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in vitro diagnostik tibbi cihaz
IVDR (AB) 2017/746'ya gdre

1. Hedeflenen amag

ZytoLight SPEC RET Dual Color Break Apart Probe (PL105), kiguk hicreli
digi akciger kanseri (NSCLC) veya papiller tiroid karsinomu (PTC) gibi
formalinle sabitlenmis, parafine gémali &rneklerde 10g11.21'de insan
RET genini iceren translokasyonlarin floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile
kalitatif tespiti icin kullaniimak Gzere tasarlanmigtir. Probun ZytoLight FISH-
Tissue Implementation Kit (Uriin No. Z-2028-5/-20) ile birlikte kullanilmas
amaglanmighr.

Uriin sadece profesyonel kullamim icin tasarlanmighr. Urinin kullanildign
tom testler sertifikal, lisansli bir anatomik patoloji laboratuvarinda bir
patolog/insan genetikgisinin gézetimi altinda kalifiye personel tarafindan
gerceklegtiriimelidir.

Probun NSCLC veya PTC ayirici tanisina yardimer olarak kullaniimasi
amaglanmighr  ve terapdtik dnlemler yalnizca test sonucuna gére
baglatlmamalidir.

2. Test prensibi

Floresan /n situ hibridizasyon (FISH) teknigi, hicre preparatlarinda spesifik
nikleik asit dizilerinin tespit edilmesini ve gérintilenmesini saglar. FISH
problari  olarak adlandirilan  floresan isaretli DNA parcalari  ve
preparatlardaki tamamlayici hedef DNA iplikleri birlikte denatire edilir ve
daha sonra hibridizasyon sirasinda tavlanmasina izin verilir. Daha sonra,
spesifik olmayan ve baglanmamig prob parcalari sik yikama adimlari ile
uzaklagtirilir. DNA'nin DAPI ile kargi 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 SPEC RET Dual Color Break Apart Probe olugsmaktadir:

. RET  kinlma  noktasi  bélgesinin  distalinde  10q11.21*
(chr10:43,626,274-43,902,346)icinde eslenen dizileri hedefleyen
ZyGreen (eksitasyon 503 nm/emisyon 528 nm) etiketli
polintkleotidler (~10 ng/ul) (bkz. Sekil 1).

. RET kinlma noktasi  bdlgesinin  proksimalinde 10q11.21*
(chr10:43,340,888-43,510,171) icinde eglenen dizileri hedefleyen
ZyOrange (eksitasyon 547 nm/emisyon 572 nm) isaretli
polintkleotitler (~4,5 ng/ul) (bkz. Sekil 1).

. Formamid bazli hibridizasyon tamponu

*insan Genomu Diizenlemesine gére GRCh37/hg19

D10S5469 SHGC-105605
D1052320 BVW208590
5 3
L h
Ty -
RET
—————
~170 kb ~275 kb
Cen ¢ 10g11.21 » Tel

Sekil 1: SPEC RET sonda haritasi (lgekli degil)
ZytoLight SPEC RET Dual Color Break Apart Probe iki boyutta mevcuttur:

. Z-2148-50: 0,05 ml (her biri 10 ul'lik 5 reaksiyon)
Z-2148-200: 0,2 ml (her biri 10 ul'lik 20 reaksiyon)

>

Gerekli ancak saglanmayan malzemeler

ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (UrUn No. Z-2028-5/-20)
Pozitif ve negatif kontrol numuneleri

Mikroskop lamlari, pozitif yiklo

Su banyosu (37 °C, 98 °C)

Hibridizatér veya sicak plaka

Hibridizasyon firininda hibridizatér veya nem odasi

Ayarlanabilir pipetler (10 ul, 25 ul)

Boyama kavanozlari veya banyolari

Zamanlayici

Kalibre edilmig termometre

Etanol veya reaktif alkol

Ksilen

Deiyonize veya damihilmig 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 igiktan koruyarak saklayin. Isiktan koruyarak
kullanin. Kullanimdan hemen sonra saklama kosullarina geri déndorin.
Etiket Uzerinde belirtilen son kullonma tarihinden sonra reaktifleri
kullanmayin. Uriin, uygun sekilde kullanildiginda etikette belirtilen son
kullanma tarihine kadar stabildir.

6.  Uyarilar ve énlemler

. Kullanmadan énce kullanim talimatlarini okuyun!
. Reaktifleri son kullanma tarihi gegtikien sonra kullanmayin!
. Bu Uriin saghiga zararli ve potansiyel olarak bulagici maddeler (disik

konsantrasyonlarda ve hacimlerde) igerir. Reaktiflerle dogrudan
temastan kacinin. Uygun koruyucu énlemleri alin (tek kullanimhk
eldivenler, koruyucu gézlikler ve laboratuvar giysileri kullanin)!

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

. Reakiifler ciltle temas ederse, cildi derhal bol miktarda suyla yikayin!
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. Profesyonel kullanicilar icin talep Uzerine bir malzeme givenlik bilgi
formu temin edilebilir.

. Tekrar kullanima agikga izin verilmedigi sirece reaktifleri tekrar
kullanmayin!

. Hatali  sonuglara  yol agabileceginden numunelerin - capraz
kontaminasyonundan kaginin.

. Prob uzun sire 1s1ga, 6zellikle de giclu 1s1§a maruz birakilmamalidir,
yani ttm adimlar mimkinse karanlikta ve/veya 11k gegirmez kaplar
kullanilarak gergeklegtirilmelidir.

Tehlike ve nlem beyanlar::

Tehlikeyi belirleyen bilesen formamiddir.

Tehlike

H351 Kansere neden oldugundan sipheleniliyor.

H360FD Dogurganhiga zarar verebilir. Dogmamig cocuga zarar
verebilir.

H373 Uzun sireli veya tekrarli maruz kalma sonucu
organlarda hasara neden olabilir.

P201 Kullanmadan énce ézel talimatlari alin.

P202 Tom  givenlik  &nlemleri  okunup  anlagiimadan
elleclemeyin.

P260 Toz/duman/gaz/sis/buhar/sprey solumayin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz  korumasi/yiz

korumasi kullanin.

P308+P313  Maruz  kaldiysaniz  veya  endiseliyseniz:  Tibbi
tavsiye/midahale alin.

P405 Depo kilitli.

7. Sinirlamalar

. In vitro diagnostik kullanim igin.

. Sadece profesyonel kullanim igindir.

. Yalnizca otomatik olmayan kullanim igindir.

. Herhangi bir pozitif boyamanin klinik yorumu veya yoklugu, klinik

8ykt, morfoloji, diger histopatolojik kriterler ve diger tanisal testler
baglaminda yapilmaldir. FISH problari, reaktifleri, tani panelleri ve
boyali preparati Uretmek icin kullanilan yéntemler hakkinda bilgi
sahibi  olmak  kalifiye  bir  patolog/insan  genetikgisinin
sorumlulugundadir.  Boyama, boyanmig  slaytlarin  gdzden
gecirilmesinden ve pozitif ve negatif kontrollerin yeterliliginin
saglanmasindan sorumlu olan bir patolog/insan  genetikgisinin
gézetimi alhinda sertifikali, lisansh bir laboratuvarda yapilmalidir.

. Numune boyamasi, 6zellikle sinyal yogunlugu ve arka plan
boyamasi, boyamadan énce numunenin kullanimina ve iglenmesine
baglidir. Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢dzdirme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger numuneler veya sivilarla
kontaminasyon artefakilara veya yanls sonuglara neden olabilir.
Tutarsiz sonuglar, fiksasyon ve gémme yéntemlerindeki farkliliklarin
yani sira  numune igindeki dogal dizensizliklerden de
kaynaklanabilir.

D Prob yalnizca bélim 3'te agiklanan lokuslar tespit etmek igin
kullanilmalidir. "Saglanan reaktifler".

. Performans, bu kullanim talimatlarinda  agiklanan  prosedirler
kullanilarak dogrulanmigtir. Bu prosedirlerde yapilacak degisiklikler
performansi degistirebilir ve kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Bu
IVD, yalnizca bu kullanim talimatinda agiklandigr sekilde amaglanan
kullanim kapsaminda kullanildiginda CE sertifikasina sahiptir.

8. Midahale eden maddeler

Ornekte bulunan kirmizi kan hicreleri, sinyalin taninmasini engelleyen
otofloresans sergileyebilir.

Asagidaki fiksatifler FISH ile uyumlu degildir:

Bouin'in fiksatifi

B5 fiksatif

Asidik fiksatifler (6rn. pikrik asit)
Zenker fiksatifi
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Alkoller (tek bagina kullanildiginda)
Merkurik klortr

Formaldehit/cinko fiksatifi
Hollande'in sabitleyicisi
Tamponlanmamig formalin

9. Numunelerin hazirlanmasi

Ornekleri ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit kullanim talimatlarinda
aciklandigi sekilde hazirlayin.

10. Cihazin hazirlik iglemi

Urin kullamima hazirdir. Sulandirma, karistirma veya seyreltme gerekmez.
Kullanmadan énce probu oda sicakhigina (18-25 °C) getirin, igiktan
koruyun. Flakonu agmadan &nce vorteksleyerek karigtirin ve kisa bir sire
dénduron.

11. Tahlil prosediri

Numune 6n iglemi
ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit kullanim talimatlarina gére
numune &n islemini (mum alma, proteoliz) gerceklestirin.

DenatUrasyon ve hibridizasyon
1. On iglemden gegirilmis her numuneye 10 ul prob pipetleyin.

2. Ornekleri 22 mm x 22 mm lamel ile kaplayin (sikismig
kabarciklardan kaginin) ve lameli kapatin.

Sizdirmazlik icin kauguk ¢imento (érn. Fixogum) kullanmanizi Sneririz.

3. Lamlari sicak bir plakaya veya hibridizatére yerlestirin ve numuneleri
75 °C'de 10 dakika denatire edin.

4. Lamlari bir nem odasina aktarin ve gece boyunca 37 °C'de hibridize
edin (8rn. bir hibridizasyon firininda).

Hibridizasyon adimi sirasinda numunelerin kurumamasi cok nemlidir.

Hibridizasyon sonrasi

Hibridizasyon sonrasi iglemleri (ytkama, karsi boyama, floresan
mikroskobu)  Zytolight FISH-Tissue Implementation Kit  kullanim
talimatlarina gére gergeklestirin.

12. Sonuglarin yorumlanmasi

Uygun filire setleri kullanildiginda, probun hibridizasyon sinyalleri yesil (RET
kinlma noktasi bélgesinin distalinde) ve turuncu (RET kinlma noktasi
bslgesinin proksimalinde) gérunir.

Normal durum: Normal hicrelerin veya RET gen bélgesini iceren bir
translokasyonu olmayan hicrelerin interfazlarinda, iki yesil/turuncu fizyon
sinyali goérolur (bkz. Sekil 2).

Anormal bir durum: Bir translokasyondan etkilenen bir RET gen bélgesi, bir
ayri yesil sinyal ve bir ayri turuncu sinyal ile gésterilir. izole yesil sinyaller,
RET kirlma noktasi bélgesinin proksimalindeki delesyonlarin sonucudur.
CCDC6 gibi yakin genleri iceren inversiyonlar, sadece ince sinyal ayrimi
nedeniyle gézlemlenemeyebilir (bkz. Sekil 2).

Cakisan sinyaller sari sinyaller olarak gérinebilir.

Yesil/Turuncu Cift Bant Gegisli Filtre Seti

Normal Durum Aberrant Durum Aberrant Durum

Sekil 2: Normal ve anormal gekirdeklerde beklenen sonuglar

Kuguk delesyonlar, duplikasyonlar veya inversiyonlardan kaynaklanan
genomik sapmalar géze carpmayan sinyal modellerine neden olabilir.
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Bazi anormal numunelerde yukarida agiklananlardan  farkli  sinyal
modelleri gézlemlenebilir. Bu beklenmedik sinyal modelleri daha fazla
araghinlmahdir.

Lotfen unutmayin:

. Dekondense kromatin nedeniyle, tek FISH sinyalleri kicik sinyal
kimeleri olarak gérinebilir. Bu nedenle, < 1 sinyal gapi mesafeyle
ayrilmig ayni boyuttaki iki veya ¢ sinyal tek bir sinyal olarak

sayllmalidir.

. Ortiisen cekirdekleri degerlendirmeyin.

. Agiri sindirilmis cekirdekleri saymayin (cekirdeklerin icinde gérinen
koyu alanlarla taninir).

. Sinyal tanimayr engelleyen gugli oto-floresansli  gekirdekleri
saymayin.

. Negatif veya spesifik olmayan bir sonug birden fazla faktérden

kaynaklanabilir (bkz. Bslim 16 "Sorun Giderme").

o Sonuglarin dogru bir sekilde yorumlanabilmesi igin, kullanici bu
Oron0 tani prosedirlerinde kullanmadan énce ulusal ve/veya
uluslararasi kilavuzlara gére dogrulamalidir.

13. Onerilen kalite kontrol prosediirleri

islenmis numunelerin ve test reaktiflerinin dogru performansini izlemek
icin, her tahlile dahili ve harici kontroller eglik etmelidir. Dahili ve/veya
harici kontroller uygun boyamayi gésteremezse, hasta numuneleriyle elde
edilen sonuglar gegersiz kabul edilmelidir.

Dahili kontrol: Ornek icinde normal sinyal paterni sergileyen neoplastik
olmayan hicreler, érnegin fibroblastlar.

Harici kontrol: Onaylanmig pozitif ve negatif kontrol numuneleri.

14. Performans &zellikleri
14.1 Analitik performans

Performans, Zytolight FISH-Tissue Implementation Kitin  kullanim
talimatlarina gére degerlendirilmistir.

100% (95% CI 98.5 — 100.0)
100% (95% CI 97.0 — 100.0)

Andlitik hassasiyet:
Andlitik 6zgullok:

14.2 Klinik performans

Tanisal duyarlilik: NSCLC:

93% (95% CI 82.0 — 97.0) iki degiskenli bir modele
dayali

PTC:

100% (95% Cl 82.70 - 98.00) vs. RT-PCR

96.67% (95% Cl 89.80 — 98.50) vs. RT-ddPCR, RT-
gPCR, NGS

Teghis 6zgillugo: NSCLC:

97% (95% Cl1 95.0 — 99.0) iki degiskenli bir modele dayali
PTC:

92.16% (95% Cl 82.70 — 98.00) vs. RT-PCR

95.06% (95% CI 89.80 - 98.50) vs. RT-ddPCR, RT-qPCR,
NGS

15. Bertaraf

Reaktiflerin imhasi yerel yénetmeliklere uygun olarak gerceklestiriimelidir.

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

Fiksasyon suresini ve fiksatifi optimize
edin veya ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit kilavuzunun "tahlil
prosediri" bdltminde agiklandigi
gibi bir post-fiksasyon adimi
uygulayin

Hucre veya doku érnegi
uygun sekilde
sabitlenmemis

By

Buharlagma probu

Bir hibridizatér kullanirken, 1slak
seritlerin/su dolu tanklarin
kullanilmasi zorunludur. Bir
hibridizasyon firini kullanildiginda, bir
nem odasinin kullaniimasi gereklidir.
Ayrica, hibridizasyon sirasinda
numunenin kurumasini 8nlemek igin
lamel, &rnegin Fixogum ile tamamen
kapatiimalidir

Kullanilan uvygunsuz filtre
setleri

Probun flokromlarina uygun filtre
setleri kullanin.

Ugli bant geiren filtre sefleri, tekli
veya ikili bant gegiren filtre setlerine
kiyasla doha az 15tk saglar. Sonu¢
olarak, bu d¢li bant gegiren filfre
setleri kullanildiginda sinyaller daha
soluk gérinebilir

Capraz hibridizasyon sinyalleri;

gurhols arka plan

Olasi neden

Eylem

Eksik mum alma

Taze solUsyonlar kullanin; mum alma
sUresini kontrol edin

Proteolitik 6n islem cok
guglu

Pepsin inkibasyon siresini azalhn

Hibridizasyondan énce oda
sicakhgina sogutulmug
slaytlar

Lamlari hizli bir sekilde 37 °Clye
aktarin

Morfoloji bozulmug

Olasi neden

Eylem

Hicre veya doku érnegi
uygun sekilde
sabitlenmemistir

Fiksasyon suresini ve fiksatifi optimize
edin veya ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit kilavuzunun "tahlil
prosediri" bdliminde agiklandigr gibi
bir post-fiksasyon adimi uygulayin

Proteolitik 6n iglem dizgin
yapilmamig

Pepsin inkibasyon siresini optimize
edin, gerekirse azaltin

Prob uygulamasindan &nce
yetersiz kurutma

Hava ile kurutmayr uzahin

Ortigen cekirdekler

Olasi neden

Eylem

Doku kesitlerinin uygun
olmayan kalinhg:

2-4 um mikrotom kesitleri hazirlayin

Numune lam Gzerinde yiizer

Olasi neden

Eylem

Proteolitik 8n iglem cok
gucly

Pepsin inkiibasyon siresini azalhin

Zayif kargi leke

Olasi neden

Eylem

Dusuk konsantrasyonlu
DAPI ¢ozeltisi

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

DAPI inkibasyon suresi cok
kisa

Proteolitik n iglem dizgin
yapilmamig

Pepsin inkiibasyon siresini optimize
edin, gerekirse artirin veya azalhn

3/4

DAPI inkibasyon siresini ayarlayin

ZytoLight SPEC RET Dual Color Break Apart Probe

2024-06-11



http://www.zytovision.com/

Vers. 2.1.1 TR

17. Edebiyat

e Kievits T, et al. (1990) Cytogenet Cell Genet 53: 134-6.

e Lee SE, et al. (2015) Mod Pathol 28: 468-479.

e Lira ME, et al. (2014) J Mol Diagn 16: 229-243.

e LivY, etal (2021) J Clin Endocrinol Metab 106: e1129-e1138.
e Musholt TJ, et al. (2019) Eur J Surg Oncol 45: 1018-1024.

e  Piton N, et al. (2018) Lab Invest 98- 371-379.

e  Rogers TM, et al. (2017) Sci Rep 7 1-8.

e  Wilkinson DG: In Situ Hybridization, A Practical Approach, Oxford
University Press (1992) ISBN 0 19 963327 4.

18. Revizyon
I:Izl www.zytovision.com

En gincel kullanim talimatlar ve farkl dillerdeki kullanim talimatlar

icin lutfen www.zytovision.com adresine bakin.

A1}

Uzmanlarimiz sorularinizi yanitlamak igin hazirdir.
Lotfen helptech@zytovision.com ile iletisime gegin
Guvenlik ve performans 8zeti icin 10tfen bkz. www.zytovision.com.

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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