ZYTO\V/ISION

ZytoLight
FISH-Cytology Implementation Kit
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Do fluorescencyjnej hybrydyzacji /n sifu (FISH) stosujgc
dowolng sonde ZytolightFISH

ce

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
zgodnie z dyrektywa 98/79/WE

1. Przeznaczenie

Zestaw ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit jest przeznaczony do
stosowania w potaczeniv z sondami Zytolight FISH do wykrywania
aberracji genetycznych, np. translokacji, delecji, amplifikacji i aneuploidii
chromosomowych w prébkach cytologicznych za pomoca fluorescencyinej
hybrydyzaciji in situ (FISH).

Interpretacja wynikéw musi by¢ wykonana przez wykwalifikowanego
patologa w konteks cie klinicznej historii pacjenta w odniesieniu do
pozostatych klinicznych i patologicznych danych pacjenta.

2. Znaczenie kliniczne

Aberracjie genetyczne, np. translokacje, delecje i/ lub amplifikacie, sa
zwigzane z réz nymi ludzkimi nowotworami. Chromosomowe aneuplodie
s3 obserwowane w wielu chorobach wrodzonych.

3. Zasada testu

Technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) umoz liwia wykrywanie
i wizualizacje okres lonych sekwencji kwaséw nukleinowych w preparatach
komérkowych. Fluorescencyjnie oznakowane fragmenty DNA, nazwane
sondami, i ich komplementarne docelowe nici DNA w preparatach sg
wspdlnie denaturowane, a nastepnie faczg sie podczas hybrydyzacii.
Niespecyficzne i niezwigzane fragmenty sondy sg usuwane przez stopniowe
przemywanie. Po barwieniu kontrastowym DNA za pomoca DAPI,
zhybrydyzowane fragmenty sondy sa zwizualizowane za pomoca
mikroskopu fluorescencyjnego wyposaz onego w filtry wzbudzenia i emisji
specyficzne dla fluorochroméw, ktérymi fragmenty sondy FISH zostaly
oznakowane.
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4. Dostarczone odczynniki

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit sktada sie z:

d ktadnik flos¢ k
Ko Sktadni Pojemni
\/ 20 '
Butelka z
ES2 Cytology Pepsin Solution 4 ml zakraplaczem,
przezroczysta nasadka
WB5 | 20x Wash Buffer TBS 50 ml |Butelka z zakretka
PT4 10x MgCl, 50 ml |Butelka z zakretka
PT5 10x PBS 50 ml |Butelka z zakretka
Cytology Stringency Butelka z zakretka
wes Wash Buffer SSC 500 m (duza)
Cytology Wash Buffer Butelka z zakretka
WB8 SSC 500 ml (duz )
MT7 | DAP/DuraTect-Solution | 0.8 ml | Nacaynie reakeyine,
Niebieska przykrywka
Instrukcja uz ycia 1

Z-2099-20 (20 testéw): Sktadniki ES2 i MT7 sa wystarczajace na 20
reakcji. Sktadniki PT4, PT5, WB7 i WB8 sa wystarczajace na 7 barwiaczy
po 70 ml kazdy. Sktadnik WB5 jest wystarczajgcy na 14 barwiaczy po
70 ml kaz dy.

5. Materialy wymagane, ale nie dostarczane

Sonda ZytoLight FISH

Pozytywny i negatywny preparat kontrolny

Szkietka mikroskopowe, niepokryte

taz nia wodna (70°C)

Hybrydyzator lub ptyta grzewcza

Hybrydyzator lub komora wilgotno$ ciowa w cieplarce do
hybrydyzaciji

Regulowane pipety (10 ul, 25 ul)

Barwiacze

Timer

Skalibrowany termometr

Etanol lub odczynnik alkoholowy

37% formaldehyd, wolny od kwaséw, lub 10% neutralna
zbuforowana formalina

. 2x Saline-Sodium Citrate (SSC), np., z 20x SSC Solution (Nr. kat.

WB-0003-50)
. Dejonizowana lub destylowana woda
. Szkietka nakrywkowe (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
. Rubber cement, np. Fixogum Rubber Cement

(Nr. kat. E-4005-50/-125) lub podobny
. Odpowiednio utrzymany mikroskop fluorescencyjny (400-1000x)
. Olejek immersyjny zatwierdzony do mikroskopii fluorescencyjnej

6.  Odpowiedni zestaw filtréw

Sktadniki zestawu musza byé przechowywane w 2-8°C. Dodatkowo
DAPI/DuraTect-Solution (MT7) musza by¢ chronione przed $wiattem.
Powré¢ do warunkéw przechowywania natychmiast po uzyciu. Jesli te
warunki przechowywania sg przestrzegane, zestaw bedzie dziatat, bez
utraty wydajno$ci, przynajmniej do daty waznosci wydrukowanej na
etykiecie. Nie nalezy uz ywaé odczynnikéw po uptywie terminu waz nos ci
podanego na etykiecie.

7. Ostrzez enia i $ rodki ostroz nos ci

. Przeczytaj instrukcje uz ytkowania przed uz yciem!

. Nie stosowaé odczynnikéw po przekroczeniu daty waz nos cil

. Produkt ten zawiera substancje (w matym stez eniu i objetos ci), ktére
s3 szkodliwe dla zdrowia i potencjalnie zakazne. Unikaé

jakiegokolwiek bezpos redniego kontaktu z odczynnikami. Podejmij
odpowiednie $ rodki ochronne (stosuj rekawiczki ochronne, okulary
ochronne i odziez laboratoryjng)!

. Jes li odczynniki wejdg w kontakt ze skérg, natychmiast optucz skére
duz 3 ilo$ cig wody!
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. Karta charakterystyki substancji niebezpiecznej jest dostepna na
2 gdanie profesjonalnego uz ytkownika.

. Nie uz ywaj ponownie odczynnikéw.
. Prébki nie moga wyschngé podczas etapéw hybrydyzacii i ptukanial

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7) nie powinien byé wystawiany na
dziatanie § wiatta, szczegélnie silnego § wiatta, przez dtuz szy czas, 1.
w miare mozliwosci nalezy wykonaé wszystkie czynno$ci w
ciemnos$ ci i/lub stosujac pojemniki chronigce przed $ wiattem!

Zwroty wskazujace rodzaj zagroz enia i okres lajace § rodki ostroz nos ci
dla PT4, PT5, WB5, WB7 | WB8:

Sktadnikiem okres laja cym zagroz enie jest mieszanina: 5-chloro-2-metylo-
4-isotiazolin-3-onu [nr WE 247-500-7] i 2-metylo-2H-isotiazol-3-onu [nr
WE 220-239-6] (3:1).

@ Uwaga

H317 Moze powodowaé reakcje alergiczng skéry.

P261 Unikaé¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej
cieczy.

P272 Zanieczyszczone| odziezy ochronnej nie wynosié poza

miejsce pracy.
P280 Stosowaé rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
oczu/ochrone twarzy.

P302+P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Umy¢ duzg iloscia
wody.

P333+P313 W przypadku wystapienia podraznienia skéry lub wysypki:
Zasiegnaé porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

P362+P364  Zanieczyszczong odziez zdjgé i wypraé przed ponownym
uzyciem.

8. Ograniczenia

. Do zastosowari w diagnostyce /n vitro.
. Tylko do vz ytku profesjonalnego.
. Interpretacja kliniczna jakiegokolwiek pozytywnego zabarwienia lub

jego braku musi byé wykonana w konteks cie historii klinicznej, morfologii,
innych  kryteriéw  histopatologicznych, a takie innych badan
diagnostycznych.  Obowigzkiem  wykwalifikowanego patologa  jest
zaznajomienie sie  z sondami  FISH, odczynnikami, panelami
diagnostycznymi i metodami stosowanymi do wytwarzania barwionego
preparatu.  Barwienie musi  by¢ wykonane w  certyfikowanym,
licencionowanym laboratorium pod nadzorem patologa, ktéry jest
odpowiedzialny za przegla danie wybarwionych preparatéw i zapewnienie
odpowiedniej kontroli pozytywnej i negatywne;.

. Wybarwienie preparatéw, szczegélnie intensywno$é sygnatu i
barwienie ta, zalez y od obrébki i przetwarzania prébki przed barwieniem.
Nieodpowiednie  zamrazanie, rozmrazanie, plukanie, suszenie,
podgrzewanie, lub zanieczyszczenie innym preparatem lub ptynami moze
powodowaé artefakty lub fatszywe wyniki.

. Wydaijno$ ¢ zostata zatwierdzona przy uz yciu procedur opisanych w
niniejszej instrukcji uz ytkowania. Modyfikacje tych procedur moga zmienié
wydajno$ ¢ i muszg zostaé zatwierdzone przez uz ytkownika.

9.  Substancje zaktécajace

Czerwone krwinki  krwi obecne w prébce moga wykazywaé
autofluorescencie, ktéra utrudnia rozpoznawanie sygnatu.

10. Przygotowanie prébek

Inkubowaé szkietka przez 2 min w roziworze 2x SSC w 73 ° C w celu
postarzenia chemicznego bezpo$ rednio przed proteoliza.

Alternatywnie, sfarzenie preparatéw moz na przeprowadzi¢ przez
inkubacje prébek przez noc (12-16 h) w 37 °C.

11. Obrébka wstepna produkiu

20x Wash Buffer TBS (WB5), 10x MgCl, (PT4) i 10x PBS (PT5) nalezy
poddaé wste pnej obrébce zgodnie z instrukcjami w cze$ ci 12 “Procedura
testu”. Sktadniki (PT4) i (PT5) moga formowa¢ precypitaty w 2-8°C. Jes li to
konieczne przed uzyciem podgrzej do 37°C przez 10 min az precypitaty

2/4

rozpuszczg sie catkowicie. Wszystkie pozostate odczynniki zestawu sa
gotowe do uzycia. Nie jest wymagane rekonstytucja, mieszanie lub
rozcienczanie.

12. Procedura testu
12.1 Dzief 1
Obrébka wste pna prébki

. Przygotowanie 1x Wash Buffer TBS: Rozcieficzyé¢ 1 cze$ ¢ 20x Wash
Buffer TBS (WB5) z 19 cze$s ciami dejonizowanej lub destylowanej
wody.

. Przygotowanie roztworu 1% formaldehydu: Na 100 ml 1% roztworu
formaldehydu zmieszaj 2,7 ml 37% formaldehydu wolnego od
kwaséw lub 25 ml neutralnej buforowanej formaliny (4%
formaldehyd) z 10 ml 10x MgCl, (PT4) i 10 ml 10x PBS (PT5) i
dopetni¢ do objetos ci 100 ml woda dejonizowang lub
destylowana. Doktadnie wymiesza¢.

. Przygotowanie serii etanolu (roztwory etanolu 70%, 90% i 100%):
Rozciericz 7, 91 10 cze$ ci 100% etanolu z odpowiednio 3, 110
cze$ ciami wody dejonizowanej lub destylowanej. Roztwory moz na
przechowywaé w odpowiednich pojemnikach i ponownie
wykorzystaé.

Etap wste pny (Proteoliza/Dodatkowe utrwalanie)

(1)  Nanie$ (kroplami) Cytologia Pepsin Solution (ES2) na prébke

cytologiczng i inkubuj przez 10 minut w 37 °© C w komorze
wilgotnos ciowe;.
W zalez nos ci od wielu czynnikéw, np. natury i czasu utrwalania, jak
réwniez charakferu komdrek, mogq by¢ wymagane réz ne czasy
inkubacji. Zaolecamy 5-15 min inkubacji dla prébek cytologicznych.
Zasadniczo zaleca sie ustalenie optymalnego czasu proteolizy w
badaniach wste pnych.

(2) Inkubuj szkietka przez 5 min w 1x Wash Buffer TBS.

(8)  Inkubuj szkietka przez 5 min w 1% roztworze formaldehydu.

(4)  Inkubuj szkietka przez 5 min w 1x Wash Buffer TBS.

(5) Dehydratacja: w 70%, 90% i 100% etanolu, kaz dy po 1 min.

Wysusz prébki na powietrzu.
Denaturacja i hybrydyzacja

(1)  Nanies pipeta 10 ul sondy ZytoLight FISH na kaz dy przygotowany
wste pnie preparat.

Unikaj dfugiej ekspozycji sondy na s wiatfo.

(2)  Nakryj preparat szkietkiem nakrywkowym 22 mm x 22 mm (unikaj
zamkniecia babli powietrza) i uszczelnij preparat.

Rekomendujemy  stosowanie  rubber cement (np., Fixogum) do
uszczelniania preparatéw.

(3) Umies ¢ szkietka na plycie grzewczej lub hybrydyzatorze i denaturuj
preparaty przez 5 min w 72°C.

(4)  Przenie$ szkietka do komory wilgotnos ciowej i hybrydyzuj przez noc
w temperaturze 37°C (np. w cieplarce hybrydyzatora).

Isfotne jest, aby prébki nie wysychaty podczas etapu hybrydyzadji.
12.2 Dzieh 2
Etapy przygotowawcze

. Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7): Podgrzaé do 70°C.

o Cytology Wash Buffer SSC (WB8): Przenies¢ do temperatury
pokojowe;.

. DAPI/DuraTect-Solution  (MT7): Przed uzyciem przeniesé do
temperatury pokojowej chronigc przed $§ wiattem.

Obrébka po hybrydyzacji i detekcja

(1)  Ostroz nie usuri rubber cement lub klej.

(2) Ostroz nie usuni szkietko nakrywkowe.

(3)  Przeptucz przy uz yciu buforu do ptukania Cytology Stringency Wash
Buffer SSC (WB7) przez 2 min w 70°C.

Bufor Cytology Stringency Wash Buffer SSC powinien by¢ wczes nief
podgrzany. Sprawd? w razie potrzeby za pomocq termometru.

Zalecamy uz ycie czterech szkietek w barwiaczu. W razie potrzeby vz yj
pustych szkiefek, aby ustawic liczbe na cztery.
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(4)  Przeptucz przy uz yciu buforu do ptukania Cytology Wash Buffer SSC
(WB8) przez 1 min w temperaturze pokojowe;.

Bufor Cytology Wash Buffer SSC powinien byc¢ wczes niej podgrzany do
temperatury pokojowej Sprawd? w razie potrzeby za pomocq termometru.

(5)  Wysusz prébki na powietrzu chronigc przed § wiattem.

(6) Nanies pipeta 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) na szkietko.
Unikajgc zamknigtych babli powietrza przykryj prébki szkietkiem
nakrywkowym (24 mm x 60 mm). Inkubuj w ciemnosci przez
15 min.

Korzystanie z obcie tef kot cdwki od pipety w celu zwie kszenia wielkos ci
otworu, moz e utatwi¢ proces pipetowania. Unikaj dfugiej ekspozycji na
s wiaftfo.

(7)  Przechowuj szkietka w ciemnos ci. W przypadku dtuz szych okreséw
przechowywania, powinno sie to odbywaé w 2-8°C.

(8) Ocena materiatu probki jest przeprowadzana za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej. Potrzebne sg zestawy filiréow dla
naste pujg cych zakreséw dtugos ci fal:

Barwnik Wzbudzenie Emisja
fluorescencyjny

ZyBlue 418 nm 467 nm
ZyGreen 503 nm 528 nm
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm

13. Interpretacja wynikéw

Przy uzyciu odpowiednich zestawéw filtréw w interfazach lub metafazach
normalnych komérek lub komérek bez aberracji chromosoméw, pojawiaja
sie dwa sygnaly na sonde / znacznik fluorescencyjny, z wyjatkiem sond
skierowanych na chromosomy X i / lub Y, co skutkuje brakiem do dwdch
sygnatéw na sonde / znacznik fluorescencyjny, w zalez nos ci od ptci. W
komérkach z aberracjomi chromosomowymi inny wzorzec sygnatu moz e
by¢ widoczny w interfazach lub metafazach. Aby uzyskaé wiecej informacji
na temat interpretacji wynikéw, nalezy zapozna¢ sie z odpowiednia
instrukcja sondy.

14. Rekomendowane procedury kontroli jakos ci

W celu monitorowania prawidtowego przygotowania prébek i
odczynnikéw testowych do kazdego testu nalezy dotaczyé kontrole
wewnetrzne i zewnetrzne. Jesé li wewnetrzne i/lub zewnetrzne kontrole nie
wykazujg odpowiedniego zabarwienia, wyniki z prébkami od pacjentéw
musza byé uznane za niewasz ne.

Kontrola wewngtrzna: Nienowotworowe komérki w obrebie prébki, ktére
wykazujg normalny wzorzec sygnatu.

Kontrola zewnetrzna: Walidowane preparaty z kontrola dodatnig i
ujemna.
15. Charakterystyka wydaijnos ci

Zapoznaj sie z instrukcja uz ycia odpowiedniej sondy.

16. Utylizacja

Utylizacja odczynnikéw musi odby¢ sie zgodnie z lokalnymi przepisami.

17. Rozwiazywanie probleméw

Kaz de odchylenie od instrukcji obstugi moze prowadzié¢ do gorszych
wynikéw barwienia lub braku zabarwienia.

Stabe sygnaty lub brak sygnatéw

Moz liwa przyczyna Dziatanie

Niedoste pna sekwencja Zastosuj odpowiednia kontrole

docelowa

Sprawdz temperature wszystkich
wykorzystywanych urzadzen
technicznych za pomoca
skalibrowanego termometru

Nieprawidtowa temperatura
proteolizy, denaturacji,
hybrydyzacji lub ptukania
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Proteolityczna obrébka
wste pna nie zostata
przeprowadzona
prawidtowo

Zoptymalizuj czas inkubacji pepsyny,
wydtuz lub skréé jes i to konieczne

Odparowanie sondy

Gdy uz ywasz hybrydyzatora

obowig zkowe |est stosowanie
mokrych paséw / napetionych woda
zbiornikéw. Gdy uz ywasz cieplarki
wymagane jest uz ycie komory
wilgotnos ciowej. W dodatku szkietko
nakrywkowe powinno byé doktadnie
uszczelnione, np. Fixogumem w celu
zabezpieczenia przed wyschnigciem
podczas hybrydyzacji

Zbyt niskie stez enie buforu
ptuczg cego

Sprawd? stez enie buforu ptuczacego

Stare roztwory do
odwadniania

Przygotuj $ wiez e roziwory do
odwadniania

Nieprawidtowo ustawiony
mikroskop fluorescencyjny

Dostosuj poprawnie

Stosowanie nieodpowiednich
zestawdw filtréw

Stosuj zestawy filtréw odpowiednich
do fluorochroméw sondy.

Filtry z potréjnym pasmem
zapewniajg mnief s wiatta w
poréwnaniu z zestawami filtréw jedno
lub dwupasmowymi.

W konsekwencji sygnaty mogq
wydawac sie stabsze przy vz yciu fych
zestawdw filtréw z potrdjnym
pasmem.

Obraz sondy/fluorochromu
nieprawidtowy

Wykonaj etapy hybrydyzacji i ptukania
w ciemnos ci

Sygnaly krzyz owe hybrydyzacji;

wysokie #o

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Zbyt silna proteolityczna
obrébka wste pna

Zredukuj czas inkubacji z pepsyna

Zbyt duz a objeto$ ¢ sondy
w obszarze

Zredukuj objetos ¢ sondy na
materiale/obszarze, rozprowadz
sonde kroplami w celu uniknigcia
lokalnej koncentracji

Szkietka schtodzono do
temperatury pokojowej
przed hybrydyzacja

Przenies szybko szkietka do
temperatury 37°C

Zbyt wysokie stez enie
buforu ptucza cego

Sprawd? stez enie buforu ptuczacego

Zbyt niska temperatura
ptukania po hybrydyzacji

Sprawdz temperature; podnies ja
jes li to konieczne

Odwodnienie prébek
pomigdzy poszczegdlnymi
etapami inkubacji

Zapobiegaj odwodnieniu prébek
przez uszczelnienie szkietek i
przeprowadzanie inkubacji w
wilgotnym $ rodowisku

Morfologia ulegta degradaciji

Motz liwa przyczyna

Dziatanie

Proteolityczna obrébka
wstepna nie
przeprowadzona
prawidtowo

Zoptymalizuj czas inkubacji pepsyny,
wydtuz lub skréé jes li to konieczne

Niewystarczaijg ce
wysuszenie przed aplikacja
sondy

Wydtuz suszenie
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Stabe barwienie kontrastowe

Moz liwa przyczyna Dziatanie

Niskie stez enie roztworu Zamiast tego vz yj DAPI/DuraTect-

DAPI Solution (ultra) (Nr. kat. MT-0008-
0.8)

Zbyt krétki czas inkubacji z Dostosuj czas inkubacji z DAPI
DAPI
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Nasi eksperci s3 gotowi odpowiedzie¢ na Pafstwa pytania.
Prosimy o kontakt helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Germany
Telefon: +49 471 4832-300
Fox: +49 471 4832-509
Email: info@zytovision.com

Znaki towarowe:
ZytoVision® i ZytoLight® to znaki towarowe ZytoVision GmbH.
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