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ZytoLight
FISH-Cytology Implementation Kit
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Herhangi bir Zyto Light FISH probu kullanilan Floresan /n
situ hibridizasyon (FISH) igin

ce

1V

Vicut diginda kullanilan (/n vitro) hbbi tani cihazi
98/79/EC AB Yénetmeligine gére

1. Kullanim amaci

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit Zytol/ght FISH problariyla
birlikte sitoloji drneklerinde translokasyonlar, delesyonlar,
amplitkasyonlar  gibi  genetik  anormalliklerin ~ ve  kromozomal
andploidilerin  floresan in  situ  hibridizasyon (FISH) ile tespitinde
kullanilmak igindir.

Sonuglarin yorumlanmasi hastanin diger klinik ve patolojik verileri dikkate
alinarak hastanin klinik gegmisi kapsaminda yetkin bir patolog tarafindan
yapilmalidir.

2. Klinik baglantisi

Translokasyonlar, delesyonlar ve/veya amplifikasyonlar gibi genetik
anormallikler ¢esitli insan neoplazmlan ile iliskilidir. Kromozomal
andploidiler bircok kongenital bozuklukta gézlenir.

3.  Test prensibi

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi hicre preparatlarinda spesifik
nUkleik asit dizilerinin tespit edilmesine ve gérintilenmesine izin verir.
FISH problari denen floresan isaretli DNA fragmentleri ve bunlarin
preparatlardaki komplementer hedef DNA iplikleri birlikte denatire edilir
ve sonra da hibridizasyon sirasinda kaynasmalari saglanir. Daha sonra
da, spesifik olmayan ve baglanma yapmayan prob fragmentleri giclt
ytkama adimlari ile ortadan kaldirlir. DAPI ile DNA'nin zit boyanmasinin
ardindan, hibridize olmus prob fragmentleri, FISH prob fragmentlerinin
dogrudan igaretlendigi florokromlara spesifik eksitasyon ve emisyon
filtreleri bulunan bir floresan mikroskobu ile gériuntilenir.
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4. Saglanan reaktifler

ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit sunlari igerir:

d I Mikfar Ambal
Ko Bilegen \2/ mbalaj
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 | Vidali kapakli gise
PT5 10x PBS 50 ml | Vidal kapakl sise
Cytology Stringency Vidali kapakh sise
Wa7 Wash Buffer SSC 500 ml (bUyUk)
Cytology Wash Buffer Vidal kapakl sise
WB8 e 500 ml (bGyok)
MT7 | DAPI/DuraTect-Solution 0.8 ml E:c;(l;sklyon kabi, mavi

Kullanma kilavuzu 1

Z-2099-20 (20 test): ES2 ve MT7 bilegenleri 20 reaksiyon icin yeterlidir.
PT4, PT5, WB7 ve WBB8 bilesenleri her biri 70 ml olan 7 boyama kabi igin
yeterlidir. WB5 bileseni her biri 70 ml olan 14 boyama kabi igin yeterlidir.

o

Gerekli diger malzemeler

ZytoLight FISH probu

Pozitif ve negatif kontrol érnekleri

Mikroskop lamlari, kaplamasiz

Su banyosu (70°C)

Hibridizasyon cihazi veya sicak levha

Hibridizasyon cihazi veya hibridizasyon etivinde nemli kutu
Ayarlanabilir pipetler (10 ul, 25 ul)

Boyama kaplari veya banyolar

Zaman Sayaci

Kalibre edilmis termometre

Etanol veya reaktif dereceli alkol

%37 formaldehid, asit-icermeyen, veya %10 formalin, nétral
tamponlu

. 2x Saline-Sodium Citrate (SSC), &rn., 20x SSC Solution (Urin No.
WB-0003-50) ile elde edilmig

Deiyonize veya distile su

Lamel (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

Lastik yaliim solsyonu, érn., Fixogum Rubber Cement
(Urin No. E-4005-50/-125) veya benzeri

Uygun donanimli floresan mikroskobu (400-1000x)
Floresan mikroskobu icin onaylanmig immersiyon yag
Uygun filtre setleri

6. Saklama ve kullanma kogullari

Kitin bilesenleri 2-8°C’de saklanmalidir. Ayrica, DAPI/DuraTect-Solution
(MT7) 1giktan koruyarak saklanmalidir. Bilesenleri kullandiktan sonra
hemen saklama kosullarina ulagtinin. Bu saklama kosullarina uyulursa kit
en azindan etiketi Uzerinde yazili son kullanma tarihine kadar performans
kaybi olmaksizin caligir. Reakfifleri etiketleri Gzerinde belirtilen son
kullanma tarihlerinden sonra kullanmayin.

7.  Uyanlar ve énlemler

. Kullanmadan énce kullanma kilavuzunu okuyun!
. Son kullanma tarihi gelen Gronleri kullanmayin!
. Bu Urin sagliga zararli ve potansiyel olarak enfeksiydz maddeler

icerir (dUsuk konsantrasyonlarda ve hacimlerde). Reaktiflere
dogrudan temas etmekten sakinin. Uygun énlemleri alin (tek
kullanimlik eldiven, koruyucu gézIUk ve laboratuvar giysileri giyin)!

. Reaktifler cilt ile temas ederse cildi derhal bol miktarda su ile
yikayin!
. Profesyonel kullanicilar icin istedikleri takdirde ulagabilecekleri bir

guvenlik bilgi formu bulunmaktadir.
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o Reaktifleri tekrar kullanmayin.

o Hibridizasyon ve yikama adimlari sirasinda érneklerin kurumasina
izin verilmemelidir!

° DAPI/DuraTect-Solution (MT7) uzun sireli olarak 1siga, ézellikle de
gUcld 1si§a maruz kalmamalidir, yani, tom adimlar mimkon
oldugu 8lcide karanlikia ve/veya stk gegirmez kutular icinde
yOrotolmelidir!

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

Zararllk belirleyici bilegen 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]
(8:1) maddelerinin karigimidir.

Uyari

H317 Alerijik cilt reaksiyonlarina yol agar.

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

P272 Kirlenmis kiyafetleri isyeri disina ¢cikarmayin.

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 kaginti séz konusu ise: Tibbi
yardim/midahale alin.

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

8. Sinrrlamalar

. Yalnizca vicut digi (/n vitro) tibbi tani amagh kullanim igindir.
. Yalnizca profesyonel kullanim igindir.
. Herhangi bir pozitif boyanmanin veya boyanma olmamasinin klinik

yorumlamasi baska tani testleri ile birlikte klinik gecmis, morfoloji ve
diger histopatolojik kriterler kapsaminda yapilmalidir.  Preparatin
boyanmasinda kullanilan FISH problari, reaktifler, tani panelleri ve
yéntemleri  hakkinda bilgi  sahibi  olmak yetkin  bir patologun
sorumlulugudur. Boyama iglemi onayli ve lisansh bir laboratuvarda,
boyanmig lamlarin incelenmesinden sorumlu olan ve pozitif ve negatif
kontrollerin  yeterliligini garanti eden bir patologun gdzetiminde
yapiimalidir.

. Ornegin boyanmasi, zellikle de sinyalin yogunlugu ve zemin
boyanmasi, érnegin boyamadan énce gectigi islem ve hazirlik sireglerine
baghdir. Kats fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama, kurutma, istma,
kesit alma veya diger &rneklerle ya da swilarla kontamine etme
artefaktlara veya yanlig sonuclara yol acabilir. Tutarsiz sonuglar fiksasyon
ve gémme ydntemlerindeki degiskenliklerden ve de érnegin kendi icinde
olan duzensizliklerden meydana gelebilir.

. Urinon  performansi bu  kullanma  kilavuzunda  tanimlanan
prosedirler kullanilarak  dogrulanmishr. Bu  prosedirlerde yapilan
degisiklikler performansi degistirebilir ve dogrulamasi kullanici tarafindan
yapilmalidir.

9.  Eikilegimli maddeler

Ornek icinde bulunan alyuvarlar otofloresan gésterebilir ve sinyalin
taninmasina engel olabilir.

10. Orneklerin hazirlanmasi

Yaglandirma igin proteoliz isleminden hemen énce lamlari 73°C’deki 2x
SSC solUsyonu iginde 2 dakika inkibe edin.

Alternatif olarak, Srneklerin yaslandiriimasi Srnekleri 37°C’de gece boyu
(12-16 saat) inkibe ederek yapilabilir.
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11. Uronon kullanima hazilanmasi
20x Wash Buffer TBS (WB5), 10x MgCl, (PT4) ve 10x PBS (PT5) 12.

“Calisma prosediri” maddesine gére dnceden hazirlanmalidir. (PT4) ve
(PT5) bilesenleri 2-8°C’de ¢okelti olusturabilir. Gerekirse kullanmadan
dnce ¢okeltiler tamamen ¢dzilene kadar 37°C’de 10 dakika isiin. Kitin
diger tUm reaktifleri kullanima hazirdir.  Yeniden sulandirmaya,
karighrmaya veya dilisyon yapmaya gerek yoktur.

12. Galigma prosediri

12.1 Birinci gUn
Hazirlik adimlar

. Ix Wash Buffer TBS hazirlanmasi: 1 birim 20x Wash BUffer TBS'i
(WBS5) 19 birim deiyonize veya distile su ile seyreltin.

. %1 Formaldehit solisyonunun hazirlanmasr: 100 ml %1
formaldehit solisyonu igin ya 2.7 ml %37 asit igermeyen
formaldehiti ya da 25 ml nétral tamponlu formaldehiti (%4
formaldehit) 10 ml 10x MgCl, (PT4) ve 10 ml 10x PBS (PT5) ile
karigtirin ve toplam hacmi deiyonize veya distile su ile 100 ml'ye
tamamlayin.

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

On iglemler (Proteoliz / Fiksasyon sonrast)

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

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 sirenin én denemeler ile
belirlenmesini Sneririz

(2) Lamlan 1x Wash Buffer TBS icinde 5 dakika inkibe edin.

(8) Lamlar %1 Formaldehit solisyonu iginde 5 dakika inkibe edin.

(4) Lamlan 1x Wash Buffer TBS icinde 5 dakika inkibe edin.

(5) Dehidrasyon: Her birinde 1 dakika olmak tzere %70, %90 ve
%100 etanol.

Ornekleri havada kurutun.
Denatirasyon ve hibridizasyon

(1)  On islemi yapilmis olan her érnegin Gzerine 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 soldsyonu (6rn., Fixogum) kullanilmasini &neririz.

(3) Lamlar bir sicak levha tzerine ya da bir hibridizasyon cihazina
yerlestirin ve érnekleri 72°C’de 5 dakika denatire edin.

(4)  Lamlari bir nemli kutuya aktarin ve 37°C’de (8rn. bir hibridizasyon
etivinde) gece boyu hibridize edin.

Hibridizasyon asamasinda sitoloji drneklerinin kurumamasi gerekir.
12.2 Ikinci gin
Hazirlik adimlan

. Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7): Onceden 70°C'ye

1sifin.

Cytology Wash Buffer SSC (WB8): Oda sicakligina ulaghrin.

. DAPI/DuraTect-Solution (MT7): Kullanmadan énce oda sicakhigina
ulagtirin, 1giktan koruyun.

Hibridizasyon sonrasi ve tespit

(1) Lastik solisyonunu veya yapishriciyr dikkatlice sékin.

(2) Lameli dikkatlice ¢ikarin.

(3) 70°C'deki Cytology Stringency Wash Buffer SSC (WB7) icinde 2
dakika yikayin.
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Cytology Stringency Wash Buffer SSC énceden isitilmalidir. Gerekirse bir
fermometre ile sicakligini kontrol edin.

Bir boyama kabinda dért lam kullaniimasini éneririz. Gerektiginde sayiyi
dérde gcikarmak icin bos lamlar kullarin.

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

Cytology Wash Buffer SSC é&nceden oda sicakhgina  isitilmis
olmalidir. Gerekirse bir termometre ile sicakligini kontrol edin.

(5)  Ornekleri igiktan korunakl sekilde havada kurutun.

(6) Lomlara 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
kolaylastirabilir. lsiga vzun sire maruz kalmasindan sakinin.

(7)  Lomi karanlkta 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
ZyGold 532 nm 553 nm
ZyOrange 547 nm 572 nm
ZyRed 580 nm 599 nm
13. Sonuglarin yorumlanmasi
Uygun filtre  setleri  kullanildiginda  normal  hicrelerin = 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 disindadir; o
durumda her prob/floresan isaretfi igin sinyal cinsiyete bagh olarak hig
bulunmayabilir ya da bir veya iki adet olabilir. Kromozomal
anormallikleri olan hicrelerde interfozlarda veya metafazlarda farkl
sinyal modeli gérilebilir. Sonuglarin yorumlanmasina dair ayrintilar igin
[6tfen ilgili probun kullanma kilavuzuna bagvurun.

14. Onerilen kalite kontrol prosedirleri

islenen &rneklerin ve test reaktiflerinin dogru performans gésterdiklerini
izlemek icin her deneye ic ve dig kontroller dahil edilmelidir. I¢ ve/veya dig
kontroller uygun boyanma géstermezse hasta &rnekleri ile alinan
sonuclar gecersiz kabul edilmelidir.

Ic kontrol: Ornek icindeki normal sinyal modeli gésteren neoplastik-
olmayan hicreler, érn., fibroblastlar.

Dig kontrol: Dogrulanmig pozitif ve negatif kontrol &rnekleri.
15. Performans &zellikleri

llgili probun kullanma kilavuzuna bagvurun.

16. Atk bertarafi

Reaktiflerin bertarafi yerel dizenlemelere uygun olarak yapilmalidir.

17. Sorun giderme

Calisma talimatlarina uyulmamasi hatali sonuclarin alinmasina veya
sonug alinamamasina sebep olabilir.

Zayif sinyaller veya hig sinyal bulunmamasi

Olasi sebep Onlem

Hedef dizi bulunmuyor Uygun kontroller kullanin

Fiksasyon suresini ve fiksatif optimize
edin veya ZytoLight FISH-Tissue

Implementation Kit kullanma
kilavuzunun “calisma prosediori”

kisminda anlatilan fiksasyon sonrasi
adimi uygulayin

Hicre veya doku érnegi
dogru fikse olmamig
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Isi &n iglemi, proteoliz,
denatirasyon, hibridizasyon
veya gi¢lU yikama sicakhg
dogru degil

Kullanilan tom teknik araglarin
sicakhgini kalibre edilmis bir
termometre ile kontrol edin

Proteolitik 6n islem dogru
yapilmamig

Pepsin inkibasyon siresini optimize
edin, gerekirse artirin veya azalhin

Prob buharlagmasi

Bir hibridizasyon cihazi kullanirken
islak seritlerin / su dolu haznelerin
kullanilmasi zorunludur. Bir
hibridizasyon etivi kullanirken bir
nemli kutunun kullanilmasi gerekir.
Ayrica, hibridizasyon sirasinda
drnegin kurumasini énlemek igin
lamel iyice yalmimalidir (6rn. Fixogum
ile)

Cok disuk konsantrasyonlu
guclt yikama tamponu

Gi¢lt ylkama tamponunun
konsantrasyonunu kontrol edin

Eski dehidrasyon
solUsyonlar

Taze dehidrasyon solUsyonlar
hazirlayin

Floresan mikroskobu yanls
ayarlanmig

Dogru ayarlayin

Uygun olmayan filtre setleri
kullanilmig

Probun florokromlarina uygun filtre
setleri kullanin.

Ug bant gecisli filtre setleri fek veya iki
bant gegisli filtrelere gére daha az isik
saglar. Sonug olarak, bu d¢ bant
gecisli filtre setleri kullamildiginda
sinyaller daha zayif gérinebilir

Problarin/floroforlarin igiktan
zarar gérmesi

Hibridizasyon ve yilkama adimlarini
karanlikta yapin

Capraz hibridizasyon sinyalleri; k&t zemin

Olasi sebep

Onlem

Parafin giderme
tamamlanmamig

Taze solUsyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin siresini kontrol
edin

Proteolitik 6n islem cok
guglo

Pepsin inkibasyon siresini azaltin

Alana disen prob hacmi
cok yUksek

Ornege/alana dissen prob hacmini
azalhin, bir yerde fazla olmasini
8nlemek icin probu damlatarak
dagitin

Lamlar hibridizasyondan
dnce oda sicakligina
sogutulmusg

Lamlar cabucak 37°C’ye gegirin

Giglo ylkama tamponunun
konsantrasyonu ¢ok yiksek

Gi¢lo ylkama tamponunun
konsantrasyonunu kontrol edin

Hibridizasyonu takip eden
ytkamanin sicakligr cok
dusuk

Sicakhgr kontrol edin; gerekirse
yukseltin

inkibasyon adimlari
arasinda érnekler dehidre
olmus

Lamlarin yaliimini saglayarak ve
inkibasyonu nemli ortamda yaparak
dehidrasyon olmasini énleyin

Doku morfolojisi bozulmusg

Olasi sebep

Onlem

Hucre veya doku érnegi
dogru fikse olmamig

Fiksasyon siresini ve fiksatif optimize edin
veya ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit kullanma kilavuzunun
“calisma prosediri” kisminda anlatilan
fiksasyon sonrasi adimi uygulayin

Proteolitik n iglem dogru
yapilmamig

Pepsin inkibasyon siresini optimize
edin, gerekirse artirin veya azaltn
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Probun Havada kuruma siresini uzatin
uygulanmasindan énce
yeterli kurutma
yapilmamig

Hicre gekirdekleri Ust Uste gelmisg

Olasi sebep Onlem

Doku kesitlerinin 2-4 um kalinhiginda mikrotom kesitleri
kalinliklar uygun degil alin

Ornek lama iyi yapismamig

Olasi sebep Onlem
Lamin kaplamasi uygun Uygun lamlar kullanin
degil

Proteolitik 6n iglem ¢ok Pepsin inkibasyon siresini dugurin

guclo

Zayif zit boyanma

Olasi sebep Onlem

DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (Uriin
No. MT-0008-0.8) kullanin

DAPI solisyonunun
konsantrasyonu disik

DAPI inkibasyon siresi DAPI inkibasyon suresini ayarlayin

cok kisa
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Uzmanlarimiz sorularinizi yanitlamaya hazirdir.
Litfen helptech@zytovision.com adresine yaziniz.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

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

E-postal: info@zytovision.com

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