Vers. 1.2.1 TR

ZYTO\'/ISIOI\I

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit

7-2099-20 N/ 20

Floresan /n situ hibridizasyon prosedirlerinde kullanim
icin
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in vitro diagnostik tibbi cihaz
IVDR (AB) 2017/746'ya gére

1. Kullanim amaa

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit, floresan /n situ hibridizasyon
(FISH) ile sitoloji &rneklerinde ZytoLightFISH problari ile birlikte kullanilmak
Uzere tasarlanmughir.

Uriin sadece profesyonel kullanim icin tasarlanmighr. Urinon kullanildig
tom testler sertifikal, lisansli bir anatomik patoloji laboratuvarinda bir
patolog/insan genetikgisinin gdzetimi altinda kalifiye personel tarafindan
gerceklegtirilmelidir.

2. Test prensibi

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi, hicre preparatlarinda spesifik
nikleik asit dizilerinin tespit edilmesini ve gérintilenmesini saglar. FISH
problari  olarak adlandirilan  floresan isaretli DNA  parcalart  ve
preparatlardaki tamamlayici hedef DNA iplikleri birlikte denatire edilir ve
daha sonra hibridizasyon sirasinda tavlanmasina izin verilir. Daha sonra,
spesifik olmayan ve baglanmamig prob pargalari sik yikama adimlari ile
uzaklagtinilir. DNA'nin DAPI ile karsi boyanmasindan sonra, hibridize prob
parcalar, FISH prob parcalarinin dogrudan etiketlendigi florokromlara
3zgl uyarma ve emisyon filireleri ile donahlmig bir floresan mikroskobu
kullanilarak gérsellestirilir.
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3. Saglanan reaktifler

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit sunlari igerir:

Miktar
Kod Bilegen \2/ Ambalaj
20
. . Damlalikli sise,

ES2 Cytology Pepsin Solution 4 ml saydam kapak
WB5 | 20x Wash Buffer TBS 50 ml | Vidali kapakli sise
PT4 10x MgCl, 50 ml | Vidal kapakl sise
PT5 10x PBS 50 ml | Vidali kapakli sise

Cytology Stringency Vidal kapakl sise
WB7' | Wash Buffer SSC 500 ml k)

Cytology Wash Buffer Vidal kapakl sise
WB8 SSC 500 ml (byik)
MT7 | DAPI/DuraTect-Solution | 0.8 ml EZ‘SET(‘YC’” kabi, mavi

Kullanma kilavuzu 1

Z-2099-20 (20 test): ES2 ve MT7 bilesenleri 20 reaksiyon icin yeterlidir.
PT4, PT5, WB7 ve WB8 bilesenleri her biri 70 ml olan 7 boyama kabi icin
yeterlidir. WB5 bilegeni her biri 70 ml olan 14 boyama kabi igin yeterlidir.

a

Gerekli ancak saglanmayan malzemeler

ZytoLight FISH probu

Pozitif ve negatif kontrol numuneleri

Mikroskop lamlari, kaplanmamig

Su banyosu (70 °C)

Hibridizatér veya sicak plaka

Hibridizasyon firninda hibridizatér veya nem odasi

Ayarlanabilir pipetler (10 ul, 25 ul)

Boyama kavanozlari veya banyolari

Zamanlayici

Kalibre edilmis termometre

Etanol veya reaktif alkol

37 formaldehit, asitsiz veya %10 formalin, nétral tamponlu

2x Salin-Sodyum Sitrat (SSC), érnegin, 20x SSC Solution (Urin No.

WB-0003-50)

Deiyonize veya damilmig su

. Kapakli Klipsler (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

. Kaucuk cimento, érnegin Fixogum Rubber Cement (Urin No. E-
4005-50/-125) veya benzeri

. Yeterince bakimi yapilmig floresan mikroskobu (400-1000x)

. Floresan mikroskobu i¢cin onayl daldirma yag:

. Uygun filtre setleri

5. Depolama ve tagima

2-8 °C'de dik konumda saklayin. Ayrica, DAPI/DuraTect-Solution (MT7)
istktan  koruyarak saklanmalidir. Kullanimdan hemen sonra saklama
kosullarina geri déndirin. Etiket Uzerinde belirtilen son  kullanma
tarihinden  sonra  reaktifleri  kullanmayin.  Uriin, uygun  sekilde
kullanildiginda etikette belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

6. Uyarilar ve dnlemler

. Kullanmadan énce kullanim talimatlarini okuyun!
. Reaktifleri son kullanma tarihi gegtikten sonra kullanmayin!
. Bu 0Urin saghga zararli maddeler (dugik konsantrasyonlarda ve

hacimlerde) icerir. Reaktiflerle dogrudan temastan kaginin. Uygun
koruyucu dnlemleri alin  (tek kullanimlik eldivenler, koruyucu
gdzltkler ve laboratuvar giysileri kullanin)!

. Uronle ilgili olarak meydana gelen her tirli ciddi olayi yerel
yénetmeliklere uygun olarak Greticiye ve yetkili makama bildirin!

. Reaktifler ciltle temas ederse, cildi derhal bol miktarda suyla yikayin!

. Profesyonel kullanicilar igin talep Uzerine bir malzeme givenlik bilgi

formu temin edilebilir.

. Yeniden kullanima agikca izin verilmedigi strece reaktifleri yeniden
kullanmayin!
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. Hatali  sonuglara  yol agabileceginden numunelerin - ¢apraz
kontaminasyonundan kaginin.

. Hibridizasyon ve yikama adimlari sirasinda numunelerin kurumasina
izin verilmemelidir.

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7) uzun streli olarak isiga, ézellikle de
gU¢l0 1s19a maruz kalmamalidir, yani, tim adimlar mimkin oldugu
dlgude karanlikta ve/veya 151k gegirmez kutular iginde yOritilmelidir!

ES2 igin &zel etiket ifadeleri:

EUH210 Talep halinde givenlik bilgi formu saglanabilir.
Karigimin % 20’sinden daha azi bilinmeyen akut
toksisiteye (soluma) sahip icerik(ler)den meydana gelir.

PT4, PT5, WB5, WB7 ve WB8 igin zararlilik ve énlem ifadeleri:

Zararllk belirleyici bilesen 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one [EC
no. 247-500-7] ve 2-methyl-2H-isothiazol-3-one [EC no. 220-239-6]
(3:1) maddelerinin karigimidir.

Uyari

H317 Alerijik cilt reaksiyonlarina yol agar.

P261 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini
solumaktan kaginin.

P272 Kirlenmig kiyafetleri isyeri disina ¢ikarmayin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/géz koruyucu/yiz

koruyucu kullanin.

P302+P352  DERI iLE TEMAS HALINDE iSE: Bol sabun ve su ile
yikayin.

P333+P313  Ciltte tahrig veya kasinti sé6z konusu ise: Tibbi
yardim/midahale alin.

P362+P364  Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan
8nce yikayin.

MT7 igin zararhlik ve énlem ifadeleri:
Bu prob 1272/2008 no'lu AB Dizenlemesine gére zararl olarak

siniflandirilmaz.

7. Sinirlamalar

. In vitro diagnostik kullanim icin.

. Sadece profesyonel kullanim igindir.

D Yalnizca otomatik olmayan kullanim icindir.

. Herhangi bir pozitif boyamanin klinik yorumu veya yoklugu, klinik

6yks, morfoloji, diger histopatolojik kriterler ve diger tani testleri
baglaminda yapilmalidir. ISH problari, reaktifleri, tani panelleri ve
boyali preparati Uretmek icin kullanilan yéntemler hakkinda bilgi
sahibi  olmak  kalifiye  bir  patolog/insan  genetikgisinin
sorumlulugundadir. Boyama, boyanmis slaytlart gézden gecirmekten
ve pozitif ve negatif kontrollerin yeterliligini saglamaktan sorumlu
olan bir patolog/insan genetikgisinin gézetimi altinda  sertifikali,
lisansli bir laboratuvarda yapilmalidir.

. Numune boyamasi, &zellikle sinyal yodunlugu ve arka plan
boyamasi, boyamadan énce numunenin kullanimina ve iglenmesine
baghdir. Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢ézdirme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger numuneler veya sivilarla
kontaminasyon artefakilara veya yanhs sonuglara neden olabilir.
Tutarsiz sonuglar, fiksasyon ve gémme yéntemlerindeki farkhliklarin
yani  sira  numune icindeki dogal dizensizliklerden  de
kaynaklanabilir.

. Performans, ilgili ZytoVision probu ve uygulama kitinin kullanim
talimatlarinda agiklanan prosedurler kullanilarak dogrulanmigtir. Bu
prosedirlerde yapilacak degisiklikler performansi degistirebilir ve
kullanicr tarafindan dogrulanmalidir. Bu IVD, yalnizca bu talimatta
aciklandigi sekilde amaclanan kullanim kapsaminda kullanildiginda
CE sertifikasina sahiptir.

8. Midahale eden maddeler

Ornekte bulunan kirmizi kan hucreleri, sinyalin taninmasini engelleyen
otofloresans sergileyebilir.
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(A1)
9.  Numunelerin hazirlanmasi

Yaslandirma igin proteoliz igleminden hemen énce lamlari 73°C’'deki 2x
SSC solUsyonu iginde 2 dakika inkibe edin.

Alternatif olarak, Srneklerin yaslandirilmasi Srnekleri 37°C’de gece boyu
(12-16 saat) inkibe ederek yapilabilir.

10. Cihazin hazirlik iglemi

20x Wash Buffer TBS (WBS5), 10x MgCl, (PT4) ve 10x PBS (PT5) 12.
“Calisma prosediry” maddesine gére énceden hazirlanmalidir. (PT4) ve
(PT5) bilegenleri 2-8°C’'de ¢okelti olusturabilir. Gerekirse kullanmadan
dnce ¢dkeltiler tamamen ¢ézilene kadar 37°C’de 10 dakika isiin. Kitin
diger tUm reakfifleri kullanima hazirdir.  Yeniden sulandirmaya,
karigtirmaya veya dilisyon yapmaya gerek yoktur.

11. Tahlil prosediri
11.1  Birinci gin
Hazirhk adimlari

. Ix Wash Buffer TBS hazirlanmasi: 1 birim 20x Wash BUffer TBS'i
(WB5) 19 birim deiyonize veya distile su ile seyreltin.

. %1 Formaldehit soliisyonunun hazirlanmasr: 100 ml %1 formaldehit
solusyonu icin ya 2.7 ml %37 asit icermeyen formaldehiti ya da 25
ml %10 nétral tamponlu formaldehiti (%4 formaldehit) 10 ml 10x
MgCl, (PT4) ve 10 ml 10x PBS (PT5) ile karighirin ve toplam hacmi
deiyonize veya distile su ile 100 ml’ye tamamlayin.

. Etanol serisinin  hazirlanmasi (%70, %90 ve %100 etanol
solisyonlary): Sirasiyla 7, 9 ve 10 birim %100 etanolt 3, 1 ve 0 birim
deiyonize veya distile su ile seyreltin. Bu solusyonlar uygun kaplarda
saklanabilir ve yeniden kullanilabilir.

. Zytolight FISH Probe: Kullanmadan &nce oda sicakhgina getirin;
istktan koruyun

On iglemler (Proteoliz / Fiksasyon sonrasi)

1.  Sitoloji érneginin Uzerine Cytology Pepsin Solution (ES2) uygulayin
(damlatarak) ve bir nemli kap icinde 37 °C'de 10 dakika inkibe
edin..

ES2, kaliteyi etkilemeyen ¢ékeltiler olusturabilir.

Fiksasyonun yapisi ve siresi, hicrelerin yapisi gibi bircok faktére
bagl olarak farkli inkibasyon sireleri gerekebilir. Hicre Srnekleri
icin 5-15 dakika inkdbasyon sdreleri Sneririz. Bir genel kural olarak,
profeoliz icin optimum sdrenin én denemeler ile belirlenmesini
Sneririz.

Lamlari 1x Wash Buffer TBS icinde 5 dakika inkibe edin.

Lamlari %1 Formaldehit solisyonu iginde 5 dakika inkibe edin.
Lamlari Tx Wash Buffer TBS icinde 5 dakika inkibe edin.
Dehidrasyon: Her birinde 1 dakika olmak tzere %70, %90 ve %100
etanol.

orwnN

Ornekleri havada kurutun.
Denatiirasyon ve hibridizasyon

1. On iglemi yapilmis olan her &rnegin tzerine 10 ul Zytolight FISH
Probe uygulayin.

Probun vzun sdre igiga maruz kalmasindan sakinin.

2. Ornekleri 22 mm x 22 mm boyutlarinda bir lamel ile kapatin (hava
kabaraigr birakmadan) ve lamelin yalitimini saglayin.

Yaltim igin lastik solisyonu (6rn., Fixogum) kullanilmasini &neririz.

3.  Lamlan bir sicak levha Uzerine ya da bir hibridizasyon cihazina
yerlestirin ve érnekleri 72°C’de 5 dakika denatire edin.

4.  Lamlan bir nemli kutuya aktarin ve 37°C’de (rn. bir hibridizasyon
etivinde) gece boyu hibridize edin.

Hibridizasyon asamasinda sifoloji érneklerinin kurumamasr gerekir.

11.2  ikinci gin
Hazirlk adimlari

. Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7): Onceden 70°C'ye isitin.
Cytology Wash Buffer SSC (WB8): Oda sicakligina ulaghrin.
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. DAPI/DuraTect-Solution (MT7): Kullanmadan énce oda sicakligina
ulagtirin, 1siktan koruyun.

Hibridizasyon sonrasi ve tespit

1.  Lostik solisyonunu veya yapistiriciyr dikkatlice sékin.

2. Lameli dikkatlice cikarin.

3. 70°C'deki Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7) icinde 2
dakika yikayin.

Cytology Stringency Wash Buffer SSC énceden isitiimalidir. Gerekirse bir
fermometre ile sicakligini kontrol edin.

Bir boyama kabinda dért lam kullaniimasini éneririz. Gerektiginde sayiyr
dérde gcikarmak icin bog lamlar kullanin.

4. Cytology Wash Buffer SSC (WB8) ile oda sicakhiginda 1 dakika
yikayin.

Cytology Wash Buffer SSC Snceden oda sicakligina isitilmis olmalidir.
Gerekirse bir fermometre ile sicakligini kontrol edin.

5. Ornekleri igiktan korunakli sekilde havada kurutun.

6.  Lamlara pipetle 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) uygulayin.
Hava kabaraigr kalmamasina dikkat ederek érnekleri bir lamel ile
(24 mm x 60 mm) kapatin. 15 dakika karanlikta inkibe edin.

Kesilerek acikligi genisletilmis bir pipet ucu kullanmak pipetleme islemini
kolaylagtirabilir. Isiga vzun sire maruz kalmasindan sakinin.

7. Lami karanlikta muhafaza edin. Uzun sire saklanmak istenirse 2-
8°C’de saklanmalidir.
8.  Ornek materyalinin degerlendirmesi floresan mikroskobu ile yapilir.

Asagidaki dalga boyu araligindaki filtre setleri gereklidir:

Floresan boya Eksitasyon Emisyon
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

12. Sonuglarin yorumlanmasi

Uygun filire  setleri  kullanildiginda  normal  hucrelerin - veya
kromozomlarinda anormallik olmayan hicrelerin interfazlarinda veya
metafazlarinda her prob/floresan isareti icin iki sinyal gérilor, ancak X
ve/veya Y kromozomlarini hedef alan problari bunun digindadir; o
durumda her prob/floresan isareti igin sinyal cinsiyete bagh olarak hig
bulunmayabilir ya da bir veya iki adet olabilir. Kromozomal anormallikleri
olan hicrelerde interfazlarda veya metafazlarda farkl sinyal modeli
gérilebilir. Sonuglarin yorumlanmasina dair ayrintilar igin lutfen ilgili
probun kullanma kilavuzuna bagvurun.

13. Onerilen kalite kontrol prosediirleri

ilgili ZytoVision probunun kullanim talimatlarina bakin.

14. Performans &zellikleri

ilgili ZytoVision probunun kullanim talimatlarina bakin.

15. Bertaraf

Reakiiflerin imhasi yerel ydnetmeliklere uygun olarak gerceklegtirilmelidir.

16. Sorun Giderme

Kullanim talimatlarindan herhangi bir sapma, diugtk boyama sonuglarina
veya hi¢ boyama olmamasina neden olabilir. Daha fazla bilgi igin [Gtfen

www.zytovision.com adresine bakin.
Zayif sinyaller veya hig sinyal yok

Olasi neden Eylem

Proteolitik 6n iglem dizgin |Pepsin inkibasyon siresini optimize
yapilmamig edin, gerekirse artirin veya azaltin

A

Buharlagma probu

Bir  hibridizatér  kullanirken,  1slak
seritlerin/su dolu tanklarin kullanilmasi
zorunludur.  Bir  hibridizasyon  firini

kullanildiginda, bir nem odasinin
kullanilmasi  gereklidir. Ek  olarak,
hibridizasyon sirasinda drnegin

kurumasini dnlemek igin lamel Fixogum
ile tamamen kapatlmalidir

Kullanilan  uygunsuz filire

setleri

Probun flokromlarina uygun filire setleri
kullanin.

Uclii bant geciren filtre setleri, tekli veya
ikili bant gegiren filtre setlerine kiyasla
daha az isik saglar. Sonug olarak, bu
geli  bant  geciren  filtre  sefleri
kullanildiginda  sinyaller daha  soluk
gdrinebilir

Capraz hibridizasyon sinyalleri; girihili arka plan

Olasi neden

Eylem

Proteolitik 6n iglem cok giglo

Pepsin inkibasyon siresini azaltin

Hibridizasyondan énce oda
sicakhgina sogutulmusg
slaytlar

Lamlart hizli bir sekilde 37 °C'ye aktarin

Morfoloji bozulmug

Olasi neden

Eylem

Proteolitik 6n iglem duzgin
yapilmamig

Pepsin inkibasyon suresini  optimize
edin, gerekirse azaltin

Prob uygulamasindan &nce
yetersiz kurutma

Hava ile kurutmayr uzatin

Zayif kargi leke

Olasi neden

Eylem

Distk konsantrasyonlu DAPI
cozeltisi

Bunun yerine DAPI/DuraTect-Solution
(ultra) (Urin No. MT-0008-0.8) kullanin

DAPI inkibasyon siresi gok
kisa

DAPI inkibasyon siresini ayarlayin
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18. Revizyon

Revizyon | Degisikligin aciklamasi

1.2.1 11. Tahlil prosediri
ZyGreen 2.0 eklendi

Ijzl www.zytovision.com

En gincel kullanim talimatlar

icin 10tfen www.zytovision.com
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ve farkli dillerdeki kullanim talimatlari
adresine bakin.
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Uzmanlarimiz sorularinizi yanitlamak igin hazirdir.
Lotfen helptech@zytovision.com ile iletisime gegin

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Almanya
Telefon numarasi: +49 471 4832-300
Faks: +49 471 4832-509

E-posta: info@zytovision.com

Ticari markalar:
ZytoVision® ve ZytoLight® ZytoVision GmbH'nin ticari markalaridir.
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