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In vitro diagnostisk medisinsk utstyr
i henhold il IVDR (EU) 2017/746

1. Beregnet bruk

F/extSH-Tissue Implementation Kit er beregnet til & brukes i kombinasjon
med F/exiSH-sonder p& formalinfikserte, parafininnstepte praver ved hjelp
av fluorescerende in sifu-hybridisering (FISH).

Produktet er kun beregnet til profesjonell bruk. Alle tester som bruker
produktet skal utferes i et sertifisert, lisensiert anatomisk
patologilaboratorium av kvalifisert personell og under ftilsyn av en
patolog/humangenetiker.

2. Testprinsipp

Fluorescerende /n situ hybridiseringsteknikk (FISH) muliggjer pévisning og
visualisering av  spesifikke nukleinsyresekvenser i cellepreparater.
Fluorescensmerkede DNA-fragmenter, sdkalte FISH-sonder, og deres
komplementaere mé&l-DNA-tr&der i preparatene blir ko-denaturert og kan
deretter anneale under hybridisering. Deretter fiernes uspesifikke og
ubundne sondefragmenter med stringente vasketrinn. Etter motfarging av
DNA med DAPI, blir hybridiserte sondefragmenter visualisert med et
fluorescensmikroskop utstyrt med eksitasjons- og emisjonsfilire som er
spesifikke for fluorokromene som FISH-fragmentene er direkte merket
med.
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3. Reagenser som falger med

F/extSH-Tissue Implementation Kit er tilgjengelig i to sterrelser og bestdr
av:

Mengde

Kode |Komponent 20 \Z/ 5 Beholder

PT1 Hecﬁ. Prefire.otmenf 500 ml | 150 ml Flaske med skruhette
Solution Citric (stor)

. . Drépeflaske,

ES1 Pepsin Solution 4 ml 1 ml hvit hefte

WB10 5x_FlexISH Wash 500 ml | 150 ml Flaske med skruhette
Buffer (stor)
DAPI/DuraTect- Reaksjonskar,

MT7 | Solution 08 102 st lokk
Bruksanvisning 1 1

Z-2182-5 (5 tester): Komponentene ES1 og MT7 er tilstrekkelig til 5
reaksjoner. Komponent WB10 er tilstrekkelig for 3x 3 fargingsbeholdere
p& 70 ml hver. Komponent PT1 er tilstrekkelig for 2 fargingsbeholdere p&
70 ml hver.

Z-2182-20 (20 tester): Komponentene ES1 og MT7 er tilstrekkelig til 20
reaksjoner. Komponent WB10 er tilstrekkelig for 11x 3 fargingsbeholdere
p& 70 ml hver. Komponent PT1 er tilstrekkelig for 7 fargingsbeholdere pé
70 ml hver.

4.  Materialer som kreves, men som ikke medfelger

FlexISH-sonde

Positive og negative kontrollpraver

Mikroskopobiekiglass, positivt ladet

Vannbad (37 °C, 98 °C)

Varmeplate eller hybridiseringsenhet

Fuktighetskammer + hybridiseringsovn eller hybridiseringsenhet
Justerbare pipetter (10 ul, 30 ul)

Fargekrukker eller -bad

Tidsur

Kalibrert termometer

Etanol eller reagensalkohol

Xylen

Avionisert eller destillert vann

Dekkglass (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
Gummisement, f.eks. Fixogum Rubber Cement

(Prod. nr. E-4005-50/-125) eller lignende

Tilstrekkelig vedlikeholdt fluorescensmikroskop (400-1000x)
. Immersjonsolje godkjent for fluorescensmikroskopi

. Egnede filtersett

5. Oppbevaring og h&ndtering

Oppbevares ved 2-8 °C i oppreist stilling. | tillegg m& DAPI/DuraTect-
Solution (MT7) oppbevares beskyttes mot lys. Returneres il
lagringsbetingelsene umiddelbart etter bruk. lkke bruk reagenser etter
utlepsdato angitt pd etiketten. Produktet er stabilt il utlepsdato angitt pé
etiketten ved riktig h&ndtering.

6. Advarsler og forholdsregler

. Les bruksanvisningen fer bruk!

. Ikke bruk reagensene etter at utlepsdatoen er nadd!

. Dette produktet inneholder stoffer (i lave konsentrasjoner og
volumer) som er helseskadelige. Unngd all direkte kontakt med
reagensene. Iverksett egnede beskyttelsestiltak (bruk

engangshansker, vernebriller og laboratorieklzer)!

. Rapporter alle alvorlige hendelser som har forekommet i forhold til
produktet fil produsenten og den kompetente myndigheten i henhold
til lokale forskrifter!
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. Hvis reagenser kommer i kontakt med huden, m& huden skylles
umiddelbart med rikelige mengder vann!

. Et sikkerhetsdatablad er tilgjengelig pé forespersel for profesjonelle
brukere.

. Ikke gjenbruk reagenser, med mindre gjenbruk er uttrykkelig tillatt!

. Unngd krysskontaminering av prever da dette kan fere til feil
resultater.

. Pravene m& ikke fé& terke under hybridiserings- og vasketrinnene.

o DAPI/DuraTect-Solution (MT7) skal ikke utsettes for lys, spesielt ikke
sterkt lys, over lengre tid, det vil si at alle trinn om mulig skal utferes
i morket og/eller ved bruk av lystette beholdere.

Spesiell merking for ES1:

EUH208 Inneholder Pepsin A. Kan gi en allergisk reaksjon.
EUH210 Sikkerhetsdatablad er tilgiengelig pd anmodning.

Fare- og sikkerhetssetninger for PT1 og WB10:

Den farebestemmende komponenten er en reaksjonsmasse av: 5-klor-2-
metyl-4-isotiazolin-3-on [EF-nr. 247-500-7] og 2-metyl-2H-isotiazol-3-on
[EF-nr. 220-239-6] (3:1).

@ Advarsel

H317 Kan utlgse en allergisk hudreaksjon.

P261 Unngé innénding av
stev/reyk/gass/téke/damp/aerosoler.

P272 Tilselte arbeidskleer mé& ikke fiernes fra arbeidsplassen.

P280 Benytt vernehansker/vernekleer/@yevern/ansiktsvern.

P302+P352  VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann.
P333+P313  Ved hudirritasjon eller utslett: Sek legehielp.
P362+P364  Tilselte kleer mé& fiernes og vaskes fer bruk.

Fare- og sikkerhetssetninger for MT7:
Dette produktet er ikke klassifisert som farlig i henhold til forordning (EF)
nr. 1272/2008.

7. Begrensninger

. Til /in vitro diagnostisk bruk.

. Kun til profesjonell bruk.

. Kun til ikke-automatisert bruk.

. Den kliniske tolkningen av enhver positiv farging, eller fravaer av

dette, mé gjeres innenfor konteksten av klinisk historie, morfologi,
andre histopatologiske kriterier og andre diagnostiske tester. Det er
en kvalifisert patolog/humangenetikers ansvar & veere kjent med
ISH-sondene, reagensene, diagnosepanelene og metodene som
brukes til & produsere det fargede preparatet. Farging mé utferes i
et sertifisert, lisensiert laboratorium under tilsyn av en
patolog/humangenetiker som er ansvarlig for & gjennomgéd de
fargede objektglassene og serge for adekvate positive og negative
kontroller.

. Provefarging, spesielt signalintensitet og bakgrunnsfarging,
avhenger av héndtering og behandling av preven fer farging. Feil
fiksering, frysing, tining, vasking, terking, oppvarming, oppdeling
eller kontaminering med andre prever eller vaesker kan gi artefakter
eller falske resultater. Inkonsistente resultater kan skyldes variasjoner
i fikserings- og innstepingsmetoder og iboende uregelmessigheter i
proven.
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. Informasjon om materialer som kreves til ISH-prosedyrer finnes i
bruksanvisningen for den respektive ZytoVision-sonden og
implementeringssettet. Endringer i disse prosedyrene kan endre
ytelsen og mé valideres av brukeren. Denne IVDen er kun sertifisert
som CE né&r den brukes som beskrevet i denne bruksanvisningen
innenfor rammen av beregnet bruk.

8. Forstyrrende stoffer

Blodlegemer i preven kan vise autofluorescens, som hindrer
signalgjenkjenning.

Folgende fikseringsmidler er uforenlige med ISH:

Bouins fikseringsmiddel

B5 fikseringsmiddel

Sure fikseringsmidler (f.eks. pikrinsyre)
Zenkers fikseringsmiddel

Alkoholer (n&r de brukes alene)
Kvikkselvklorid
Formaldehyd/sinkfiksativ

Hollandes fikseringsmiddel
Ikke-bufret formalin

9. Klargjering av prever
Anbefalinger:

. Fiksering i 10 % neytralt bufret formalin i 24 timer ved
romtemperatur (18 °C-25 °C).

Provesterrelse < 0,5 cm?®.

Bruk parafin av hey kvalitet.

Innsteping ber utferes ved temperaturer lavere enn 65 °C.

Forbered 2-4 um mikrotomseksjoner.

Bruk positivt ladede objektglass.

Fikser i 2-16 timer ved 50-60 °C.

10. Forberedende behandling av enheten

5x_Fl/eSH Wash Buffer (WB10) skal forbehandles i samsvar med
instruksjonene i 11. «Analyseprosedyre». Alle andre reagenser i settet er
klare til bruk. Ingen rekonstituering, blanding eller fortynning er
nedvendig.

11. Analyseprosedyre
11.1 Dag 1
Klargjeringstrinn

1.  Klargjering av to efanolserier (70%, 90% og 100%
etanollesninger): Fortynn 100 % etanol med avionisert eller destillert
vann. Disse lgsningene kan oppbevares i egnede beholdere og kan
brukes p& nytt for opptil 160 objekiglass.

2.  Heat Pretreatment Solution Citric (PT1): Fyll en fargingsbeholder og
varm opp til 98 °C.

3.  Aex/SH-sonde: Bring til romtemperatur fer bruk, beskytt mot lys. Far
du &pner hetteglasset, bland ved & sentrifugere og spinne ned kort.

Forbehandling (avvoksing/proteolyse)

Inkuber objekiglassene i 2x 5 min i xylen.

Inkuber i 100%, 100 %, 90 % og 70 % etanol, hver i 2 min.

Vask 2x 2 min i avionisert eller destillert vann.

Inkuber i 20 min i en forvarmet
Heat Pretreatment Solution Citric (PT1) ved 98 °C.

Vi anbefaler ikke & bruke mer enn dtte objekiglass per fargingsbeholder.
Nér objektglassene er senket ned [ veesken, md du kontrollere
temperaturen til Heat Pretreatment Solution Citric i beholderen og starfe
tidtakingen s& snart temperaturen i losningen har nédd minst 95 °C.

PonN~

5.  Overfer objekiglassene umiddelbart til avionsert eller destillert vann,
vask i 2x 2 min og tem ut eller terk av vannet.

6.  Péfer (dré&pevis) Pepsin Solution (ES1) i preven og inkuber i 15 min
ved 37 °C i et fuktighetskammer.
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ES1 kan danne bunnfall, som ikke pévirker kvaliteten.

Avhengig av flere faktorer, feks. fikseringens natur og varighet,
seksjonenes tykkelse og prevenes natur, kan ulike inkubasjonstider veere
nedvendg. Som en retningslinje for inkubasjon anbefaler vi en
inkubasjonstid pé& 2-30 min. Som en generell regel anbefaler vi & fastsld
optimal tid for protfeolyse i forhdndstester.

7.  Vaski2x 2 min i avionisert eller destillert vann.
8.  Dehydrering: i 70 %, 90 % og 100 % etanol, hver i 1 min.
9.  Luftterk seksjonene.

Sorg for & Iuftterke seksjonene helt for sondeapplisering, siden
gjenveerende fuktighet kan redusere signalstyrken og/eller pdvirke
prevemorfologien.

Denaturering og hybridisering
1.  Pipetter 10 ul av FlexISH-sonden pé hver forbehandlet prave.

Unngé at sonden eksponeres for lys over lang tid.

2.  Dekk prever med et 22 mm x 22 mm dekkglass (unngé fastklemte
bobler) og forsegl dekkglasset.

Vi anbefaler & bruke gummisement (f.eks. Fixogum) for fetting.

3.  Plasser objekiglassene p& en varmeplate eller hybridisator og
denaturer prevene i 10 minutter ved 75 °C.
4.  Utfer hybridisering i 2 timer til 16 timer (dvs. over natten) ved 37 °C

ved enten & overfere objekiglassene til en hybridisator eller fil et
fuktighetskammer og en hybridiseringsovn.

Det er viktig at provene ikke torker ut under hybridiseringstrinnet.

11.2 Dag 1 eller dag 2
Klargjeringstrinn

1.  Klargjering av 1x FlexiSH Wash Buffer:  Fortynn 1 del
5x FlexISH Wash Buffer (WB10) med 4 deler avionisert eller destillert
vann. Fyll tre fargingsbeholdere med 1x FlexISH Wash Buffer,
forvarm én beholder til 72°C og hold to beholdere ved
romtemperatur.

2.  DAPI/DuraTect-Solution (MT7): Bring fil romtemperatur for bruk,
beskytt mot lys.

Post-hybridisering og pévisning

1.  Fjern gummisementen eller limet varsomt.

2.  Fjern dekkglassene ved & senke ned i 1x FlexISH Wash Buffer ved
romtemperatur i 1-2 min.

For & gjore det letfere & fjerne dekkglasset kan detfe trinnet ogsd utfores i
2 min ved 37 °C.

3. Vask ved bruk av 1x FlexISH Wash Buffer i 10 min ved 72 °C.

Ix FlexISH Wash Buffer skal forvarmes. Kontroller med et termometer ved
behov. lkke bruk mer enn étte objekiglass per fargingsbeholder.

4.  Vask ved bruk av 1x FlexISH Wash Buffer i 3 min ved romtemperatur.
Inkuber objektglassene i 70 %, 90 % og 100 % etanol, hvert i 1 min.
Luftterk prevene beskyttet mot lys.

Pipetter 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) p& objekiglassene.
Unngd fastklemte bobler, dekk prevene med et dekkglass (24 mm x
60 mm). Inkuber i maerket i 15 min.

Now

Bruk av en pipettespiss som er kuttet av for & oke storrelsen p& dpningen,
kan gjore pipetteringsprosessen enklere. Unng& lang eksponering for lys.

8.  Oppbevar objekiglassene i merket. For lengre
oppbevaringsperioder ber dette skje ved 2-8 °C.
9.  Evaluering av prevematerialet utferes ved fluorescensmikroskopi.

Filtersett for folgende belgelengdeomréder er nadvendig:

Fluorescerende Eksitasjon Emisjon
fargestoff

ZyBlue 418 nm 467 nm
ZyGreen 503 nm 528 nm
ZyGreen 2.0 493 nm 518 nm
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm
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12. Tolking av resultater

Ved bruk av egnede filtersett i interfaser eller metafaser av normale celler
eller celler uten kromosomaberrasjoner oppstédr to signaler per
sonde/fluorescensetikett, bortsett fra sonder rettet mot X- og/eller Y-
kromosomer, hvilket resulterer i null 1l to signaler per
sonde/fluorescensetikett, avhengig av  kignn. | celler med
kromosomaberrasjoner kan et annet signalmenster vaere synlig i interfaser
eller metafaser. Se den relevante sondeh&ndboken for mer informasjon
om resultattolkning.

13. Anbefalte kvalitetskontrollprosedyrer

Se bruksanvisningen for den respektive ZytoVision-sonden.

14. Yielsesegenskaper

Se bruksanvisningen for den respektive ZytoVision-sonden.

15. Avfallsbehandling

Avfallsbehandling av reagenser mé& utfares i henhold til lokale forskrifter.

16. Feilsoking

Ethvert avvik fra bruksanvisningen kan fere til dérligere fargeresultater eller
ingen farging i det hele tatt. Se www.zytovision.com for mer informasjon.

Svake signaler eller ingen signaler i det hele tatt

Mulig &rsak Handling

Preaven har ikke blitt riktig | Optimer fikseringstid og
fiksert fikseringsmiddel

Proteolytisk forbehandling
ikke utfert riktig

Optimer pepsin-inkubasjonstiden, ek
eller reduser om nedvendig

Sondefordampning Ved bruk av hybridisator er bruk av
de véte stripene/vannfylte tankene
obligatorisk. Ved bruk av en
hybridiseringsovn er det nadvendig
med bruk av et fuktighetskammer. |
tillegg ber dekkglasset forsegles
fullstendig, f.eks. med Fixogum, for &
forhindre utterking av preven under
hybridisering.

Bruk filtersett som passer til
fluorokromene til sonden.
Trippel-bandpass-filtersett gir mindre
lys sammenlignet med enkelt- eller
dual-bandpass-filtersett. Falgelig kan
signalene virke svakere ved bruk av
disse trippel-bandpass-filtersettene.

Bruk av uegnet filtersett

Krysshybridiseringssignaler; stayende bakgrunn

Mulig érsak Handling

Bruk ferske lgsninger; sjekk
varigheten p& avvoksingen

Ufullstendig avvoksing

Proteolytisk forbehandling
for sterk

Reduser inkubasjonstiden for pepsin

Obijektglass avkielt fil
romtemperatur for
hybridisering

Overfer objektglassene raskt til 37 °C

Morfologi degradert

Mulig &rsak Handling

Preven har ikke blitt riktig Optimer fikseringstid og
fiksert fikseringsmiddel

Proteolytisk forbehandling
ikke utfert riktig

Optimer pepsininkubasjonstiden,
reduser om nedvendig

Utilstrekkelig terking for
sondepéfering

Forleng luftterkingen
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Overlappende kjerner

Mulig &rsak Handling

Upassende tykkelse p& Forbered 2-4 um mikrotomseksjoner

vevssnitt

Preven flyter av objektglasset

Mulig &rsak Handling
Proteolytisk forbehandling Reduser inkubasjonstiden for pepsin
for sterk

Svak motfarging

Mulig &rsak Handling
Lavkonsentrert DAPI- Bruk DAPI/DuraTect-Solution (ultra)
lasning (Prod. nr. MT-0008-0.8) i stedet

DAPI-inkubasjonstid for
kort

Juster DAPI-inkubasjonstid

17. Litteratur
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18. Revisjon

Revisjon | Beskrivelse av endringen

1.2.1 11. Analyseprosedyre
ZyGreen 2.0 lagt til

I:IE www.zytovision.com

Se www.zytovision.com for den nyeste bruksanvisningen samt for
bruksanvisning pé forskjellige sprék.

Vére eksperter er tilgiengelige for & svare pé& dine sparsmdil.
Kontakt helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/Tyskland
Telefon: +49 471 4832-300
Faks: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-post: info@zytovision.com

Varemerker:
ZytoVision® og F/exiSH® er varemerker for ZytoVision GmbH.
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