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INFORMACE O VYROBKU

Symboly

REF

Katalogové cislo

IVD

In vitro lékarsky diagnosticky prostfedek

Obsahuje dostatecné mnoistvi cinidla na <n> testa

LOT

Cislo sarze

Pouzit do RRR-MM-DD

A Nesterilni

Ndzev a adresa vyrobce

EC | REP

Autorizovany reprezentant v Evropské unii

[ l ] Prectéte si navod k pouziti

-15°C
-25°C . . Ve Ve . Ve rd
Minimalni/Maximalni teplota



UzZivatel
DNA FISH sondy CytoTest jsou uréené pouze pro profesionalni pouziti.

Obecny nazev vyrobku

DNA Fluorescencni in situ hybridizacni (FISH) sonda.

Pouziti
Sonda FISH je urcend k pouziti pro jakoukoli analyzu zjistujici zndmou nebo podezielou cytogenetickou nebo
chromosomalni abnormalitu.

Indikace k pouziti
Vychozi hodnoceni mnoha hematologickych a dalSich malignit obvykle zahrnuje morfologickou, histologickou,

imunofenotypickou a konvencni cytogenetickou analyzu. Analyza FISH by méla byt nedilnou soucasti
diagnostického hodnoceni u mnoha onemocnéni tykajicich se genomickych aberaci, dodatecnym nebo naslednym
testem po konvencni karyotypizaci, zejména v pripadech:

1. Abnormalit a nizkou frekvenci, ale dobfe zdokumentovanym procentnim podilem nebo u fale$né
negativnich cytogenetickych vysledkd, obzvlasté pak u pfipadl, kde klinicka, hematologicka a patologicka
kritéria naznacuji specifickou abnormalitu.

2. Abnormality s vysokou frekvenci faleSné-negativnich vysledk

3. Interfdzni analyzy, kde konven¢ni diagnostika selhdva nebo neni potfebnd. Napfriklad na fixovanych
tkanich

4. Objasnéni abnormalnich nebo komplexnich konvencnich karyotypickych nalez(

5. Jako nahrada metody pro primarni geneticky pfipad

Princip metody
Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je technika, ktera umoznuje detekovat sekvence na metafaznich

chromozomech nebo v interfaznich jadrech z fixovanych cytogenetickych vzorkd. Tato technika vyuZiva DNA
sondy, které hybridizuji na celé chromozomy nebo na jednotlivé unikatni sekvence, a slouZi jako duleZity doplnék
cytogenetické analyzy pomoci G-pruhovani. Tuto techniku je mozné aplikovat jako zakladni vySetfovaci ndstroj pfi
prenatalnim a hematologickém vySetfeni a pfi chromozomalni analyze solidnich tumor(. Po fixovani a denaturaci
vzorku je cilovd DNA k dispozici pro reasociaci na podobné denaturovanou, fluorescenéné oznacenou DNA sondu,
ktera ma komplementdrni sekvenci. Po hybridizaci se nenavdzana a nespecificky navdzand DNA sonda odstrani
pomoci omyti a DNA se barevné oznaci pro ucely vizualizace. Vizualizace vysledk( je poté mozna pomoci
fluorescencéniho mikroskopu.

Popis vyrobku
Sondy CytoTest uréené pro FISH jsou in vitro diagnostickym prostfedkem. Jsou vyrobené z genomické DNA

ziskané bud mikrodisekci lidskych chromozom nebo z fragment klon(, v zavislosti na druhu sondy.

Pro optimalni vizualizaci sond doporucejeme nize uvedené filtry

Fluorochrom Excitace (nm) Emise (nm) Kompatibilita

CytoRed™ 583 605 SpectrumRed
Propidium iodide (543-614)

CytoOrange™ 551 575 SpectrumOrange
CytoGold™ 523 549 SpectrumGold
CytoGreen™ 495 518 SpectrumGreen

Fluorescein isothiocyanate (FITC)

CytoAqua™ 422 471 SpectrumAqua
CytoBlue™ 402 421 SpectrumBlue (400-450)




Varovani a Bezpecnostni opatieni

Nadmérné vystaveni sondy svétlu mize znehodnotit fluorochromy. Pfi manipulaci se vSemi Cinidly a sklicky
obsahujicimi sondu zachazejte velmi opatrné — zabrarnte kontaktu sondy s pfimym svétlem nebo dlohodobému
vystaveni svétlu. Doporucujeme dodrzovat instrukce popsané v tomto navodu pfi manipulaci a pouZivani sond
CytoTest.

Osoby, které pfichazeji se sondou do styku, by mély nosit vhodny ochranny odév, rukavice a chranit si oblicej a
o¢i. Cinidla pouzivana pfi FISH mohou drazdit oci a kiZi. Zabrarite kontaktu s kii#i a o¢ima. V pfipadé kontaktu s
ocCima okamzité vyplachnéte dostatecnym mnoZstvim vody a vyhledejte lékafe.

Nevhodna manipulace béhem prepravy nebo skladovani mize potencidlné znehodnotit nebo poskodit kvalitu
vyrobku. Jakékoli znehodnocené vyrobky by mély byt vyfazené a zni¢ené podle platného zdkona nebo predpisu ve
vasi instituci, regionu a/nebo zemi a tyto reagencie by se jiz nemély pouZivat. Pokud mate jakékoli obavy ohledné
snizeni kvality nebo vykonu produktu, kontaktujte prosim vyrobce nebo vaseho regiondlniho distributora.

Skladovani a manipulace

Sondy CytoTest FISH by mély byt skladovany pfi teploté -15 °C aZ -25 °C a chranény pred svétlem. Vyhnéte se
opakovanym cykim zmrazovani a rozmrazovani. Pfed pouzitim zkontrolujte datum spotieby na Stitku produktu.
Tyto skladovaci a manipulaéni doporuceni plati pro oteviené i neoteviené produkty.

Dodavany material

DNA Sonda CytoTest je doddvand v koncentraci pfipravené k pouziti.

Pozadované laboratorni vybaveni, nedodavané s vyrobkem

e Kalibrované mikropipety (1 az 10 uL) a Cisté Spicky
e Polypropylenové mikrocentrifugacni zkumavky (0,5 ml nebo 1,5 ml)
e Sklenéna kryci sklicka 22 mm x 22 mm

* Gumové lepidlo

e Odmérny valec se stupnici

e Jehla s diamantovym hrotem

e Casovat

e Klesté

e Lahve typu ,,coplin®

¢ Lahve na média (250 ml)

e Kalibrovany teplomér

e Vitivy mixér

e Mikrocentrifuga

e Vodni lazné (37+2°C,72+2°Ca80+2°C)

¢ Vzduchovy inkubator (37 + 2 °C)

e Ohfivac sklicek



e Mikroskop s fazovym kontrastem

* Fluorescencni mikroskop s doporucenymi filtry

POSTUP PRI PROVEDENI TESTU

(Postup, uvedeny v této prirucce, je obecnym doporuceni a miiZze se ménit, v zavislosti na stavu materidlu vzorku. Postup muZe
vyZadovat Upravu pro urcité typy vzorkda.)

Postup pro vzorky FFPE

Potiebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky
Praffin Pretreatment Reagent Kit (kat. ¢.: CT-ACC112-05):

- Roztok pro predbéznou upravu (50 ml): skladujte pfi pokojové teploté (RT)
- Protedzovy pufr (62,5 ml, pH 2,0): skladujte pfi pokojové teploté
- Protedza (250 mg): Lyofilizovana, skladujte pfi -20°C

FISH Reagent Kit (kat. ¢.: CT-ACC101-20):

- 20X chlorid sodny-citratovy pufr (SSC) sul: skladujte pfi pokojové teploté, vyhnéte se vlhkosti
- 4'.6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) Podbarveni: skladujte pti 4°C v temnu

- NP-40 (oktylfenoxypolyethoxyethanol nebo Nonidet P-40): skladujte pfi pokojové teploté

- Xylen: skladujte pfi pokojové teploté

- Ethanol (100%): skladujte pfi pokojové teploté

- (Cidténa voda: skladujte pfi pokojové teploté

- Koncentrovana (12N) HCI: skladujte pfi pokojové teploté

Pfiprava pracovnich roztoku
1. Roztok 20X SSC (pH 7.0)

Reagencie Pfidavané mnoizstvi Finalni koncentrace
Sl SSC 66g 20X
Deionizovana H,0 (dH,0) 250ml
Celkem 250ml

2. Protedzovy roztok

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Proteaza, lyofilizovana 250mg 4mg/ml
Protedzovy pufr 62,5ml
Celkem 62,5ml

3. 90% Etanol

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Etanol (100% 90ml 90%
dH,0 10ml
Celkem 100ml




4. 70% Etanol

5.

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Etanol (100% 70ml 70%
dH,0 30ml
Celkem 100ml

Post-hybridizaéni omyvaci roztok (pH 7.0)

Reagencie Pfidavané mnoizstvi Finalni koncentrace
Roztok 20XSSC 10ml 2X
NP-40 3o0ul 0.3%
dH,0 90ml
Celkem 100ml

Postup pro provedeni FISH na tkanovych fezech zalitych do parafinu

Priprava sklicka

No v s wNe

Ponofrte sklicko do xylenu pfi pokojové teploté na 10 minut.

Opakujte dvakrat s Cerstvym xylenem.

Dehydratujte sklicka ve 100% ethanolu pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
Opakujte jednou s ¢erstvym 100% etanolem.

V ptipadé potreby suste skli¢cka na vzduchu po dobu 2-5 minut.

Ponofrte sklicka do predehratého roztoku pro predbéznou Upravu na 80 °C na 10 minut.
Ponofte sklicka do ¢isténé vody pfi pokojové teploté na 3 minuty.

Pfeduprava protedzou

1.

Ponorte sklicka do roztoku protedzy pfi 37 °C na 10-60 minut (v zavislosti na typu vzorkl) a pozorujte stav
bunék pod svételnym mikroskopem.

Ponofrte sklicka do Cisténé vody pfi pokojové teploté na 3 minuty.

Suste sklicka na vzduchu po dobu 2-5 minut.

Dehydratace sklicka

l A

Ponorte sklicka na 3 minuty do 70% etanolu.
Ponofrte sklicka do 90% etanolu na 3 minuty.
Ponofte sklicka do 100% etanolu na 3 minuty.
Suste na vzduchu.

Pfiprava sondy

1.
2.

Predehrejte sondu pfi pokojové teploté po dobu 20-30 minut.
Kratce stocte tak, aby se sonda dostala na dno zkumavky

Ko-denaturace a hybridizace

1.

Naneste 10 pl sondy na kazdou oblast hybridizace a prikryjte krycim sklickem 22 mm x 22 mm. Utésnéte
kryci sklicko(y) gumovym lepidlem




2. Ko-denaturujte sklicka se sondou pfi 72 °C po dobu 5 minut.
3. Vlozte sklicka do predehtaté vihké hybridizacni komory a inkubujte je pfi 37 °C pfes noc (16 hodin).

Post-hybridizaéni omyti

Oznacte kazdou hybridiza¢ni oblast na zadni strané sklicek perem s diamantovym hrotem.
Opatrné odstrante gumové lepidlo.

3. Ponorte sklicka do post-hybridizacniho promyvaciho roztoku pti pokojové teploté, aby se uvolnila kryci
sklicka. Jemné protrepejte, aby se kryci sklicka sama oddélila; nestahujte kryci skli¢ka.

4. Ponorte sklicka do predehiatého post-hybridiza¢niho promyvaciho roztoku pfi 72 °C na 2 minuty.

Dehydratace sklicka

1. Ponorte sklicka na 2 minuty do 70% etanolu.
2. Ponofrte sklicka do 90% etanolu na 2 minuty.
3. Ponorte sklicka do 100% etanolu na 2 minuty.
4. Suste na vzduchu ve tmé.

Vizualizace

1. Naneste podbarveni DAPI a prekryjte sklicka krycimi sklicky.
2. Pozorujte sklicka pod fluorescenénim mikroskopem s vhodnymi sadami filtrG.

Postup pro cytologické vzorky

Potiebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky
FISH Reagent Kit (Cat No: CT-ACC101-20):

- 20X SSC sul: skladujte pfi pokojové teploté, vyhnéte se vlhkosti
- Podbarveni DAPI: skladujte pfi 4°C v temnu
- NP-40: skladujte pfi pokojové teploté

- Pepsin (lyofilizovany): skladujte pfi -20°C nebo nizsi teploté

- Kyselina chlorovodikova (1N : skladujte pti pokojové teploté )

- Formaldehyd (37 %): skladujte pfi pokojové teploté

- 10X roztok fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem (PBS): skladujte pfi pokovové teploté
- Ethanol (100 %) : skladujte pfi pokojové teploté

Pfiprava pracovnich roztokt
1. Roztok 20X SSC (pH 7.0)

Reagencie Pfidavané mnoizstvi Finalni koncentrace
Sul SSC 66g 20X
Deionizovana H,0 (dH,0) 250ml
Celkem 250ml
2. Zasobni roztok pepsinu
Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Pepsin, lyofilizovany 100mg 100mg/ml
dH,0 1ml
Celkem 1ml

Poznamka: Skladujte v mrazu. Pfipravte si 20ul alikvéty a skladujte pfi -20°C.




Pracovni roztok pepsinu

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
HCI (1N) 1 ml 0.01N
Zasobni roztok pepsinu 20ul 0.02 pg/ul
dH,0 99ml
Celkem 100ml
Roztok 2XSSC
Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 20XSSC 10ml 2X
dH,0 90ml
Celkem 100ml

Roztok 1X PBS

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 10X PBS 10ml 1X
dH,0 90ml
Celkem 100ml

Roztok formaldehydu

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Formaldehyd (37%) 2,7ml 1%
10X PBS 10ml 1X
dH,0 89ml
Celkem 100ml

90% Etanol

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Etanol (100% 90ml 90%
dH,0 10ml
Celkem 100ml

70% Etanol

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Etanol (100% 70ml 70%
dH,0 30ml
Celkem 100ml

Post-hybridizacni omyvaci roztok 1

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 20XSSC 2ml 0.4X
NP-40 300ul 0.3%
dH,0 98ml




Celkem ‘ 100ml

10. Post-hybridizacni omyvaci roztok 2

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 20XSSC 10ml 2X
NP-40 100ul 0.1%
dH,0 90ml
Celkem 100ml

Postup pro provedeni FISH na cytologickych vzorcich

Ptiprava sklicka

Sklicka ekvilibrujte v roztoku 2X SSC pti pokojové teploté po dobu 2 minut.

Ponofrte sklicka do predehtatého pracovniho roztoku pepsinu na 37°C na 1-10 minut (v zavislosti na typu
vzorkl) a sledujte stav bunék pod svételnym mikroskopem.

Promyjte sklicka v 1X roztoku PBS pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Post-fixujte sklicka v roztoku formaldehydu pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Promyjte sklicka v 1X roztoku PBS pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Dehydratace skli¢ka

P wnN e

Ponofte sklicka na 3 minuty do 70% etanolu.
Ponofrte sklicka do 90% ethanolu na 3 minuty.
Ponofte sklicka do 100% ethanolu na 3 minuty.
Suste na vzduchu.

Pfiprava sondy

1.
2.

Predehrejte sondu pfi pokojové teploté po dobu 20-30 minut.
Kratce v stoCte tak, aby se sonda dostala na dno zkumavky

Ko-denaturace a hybridizace

1.

Naneste 10 pl sondy na kazdou oblast hybridizace a prikryjte krycim sklickem 22 mm x 22 mm. Utésnéte
kryci sklicko(y) gumovym lepidlem

Ko-denaturujte sklicka se sondou pfi 72 °C po dobu 2 minut.

Vlozte sklicka do predehraté vihké hybridizacni komory a inkubujte sklicka pfi 37 °C pres noc (16 hodin).

Post-hybridizacni omyti

1. Oznacte kazdou hybridiza¢ni oblast na zadni strané sklicek perem s diamantovym hrotem.
2. Opatrné odstrarnte gumové lepidlo.
3. Ponorte sklicko do roztoku 2X SSC pfi pokojové teploté, abyste uvolnili kryci sklicko. Nestahujte kryci
sklicko(y).
4. Ponorte sklicka do predehtatého post-hybridizaéniho promyvaciho roztoku 1 pfi 72 °C na 1 minutu.
5. Ponofte sklicka do Post-hybridiza¢niho promyvaciho roztoku 2 pfi pokojové teploté na 2 minuty.
6. Suste navzduchu.
Vizualizace
1. Naneste podbarveni DAPI, zakryjte krycim sklickem (sklicky).




2. Pozorujte sklicka pod fluorescenénim mikroskopem s vhodnymi sadami filtrd.

Postup pro vzorky plodové vody

Potiebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky

FISH Reagent Kit:

- 20X SSC Salt: skladujte pfi pokojové teploté, vyhnéte se vlhkosti

- Podbarveni DAPI: skladujte pfi 4°C v temnu

- NP-40: skladujte pti pokojové teploté

- Pepsin (lyofilizovany): skladujte pfi -20°C nebo nizsi teploté

- Kyselina chlorovodikova (1N) : skladujte pfi pokojové teploté
- Formaldehyd (37 %): skladujte pfi pokojové teploté

- 10X PBS roztok: skladujte pfi pokojové teploté
- Etanol (100 %): skladujte pfi pokojové teploté

Pfiprava pracovnich roztoku
3. Roztok 20X SSC (pH 7.0)

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Sul SSC 668 20X
Deionizovana H,0 (dH,0) 250ml
Celkem 250ml

4. Zasobni roztok pepsinu

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Pepsin, lyofilizovany 100mg 100mg/ml
dH,0 1ml
Celkem 1ml

Poznamka: Skladujte v mrazu. Pripravte si 20ul alikvéty a skladujte pfi -20°C.

5. Pracovni roztok pepsinu 1 ( pro nekultivované vzorky)

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
HCI (1N) 1ml 0.01IN
Zasobni roztok pepsinu 50ul 0.05 pg/ul
dH,0 99ml
Celkem 100ml

6. Pracovni roztok pepsinu 2 ( pro kultivované vzorky)

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
HCI (1N) 1 ml 0.01N
Zasobni roztok pepsinu 20ul 0.02 pg/ul
dH,0 99ml
Celkem 100ml




7. Roztok 2XSSC

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 20XSSC 10ml 2X
dH,0 90ml
Celkem 100ml

8. Roztok 1X PBS

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 10X PBS 10ml 1X
dH,0 90ml
Celkem 100ml

9. Roztok formaldehydu

Reagencie Pfidavané mnoizstvi Finalni koncentrace
Formaldehyd (37%) 2,7ml 1%
10X PBS 10ml 1X
dH,0 89ml
Celkem 100ml

10. 90% Etanol

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Etanol (100% 90ml 90%
dH,0 10ml
Celkem 100ml

11. 70% Etanol

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Etanol (100% 70ml 70%
dH,0 30ml
Celkem 100ml

12. Post-hybridizacni omyvaci roztok 1

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 20XSSC 2ml 0.4X
NP-40 300ul 0.3%
dH,0 98ml
Celkem 100ml

13. Post-hybridizaéni omyvaci roztok 2

Reagencie Pfidavané mnoistvi Finalni koncentrace
Roztok 20XSSC 10ml 2X
NP-40 100ul 0.1%
dH,0 90ml
Celkem 100ml




Postup pro provedeni FISH na amniocytech

Ptiprava sklicka

Nekultivované vzorky:

Sklicka ekvilibrujte v roztoku 2X SSC pfi 37 °C po dobu 1 hodiny.
Ponotte sklicka do pfedehratého pracovniho roztoku pepsinu 1 na 37°C na 1-10 minut (v zavislosti na
typu vzork() a sledujte stav bunék pod svételnym mikroskopem.
3. Promyjte sklicka v 1X roztoku PBS pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
Post-fixujte sklicka v roztoku formaldehydu pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
5. Promyjte sklicka v 1X roztoku PBS pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Kultivované vzorky:

Sklicka ekvilibrujte v roztoku 2X SSC pti pokojové teploté po dobu 2 minut.
Ponorte sklicka do predehratého pracovniho roztoku pepsinu 2 na 37 °C na 1-10 minut (v zavislosti na
typu vzork) a sledujte stav bunék pod svételnym mikroskopem.
3. Promyjte sklicka v 1X roztoku PBS pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
Post-fixujte sklicka v roztoku formaldehydu pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
5. Promyjte sklicka v 1X roztoku PBS pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

Dehydratace sklicka

Ponotte sklicka na 3 minuty do 70% etanolu.
Ponotte sklicka do 90% etanolu na 3 minuty.
Ponoftte sklicka do 100% ethnolu na 3 minuty.
Suste na vzduchu

A w N

Ptiprava sondy

1. Predehrejte sondu pti pokojové teploté po dobu 20-30 minut.
2. Kratce v stocte tak, aby se sonda dostala na dno zkumavky

Ko-denaturace a hybridizace

1. Naneste 10 ul sondy na kazdou oblast hybridizace a pfikryjte krycim sklickem 22 mm x 22 mm. Utésnéte
kryci sklicko(y) gumovym lepidlem

2. Ko-denaturujte skli¢ka se sondou pfi 72 °C po dobu 2 minut.

3. Umistéte sklicka do predehraté vihké hybridizacni komory a inkubujte skli¢ka pri 37 °C pres noc (16
hodin).

Post-hybridizacni promyvani

Oznacte hybridizac¢ni oblasti na zadni strané sklicek perem s diamantovym hrotem.
Opatrné odstrarnte gumové Ipeidlo.
3. Ponorte sklicko do roztoku 2X SSC pfi pokojové teploté, aby se uvolnily kryci sklicka. Nestahujte kryci
sklicko(y).
4. Ponorte sklicka do predehtatého post-hybridizaéniho promyvaciho roztoku 1 pfi 72 °C na 1 minutu.
5. Ponofte sklicka do Post-hybridiza¢niho promyvaciho roztoku 2 pfi pokojové teploté na 2 minuty.
6. Suste navzduchu.



Vizualizace

1. Naneste podbarveni DAPI, zakryjte krycim sklickem (sklicky).
2. Pozorujte sklicka pod fluorescenénim mikroskopem s vhodnymi sadami filtr(.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Vzorec sighala pro amplifikaéni/deleéni sondy

Normalni vzor

2 oranzové signdly + 2
zelené signdly (202G)

Abnormalni vzory — jakékoli jiné vzory

Vzorec sighall pro Break-apart sondy

Normalni vzor

2 oranZovo-zelené prekryvajici se
8 signaly (20G)

Ptrekryvajici signaly se mohou jevit
jako zluté

Abnormalni vzory — jakékoli jiné vzory

Vzorec sighall pro fuzni/translokaéni sondy

Normalni vzor

2 oranzové signaly +
2 zelené signaly
(202G)

Abnormalni vzory - jakékoli jiné vzory . Sloucené signdly (prekryvajici se oranzové a zelené signaly) se mohou jevit
jako zluté signaly
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