta iHTepdasHUX KNiTUH
3 KynbTyp nepudepuyHoi KpoBi abo 6GesnocepegHix npenapatie, MNPUroToBaHWX CTaHOAPTHUMM
LUMTOreHeTUYHUMN MeTogamMu, nepef npouegypoto FISH ribpuamsauii OHK. Len Habip cneuianbHo
pO3po6eHN AN OTPMMaHHA ONTUMasbHUX pedynbTaTiB Ha CBIKUX untonoriyHmx 3paskax. BukopuctaHHs
Habopy [O3BOMSE YCYHYTU MEPEXPECHi 3LMBKN Y KNITUHAX, NiABULLMTM NMPOHUKHICTb KNITUHHUX MeMb6paH Ta
PO3LLENUTU KITITUHHI 6iNkKn AN nonerweHHs 3B'a3yBaHHA FISH-3oHAiB 3i cneundivyHoto knitnHHo OHK.

3 IHCTpYKWUii N0 3aCTOCYBaHHIO

3.1 3pasku

[Ons BUKOpWUCTaHHA Ha MeTadasHux Ta iHTepdasHMX KiTUHaX i3 KynbTyp nepudepuyHoOi KpoBi abo
6e3nocepefHix npenaparis, NPUroTOBAEHUX CTAHAAPTHUMMW LUTOFEHETUYHUMU METOAAMM.

Lle Habip cneuianbHO po3pobneHuin Ans OTpMMaHHA ONTUManbHUX pesynbTaTtiB Ha CBIDKUX umtonoriyHmx
3paskax.

MNMonepegHsA NiAroToBKa 3paskiB Ao aHanisy: [Ana oTpuMaHHsA ycniwHoro FISH Benuky ponb Bigirpae nonepegHs
nigrotoBka. 3pasok MOBWHEH 6yTW MpaBWbHO 3adiKCOBaHWA, BUTPUMaHUM i nonepegHbo 06pobGIeHMIA
BiZANOBIAHO 4O BCTAaHOBNEHOrO NpoToKony. HagmipHa un HegocTaTHSA dikcauisi, abo noraHa nonepeasa o6pobka
MOXXYTb NPM3BECTU 0 HeBAadi npoueaypu FISH abo, npuHaiMHi, O HU3bKOT BiATBOPHOBAHOCTI/iIHTEHCUBHOCTI
curH any. FISH-soHan Kreatech 6ynu npotectoBaHi Ha MeTadasHux/iHTepdasHMx sgpax, OTPUMaHux 3
KyNbTUBOBaHOI NepudeprnyHOi KPOBi Ta KiCTKOBOro MO3KYy 6uKa. 11 OTpUMaHHSI ONTUMasbHUX pesynbTaTiB
npeaMeTHi cTekna cnig 36epiratv BignoBiAHO 4O PEKOMEHAOBaHUX YMOB 36epiraHHs i 06po6bku, AMB.canT
Leica.

3.2 TonepepgHst 06pobKa
HaBegeHMin HUXYe NPOTOKO PO3paxoBaHUM Ha BUKOPUCTAHHA 5 NpefMeTHUX CTEKON Yy BepTUKalbHil 6aHLi
KonniHa o6'emoM 50 mn.
1. TNonepenHbo 06po6ITh NPEeAMETHE CKO i3 CBXOMPUroToBNeHMMM 3paskammn B 50 mn 2 x SSC/ 0,5%
Igepal (LK-105B) npu 37°C npotarom 15 XBuAuH (xB.).
2. 3HeBopHtonTe y 70%, 85% Ta 100% etaHoni no 1 XB. B KOXHOMY PO34MHi. Bucywitb Ha nosiTpi.
MpucTtynanTe 4,0 NiArOTOBKY 30HAIB.
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3.3 TligroToBka 30HAiB:

3oHau Kreatech™ FISH nocTayatoTbesi rotoBumMu o BukopucTaHHs (RtU). 3oHam SE, ST i WC Kreatech™ FISH
MoCTaBNAOTLCA B 5 X KOHLEHTpaLii i NTOBUHHI 6yTW po3BeAeHi TaKMM YMHOM: 2 MKJ1 5 X KOHLIEHTPOBaHOro 30HAa
y 8 MKk 6ydepa ans ribpuamnsadii FISH (FHB a6o WCB, L0 nocTaBnaeTbes 3 3oHAaMM). s NoeAHaHHSA KiJlbKOX
30HJIB 5 X KOHL. 3aMiHiTb 6ydep ana ribpuamsadii FISH (FHB a6o WCB) Ha 2 MK/ 451 KOXKHOIO JOAaHOoro
30HAA.

3.4 CninbHa geHaTypauif

HaHeciTb 10 MK 30HAa Ha 06/1aCTb PO3MIpOM 22 X 22 MM. HakpuitTe CKNSAHUM NOKPUBHUM CKJIOM i
3aneyvaraiiTe Fixogum a6o ryMoBUM KieeM. [leHaTypyiTe 3pasok i 30HZ Ha ribpuamnaatopi ThermoBrite (TS-
01/02) npu TemnepaTypi 75+ 1 °C npoTtsarom 5 — 10 xB. [poAoBXiTb ribpuamaadito.

3.5 Ti6épuausauin:
IHKy6yiTe npoTsiroM Houi npu 37 £ 1 °C B ThermoBrite (TS-01/02) a6o B 3BONOXEHI KaMepi.

3.6 lpomuBaHHA nicna ribpuansauir:

1. Migirpiite 50 mn npomueHoro 6ydepa | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102) go 72 °C.

2. Bupganitb ryMoBUI LLEMEHT.

3. MomicTiTb NpegMeTHI cTekna B 50 M npommeHoro 6ydepa Il (2 x SSC/ 0,1% Igepal) (L K-103), iHky6yiiTe
NPoOTAroM 2 xB. NPWU KiMHaTHIN TemnepaTypi. 3HiMiTb MOKpiBHE CKNo. [MOBTOPHO BUKOPWUCTOBYMNTE
npoMusHMi 6ydep Tinbkn oauH pas ans 10 npegMeTHUX CTEKOJ.

4. TloMmicTiTb NnpegMeTHi cTekna B 50 Mn nonepegHbo nporpitoro npomusHoro 6ydepa | (0,4 x SSC / 0,3%
Igepal) (LK-102), iHky6yitTe 2 xB. npu 72 °C (+ 1 °C) 6e3 nepemiwyBaHHs. [IOBTOPHO BUKOPUCTOBYITE
npoMusHMi 6ydep Tinbkn oauH pas ans 10 npegMeTHUX CTEKOJ.

5. TMomicTiTb NpeaMeTHi cTekna B 50 M cBixxoro npomusHoro 6ydepa Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (L K-103),
iHKy6ynTe npoTsirom 1 xB. Npu RT 6e3 nepemiwyBaHHs. NOBTOPHO BUKOPUCTOBYNTE NPOMUBHUI Bydep
Tinbku ogauH pas ana 10 npeagMeTHUX CTeKon.

6. [erippatyinte B cBixkoMy 70%, 85% i 100% eTaHoni, iHKy6yiTe no 1 xB. Npyu RT B KOXXHOMY PO34MHi.
Bucywitb Ha noBiTpi npu RT i nepeifitTb A0 KOHTpacTyBaHHS.

3.7 KoHTpacTyBaHHS:
HaHecitb 15 mn koHTpacTy DALI (DALI / Antifade 1 mkr / mn) (LK-096b) a6o po3BefeHOro KOHTpacTy 3a
Zlonomoroto pospimkyeada (LK0O97B) i HaknagiTb NoKpuBHe cko. MpuctynaiTe Ao MikpocKonii.

3.8 PexkomeHpauii no npouepypi:

OnTMManbHO NigroToB/EHI Ta nonepefHbo 06pO6EHI LLUTOMOTIYHI MpeaMEeTHI CTeK/a € K/IKoYeM A0 OTPUMAaHHS
ycniwHoro pesynbtaty FISH. HepgoctatHAa uuM HagMmipHa nonepegHa o6pob6ka BMJMBaE He TiNlbKM Ha
Mopdororito, ane it Ha cuny curHany (i, oTXXe, Ha NPOCTOTY aHaniay).

TemnepaTypa i KoHLeHTpaLia 6ydepa (TouHe JOTPUMAHHSA) Npu riGpuamn3allii i NpPOMUBaHHI Ay)Ke BaXKUBI, Tak
AK 3HWKEHHS TOYHOCTI JOTPUMaHHS YMOB MOXKe MPUMBECTM 0 HecneumdiyHOro 3B'A3yBaHHS 30HAA 3 iHLIMMU
NOCNiAOBHOCTSIMY, a i NiABULLEHHS - A0 BiACYTHOCTI curHany. HenoBHa peHatypauia uinbosoi JHK moxe
nNpu3BecTU A0 BIACYTHOCTI CUrHany.

3.9 PekomeHpgaLii woao ¢pnyopecueHTHOI MiKpoCKomil

[Ons onTuManbHOI Bidyanisauii BMKOPUCTOBYTE MIKPOCKOM, AKWUA [06pe 06CNYyroBYETbCA i perynsipHo
KanibpyeTbCsi, OCHALLLEHWU PTYTHOI TaMMoko NOTYXHicTio 100 BT abo iHWKM BiANOBIAHUM [)KepesioM CBiTna
(Hanpuknag, meTanoranoreHosoto namnoto (120 BT X-cite) a6o cBiTNogiogHUMK [ykepenamu cBiTna) i
tdbnyopecueHTHUM 06'ekTuBOoM 63x a6o 100x. Tpucmyrosi ¢inbTpu (DAPI/FITC/Cy3 a6o DAPI/FITC/TRITC)
BUKOPUCTOBYIOTbCA /1 NEpernagy AeKilbKOX KOJIbOpiB, OAHOCMYroBi ¢inbTpu BUKOPUCTOBYHOTbCA ANS
Bi3yanisaujii okpeMunx KonbopiB. PekoMeHpau,ii Wwoao BiANOBigHMX GinbTpiB 418 KOXHOI Mapky Mikpockona
AMB. Ha calTi Leica: http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/.
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BignoBigHuit giana3oH 36ya)KeHHs Ta emicii ana gnyopodopis KreatechTM:
dnyopodop 36ya)KeHHsA Emicis
DAPI 360 £20 HM 460 £30 HM
PlatinumBright ™ 415 429 £15 HM 470 £15 HM
PlatinumBright ™ 495 495 10 HM 517 £10 HM
PlatinumBright ™ 550 550 £10 HMm 580 10 HM

3asHayveHa cMmyra nponyckaHHs Bignosinae 80% Big MakcUMymy
36yAxeHHs1 / eMicii pnyopogopa)

4  AHaniTUYHI XapaKTepUCTUKH

XapakTtepuctukmn Habopy FISH Reagent Kit 6ynn BCTaHOBNEHI 3 BUKOPUCTaHHAM NpPoLEeAyp, ONMCaHWX B AaHil
iHCTPYKLUIT MO 3aCTOCYBaHHI0. BHeCeHHs 3MiH [0 LMX NMpoueayp MOXe Npu3BecTun A0 3MiHW pe3ynbTaTiB aHarniay.
Byab-AKi BigXuNneHHsA Bifg pekoMeHAoBaHWX MPOTOKOJIB MOBUHHI 6yTM nigTBEpAXKeHi KopucTyBayem.
KopucTtyBaui, fIKi BigxunaoTbCcs Bif peKoMeHOOBaHUX Mpoueayp TecTyBaHHS, 3a TakKuX o6CTaBUH MOBUHHI
B3STU Ha ce6e BignoBiganbHICTb 3a iHTepnpeTauito pe3ysibTaTiB TECTYBaHHS 3pa3skiB, OTPUMaHUX Bif NaUieHTIB.
Yac npoTokony Moxe 3MiHoBaTUCh Yepes BifMIHHOCTI B dikcauii i 06pobu,.

5 Heo6xigHi MaTepianu, Wo NOCTaBNAOTbCA 3 NPOJYKTOM

Kop, Onuc O6car

LK-095B DAPI / Antifade 0,1 MKr / mn 0,5 mn
(DAPI 6apBHMK Ansi KOHTpacTHoOro dhap6byBaHHS)

LK-097B Antifade (AHTudeig) 0,5mn
(pospigkyBay Ansi KOHTPACTYBaHHS)

LK-102B 0,4 x SSC / 0,3% Igepal 250 mn
(npomuBHMiA Gydep 1)

LK-103B 2 xSSC / 0,1% lgepal 2 x 250 mn
(npomuBHwuii Bydep 1)

LK-105B 2 x SSC / 0,5% Igepal 250 mn

** 3BepHITb yBary, o npoaykti LK-102 i L K-103, o MaroTb
04HaKoBUI HOMeEP, aJie Pi3Hi 6yKBY, i[AeHTNYHI, 3@ BUHATKOM
o06'emy. A= 100 M, B=250 mn

6 HeobxigHi maTepianu, W0 He NOCTaBNAOTbCA 3 NPOAYKTOM

+  EvaHon 100%, 85% i 70%

+  ®ikcorym (LK-071A) a6o ryMoBUiA LLeMEHT

+ JlabopaTtopHa TepMonauTa 3 TOYHMM KOHTposieM Temnepatypu po 75 °C abo ribpupaisep
ThermoBrite™ (TS01 / TS02)

*  |HKy6aTOp 3 TOYHMM TeMMNepaTYpHUM AianasoHoM Big 37 °C

+ BopasHa 6aHsl 3 TOYHUM piana3oHomM TemnepaTyp 37 -75°C

+ [nacTtukoBi Ta cknsiHi eMHocTi KonniHa gnsa dapbyBaHHA Npenapartis

+  MikponineTku 3i 3MiHHUM 06'eMoM (1 MkN-200 MK)

«  dnyopecueHTHMIN MIKpPOCKOM, OCHAaLLEeHWn BignoBigHUMKU GinbTpamMu(ame. pekoMeHaauii Wwono
dbnyopecueHTHOT MikpocKonil).

7 Tlonepep)xeHHA Ta 3anobiXHi 3axoau

+  [lpo 6yab-AIKMIN CEepMO3HMIA IHLUMAEHT, WO CTaBCA 3 NpUIagoM, HEOBXiIAHO MOBIAOMUTU BUPOOBHUKY i
KOMMETEHTHOMY OpraHy fep)xaBu-yneHa €C, B AKOMy MeLLKae KOpUCTyBad i/abo nawieHT.

«  [1na BUKOPUCTAHHSA B AiarHoctuui in vitro. Tinbku ans npodeciiHoro naéopaTopHOro BUKOPUCTAHHS. Y
pasi BAHUKHEHHSA HaA3BUYaNHUX CUTYaLih 03HaroMTecs 3 iHpopMmalieto npo 6e3sneky B SDS nucrax.

+  Habip npusHayeHun gna BUKOPUCTaHHA Tinbku Ao i nicnsa nposegeHHst FISH OHK Ha meTadasHux Ta
iHTepdasHMX KNiTMHaX i3 KynbTyp nepudepuyHoi KpoBi abo 6esnocepefHix mnpenapaTax,
NPUroTOBNEHUX CTaHAAPTHUMU LUTOFEHETUYHUMU MeTOdaMM.

«  Tinbkun ans HeaBTOMaTM30BaHOI nonepefHboi FISH 06po6ku i ribpuamnsadir.

+ Bci maTepiann noBMHHI 6yTM yTuNisoBaHi BiANOBIAHO A0 NpaBMn Baloi yCTaHOBM 3 yTunisauil
NiKapHSAHUX BiAXOAIB.

+  PekomeHpyeTbca BuKopucToByBaTu Habip KBI-60006 FISH Digestion y pasi BUKOpPUCTaHHA cTapux
3paskiB, NPefMeTHOro ckna 3 yutonsiaaMaTuyHMM GoHoM abo, MOXIIMBO, CK1aHMX 3pas3KiB.

+  ns napadiHoBaHWX TKaHUH PEKOMEHAYETLCSA BUKOPUCTOBYBaTH Habopu Ana o6pobkun KBI-60004 a6o
KBI-60007.
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MapkyBaHHs BianosigHo ao MocTtaHosu (EC) N2 1272/2008

CvrHanbHe cnoeo MNikTorpama MoBipoMneHHs
npo He6e3neKy
LK- DAPI / Antifade 0,1 MKr / Mn [MonepeaXxeHHs H315 H319
095B (DAPI 6apBHWK AJ/151 KOHTPACTHOIrO H335
(hap6yBaHHSA)

LK- Antifade (AHTUdein) MonepeaXXeHHs H315H319
097B (po3pigxyBay insi KOHTPACTYBaHHS) @ H335
LK- 0,4 x SSC / 0,3% Igepal He MOXXHa He MOXXHa He MOXXHa
102B (npomMuBHMiA Gydep 1) 3acTocyBaTu 3acTocyBaTu 3acTocyBaTu
LK- 2 xSSC/ 0,1% Igepal He MOXHa He MOXHa He MOXHa
103B (npomuBHui 6ycep 1) 3acrocyBaTtu 3acrocyBatu 3acTocyBatu
LK- 2 x SSC/ 0,5% Igepal He MOXHa He MOXHa He MOXXHa
105B 3acTocyBatu 3acTocyBaTtu 3acTocyBaTtu

MoBigoOMNeHHA Npo Hebe3neky

H315-BMKnnkae nogpasHeHHs LWKipw.

H319-BMKnnKae cepnosHe NogpasHEHHS OYen.

H335 - MOXe BUKMKAaTK NogpasHEHHsA AnxanbHUX WNAXIB

MNMonepep)xyBanbHi noBigomneHHs MNpodinaktmka

P271-BukopuctoByBaTH TiflbKK Ha BiAKPUTOMY NOBITPi a60 B AO6PE NPOBITPOBAHOMY MPUMILLEHHI.
P261-yHnKaTu BAnXaHHA TyMaHy / napis / poO3nuiaeHHs.

P264-peTenbHo BUMUTY BCi BiAKPUTI 30BHILLHI AinsiHKK Tina nicns po6oTu.

P280 - ognaraiTe 3axmMcHi pyKaBUYKM, 3aXMCHUI OASAT, 3aCO6U 3aXMCTY oYel Ta 06/IMyys.

MNonepea)xyBanbHi noBigoMneHHs Peakuis

P305 + P351 + P338 - NMPU NMOMAOAHHI B O4l: O6epeXHO NMPOMUTU BOAOK NPOTSArOM AEKiNbKOX XBUUH.
3HATU KOHTaKTHI JTiH3W, AKLL0 BOHU € i nerko 3HiMaroTbes. [poaoBxynTe NpomMumBaHHS.

P312 - akwo BM NovyyBaeTe cebe nNoraHo, saTeneoHyiTe f0 LEHTPY 60pOTbOM 3 OTPYTOLO / Nikaps / Mmeauka /
nikaps WBnAKOI AONOMOrU.

P337 + P313 - AKWw,0 nogpasHeHHA oyel He NpoxoauTb: OTpUManTe MeguyHy KOHCYbTauito/4onomory.

P302 + P352 - MPU MONAOAHHI HA LWKIPY: NMpoMuinTe BENNKOLO KifIbKiCTHO BOAU 3 MUITOM.

P304 + P340 - NPV BOUXAHHI: BuBegiTb ntoAMHy Ha CBixXe NOBITps i 3a6e3neyte KOMGOPTHE ANXAHHSA.

P332 + P313 - npy BUHUKHEHHI nogpasHeHHs WKipu: OTpuManTe MefuyHy KOHCYbTauito/4onomory.

P362 + P364-3HATW 3a6pyaHEHUI OAAT | BUMpATK MOro nepef NOBTOPHUM BUKOPUCTAHHAM.

[opaTKoBi NoBigoOMNEHHA Npo Hebeaneky: HeMae
06MexeHo ans npodeciiHux KopucTyBaudiB naboparopii

[oAACHEHHs [0 CUMBONIB
MicTuTb Hebe3ne4YHi pe4oBUHU

KpaiHa-Bupo6HUK
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He BMKOpUCTOBYBaTH, AKLLO YNaKoBKa
noLKoayKeHa

MpoKoHCyNbTyhTECA 3 eNeKTPOHHUM IfU
(elfu)

i

8 36epiraHHA Ta NOBOAPKEHHA 3 peareHTaMm

3axuwaiTte DAPI/ Antifade (AHTUdeRA) Big cMnbHOro i NpsiMoro cBiTna. 36epirati nNpu TeMnepatypi 2 - 8 °C.
HeposKpuTuiA NpoAYKT CTabiNnbHUA NpU LMX YyMOBax A0 3aKiHYeHHA TepMiHy MpuMAaTHOCTI, 3a3HAaYeHOro Ha
eTukeTLi hnakoHa.

Hepo3BegeHi i po3BeaeHi peareHTH Bigpasy nicna BUKOPUCTaHHA NoBepHiTb B 2 - 8 °C.

Micna po3KpUTTA peareHTU CTabinbHi npoTarom 18 MicAuiB, ane He foBle TepMiHy npuaaTHocTi. [Micna
3aKiHYeHHSs LbOro TepMiHy BUKOPUCTAHHA PO3YMHIB MOXe NPUBECTU 40 HEONTUMANIbHUX Pe3ynbTaTiB.

9 TexHiyHa niaTpUMKa

TexHiyHa nigTpMMKa [OCTyMHa 3a agpecord www.leicabiosystems.com a6o0 €eneKTPOHHOK MOLUTOLO:
Kreatech.Support@Leicabiosystems.com. 3B's)KiTbCsl 3 HaMW, AKWO 6a)kaHi pe3ynbTaTh He OTpPMMaHi abo
3'aBunuca 6yab-siki aHoManii NpyM BUKOPUCTaHHI AaHOro NpoayKTy.

OpykoBaHy konito IfU MOXHa 3anpocutu eneKTPOHHOK MOLITOK, 3BEPHYBLIKCH 3a agpecoto: LBSAMS-
IFU@Ieicabiosystems.com

EnekTtpoHHa Bepcis IfU goctynHa Ha 4oAaTKOBUX MOBaX, IKi MOXXHa 3aBaHTaXXUTU 3a afgpecoto:
1 www.leicabiosystems.com

10 O6cnyroByBaHHS! KJiEHTIB

3oHau Kreatech MoxkHa 3amMoBUTK Yepes cnyx6by NigTpuMky KnieHTiB Leica +31 20 69181 a60 eneKTPOHHOLO
nowToto: purchase.orders@leica-microsystems.com.

11 lcTopis
Bepcis IfU Jata Bunycky 3miHun
2,4 2016-SEP-27 Bupanitb TernaiH “The pathology Company “
3,0 KBiTeHb 2022 OHoBneHHSA BignoBiagHO Ao npasun IVD
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