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iFISH

Kullanim Talimatlan (IFU)

Cen X/Y/21 a-satellite Probe Combination TC

ELZ-1009/1
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Viicut disinda kullanilan (in vitro) tibbi
tani cihazi 98/79/EC AB Yonetmeligine gore

Kullanim Amaci

ELZ-1009 iFISH® Cen X/Y/21 a-satellite Probe Combination TC, floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi ile insan X, Y ve 21. kromozomlarinin sayisal anoma-
lilerinin tespitine yonelik olarak gelistiriimis, prenatal tani ve konjenital anomaliler
ile iliskili sitogenetik degerlendirmelerde kullanilan bir i¢ renkli prob kombinasyo-
nudur.

Klinik Baglanti

Trizomi 21 (Edwards Sendromu), prenatal dénemde tespit edilebilen en yaygin
otozomal sayisal anomalilerden biridir ve ciddi gelisimsel bozukluklar, konjenital
kalp defektleri, kraniyofasiyal dismorfiler ve yasamla bagdasmayan birgok
fenotipik bulgu ile karakterizedir. Ayrica, Turner Sendromu (45,X), Klinefelter
Sendromu (47,XXY), 47,XYY ve 47,XXX gibi cinsiyet kromozomu andploidileri de
prenatal tanida sik olarak incelenen genetik bozukluklar arasinda yer alir.
X kromozomuna 6zgi DXZ1 (Xp11.1-911.1), Y kromozomuna ¢ézgi DYZ3
(Yp11.1-911.1) ve 21. kromozoma 6zgli 21922.13 dizilerini hedefleyen ¢ farkli
renkli prob icermektedir. Bu sayede, andploidi taramalari kapsaminda sayisal
kromozomal bozukluklarin dogrudan ve hizli bir sekilde saptanmasina olanak
tanir.

Geleneksel sitogenetik yontemlere kiyasla daha kisa surede sonug veren FISH
tabanli analizler, 6zellikle fetal hiicrelerden elde edilen ¢ekirdek i¢i kromozom
yapilarini degerlendirme agisindan avantaj saglar. Bu nedenle, s6z konusu kit,
invaziv prenatal tani prosedirleri (amniyosentez, CVS) sirasinda elde edilen
orneklerde trizomi ve cinsiyet kromozomu anomalilerinin dogrulanmasinda degerli
bir molekuler sitogenetik arag olarak kabul edilmektedir.

Test Prensibi

iFISH® urunleri, hedeflenen genetik bdlgelere 6zgl olarak tasarlanmis DNA
problarinin, érnek hiicre DNA'sI ile in situ melezlenmesine dayanmaktadir.Hazir-
lanan lamlar Uzerinde bulunan hicreler sabitlenip denatire edilir; ardindan,
isaretli prob 6rnek DNA ile hibrit olusturmak lizere uygulanir. Hibridizasyon
sonrasinda, baglanmamis problar yikama adimlari ile uzaklastirnilir.Yikama
isleminin ardindan, DNA'nin zit boyanmasi amaciyla DAPI uygulanir. Bu islem,
hiicresel morfolojinin belirginlesmesini ve kromatin yapisinin degerlendirilmesini
saglar.Hibridize olmus prob fragmentleri, FISH problarina dogrudan bagh
florokromlara 6zgl eksitasyon ve emisyon filtrelerine sahip bir floresan mikrosko-
bu kullanilarak gérintdlenir.Kullanilan prob tipi (6r. delesyon, amplifikasyon,
breakapart veya flizyon problari), elde edilen sinyal deseninin yorumlanmasini
saglar.Bu yontem, hem metafaz kromozomlarinda hem de interfaz gekirdeklerin-
de kalitatif degerlendirme yapilmasina olanak sunar.

Saglanan Reaktifler

Prob Spesifikasyonu:

-DXZ1, Xp11.1-q11.1, Mavi 2.0

-DYZ3, Yp11.1—q11.1, Yesil

-21922.13, Turuncu

Mavi2.0 floroforla isaretlenmis prob bileseni, X kromozomunun sentromerik
bolgesinde yer alan DXZ1 dizisini hedef alir ve Xp11.1—q11.1 bandina 6zguddr.
Yesil floroforla isaretlenmis prob bileseni, Y kromozomunun sentromerik bdlgesin-
de yer alan DYZ3 dizisini hedef alir ve Yp11.1-q11.1 bandina &6zguddr.
Turuncu floroforla isaretlenmis prob bileseni, 21. kromozomun sentromerik
bélgesinde yer alan 21g22.13 dizisini hedef alir ve 21922.13 bandina 6zgudiir.
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Gerekli Diger Malzemeler

70 °C’ye ayarlanabilir su banyosu

80 °C’ye kadar isitabilen hibridizasyon cihazi veya sicak levha
Hibridizasyon sirasinda kullaniimak tizere nemli kap
Mikroskop lamlari

24 x 24 mm boyutunda lameller

37 °C’ye ayarlanabilir etiiv

Uygun donanima sahip floresan mikroskop

Floresan mikroskopla uyumlu, onaylanmis immersiyon yagi
Kalibre edilmis termometre

Zamanlayici / zaman sayaci

Kauguk yalitim sollisyonu (6rnegin: Fixogum Rubber Cement)
Preparat yikama kaplari

Deiyonize veya distile su

Tween-20

%100 etanol

20X SSC (Sodyum salin sitrat) ¢ozeltisi

Florokrom Spesifikasyon

Florokrom Eksitasyon maks. Emisyon maks.
Mavi 2.0 400 nm 423 nm
Yesil 547 nm 576 nm
Turuncu 547 nm 576 nm

Uyarilar ve Tedbirler

. Bu Uriin yalnizca in vitro tani amaglidir ve yalnizca profesyonel kullanicilar
tarafindan kullanilimalidir.

. Kullanmadan &nce kullanim talimatlarini okuyun!

. DNA problari ve DAPI iceren reaktiflerle calisirken tek kullanimlik eldiven,
koruyucu gozllk ve laboratuvar 6nlugu giyilmelidir.

. DAPI, olasi kanserojen etkileri nedeniyle dikkatle kullaniimalidir.

. Reaktiflerle dogrudan temastan kaginin. Cilt ile temas halinde, temas bolgesi
derhal bol su ile yikanmalidir.

. Prob, dogrudan is1ga kargi hassastir. Tim iglemler mimkiinse karanlik ortamda
ya da i1sik gecirmez malzemelerle gerceklestiriimelidir.

. Numunelerin gapraz kontaminasyonundan kacinilmali, her 6rnek icin ayri ve
steril ekipman kullaniimalidir.

. Protokolde belirtilen adimlar disina ¢ikilmasi, yanlis pozitifinegatif sonuglara yol
acabilir.

. Problar farkl trlinlerle seyreltimemeli veya karistirimamalidir.

. Operatoriin turuncu, yesil ve mavi renkleri ayirt edebilme yetisine sahip
olmasi beklenir.

. Tum atiklar, kurumunuzun biyolojik ve kimyasal atik ydnetmeligine uygun olarak
bertaraf edilmelidir.

. Reaktiflerin son kullanma tarihleri kontrol ediimeli ve siresi gegmis urlinler
kullanilmamalidir.

. Profesyonel kullanicilar icin talep ediimesi halinde, Urinle iligkili Malzeme
Guvenlik Bilgi Formu (MSDS) temin edilebilir.
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Saklama ve Kullanim Kosullari

. iFISH® Kkitleri, etiket tzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar -25 °C
ile -15 °C arasinda bir dondurucuda saklanmalidir.

. Prob ve karsit boya siseleri dogrudan i1sik almayan, karanlik bir ortamda
muhafaza edilmelidir.

. Reaktiflerin slrekli 1s1ga maruz kalmasi, floresan sinyal kalitesini olumsuz
etkileyebilir. Kullanim ve saklama sirasinda i1siga karsi korunmahdir.

. Kullanimdan hemen sonra reaktifler, saklama kosullarina uygun sekilde geri
yerlestiriimelidir.

. Reaktiflerin etiket Gzerinde belirtilen son kullanma tarihi asildiysa kullanil-
mamalidir.

. Uygun saklama ve kullanim kosullarinda, Urlnler son kullanma tarihine
kadar stabilitesini korur.

Sinirlamalar

. Bu Uriin yalnizca in vitro tani amaglidir ve profesyonel kullanim igin tasarlan-
mistir.

. Test yalnizca FISH yonteminde uzman, yetkin ve deneyimli laboratuvar
personeli tarafindan uygulanmali; yorumlama islemi patoloji ve sitogenetik
konusunda yetkin kisilerce yapiimalidir.

. FISH sonuglari, klinik tani igcin tek basina yeterli degildir. Yorumlama,
hastanin klinik dykisu, morfolojik bulgulari, diger laboratuvar testleri ve
tanisal kriterlerle birlikte yapiimalidir.

. Problar yalnizca kullanim kilavuzunda tanimlanan hedef lokuslari tespit
etmek amaciyla kullaniimalidir. Hedef bélge disinda kalan genomik kayiplar,
delesyonlar veya vyapisal degisiklikler bu Urlin ile tespit edilemez.

. FISH sinyalinin kalitesi, numunenin hazirlanma streci (6rnegin: fiksasyon,
kurutma, yikama, i1sitma, dondurma, kesit alma) ile dogrudan iligkilidir. Bu
adimlarda yapilan hatalar, zayif sinyal, arka plan boyanmasi veya artefaktlara
yol agabilir.

. Preparat kalitesi ve numune butunlagu, sinyal yogunlugu ve lokalizasyonu-
nun tutarliligi Gizerinde etkili olabilir. Ornegin yapisal bozukluklari ve heteroje-
nitesi, yorumlamay! guclestirebilir.

. Kullanim kilavuzunda tanimlanan proseddrler diginda yapilan uygulamalar,
testin performansini ve glvenilirligini olumsuz etkileyebilir.

. Protokole bagh kalinmamasi durumunda yanlis pozitif veya yanls negatif
sonuglar meydana gelebilir.

. Tedavi kararlari, yalnizca FISH analiz sonuglarina dayanarak verilmemeli;
diger tanisal testler ve klinik degerlendirme ile birlikte ele alinmalidir.

FISH Protokolii

1.Preparat Hazirhgi

— Hucre suspansiyonu, temiz bir mikroskop lami Uzerine damlatilir ve oda
sicakliginda tamamen kurutulur.

— (istege bagli) Hiicresel atiklari uzaklagtirmak ve sinyal-giiriiltii oranini iyilestir-
mek amaciyla, preparatlar 2xSSC’de 2 dakika inkibe edilir. Ardindan %70, %85
ve %100 etanol serilerinde sirasiyla 2'ser dakika dehidrasyon uygulanir.

2.Prob Uygulamasi

— Kurumus preparat tizerine 10 pl prob damlatilir.

— Uzerine 24 x 24 mm lamel kapatilir ve problarin buharlasmasini énlemek igin
kenarlari kauguk yalitim soltisyonu (6rnegin Rubber Cement) ile sabitlenir.
3.Denatiirasyon ve Hibridizasyon

— Preparatlar, 72 °C'de 4 dakika denatire edilir.

— Ardindan, 37 °C’de nemli ortamda 16—18 saat boyunca hibridizasyon gercekles-
tirilir.

4.Yikama iglemleri

— Lameli ve yapistiriciyi dikkatlice kaldirin.

— Hibridizasyon sonrasi lamlar, 72°C’de 0,4xSSC icinde 30 saniye yikanir.
— Ardindan, oda sicakhginda hazirlanmis 2xSSC / 0,05% Tween-20 ¢6zeltisinde
1 dakika yikanir.

5.Karg1 Boyama ve Saklama

— Kurumus preparat zerine 10 yl DAPI Counterstain damlatilir ve 24 x 24 mm
lamel ile kapatilir.

— Rengin belirginlesmesi igin 4 °C’de 10 dakika bekletin.

— Floresan mikroskop kullanarak analiz edin.

Performans Ozellikleri
1. Dogruluk

Klinik 6rneklerde yiiksek korelasyon (>%98) ile konvansiyonel sitogenetik
analizleri destekler.

2. Analitik Duyarlilik

Kromozomal mozaiklik durumlarinda %5-10 oraninda disik diizeydeki hiicre alt
klonlarini saptayabilir.

3. Analitik Ozgillik

Sadece DXZ1, DYZ3 ve 21q22.13 bélgelerine hibritizasyon saglar; non-
spesifik baglanma gozlenmez.

4. Tekrarlanabilirlik

Farkli operatérler ve gunler arasinda yapilan analizlerde tutarl sinyal érlntisu
saglanmistir.

5. Klinik Uygunluk

Prenatal tanida kullanilan 250’den fazla 6rnekle valide edilmis, klinik karar destek
araci olarak kullanilabilir.

Sorun Giderme

Zayif Sinyal veya Hi¢ Sinyal

Olasi Sebep

Agiklama

Onerilen C6ziim

Hedef DNA dizisinin 6rnekte
bulunmamasi

Test edilen 6rnekte
hedeflenen genetik yeniden
diizenleme mevcut
olmayabilir.

Uygun pozitif ve negatif
kontroller ile testin
dogrulugunu teyit edin.

Hatali sicaklik yonetimi
(proteoliz, denatiirasyon,
hibridizasyon, yikama)

Sicaklik sapmalari
hibridizasyon verimliligini
azaltarak sinyal kaybina
neden olabilir.

Kullanilan tiim cihazlarin
sicakliklarini kalibre edilmis
termometre ile dogrulayin.

Proteolitik 6n islem stresinin
yetersiz veya asiri olmasi

Yetersiz enzim inkiibasyonu
hedef dizilere erigimi kisitlar;
asir inktibasyon hicresel
yapilari tahrip edebilir.

Pepsin inkbasyon suresini
optimize ederek hicre
morfolojisini ve sinyal
kalitesini dengeleyin.

Hibridizasyon sirasinda prob
buharlagsmasi

Prob sollisyonunun
buharlagsmasi hibridizasyon
verimliligini disurar.

Nemli ortam saglayin,
lamelleri Fixogum gibi bir
lastik soltisyonla iyice
yalitarak kurumayi 6nleyin.

Glgli yikama tamponu
konsantrasyonunun hatali
hazirlanmasi

Cok seyreltilmis yilkama
tamponlari baglanmig
problari yeterince
koruyamaz.

Yikama tamponlarinin dogru
konsantrasyonlarda
hazirlandigindan emin olun.

Eski veya kontamine
dehidrasyon soliisyonlarinin
kullanilmasi

Kullanim 6mri dolmus etanol
soliisyonlari dehidrasyonu
etkileyerek sinyal
zayiflamasina yol agar.

Dehidrasyon sollisyonlarini
taze hazirlayin ve dogru
kosullarda saklayin.

Floresan mikroskobunun
yanlig ayarlanmasi

Yanlis fokuslama, filtre segimi
veya Igik yogunlugu ayarlari
zayif sinyallerle sonuglanir.

Mikroskobun optik ve
elektriksel ayarlarini duzenli
olarak kontrol edin ve
optimize edin.

Uygun olmayan filtre seti
kullanimi

Yanlis filtre setleri
kullanildiginda hedef sinyaller
algilanamayabilir.

Problarin florokromlarina
uygun eksitasyon ve emisyon
filtre setlerini kullanin.

Problarin/floroforlarin igiktan
zarar gormesi

Guglu isik florokromlari
bozarak sinyal kaybina neden
olur.

Hibridizasyon ve yikama
adimlarini karanlikta veya
dustk 1sik alinda
gerceklestirin.

Capraz Hibridizasyon Sinyalleri veya Kot Zemin

Olasi Sebep

Agiklama

Onerilen C6ziim

Asiri proteolitik 6n islem

Agiri sindirim hiicresel
butunlugl bozarak spesifik
olmayan baglanmalara yol
acabilir.

Pepsin inkUbasyon suresini
kisaltarak hiicresel yapiyi
koruyun.

Ornege agir miktarda prob
uygulanmasi

Asiri prob kullanimi zemin
boyanmasinin artmasina
sebep olur.

Prob hacmini azaltin ve 6rnek
tizerine homojen sekilde
dagitim saglayin.

Lamlarin hibridizasyon 6ncesi
sogumasi

Soguyan lamlar prob
baglanmasini ve sinyal
yogunlugunu olumsuz etkiler.

Lamlari dogrudan 37°C'ye
getirerek soguma etkisini
azaltin.

Gugla yikama tamponunun
¢ok yuiksek konsantrasyonu

Yuksek tuz konsantrasyonu
spesifik olmayan
baglanmalari artirabilir.

Tampon konsantrasyonunu
Uretici 6nerilerine uygun
sekilde ayarlayin.

Yikama adimindaki
sicakliklarin disiik olmasi

Yetersiz sicaklik, spesifik
olmayan baglanmalari tam
olarak ortadan kaldiramaz.

Yikama sicakliklarini optimum
seviyelere yukseltin.

Orneklerin inkiibasyon
sirasinda dehidre olmasi

Kuruyan lamlar hem spesifik
sinyalleri hem de morfolojiyi
olumsuz etkiler.

inkiibasyonu nemli ortamda
yapin ve lamelleri etkin
sekilde yalitin,

Bozuk Morfoloji

Olasi Sebep

Aciklama

Onerilen Coziim

Yetersiz veya asiri proteolitik
onislem

Huicre yapilarinin fazla zarar
gormesi veya yetersiz
ayrismasi dogru sinyal
yorumunu engeller.

Pepsin inkiibasyon suresini
optimize ederek hem erisimi
hem de morfolojiyi koruyun.

Uygulama 6ncesi yetersiz
kurutma

Yeterince kurutulmamig

preparatlar hibridizasyon
sirasinda daginik sinyale

sebep olur.

Havada kurutma siresini
uzatarak érneklerin
stabilitesini saglayin.
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Zayif Zit Boyanma (DAPI)

Olasi Sebep

Agiklama

Onerilen Coziim

DAPI gozeltisinin
konsantrasyonunun dusiik
olmasi

Yetersiz DAPI boyamasi
niikleer yapinin net
goruntulenmesini engeller.

Tavsiye edilen
konsantrasyonda DAPI
¢ozeltisi kullanin (6rnegin
DuraTect-Solution).

DAPI inktibasyon suresinin
kisa olmasi

Kisa stireli boyama hucrenin
yeterince boyanmasini
saglayamaz.

inkiibasyon siiresini uzatarak
daha belirgin hiicre kontrast
elde edin.

Genel Ekstra Sorunlar

Olasi Sebep

Aciklama

Onerilen Coziim

Yiiksek arka plan sinyali

Yetersiz yilkama adimlari
spesifik olmayan floresan
sinyallere yol agabilir.

Yikama suresini ve sicakligini
artirarak arka plani azaltin.

Dusuk sinyal yogunlugu

Eksik denatiirasyon hedef
dizilerin erigimini azaltir.

Denatiirasyon sicakligini ve
siresini optimize edin.

asiri sicaklik sinyal
stabilitesini azaltir.

Lam kirilmasi Ani sicaklik degisimilam Isitma ve sogutma

camlarinin gatlamasina islemlerinde sicakhk

neden olur. degisimini kontrolli yapin.
Sinyal kaybi Asiriuzun yikamalar veya Yikama adimlarini siirelere ve

sicakliklara uygun sekilde
optimize edin.
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EN ISO 15223-1:2021 - "Tibbi cihazlar - Uretici tarafindan
saglanacak bilgilerde kullanilacak semboller - Boliim 1: Genel

gereklilikler"

(© International Organization for Standardization)

Bashk

. Bu sembol, bir Grinin "in Vitro Tani Tibbi Cihazi"
* oldugunu gosterir.

tr: Uretici

tr: Test sayisi

: Son kullanma tarihi

Tum uyarilar, tinlem isaretli bir uyari t¢geni ile belirtilir.
tr: Karakterine bagli olarak DIKKAT veya UYARI kelimele-
ri ile tamamlanirlar.

&>k 3

tr: Referans numarasi

LOT tr: Parti numarasi

-—

: Saklama igin sicaklik sinirlamasi. Alt ve tst sinirlar belirtilmistir.

Markalar

iFISH, MYC Biyoteknoloji Anonim Sirketi'nin tescilli ticari markasidir.

MYC Biyoteknoloji Anonim Sirketi
Asagi Ovecler Mahallesi

1296 Sokak No: 9 Cankaya
ANKARA

06460

TURKIYE

Tel: +90 (0312) 479 42 23
E-posta: info@mycbiyoteknoloji.com
Web sitesi: www.mycbiyoteknoloji.com
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