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Fér anvéndning i kromogena in situ-
hybridiseringsprocedurer (CISH)
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q3

Medicinteknisk produkt fér in vitro diagnostik
i enlighet med IVDR (EU) 2017/746

1.  Avsedd anvéndning

Zyto Dot CISH Implementation Kit &r avsett f6r anvéndning i kombination
med digoxigenin-mérkta ZytoDot Probes p& formalinfixerade, paraffin-
markta specimen genom kromogen /n sifu-hybridisering (CISH).

Produkten &r endast avsedd fér professionell anvéndning. Alla tester dér
produkten anvénds ska genomféras i eft certifierat, licensierat laboratorium
av kvalificerad personal under dverinseende av en
patolog/humangenetiker.

2. Testprincip

Tekniken f6r kromogen /n sifu-hybridisering (CISH) tilldter detektion och
visualisering av specifika nukleinsyrasekvenser i cellberedningar. Hapten-
markta nukleotidfragment, s& kallade CISH-prober, och deras
komplementéra médlsekvenser i preparaten samdenatureras och filléts
darefter hérda under hybridisering. Efterdt avlégsnas ospecifika och
obundna probfragment genom tvéttsteg fér stringens. Duplexbildning av
den maérkta proben kan visualiseras med hjalp av priméra (omérkta)
antikroppar,  som  detekteras av  sekundéra  polymeriserade
enzymkonjugerade antikroppar. Den enzymatiska reaktionen med
kromogena substrat leder till bildandet av férgade utféllningar. Efter
motférgning av cellkérnan med eft nukleért férgémne visualiseras
hybridiserade probfragment med ljusmikroskopi.
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3. Tillhandahéllen reagens

Zyto Dot CISH Implementation Kit finns i en storlek och bestér av:

Kvantitet
Kod Komponent W40 Behéllare
PT2 Heat Prefreatment Solution 500 ml | Flaska med skruvlock (stor)
EDTA
ES1 | Pepsin Solution 4 ml Droppflaska, vitt lock
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | Flaska med skruvlock (stor)
WB4 | PBS/Tween 2x Aluminium pack
BS1 Blocking Solution 4 ml Droppflaska, orange lock
AB1 | Mouse Anti-Dig 4 ml Droppflaska, rosa lock
AB2 | Anti-Mouse-HRP-Polymer 4 ml Droppflaska, lila lock
SB1a | DAB Solution A 0,3 ml | Droppflaska, grént lock
SB1b | DAB Solution B 10 ml | Droppflaska, grétt lock
CS1 ‘Y—L'SV:)‘TUEZiHemG'OX lin 20 ml | Flaska med skruvlock, svart
MT4 %ﬁm 4 ml Glasflaska, brun
Bruksanvisning 1

C-3018-40 (40 tester): Komponenterna ES1, BS1, AB1, AB2, SB1a-b, CS1,
och MT4 rdcker till 40 reaktioner. Komponent PT2 racker Htill 7
fargningsburkar p& 70 ml vardera. Komponent WB1 racker till 8
fargningsburkar p& 70 ml vardera. Komponent WB4 récker for 28
férgningsburkar pd 70 ml vardera.

&

Material som krévs, men inte tillhandahaills

Zyto Dot CISH Probe

Positiv och negativ kontrollvévnad

Obijektglas f6r mikroskopering, positivt laddade
Vattenbad (80 °C, 98 °C)

Hybridiserare eller varm platta

Hybridiserare eller fuktkammare i hybridiseringsugn
Justerbara pipetter (10 ul, 1000 ul)
Fargningsburkar eller -bad

Timer

Kalibrerad termometer

Etanol eller reagensalkohol

Xylen

Metanol 100 %

Véteperoxid (H.O2) 30 %

Avijoniserat eller destillerat vatten

Tackglas (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Gummicement, t.ex. Fixogum Rubber Cement (art. nr E-4005-50/-
125) eller dylikt

e Adekvat underhéllet ljusmikroskop (400-630x)

5. Férvaring och hantering

Férvaras vid 2-8 °C i uppratt lage. Atergd fill férvaringsférhéllanden
omedelbart efter anvéindning. Anvénd inte reagens efter det utg&ngsdatum
som anges pd etiketten. Produkten &r stabil fram till det utgédngsdatum som
anges pd etiketten om den hanteras i enlighet med denna.

6. Varningar och férsiktighetsétgérder

. Las instruktionerna fére anvéndning!

. Anvénd infe reagenserna efter utg&ngsdatumet!

. Produkten innehéller émnen (i l&ga koncentrationer och volymer)
som &r hélsov&dliga. Undvik varje direktkontakt med reagens. Vidta
lampliga skyddsétgérder (anvénd engdngshandskar,
skyddsglasdgon och labbklader)!

. Rapportera alla allvarliga incidenter som intréffat i samband med

produkten ftill fillverkaren och den behériga myndigheten enligt
lokala bestdmmelser!
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Faro-

Om reagens kommer i kontakt med huden, skélj genast huden med
rikliga méngder vatten!

Ett materialsékerhetsdatablad finns tillgéngligt f6r den professionella
anvéndaren pd begéran.

Ateranvéind inte reagens, sdvida inte &eranvéndning uttryckligen
fill&ts!

Undvik korskontaminering av prov eftersom defta kan leda till
felaktiga resultat.

Specimen fé&r inte filldtas torka under hybridiserings- och
torkningsstegen.

och skyddsangivelser fér BS1, AB1, AB2, PT2, och WB1:

Den farobestémmande komponenten é&r en blandning av: 5-kloro-2-

metyl-

4-isotiazolin-3-on [EG-nr 247-500-7] och 2-metyl-2H-isotiazol-3-

on [EG-nr 220-239-6] (3:1).

@ Varning

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

P261 Undvik aft inandas damm/rék/gaser/mist/&ngor/sprej.

P272 Kontaminerade arbetskléder fér inte avlagsnas frén
arbetsplatsen.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddskléder/6gonskydd/
ansiktsskydd.

P302+P352  VID HUDKONTAKT: Tvétta med mycket tvél och vatten.

P333
P362

Faro-

+P313  Vid hudirritation eller utslag: Sék lékarhjélp.

+P364 Kontaminerade kléder tas av och tvéttas innan de
anvénds igen.

och skyddsangivelser fér SB1a:

Den farobestémmande komponenten é&r bifenyl-3,3,4,4 tetrayltetraamin;

diami

nobensidin.

Far

H350 Kan orsaka cancer.

P201

Inhédmta sarskilda instruktioner fére anvéndning.

P202 Anvand inte férréin du last och forstétt

sékerhetsanvisningarna.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddskléder/6gonskydd/

ansiktsskydd.

P308+P313 Vid exponering eller misstanke om exponering: Sé6k

lakarhjalp.

P405 Férvaras inldst.

Faro-

och skyddsangivelser fér SB1b:

Den farobestémmande komponenten &r imidazol;

en reaktionsblandning av: 5-kloro-2-metyl-4-isotiazolin-3-on [EG-nr 247-

500-7] och 2-metyl-2H-isotiazol-3-on [EG-nr 220-239-6] (3:1).

&

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

H360D Kan skada det ofédda barnet.

P201 Inhémta sarskilda instruktioner fére anvéndning.

P261 Undvik aft inandas damm/rék/gaser/mist/&ngor/sprej.
P280 Anvénd skyddshandskar/skyddskléder/6gonskydd/

ansikisskydd.

P302+P352  VID HUDKONTAKT: Tvétta med mycket tval och vatten.
P308+4+P313  Vid exponering eller misstanke om exponering: S6k

lakarhijalp.

P362+P364 Kontaminerade kléder tas av och tvéttas innan de
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anvénds igen.

Faro- och skyddsangivelser fér MT4:

Den farobestémmande komponenten é&r xylen.

B D@ v

H226 Brandfarlig vétska och énga.

H312+H33 Giftigt vid hudkontakt eller inandning.

2

H315 Irriterar huden.

H319 Orsakar allvarlig 8gonirritation.

H335 Kan orsaka irritation i andningsvégarna.

H373 Kan orsaka organskador genom l&ngvarig eller
upprepad exponering.

P210 Fé&r inte utsdttas fér vérme, heta ytor, gnistor, &ppen l&ga
eller andra anténdningskéllor. Rékning férbjuden.

P260 Inandas inte damm/rék/gaser/dimma/&ngor/spre;.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddskléder/6gonskydd/
ansiktsskydd.

P305+P351 VID KONTAKT MED OGONEN: Sk&lj férsiktigt med

+P338 vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om

det gér |&tt. Fortsatt att skélja.
P337+P313 Vid best&ende dgonirritation: Sék lékarhijélp.
P403+4P235 Forvaras pd en vl ventilerad plats. Férvaras svalt.

EUH208 Innehadller metyl-2-metylprop-2-enoat; metyl-2-
metylpropenoat; metylmetakrylat.
Kan orsaka en allergisk reaktion.

Faro- och skyddsangivelser f6r CS1 och WB4:

Produkten klassificeras inte som farlig enligt férordning (EG) nr
1272/2008.

Specialmérkning av ES1:

EUH208 Innehéller Pepsin A. Kan orsaka en allergisk reaktion.
EUH210 Sakerhetsdatablad finns tillgéngligt pé férfrégan.

7. Begrénsningar

. F&r in vitro diagnostisk anvéndning.

. Endast fér professionell anvéndning.

. Endast fér icke-automatiserad anvéndning.

. Den kliniska tolkningen av varije positiv férgning, eller dess frénvaro,

mdste gdras inom ramen fér klinisk historia, morfologi, andra
histopatologiska kriterier samt andra diagnostiska tester. Det &r en
kvalificerad patologs/humangenetikers ansvar att vara fértrogen
med ISH-proberna, reagensen, diagnostikpanelerna och metoderna
som anvénds fér aft framstélla det férgade preparatet. Férgning
maste utféras | eft certifierat, licensierat laboratorium under
Sverinseende av en patolog/humangenetiker som ansvarar fér att
granska de férgade objekiglasen och sékerstélla aft positiva och
negativa kontroller ér tillrackliga.

. Specimenfargning, sérskilt signalintensitet och bakgrundsférgning,
&r beroende av hantering och bearbetning av specimen fére
fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvétining, torkning,
uppvérmning, snitining eller kontaminering med andra specimen
eller vétskor kan resultera i artefakter eller falska resultat.
Inkonsekventa resultat kan orsakas av variationer i fixerings- och
inb&ddningsmetoder, s@val som frén inneboende
oregelbundenheter i specimen.

. Prestandan validerades med de procedurer som beskrivs i respektive
ZytoVision-probs  och  -implementeringskits  bruksanvisning.
Andringar av dessa procedurer kan féréndra effekten, och maste
valideras av anvéndaren. Denna IVD &r endast certifierad som CE
nér den anvénds enligt beskrivningen i denna bruksanvisning fér
anvéndning inom ramen fér den avsedda anvéndningen.
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8. Stérande &mnen

Fsliande fixativ &r inkompatibla med ISH:

Bouins fixativ

B5-fixativ

Sura fixativ (t.ex. pikrinsyra)
Zenkers fixativ

Alkoholer (vid anvéndning ensamt)
Kvicksilverklorid
Formaldehyd/zinkfixativ

Hollandes fixativ

Obuffrad formalin

9. Férberedelse av specimen

Rekommendationer:

. Undvik korskontaminering av prov i n&got steg av férberedelsen,
eftersom detta kan leda till felaktiga resultat.

. Fixation i 10 % neutralt buffrad formalin i 24 h vid rumstemperatur
(18-25 °C).

. Provstorlek < 0,5 cm?.

. Anvénd paraffin av premiumkvalitet.

. Inb&ddning ska utféras vid temperaturer under 65 °C.

. Férbered 3-5 um mikrotomsnitt.

. Anvénd positivt laddade objektglas fér mikroskopering.

. Fixera vévnadssnitt i 2-16 h vid 50-60 °C.

10. Férbehandling av enheten

PBS/Tween (WB4) ska férberedas enligt instruktionerna i 11.
"Provférfarande". Alla andra satsreagenser &r klara aft anvénda. Det krévs
ingen rekonstitution, blandning eller spadning.

11. Provfdrfarande

11.1 Dag1

Férberedande steg

(1) Forbered en etanolserie (70 %, 90 % och 100 % etanollésningar):
Spadd 100 % etanol med avjoniserat eller destillerat vatten.
Lésningarna kan férvaras i ldmpliga behéllare och &teranvéndas.

(2) Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Vérm till 98 °C i en téckt
férgningsburk.

(8)  Forberedelse av 3 % H>O,: Spéd 1 del 30 % H,O, i 9 delar 100 %
metanol.

(4)  ZytoDot CISH Probe: Férsétt i rumstemperatur (RT) fére anvéndning.

Férbehandling (avvaxning/proteolys)

(1)  Placera objekiglasen i 10 min vid 70 °C (t.ex. p& en varm platta).

(2) Inkubera objektglasen i 2x 5 minuter i xylen.

(3)  Inkubera objektglasen i 3x 3 minuter i 100 % etanol.

(4)  Inkubera objekiglasen i 5 mini 3 % HO,.

(5) Tvatta objektglasen 2x 1 min i avjoniserat eller destillerat vatten.

(6) Inkubera i 15 minuter i férvérmd Heat Pretreatment Solution EDTA
(PT2) vid 98 °C.

Anvénd Gtta objekiglas per férgningsburk (légg #ll dummy-objekiglas vid

behov).

(7)  Overfér objektglasen omedelbart till avioniserat eller destillerat
vatten och tvétta i 2x 2 minuter.

(8) Applicera (droppvis) Pepsin Solution (ES1) till provet och inkubera i
5-15 minuter vid 37 °C i en fuktkammare.

ES1 kan bilda féllningar som infe pdverkar kvaliteten. Som en allmdén regel

rekommenderar vi aff faststélla den optimala tiden f6r proteolys i forfester.

(9) Doppa objekiglasen i avjoniserat eller destillerat vatten.

(10) Dehydrering i: 70 %, 90 % och 100 % etanol i T min. vardera.

(11) Lufttorka snitten.

Noftera: Se till att snitten ér helt forra innan proben appliceras.

Denaturering och hybridisering

(1)  Pipettera 10 pl av ZytoDotCISH Probe pé& varje férbehandlat
specimen.

(2) Tack specimen med ett téckglas p& 22 mm x 22 mm (undvik f&ngade
bubblor) och tillslut téckglaset.

Vi rekommenderar aft gummicement (tex. Fixogum) anvénds fér

tillslutningen.
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(3) Placera objekiglasen p& en varm platta eller hybridiserare och
denaturera specimen i 5 min vid 94-95 °C.
(4)  Overfér objekiglasen till en fuktkammare och hybridisera éver natten
vid 37 °C (t.ex. i en hybridiseringsugn).
Det dir viktigt att specimen infe torkar ut under hybridiseringssteget.

11.2 Dag?2

Férberedande steg

(1)  Wash Buffer SSC (WB1): Fér stringenstvétt, vérm till 80 °C i en téckt
fargningsburk. WB1 kan bilda féllningar vid 2-8°C, som inte
péverkar kvaliteten och som ska 8sas upp vid upphettning.

(2) Forberedelse av Wash Buffer PBS/Tween: Tillsétt en tablett
PBS/Tween (WB4) till 1000 ml avjoniserat eller destillerat vatten och
|6s upp den.

(3) Blocking Solution (BS1), Mouse-Anti-DIG (AB1), Anti-Mouse-HRP-
Polymer (AB2), DAB Solution A (SB1a), DAB Solution B (SB1b),
Mayer's Hematoxylin Solution (CS1), Mounting Solution (alcoholic)
(MT4): Forsatt i rumstemperatur fére anvéndning.

Efterhybridisering och detektion

(1)  Ta férsiktigt bort gummicementet eller limmet.

(2) Ta bort téckglaset genom att sénka ned objekiglasen i Wash Buffer
SSC (WB1) vid rumstemperatur i 5 min.

WB1 kan Gteranvindas en géng. Férvaras vid 2-8 °C i hégst en vecka.
(3) Tvatta objektglasen 5 min i Wash Buffer SSC (WB1) i 80 °C.

Anviénd Gtta objekiglas per férgningsburk (Idgg till dummy-objekiglas vid
behov).

(4) Tvatta objektglasen 2x 1 min i avjoniserat eller destillerat vatten.

(5) Sénk ned objektglasen i Wash Buffer PBS/Tween.

(6) Applicera Blocking Solution (BS1) (1-2 droppar per objektglas) till
objektglasen och inkubera i 10 min vid RT.

(7) Torka av Blocking Solution (BS1), men skélj inte!

(8) Applicera Mouse-Anti-DIG (AB1) (1-2 droppar per objektglas) till
objektglasen och inkubera i 30 min vid RT.

(9)  Tvétta objektglasen 3x 1 min i BS/Tween.

(10) Applicera  Anti-Mouse-HRP-Polymer (AB2) (1-2 droppar per
objektglas) till objektglasen och inkubera i 30 min vid RT.

(11) Tvétta objektglasen 3x 1 min i BS/Tween.

(12) Farbered DAB Solution (arbetsldsning): fyll i 1 ml DAB Solution B
(SB1b) i en graderad kopp och tillsétt en droppe (30 ul)
DAB Solution A (SB1a). Blanda ordentligt.

(13) Applicera DAB Solution (1-2 droppar per objekiglas) fill objekiglasen
och inkubera i 30 min vid RT.

(14) Overfor objekiglasen i en fargningsburk och tvétta 2 minuter under
kallt rinnande kranvatten.

(15) Motférga specimen i 5-10 s med Mayer's Hematoxylin Solution
(Cs1).

(16) Overfor objekiglasen i en fargningsburk och tvétta 2 minuter under
kallt rinnande kranvatten.

(17) Dehydrering i: 70 %, 90 % och 100 % etanol i T min. vardera.

(18) Inkubera objekiglasen i 2x 2 min i xylen (anvénd mycket ren xylen).

(19) Undvik insténgda bubblor, tack proven med eft téickglas (22 mm x
22 mm; 24 mm x 32 mm) genom anvéndning av Mounting Solution
(alcoholic) (MT4). Lédgg 20-30 min sé att tackglaset immobiliseras.

Anvéndning av en pipettspefs som skurits av for att Ska storleken pé
Sppningen kan fSrenkla pipetteringsprocessen.

(20) Utvérdera fargade prover med ljusmikroskopi.

12. Tolkning av resultaten

Vid anvéndning av ZytoDot CISH Implementation Kit, visas
hybridiseringssignaler fér Digoxigenin-mérkta polynukleotider som brun-
till mérkbrunférgade distinkta punkter. | interfaser eller metafaser av
normala celler eller celler utan avvikelser i de undersdkia kromosomerna,
kommer tv& signaler per mél att synas férutom mélprober som ér inriktade
p& X- eller Y-kromosomer, vilket resulterar i tvé8, ingen eller en signaler
beroende p& kénet och den anvénda proben. | celler med
kromosomavvikelser kan ett annat signalménster vara synligt i interfaser
eller metafaser. Fér mer information om tolkning av resultat, se
bruksanvisningen fér respektive Zyto Dot CISH Probe.

13. Rekommenderade procedurer f6r kvalitetskontroll

Se bruksanvisningen fér respektive ZytoVision-prob.
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14. Prestandoegenskaper

Se bruksanvisningen fér respektive ZytoVision-prob.

15. Kassering

Reagensen méste avfallshanteras enligt lokala bestémmelser.

16. Felsdkning

Eventuella avvikelser frén instruktionerna fér anvéndning kan leda fill

osékra fargningsresultat eller Hill

aft fargningen uteblir helt. Se

www.zytovision.com fér mer information.

Svaga signaler eller inga signaler alls

Méijlig orsak

Atgérd

Proteolytisk férbehandling
inte utférd ordentligt

Optimera inkubationstiden fér pepsin,
8ka eller minska den efter behov

Provavdunstning

Vid anvéndning av en hybridiserare ér
det obligatoriskt aft anvénda de véta
remsorna/vattenfyllda tankarna. Vid
anvéndning av en hybridiseringsugn
krévs anvéndning av en fuktkammare.
Dessutom bér téckglaset férslutas helt,
t.ex. med Fixogum, fér aft férhindra aft
provet torkar ut under hybridisering

Otillréicklig férberedelse av
kromogent substrat

Istéllet fér att anvénda en droppe DAB-
|6sning A, anvénd 30 ul

Motférgningstiden ér fér lang

Undvik mérk motférgning, eftersom det
kan skymma positiva férgningssignaler

Bl&ning av motférgning inte
korrekt utférd

Anvéand kallt rinnande kranvatten for
bl&ning; anvénd inte varmt eller hett
vatten eller bl&nande reagenser

Signaler fér starka

Méjlig orsak

Atgérd

Proteolytisk férbehandling
utférd for lange

Optimera inkubationstiden f&r pepsin,
dka eller minska den efter behov

Substratreaktion é&r for
intensiv

Férkorta inkubationstiden for substrat;
varm inte substratlésningen dver 25 °C;
inkubera endast i rumstemperatur

Signaler bleknar eller smélter samman

Méijlig orsak

Atgérd

En olémplig
monteringslésning har
anvdnts

Anvénd endast monteringsldésningen
som medféljer kitet eller xylenbaserade
monteringslésningar som &r fria frén
féroreningar; anvénd inte téckglastejp

QOjémn eller i vissa delar endast mycket l&tt féirgning

Méjlig orsak

Atgérd

Ofullsténdig avvaxning

Anvand férska l8sningar; kontrollera
avvaxningens varaktigheter

Reagensvolym fér liten

Sakerstdll att reagensvolymen ér
tillréckligt stor fér aft técka vévnadsytan
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Inkonsekventa resultat

Méjlig orsak

Aigérd

Otillracklig torkning fére
probapplicering

Férléng lufttorkningen

Fér mycket vatten/tvéttbuffert
p& vévnaden innan
applicering av pepsin,
antikroppar och/eller

Sakerstdll att dverflédig vétska
avlégsnas fr&n vévnadssnittet genom att
torka eller skaka av den frén
objektglaset. Smé& méngder

vévnadsfixations- och
inbaddningsmetoder

fargsubstrat kvarvarande vatten/tvéttbuffert stér inte
testet
Variationer i Optimera fixations- och

inb&ddningsmetoder

Variationer i
vévnadssnittstjockleken

Optimera snittningen

Morfologi degraderad

Méjlig orsak

Atgérd

Cell- eller vévnadsprov har
inte fixerats ordentligt

Optimera fixeringstid och fixativ

Proteolytisk férbehandling ej
utférd for lange

Minska inkubationstiden fér pepsin

Korshybridiseringsignaler; ojéimn bakgrund

Majlig orsak

Atgérd

Snitten torkade ut ndr som
helst under eller efter
hybridisering

Undvik att snitt torkar ut; anvénd
fuktkammare; tillslut tackglaset
ordentligt

Férlangd inkubationstid fér
subtrat

Férkorta inkubationstiden fér substrat

Ofullsténdig avvaxning

Anvénd férska 16sningar; kontrollera
avvaxningens varaktighet

Proteolytisk férbehandling
fér stark

Optimera inkubationstiden fér pepsin

Obijektglasen kylda till
rumstemperatur fére
hybridisering

Overfér objekiglasen snabbt till
hybridiseringstemperatur

Overlappande signaler

Méjlig orsak

Atgérd

Olamplig tjocklek p&
vavnadssnitt

Férbered 3-5 um mikrotomsnitt

Specimen flyter av objektglaset

Méjlig orsak

Atgérd

Proteolytisk férbehandling fér
stark

Korta av inkubationstiden fér pepsin
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18. Revision

I:E www.zytovision.com
Se www.zytovision.com fér den senaste bruksanvisningen samt fér

bruksanvisningar pé olika sprék.

Véra experter finns dér fér att svara p& dina frégor.
Kontakta helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

E-postadress: info@zytovision.com

Varumarken:
ZytoVision® och Zyto Dot® &r varumérken som tillhér ZytoVision GmbH.
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