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Herhangi bir FlexISH probu kullanilan floresan in situ
hibridizasyon (FISH) igin

ce
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Vicut diginda kullanilan (/n vifro) hibbi tani cihaz
98/79/EC AB Yénetmeligine gore

1.  Kullanim amaci

FlexISH-Tissue Implementation Kit FlexISH problariyla birlikte formalin-
fikse, parafine gédmilo  érneklerde  translokasyonlar, delesyonlar,
amplifkasyonlar  gibi  genetik  anormalliklerin  ve  kromozomal
anéploidilerin - 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 gesitli insan neoplazmlarr ile iligkilidir.

3. Test prensibi

Floresan /n situ hibridizasyon (FISH) teknigi hicre preparatlarinda spesifik
nukleik asit dizilerinin fespit edilmesine ve gérintilenmesine izin verir.
FISH problan denen floresan isareti DNA fragmentleri ve bunlarin
preparatlardaki komplementer hedef DNA iplikleri birlikte denatire edilir
ve sonra da hibridizasyon sirasinda kaynagsmalan saglanir. Daha sonra
da, spesifik olmayan ve baglanma yapmayan prob fragmentleri giclo
ytkama adimlari ile ortadan kaldirilir. DAPI ile DNA'nin zit boyanmasinin
ardindan, hibridize olmus prob fragmentleri, FISH prob fragmentlerinin
dogrudan isaretlendigi florokromlara spesifik eksitasyon ve emisyon
filtreleri bulunan bir floresan mikroskobu ile gérintilenir.
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4. Saglanan reaktifler

FlexISH-Tissue Implementation Kit sunlari igerir:

Miktar
Kod Bilegen > Ambalaj
20 \Y/ 5
Heat Pretreatment ] o
PT1 W 500 ml | 150 ml | Vidali kapakl sige (boyik)
ES1 Pepsin Solution 4 ml 1ml Damlalikl sige,

beyaz kapakl

WB10 | 5x FlexISH Wash Buffer | 500 ml | 150 ml | Vidali kapakl sise (bGyok)

DAPI/DuraTect-
Solution

Reaksiyon kabi,

MT7 mavi kapak

0.8 0.2

Kullanma Kilavuzu 1 1

Z-2182-20 (20 test): ES1 ve MT7 bilesenleri 20 reaksiyon icin yeterlidir.
WB10 bilegeni her biri 70 ml olan 11x3 boyama kabi icin yeterlidir. PT1
bileseni her biri 70 ml olan 7 boyama kabi icin yeterlidir.
Z-2182-5 (5 fest): EST ve MT7 bilesenleri 5 reaksiyon igin yeterlidir.
WB10 bilegeni her biri 70 ml olan 3x3 boyama kabi igin yeterlidir. PT1
bileseni her biri 70 ml olan 2 boyama kabi icin yeterlidir.

o

Gerekli diger malzemeler

FlexISH probu

Pozitif ve negatif kontrol érnekleri
Mikroskop lamlari, pozitif yoklo

Su banyosu (37°C, 98°C)

Sicak levha veya hibridizasyon cihazi
Hibridizasyon etivi + nemli kutu veya hibridizasyon cihazi
Ayarlanabilir pipetler (10 ul, 30 ul)
Boyama kaplari veya banyolari

Zaman Sayaci

Kalibre edilmis termometre

Etanol veya reaktif dereceli alkol

Ksilen

Deiyonize veya distile su

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

Lastik yalitim soltsyonu, 6rn., Fixogum Rubber Cement
(Urtn No. E-4005-50/-125) veya benzeri

Uygun donanimli floresan mikroskobu (400-1000x)

° Floresan mikroskobu igin onaylanmig immersiyon yagi
Uygun filire setleri

Saklama ve kullanma kosullar

Kitin bilegenleri 2-8°C'de saklanmalidir. Ayrica, DAPI/DuraTect-Solution
(MT7) 1giktan  koruyarak soklanmalidir. Bilesenleri kullandiktan sonra
hemen saklama kosullarina ulagtirin. Bu saklama kogullarina uyulursa kit
en azindan etiketi Gzerinde yazili son kullanma tarihine kadar performans
kaybi olmaksizin ¢aligir. Reaktifleri etiketleri Uzerinde belirtilen son
kullanma tarihlerinden sonra kullanmayin.

7. Uyarilar ve dnlemler

. Kullanmadan énce kullanma kilavuzunu okuyun!
o Son kullanma tarihi gelen ronleri kullanmayin!
. Bu 0rin sagliga zararl ve potansiyel olarak enfeksiydz maddeler

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

° Reaktifler cilt ile temas ederse cildi derhal bol miktarda su ile
yikayin!

° Profesyonel kullanicilar igin istedikleri takdirde ulasabilecekleri bir
guvenlik bilgi formu bulunmaktadir.

° Reaktifleri tekrar kullanmayin.

° Hibridizasyon ve yikama adimlan sirasinda &rneklerin kurumasina

izin verilmemelidir!

° DAPI/DuraTect-Solution (MT7) uzun sireli olarak 1s1§a, ézellikle de
guclt 1siga maruz kalmamalidir, yani, tom adimlar mimkin
oldugu &lgide karanlikia ve/veya stk gegirmez kutular iginde
yUrotilmelidir!
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PT1 ve WB10 igin zararlilik ve nlem ifadeleri:

Zararhlik 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.

@ Uyarni

H317 Alerjik cilt reaksiyonlarina yol agar.

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

P272 Kirlenmis 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 séz konusu ise: Tibbi
yardim/midahale alin.

P362+P364  Kirlenmig giysilerinizi ¢cikarin ve yeniden kullanmadan
énce yikayin.

8. Sinirlamalar

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

yorumlamasi bagka tani festleri ile birlikte klinik gegmis, morfoloji ve
diger histopatolojik kriterler kapsaminda yapilmalidir.  Preparatin
boyanmasinda kullanilan FISH problari, reakfifler, tani panelleri ve
yontemleri  hakkinda  bilgi  sahibi  olmak yetkin  bir patologun
sorumlulugudur. Boyama islemi onayli ve lisansh bir laboratuvarda,
boyanmig lamlarin incelenmesinden sorumlu olan ve pozitif ve negatif
kontrollerin yeterliligini garanti eden bir patologun gézetiminde
yapilmalidir.

. Ornegin boyanmasi, &zellikle de sinyalin yogunlugu ve zemin
boyanmasi, 8rnegin boyamadan énce gectigi islem ve hazirlik streglerine
baghdir. Kéty fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama, kurutma, isitma,
kesit alma veya diger &érneklerle ya da swvilarla kontamine etme
artefakilara veya yanhs sonuglara yol acabilir. Tutarsiz sonuglar fiksasyon
ve gdmme ydntemlerindeki degiskenliklerden ve de érnegin kendi iginde
olan duzensizliklerden meydana gelebilir.

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

9.  Etkilegimli maddeler

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

Asagidaki fiksatifler ISH ile uyumlu degildir:

Bouin’s fiksatifi

B5 fiksatifi

Asidik fiksatifler (6rn., pikrik asit)
Zenker's fiksatifi

Alkoller (tek bagina kullanildiginda)
Civa klorir

Formaldehit/¢inko fiksatifi
Hollande’s fiksatifi

Tamponsuz formalin

2/4

10. Orneklerin hazirlanmasi
Oneriler:

. Oda sicakliginda 24 saat %10 nétral tamponlu formalin ile
fiksasyon (18-25°C).

Ornek buyoklogs < 0.5 cm?.

En Ust kalitede parafin kullanin.

Gdmme iglemi 65°C’den daha dostk sicakliklarda yapilmalidir.
Mikrotom ile 2-4 um kalinhginda kesitler alin.

Pozitif yGklo mikroskop lamlan kullanin.

50-60°C’'de 2-16 saat fikse edin.

11. Uritnidn kullanima hazirlanmasi

5x _FlexsSH Wash Buffer (WB10) 12. “Calisma prosediri” maddesine
goére dnceden hazirlanmahdir. Kitin diger tom reakfifleri kullanima
hazirdir. Yeniden sulandirmaya, karighrmaya veya dilisyon yapmaya
gerek yoktur.

12. Galigma prosediri

12.1 Birinci gin
Hazirhk adimlan

(1) fki etanol serisi hazirlayin (%70, %90 ve %100 etanol solisyonlar):
%100 etanoli deiyonize veya distile su ile seyreltin. Bu solGsyonlar
uygun kaplarda saklanabilir ve 160 adet loma kadar yeniden
kullanilabilir.

(2) Heat Pretreatment Solution Citric (PT1): Bir boyama kabini doldurun
ve 98°C'ye isitin.

(3) FlexISH Probe: Kullanmadan énce oda sicakligina getirin; 1giktan
koruyun. TopU agcmadan énce vorteks ile karigtirin ve kisaca spin
edin.

On iglemler (parafin giderme/proteoliz)
(1) Lamlari ksilen icinde 2x5 dakika inkibe edin.

(2) Her birinde 2 dakika olmak Uzere %100, %100, %90 ve %70
etanolde inkibe edin.

(8) Deiyonize veya distile su ile 2x2 dakika yikayin.

(4) 98°C'ye dnceden isilmig Heat Pretreatment Solution Citric (PT1)
iginde 20 dakika inkibe edin.

Bir boyama kabinda sekiz adetten fazla lam kullaniimamasini Sneririz.
Lamlari igine yerlestirdikten sonra Heat Prefreatment Solution Citric
sicakligini kontrol edin ve solisyonun sicakligi 95°C'ye uvlagir vlasmaz
sdreyi baslatin.

(5) Laomlar hemen deiyonize veya distile suya aktarin, 2x2 dakika
yikayin, suyunu Uzerinden akitin veya emdirerek alin.

(6) Orneklere Pepsin Solution (ES1) uygulayin (damlatarak) ve bir nemli
kap icinde 37°C’de 15 dakika inkibe edin.

Fiksasyonun yapisi ve sdresi, kesitlerin kalinligi ve Srneklerin yapisi gibi
bircok faktére bagh olarak farkli inkdbasyon sireleri gerekebilir. Bir
inkibasyon rehberi olarak 2-30 dakika inkibasyon siresi éneririz. Bir
genel kural olarak, proteoliz icin optimum sdrenin &n denemeler ile
belirlenmesini éneririz.

(7) Deiyonize veya distile suda 2x2 dakika yikayin.

(8) Dehidrasyon: her birinde 1 dakika olmak tzere %70, %90 ve %100
etanol ile yapin.

(9) Kesitleri havada kurutun.

Kesitlerin nemli kalmasi sinyal yogunlugunu azaltabilecegi ve/veya
dokunun morfolojisini etkileyebilecedi icin prob uygulamasindan &nce
kesitleri ftamamen kurutfugunuzdan emin olun.

2020-07-15



Vers. 1.2 TR
Denatirasyon ve hibridizasyon

(1) On iglemi yapilmig olan her érnegin Gzerine 10 ul FlexISH Probe
uygulayin.
Probun vzun sdre 1siga maruz kalmasindan sakinin.

(2) Ornekleri 22 mm x 22 mm boyutlarinda bir lamel ile kapatin (hava
kabaraig birakmadan) ve lamelin yalitimini saglayin.
Yalitim igin lastik solisyonu (6rn., Fixogum) kullaniimasini éneririz.

(8) Lamlan bir sicak levha Uzerine ya da bir hibridizasyon cihazina
yerlestirin ve érnekleri 75°C’de 10 dakika denatire edin.

(4)  Lamlar ya bir hibridizasyon cihazina ya da etiv igindeki bir nemli
kutuya aktarin ve 37°C'de 2 saat ile 16 saat (yani gece boyu)
arasinda bir stre hibridize edin.

Hibridizasyon asamasinda Srneklerin kurumamasr gerekir.
12.2 Birinci gin veya Ikinci gin
Hazirlik adimlari

(1) 1x FlexISH Wash Buffer hazirlanmasi: 1 birim 5x_FlexISH Wash
Buffer (WB10) solisyonunu 4 birim deiyonize veya distile su ile
seyreltin. Uc adet boyama kabini 1x FlexISH Wash Buffer ile
doldurun, kaplardan birini kullanmadan énce 72°C'ye isitin ve
diger ikisini oda sicakliginda tutun.

(2) DAPYDuraTect-Solution (MT7): Kullanmadan &nce oda sicakligina
getirin; 1giktan koruyun.

Hibridizasyon sonrasi ve tespit
(1) Lastik solisyonunu veya yapistiriciyr dikkatlice sékon.

(2) Oda sicakhigindaki 1x FlexiSH Wash Buffer icinde 1-2 dakika
tutarak lamelleri gikarin.

Lamelin daha kolay gkmasini saglamak igcin bu adim 37°C’de 2 dakika

olarak yapilabilir.

(8)  72°C'deki 1x FlexISH Wash Buffer ile 10 dakika yikayin.

Ix RexISH Wash Buffer nceden isitiimalidir. Gerekirse bir termometre ile
sicakligini kontrol edin. Bir boyama kabina sekiz adetten fozla lom
koymayin.

(4) Oda sicakhginda 1x FlexISH Wash Buffer ile 3 dakika yikayin.

(5) Lomlar her birinde 1 dakika olmak Gzere %70, %90 ve %100
etanol iginde inkibe edin.

(6)  Ornekleri igiktan korunakl sekilde havada kurutun.

(7) Lomlara pipetle 25 ul DAPI/DuraTect-Solution (MT7) uygulayin.
Hava kabarcaig kalmamasina dikkat ederek érnekleri bir lamel ile
(24 mm x 60 mm) kapatin. 15 dakika karanlikta inkGbe edin.

Kesilerek agikligi genisletilmis bir pipet ucu kullanmak pipetleme islemini

kolaylastirabilir. Isiga vzun sire maruz kalmasindan sakinin.

(8) Lami karanhkta muhafaza edin. Uzun sire saklanmak istenirse 2-
8°C’de saklanmalidir.

(9)  Ornek materyalinin degerlendirmesi floresan mikroskobu ile yapilir.
Asagidaki dalga boyu araligindaki filire 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 igin iki sinyal gérilor, ancak X
ve/veya Y kromozomlarini hedef alan problar bunun digindadir; o
durumda her prob/floresan isareti icin 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 ayrinhlar igin
|0tfen ilgili probun kullanma kilavuzuna bagvurun.
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14. Onerilen kalite konirol prosedirleri

islenen &rneklerin ve test reakfiflerinin dogru performans gésterdiklerini
izlemek igin her deneye i ve dis kontroller dahil edilmelidir. Ig ve/veya dig
kontroller uygun boyanma géstermezse hasta &érnekleri ile alinan
sonuglar gegersiz 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 ézellikleri

llgili probun kullanma kilavuzuna bagvurun.

16. Atk bertarafi

Reaktiflerin bertarafi yerel diizenlemelere uygun olarak yapilmalidir.

17. Sorun giderme

Calisma talimatlarina vyulmamasi hatali sonuclarin alinmasina veya
sonu¢ alinamamasina sebep olabilir.

Zayif sinyaller veya hig sinyal bulunmamasi

Olasi sebep Onlem

Hedef dizi bulunmuyor Uygun kontroller kullanin

Hicre veya doku érnegi Fiksasyon suresini ve fiksatifi optimize
dogru fikse olmamig edin

Isi &n iglemi, proteoliz, Kullanilan tom teknik araclarin
denaturasyon, hibridizasyon | sicakhgini kalibre edilmis bir
veya gicli yilkama sicakligi | termometre ile kontrol edin
dogru degil

Pepsin inkUbasyon siresini optimize
edin, gerekirse artirin veya azaltin

Proteolitik 6n islem dogru
yapilmamig

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

Prob buharlagmasi

Cok dusuk konsantrasyonlu | FlexISH yikama tamponunun
FlexISH yikama tamponu konsantrasyonunu kontrol edin

Eski dehidrasyon Taze dehidrasyon solUsyonlar
solUsyonlar hazirlayin

Floresan mikroskobu yanhg Dogru ayarlayin
ayarlanmig

Uygun olmayan filire setleri | Probun florokromlarina uygun filire
kullanilmig setleri kullanin.

Uc bant gecisli filtre sefleri fek veya iki
bant gegisli filtrelere gére daha az i1sik
saglar. Sonug olarak, bu d¢ bant
gecisli filtre sefleri kullanildiginda
sinyaller daha zayif gérinebilir

Problar/lamlar ¢alisilirken Hibridizasyon ve yikama adimlarini
cok gucli 1siga maruz kalmis | karanlikta yapin

Doku morfolojisi bozulmug

Olasi sebep Onlem

Hicre veya doku érnegi Fiksasyon suresini ve fiksatifi optimize
dogru fikse olmamig edin

Proteolitik 8n islem dogru | Pepsin inkibasyon siresini optimize
yapilmamig edin

Probun Havada kuruma siresini uzatin
uygulanmasindan &nce
yeterli kurutma
yapilmamig
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Capraz hibridizasyon sinyalleri; k&t zemin

Olasi sebep

Onlem

Parafin giderme
tamamlanmamig

Taze solusyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin siresini kontrol
edin

Proteolitik 6n islem gok
guclo

Pepsin inkibasyon siresini optimize
edin

Alana digen prob hacmi
cok yuksek

Kesite/alana digen prob hacmini
azaltin, bir yerde fazla olmasini
énlemek igin probu damlatarak
dagitin

Lamlar hibridizasyondan
bnce oda sicakligina
sogutulmug

Lamlar cabucak 37°C'ye gegirin

FlexISH yikama
tamponunun
konsantrasyonu ok yiksek

FlexISH yikama tamponunun
konsantrasyonunu kontrol edin

Hibridizasyonu takip eden
yikamanin sicakhgi ¢ok
disik

Sicakligi kontrol edin; gerekirse
yukseltin

inkibasyon adimlari
arasinda érnekler dehidre
olmusg

Lamlarin yalihimini saglayarak ve
inkibasyonu nemli ortamda yaparak
dehidrasyon olmasini énleyin

Sinyaller Ust Uste gelmis

Olasi sebep

Onlem

Doku kesitlerinin
kalinhklar uygun degil

2-4 um kalinhiginda mikrotom kesitleri

alin

Ornek lama iyi yapismamig

Olasi sebep

Onlem

Lamin kaplamasi uygun
degil

Uygun lamlar (pozitif yoklo) kullanin

Proteolitik 6n iglem ¢ok
guclo

Pepsin inkibasyon siresini dugtrin

Zayif zit boyanma

Olasi sebep

Onlem

DAPI solisyonunun
konsantrasyonu diguk

DAPI/DuraTect-Solution (ultra) (Uriin

No. MT-0008-0.8) kullanin

DAPI inkibasyon suresi

cok kisa

DAPI inkibasyon suresini ayarlayin
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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 FledSH ® ZytoVision GmbH’nin ticari markalaridir.
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