ZYTO\V/ISION

ZytoDot
SPEC ERBB2 Probe Kit

C-3003-40 N/ 40

Kromoijenik in situ hibridizasyon (CISH) ile insan ERBB2
geni amplifikasyonlarinin kalitatif tespiti icin

q

IVD

Vicut diginda kullanilan (7n vitro) tibbi tani cihazi

98/79/EC AB Yénetmeligine gére

1. Kullanm amaci

ZytoDot SPEC_ERBB2 Probe Kit insan meme kanseri ve mide kanseri
dokulari gibi formalin-fikse, parafine gémili drneklerde insan ERBB2 geni
amplifikasyonlarinin kromojenik /n situ hibridizasyon (CISH) ile kalitatif
tespitinde kullanilmak igindir.

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

2. Klinik baglants

ERBB2 geni (HER2 ve NEU olarak da bilinir) 1712 kromozom bélgesinde
yer alir ve hicresel buyime faktéri reseptéri p185'i kodlar. Ttm meme
kanseri érneklerinin yaklasik %20'inde gézlenen proto-onkogen ERBB2
amplifikasyonu hastahgin zayif prognozu ile iligkilendirilmistir. Over
kanseri, mide kanseri ve t0kirik bezi karsinomlari gibi cesitli diger malin
neoplazmlarda benzer sonuclar elde edilmistir.

3. Test prensibi

Kromoijenik /n situ hibridizasyon (CISH) teknigi hicre preparatlarinda
spesifik nikleik asit dizilerinin tespit edilmesine ve gérintilenmesine imkan
verir. CISH problari denen hapten-isaretli nikleotid fragmentleri ve
preparatlardaki komplementer hedef dizileri birlikte denatire edilirler ve
sonrada hibridizasyon ile birbirine kaynamalari saglanir. Daha sonra,
spesifik olmayan ve baglanma yapmamig prob fragmentleri giigli yilkama
adimlari ile ortamdan uzaklaghrilir. isaretli probun dupleks olugumu
sekonder polimerize enzim-konjuge antikorlar tarafindan tespit edilen
primer (isaretsiz) antikorlar kullanilarak gérintilenebilir. Kromojenik
substratlar ile meydana gelen enzimatik reaksiyon renkli ¢ékeltilerin
olugmasina yol acar. Hibridize olmus problar hicre cekirdeginin bir
cekirdek boyasi ile zit boyanmasindan sonra gtk mikroskobunda
gdrunttlenebilir.
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4. Saglanan reaktifler
Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe Kit tek sekilde temin edilir ve sunlari igerir:
Miktar

Kod Bilesen Ambalaj
§;7 40
pro | Heat Pretreatment Solution | 56 1 | vigali kapakli sise (biyok)
EDTA
ES1 Pepsin Solution 4 ml Damlalikli sise, beyaz
kapakl
PD1 | ZyloDor SPEC ERBB2 Probe | 0.4 ml | Redksivon 10pU, kahvereng
kapakli
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | Vidal kapakli sise (biyik)
WB4 | PBS/Tween 2 Alominyum paket
BS1 Blocking Solution 4 ml Damlalikl sige, turuncy
kapak
AB1 | Mouse-Anti-DIG 4ml | Damialikh sise, pembe
kapak
. Damlalikh sigse, menekse
AB2 | Anti-Mouse-HRP-Polymer 4 ml
kapak
SBla | DAB Solution A 0.3 ml | Damlalikl sise, yesil kapak
SB1b | DAB Solution B 10 ml Damlalikh sise, gri kapak
CS1 Solution 20 ml | Vidali kapakl sise, siyah
Mounting Solution . .
MT4 alcoholic 4 ml Cam sige, kahverengi
Kullanma kilavuzu 1

C-3003-40 (40 test): PD1, ES1, BS1, AB1, AB2, SB1a-b, CS1 ve MT4
bilegenleri 40 reaksiyon icin yeterlidir. PT2 bileseni her biri 70 ml olan 7
boyama kabi icin yeterlidir. WB1 bilegeni her biri 70 ml olan 8 boyama
kabi icin yeterlidir. WB4 bileseni her biri 70 ml olan 28 boyama kabi igin
yeterlidir.

Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe (PD1) sunlardan meydana gelir:

. Digoksigenin-isaretli  polinukleotidler ~ (~1,8 ng/ul),  17q12*
(chr17:37,725,661-37,973,541) konumunda bulunan ERBB2 gn
bélgesini iceren dizileri hedef alir (bknz. Sekil 1).

. Formamid tabanli hibridizasyon tamponu
*Human Genome Assembly GRCh37/hg19’a gére

RH112805 5 5 RH104281
< = >
Ty, -
ERBB2
~250 kb
Cen « 17g12 — 5 Tel

Sekil 1: SPEC ERBB2 Prob yapisi (6lgekli degildir)

5. Gerekli diger malzemeler

Zyto Dot CISH Implementation Kit (UrUn No. C-3018-40)
Pozitif ve negatif kontrol érnekleri

Mikroskop lamlari, pozitif yuklo

Su banyosu (80°C, 98°C)

Hibridizasyon cihazi veya sicak levha

Hibridizasyon cihazi veya hibridizasyon etivinde nemli kutu
Ayarlanabilir pipetler (10 ul, 1000 ul)

Boyama kaplari veya banyolari

. Zaman Sayaci

. Kalibre edilmis termometre

. Etanol veya reaktif dereceli alkol

. Ksilen

. Metanol %100

. Hidrojen Peroksit (H2O2) %30

. Deiyonize veya distile su
. Lamel (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm) ;
. Lastik yaltim solisyonu, érn., Fixogum Rubber Cement (Urin No.

E-4005-50/-125) veya benzeri
. Uygun donanimli igik mikroskobu (400-630x)
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6. Saklama ve kullanma kosullari

2-8°C’de dik olarak saklayin. Kullandiktan sonra hemen saklama
kosullarina ulagtirin. Reaktifleri etiketleri Gzerinde belirtilen son kullanma
tarihlerinden sonra kullanmayin. Uriin, uygun sekilde kullanildiginda ve
saklandiginda etiketi Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar
kullanilabilir.

7.  Uyarilar ve énlemler

. Kullanmadan énce kullanma kilavuzunu okuyun!
. Son kullanma tarihi gelen Grinleri kullanmayin!
. Bu Urin saghga zararli ve potansiyel olarak enfeksiyéz maddeler

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

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

. Web sitemizde (www.zytovision.com) bir givenlik bilgi formu
bulunmaktadir!

. Aksi agik¢a belirtiimemisse reaktifleri tekrar kullanmayin!

. Ornekler arasinda  gapraz  kontaminasyon olmasindan  ve

mikrobakteriyel kontaminasyon olmasindan sakinin!

. Hibridizasyon ve yikama asimlari sirasinda érneklerin kurumasina
izin verilmemelidir!

ES1 igin dzel etiket ifadeleri:

EUH208 Pepsin A icerir. Alerjik reaksiyona yol acabilir.

EUH210 Talep halinde givenlik bilgi formu saglanabilir.
Karigimin % 20'sinden daha azi bilinmeyen akut
toksisiteye (soluma) sahip igerik(ler)Jden meydana gelir.

BS1, AB1, AB2, PT2 ve WB1 igin zararllik ve 8nlem ifadeleri

Zararllik 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 Alerijik cilt reaksiyonlarina yol acar.

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

P272 Kirlenmis kiyafetleri isyeri digina gikarmayin.

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
énce yikayin.

SB1a igin zararlilik ve dnlem ifadeleri:

Zararhhk belirleyici bilesen biphenyl-3,3’,4,4'tetrayltetraamine;
diaminobenzidine'dir.

Tehlike

H350 Kansere yol acabilir.

P201 Kullanmadan 8nce 8zel talimatlar okuyun.

P202 Butin &nlem ifadeleri okunup anlagilmadan elleglemeyin.
P280 Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/géz koruyucu/yiz

koruyucu kullanin.

P308+P313 Maruz kalinma veya etkilesme halinde ISE: Tibbi
yardim/bakim alin.

P405 Kilit altinda saklayin.
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SB1b igin zararlilik ve énlem ifadeleri:

Zararllk 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.

é Tehlike

H317 Alerjik cilt reaksiyonlarina yol acar.

H360D Dogmamig cocukta hasara yol acabilir.
P201 Kullanmadan énce 6zel talimatlar okuyun.
P202 Butin &nlem ifadeleri okunup anlagilmadan

elleglemeyin.

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

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/géz koruyucu/yiz
koruyucu kullanin.

P302+P352  DERi iLE TEMAS HALINDE iSE: Bol sabun ve su ile
yikayin.

P362+P364  Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan
3nce yikayin.

P308+P313  Maruz kalinma veya etkilesme halinde ISE: Tibbi
yardim/bakim alin.

P405 Kilit altinda saklayin.

MT4 igin zararhlik ve 8nlem ifadeleri:

Zararlilik belirleyici bilegsen Ksilendir.

B D o

H226 Alevlenir sivi ve buhar.

H312+H332 Ciltle temas ettiginde veya solundugunda
zararhdir.

H315 Cilt tahrigine yol acar.

H319 Ciddi géz tahrigine yol acar.

H335 Solunum yolu tahrigine yol acabilir.

H373 Uzun sureli veya tekrarli maruz kalma sonucu
organlarda hasara yol acabilir.

P210 Isidan/kivilcimdan/alevden/sicak yUzeylerden
uzak tutun. — Sigara igilmez.

P260 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini
solumayin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/géz

koruyucu/yiz koruyucu kullanin.

P305+P351+P338 GOZ ILE TEMASI HALINDE: Su ile birkag dakika
dikkatlice durulayin. Takili ve yapmasi kolaysa,
kontak lensleri ¢ikartin. Durulamaya devam edin.

P337+P313 Géz tahrigi kalici ise: Tibbi yardim/bakim alin.

P403+P235 iyi havalandinlmis bir alanda depolayan. Soguk
futun.

EUH208 methyl  2-methylprop-2-enoate;  methyl  2-

methylpropenoate; methyl methacrylate igerir.
Alerjik reaksiyona yol acabilir.
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PD1 icin zararhlik ve énlem ifadeleri:

Zararllik belirleyici bilesen Formamid'tir.

H351 Kansere yol agma siphesi var.

H360FD Uremeye zarar verebilir. Dogmamis cocukta hasara yol
agabilir.

H373 Uzun sireli veya tekrarli maruz kalma sonucu
organlarda hasara yol agabilir.

P201 Kullanmadan énce 6zel talimatlar okuyun.

P202 Butin dnlem ifadeleri okunup anlagilmadan elleglemeyin.

P260 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini
solumayin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu  kiyafet/gdz  koruyucu/yiz

koruyucu kullanin.

P308+P313  Maruz kalinma veya etkilesme halinde ISE: Tibbi
yardim/bakim alin.

P405 Kilit altinda saklayin.

8. Sinrrlamalar

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

yorumlamasi bagka tani testleri ile birlikte klinik ge¢cmis, morfoloji ve
diger histopatolojik kriterler kapsaminda yapiimalidir. Preparatin
boyanmasinda kullanilan CISH problari, reaktifler, tani panelleri ve
yéntemleri hakkinda bilgi sahibi olmak yetkin bir patologun
sorumlulugudur. Boyama islemi onayli ve lisansli bir laboratuvarda,
boyanmig lamlarin incelenmesinden sorumlu olan ve pozitif ve
negatif kontrollerin yeterliligini garanti eden bir patologun
gézetiminde yapilmalidir.

. Ornegin boyanmasi, ézellikle de sinyalin yogunlugu ve zemin
boyanmasi, érnegin boyamadan énce geghigi islem ve hazirlik
sUreclerine baglidir. Kéti fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger érneklerle ya da swvilarla
kontamine etme artefaktlara veya yanlig sonuglara yol acabilir.
Tutarsiz  sonuglar  fiksasyon ve gdmme  y&ntemlerindeki
degiskenliklerden ve de drnegin kendi icinde olan dizensizliklerden
meydana gelebilir.

. Prob yalnizca 4. “Saglanan reaktifler” bsliminde tanimlanan
lokuslarin tespit edilmesi igin kullanilmalidir.

. Uronon  performansi bu  kullanma  kilavuzunda  tamimlanan
prosedurler kullanilarak dogrulanmugtir. Bu prosedirlerde yapilan
degisiklikler performansi degistirebilir ve dogrulamasi kullanici
tarafindan yapilmalidir.

9.  Etkilesimli maddeler
Asagidaki fiksatifler ISH ile uyumlu degildir:

Bouin’s fiksatifi

B5 fiksatifi

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

Alkoller (tek basina kullanildiginda)
Civa klorir

Formaldehit/cinko fiksatifi

. Hollande's fiksatifi

. Tamponsuz formalin
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10. Orneklerin hazirlanmasi
Oneriler:

. Herhangi  bir hozirlik adiminda  érnekler arasinda  caproz
kontaminasyon olmasindan sakinin  ¢inkd bu durum hatal
sonuglara yol acabilir.

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

ile fiksasyon.

Ornek biyiklogo < 0.5 cm?.

En Ust kalitede parafin kullanin.

Gdmme iglemi 65°C’den daha disik sicakliklarda yapilmalidir.

Mikrotom ile 3-5 um kalinhiginda kesitler alin.

Pozitif yGklo mikroskop lamlari kullanin.

50-60°C'de 2-16 saat fikse edin.

11. Uronon kullanima hazirlanmasi

PBS/Tween (WB4) 12. “Calisma Prosediri” bslimindeki talimatlara gére
hazirlanmalidir. Kitin tom diger bilesenleri kullanima hazirdir. Yeniden
sulandirmaya, karighrmaya veya dilisyon yapmaya gerek yoktur.
Kullanmadan énce probun oda sicakligina (18-25°C) ulagmasina izin verin
ve hafifce karigtirin.

12. Caligma prosediri

12.1 Birinci Gin
Hazirlik adimlan

(1) Bir etanol serisi hazirlayin (%70, %90 ve %100 etanol solisyonlari):
%100 etanolu deiyonize veya distile su ile seyreltin. Bu solisyonlar
uygun kaplarda saklanabilir ve yeniden kullanilabilir.

(2)  Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Usti kapali bir boyama
kabinda 98°C’ye isitin.

(8) 3% H-0; hazirlanmasi: 1 birim %30 HyO2'i 9 birim %100 metanol
ile kangtirin.

(4)  ZytoDot CISH Prob: Kullanmadan énce oda sicakligina ulagtirin.

On iglemler (parafin giderme/proteoliz)

(1) Lamlari 70°C’de (8rn: bir sicak levha Uzerinde) 10 dakika inkibe
edin.

(2) Lamlari ksilen icinde 2x 5 dakika inkibe edin.
(3)  Lamlan %100 etanol icinde 3x 3 dakika inkibe edin.
(4)  Lamlari 3% H,0; iginde 5 dakika inkibe edin.

(5) Lamlan oda sicakhginda deiyonize veya distile su ile 2x 1 dakika
yikayin.

(6) Onceden 98°C'ye isihlmig Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2)
icinde 15 dakika inkibe edin.

Bir boyama kabinda 8 lam kullanin (gerekirse bos lam ekleyin).

(7)  Lamlan hemen deiyonize veya distile su icine aktarin ve 2x 2 dakika
yikayin.

(8)  Ornegin izerinde Pepsin Solution’i (ES1) damlatarak uygulayin ve
bir nemli kutu icinde 37°C’de 5-15 dakika inkibe edin.

Genel kural olarak proteoliz igin en uygun sureyi denemeler
yaparak belirlemenizi éneriyoruz.

(9) Lamlan deiyonize veya distile su icine yerlestirin.

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

(11) Kesitleri havada kurutun.

Not: Prob uygulamasindan énce lamlari tamamen kuruttugunuzdan emin
olun.

Denatirasyon ve hibridizasyon

(1) On iglemi yapilmig 6rnegin tizerine 10 ul Zyto Dot CISH Probe
pipetleyin.

(2)  Ornekleri 22 mm x 22 mm lamel ile kapatin (hava kabarcigs
birakmayin) ve lamelin yaltimini saglayin.
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Yalitim igin lastik soldsyonu (6rn: Fixogum) kullaniimasini Sneririz.

(3)  Lamlari bir sicak levha Uzerine ya da bir hibridizasyon cihazina
yerlestirin ve érnekleri 94-95°C’de 5 dakika denatire edin.

(4)  Lamlari bir nemli kutuya aktarin ve 37°C’de gece boyu inkibe edin
(6rn. Bir hibridizasyon etiGvinde).

Hibridizasyon asamasinda &rneklerin kurumamasi gerekir.

12.2 ikinci Gun

Hazirhk adimlari

(1) Wash Buffer SSC (WBT1): Gigli yikama iglemi igin Usti kapali bir
boyama kabinda 80°C’ye isitin.

(2)  Wash Buffer PBS/Tween hazirlanmasi: 1 PBS/Tween (WB4) tabletini
1000 ml deiyonize veya distile su icine atin ve ¢ézin.

(8)  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): Kullanmadan &nce oda sicakhigina ulastirin.

Hibridizasyon sonrasi ve fespit

(1)  Lastik solisyonunu veya yapistiriciyr dikkatlice sékin.

(2) Lomlari oda sicakhgindaki Wash Buffer SSC (WB1) icinde 5 dakika
tutup lameli ¢ikarin.

WB1 bir kez daha kullanilabilir. 2-8°C’de en fazla bir hafta
muhafaza edin.

(8)  Lamlari 80°C’deki Wash Buffer SSC (WB1) icinde 5 dakika yikayin.

Bir boyama kabinda sekiz lam kullanin (gerekirse bos lam ekleyin).

(4)  Lamlar deiyonize veya distile su icinde 2x 1 dakika yikayin.
(5)  Lamlari Wash Buffer PBS/Tween icine yerlestirin.

(6) Lamlara Blocking Solution (BS1) (her lama1-2 damla) uygulayin ve
oda sicakhginda 10 dakika inkibe edin.

(7)  Blocking Solution (BS1)'i lamin Gzerinden akitin, sakin yikamayin!

(8) Lamlara damlatarak Mouse-Anti-DIG (AB1) uygulayin (her lama 1-
2 damla) ve oda sicakliginda 30 dakika inkibe edin.

(9)  Lamlari PBS/Tween icinde 3x 1 dakika yikayin.

(10) Lomlara damlatarak Anti-Mouse-HRP-Polymer (AB2) uygulayin (her
lama 1-2 damla) ve oda sicakliginda 30 dakika inkibe edin.

(11) Lamlari PBS/Tween icinde 3x 1 dakika yikayin.

(12) DAB Solution (calisma solisyonu) hazirlayin: Olgekli bir tipe 1 ml
DAB Solution B (SB1b) koyun ve bir damla (30 ul) DAB Solution A
(SB1a) ekleyin. Iyice karigtirin.

(13) Lomlara damlatarak DAB Solution uygulayin (her lama 1-2 damla)
ve oda sicakhiginda 30 dakika inkibe edin.

(14) Lamlari bir boyama kabina aktarin ve akan soguk ¢cesme suyunda
2 dakika yikayin.

(15) Mayer’s Hematoxylin Solution (CS1) ile 5-10 saniye érneklerin zit
boyamasini yapin.

(16) Lamlar bir boyama kabina aktarin ve akan soguk cesme suyunda
2 dakika yikayin.

(17) %70, %90 ve %100 etanol ile her birinde 1 dakika dehidrasyon
yapin.

(18) Lamlari ksilen icinde 2x 2 dakika inkibe edin (cok saf ksilen

kullanin).

(19) Mounting Solution (alcoholic) (MT4) kullanarak hava kabarcigi
birakmadan érnekleri bir lamel (22 mm x 22 mm; 24 mm x 32
mm) ile kapatin. Lamelin tamamen sabitlenmesi igin 20-30 dakika
bekleyin.

(20) Boyanan drnekleri 1gik mikroskobunda degerlendirin.

4/6

13. Sonuglarin yorumlanmasi

Digoksigenin-isaretli polinikleotidlerin hibridizasyon sinyalleri kahverengi
ile koyu kahverengi arasindaki tonlarda (ERBB2 gen bélgesi) gézlenir.

Normal durum: Normal hicrelerin veya ERBB2 gen bélgesini iceren bir
amplifikasyonu olmayan hicrelerin interfazlarinda iki adet belirgin nokta
seklinde kahverengi sinyal gérolir (bknz. Sekil 2).

Anormal durum: ERBB2 gen bdlgesinde amplifikasyon olan veya 17.
kromozom polizomisi olan hicrelerde daha fazla sayida kahverengi sinyal
veya kahverengi sinyal kimelenmeleri gézlenir (bknz. Sekil 2).

Dusuk seviyeli ERBB2
amplifikasyonu

Yuksek seviyeli ERBB2

Normal durum e
amplifikasyonu

Sekil 2: Normal ve anormal hiicre gekirdeklerinde beklenen sonuglar

Bazi anormal &rneklerde yukarida belirtilenden farkli bir sinyal modeli
olusturabilen baska sinyal dagilimlari gézlenebilir ve bu varyant yeniden
duzenlenmelerini gésterir. Beklenmeyen sinyal modelleri daha fazla
aragtiriimalidir.

Lotfen dikkat edin:

. Kromatinin yogunlugunu kaybetmesinden dolay: tek CISH sinyalleri
kicik kimeler gibi gérinebilir. Bu yizden, aralarinda 1 sinyal
capindan doha digik veya ona esit mesafe bulunan ayni
buyuklukteki iki veya U¢ sinyal tek sinyal sayilmalidir.

. Sinyal sayimindan énce, herhangi bir olasi intratdméral heterojenlik
bakimindan érnek 100 ila 200 biyitmede taranmalidir.

. Sinyallerin gérintilenmesi en az 400 — 630 biyutmede yapilmalidir,
béylece sinyaller daha kolay gérintilenebilir.

. Nekroz, Ust Uste gelmis hicre cekirdekleri, agiri sindirilmis hicre
cekirdekleri ve sinyal yogdunlugu zayif olan hicre cekirdekleri
bulunan bélgeleri degerlendirmeyin.

. Neoplastik olmayan hicrelerin kigik bir yizdesinde bile mitoz
nedeniyle ilave sinyaller gérilebilir. Parafine gémili érneklerde kesit
artefakilari  nedeniyle zaman zaman sinyal vermeyen hicre
cekirdekleri gézlenebilir.

. Negatif veya spesifik olmayan bir sonug ¢ok sayida etken sebebiyle
meydana gelebilir (17. Bélume bakiniz).

. Sonuglari  dogru yorumlamak igin  kullanici bu  GrinG  tani
prosedirlerinde kullanmadan &nce ulusal ve/veya uluslararasi
yénergelere gére dogrulamalidir.

14. Onerilen kalite kontrol prosedirleri

islenen &rneklerin ve test reaktiflerinin dogru performans gésterdiklerini
izlemek icin her deneye ic ve dis koniroller dahil edilmelidir. i ve/veya dis
kontroller uygun boyanma géstermezse hasta érnekleri ile alinan sonuclar
gecersiz kabul edilmelidir.

ic kontrol: Ornek icindeki normal sinyal modeli gésteren neoplastik-
olmayan hicreler, 6rn., fibroblastlar.

Dig kontrol: Dogrulanmig pozitif ve negatif kontrol érnekleri.

15. Performans ézellikleri

Probun performansi dengi olan IVD onayli FISH probu ile kargilashnlarak
belirlenmistir. Uyum %100’dir.

Dogruluk: Dogruluk %100 olarak hesaplanmistir.
Analitik duyarlilik: Analitik duyarlilik %100 olarak hesaplanmistir.
Analitik 6zgollok: Analitik 6zgillik %100 olarak hesaplanmighr.

16. Atk bertarafi

Reaktiflerin bertarafi yerel dizenlemelere uygun olarak yapilmalidir.
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17. Sorun giderme

Caligma talimatlarina uyulmamasi hatali sonuglarin alinmasina veya sonug

alinamamasina sebep olabilir.

Zayif sinyaller veya hig sinyal bulunmamasi

Olasi sebep

Onlem

Hicre veya doku érnegi
dogru fikse olmamig

Fiksasyon siresini ve fiksatifi optimize
edin

Isi 6n iglemi, proteoliz,
hibridizasyon, denatirasyon,
gUclt yikama veya antikor
inkibasyonu sicakligi dogru
degil

Kullanilan tom teknik araglarin
sicakhigini kalibre edilmis bir
termometre ile kontrol edin. Sicakhg
kritik olan solisyonlarda her zaman
ayni sayida lam kullanin.

Proteolitik 6n islem dogru
yapilmamig

Fiksasyonun yapisi ve siresi, kesitlerin
kalinhg ve dokunun/hicrelerin yapisi
gibi cok sayida faktére bagh olarak
farkli inkGbasyon sireleri gerekebilir.
On denemeler yaparak pepsin
inkUbasyonu icin optimum sireyi
belirleyin.

Hibridizasyon suresi ¢ok kisa

Hibridizasyonu en az 12 saat yapin;
gerekirse hibridizasyon siresini uzatin.

Dehidrasyon solUsyonlari eski

Taze dehidrasyon solusyonlari
hazirlayin.

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 8nlemek icin
lamel iyice yalihlmalidir (érn. Fixogum
ile)

Kromojenik substratin
hazirlanmasi yeterli degil

Bir damla DAB Solution damlatmak
yerine 30 ul uygulayin.

Zit boyama suresi ¢ok uzun

Zit boyama siresi érnegin yapisina
baglidir ve buna gére optimize
edilmelidir. Koyu zit boyanma
olmasindan kaginin ¢inks pozitif
boyanma sinyallerini engelleyebilir.

Zit boyamada mavilegtirme
dizgin yapilmamig

Mavilegtirme icin soguk akan cegsme
suyu kullanin; 1lik veya sicak su ya da
mavilestirme reaktifleri kullanmayin

Sinyaller gok kuvvetli

Olasi sebep

Onlem

Yapilan proteoliz 8n iglemi
cok uzun

Fiksasyonun yapisi ve suresi, kesitlerin
kalinhg ve dokunun/hicrelerin yapisi
gibi cok sayida faktére bagh olarak
farkli inkGbasyon sireleri gerekebilir.
On denemeler yaparak pepsin
inkiibasyonu icin optimum sureyi
belirleyin.

Substrat reaksiyonu ¢ok
yogun

Substrat inkiibasyon suresini kisaltin;
substrat solUsyonunu 25°C’nin Uzerine
isitmayin; yalnizca oda sicakhiginda
inktbe edin.

Sinyaller soluk veya birbirine girmig

Olasi sebep

Onlem

Uygun olmayan kapama
soltsyonu kullanilmig

Yalnizca kit ile birlikte verilen kapama
maddesini veya yabanci madde
icermeyen ksilen bazli kapama
solisyonu kullanin; kapama bandi
kullanmayin
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Diizensiz veya yalnizea bazi kisimlarda ¢ok hafif boyanma

Olasi sebep

Onlem

Parafin giderme
tamamlanmamig

Taze solusyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin stresini kontrol
edin

Reaktif hacmi gok dusuk

Reaktif hacminin doku alanini
kaplamaya yetecek miktarda olmasini
saglayin

Hibridizasyon éncesinde veya
kapama sirasinda hava
kabarciklart kalmig

Hava kabarcigr birakmayin

Tutarsiz sonuglar

Olasi sebep

Onlem

Probun uygulanmasindan
dnce yeterli kurutma
yapilmamig

Havada kuruma siresini uzatin

Pepsinin, antikorlarin ve/veya
renk substratlarinin
uygulanmasindan énce doku
Uzerinde ¢ok fazla su/yikama
tamponu kalmig

Doku kesiti Uzerindeki fazla sivinin
emdirilerek veya lami sallayarak
giderilmesini saglayin. Kigik
miktardaki su/yikama tamponu kalintisi
teste etki etmez

Dokunun fiksasyon ve
gémme ydntemlerinde
degiskenlikler var

Fiksasyon ve gdmme yéntemlerini
optimize edin

Doku kesiti kalinliginda
degisiklikler var

Kesit almayi optimize edin

Doku morfolojisi bozulmug

Olasi sebep

Onlem

Hicre veya doku 8rnegi
dogru fikse olmamig

Fiksasyon siresini ve fiksatifi optimize
edin

Proteolitik én islem dogru
yapilmamig

Pepsin inkibasyon siresini optimize
edin; gerekirse artirin veya digirin.

Capraz hibridizasyon sinyalleri,

két) zemin

Olasi sebep

Onlem

Giglo yikama sicakhgr dogru
degil

Kullanilan tom teknik araglarin
sicakhigini kalibre edilmis bir
termometre ile kontrol edin. Sicakhg
kritik olan solUsyonlarda her zaman
ayni sayida lam kullanin. Sicaklik
inkibasyonu olan adimlarda sekizden
fazla lam kullanilmamasini éneririz

Lamlar iyice yitkanmamisg

Belirtilen adimlarda taze ve yeterli
miktarda yikama tamponu ve deiyonize
veya distile su kullanin.

Kesitler hibridizasyon
sirasinda veya sonrasinda bir
zaman kurumug

Kesitlerin kurumasini énleyin; nemli
kutu kullanin; lameli dizgin sekilde
yaltin

Substrat inkiibasyon stresi
uzun

Substrat inkiibasyon siresini dugirin

Parafin giderme
tamamlanmamisg

Taze solsyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin suresini kontrol
edin

Proteolitik &n iglem cok gucl

Pepsin inkiibasyon siresini optimize
edin

Lamlar hibridizasyondan
énce oda sicakligina
sogutulmus

Lamlar cabucak hibridizasyon
sicakhgina aktarin

Sinyaller Ust Uste gelmig

Olasi sebep

Onlem

Doku kesitlerinin kalinhklari
uygun degil

3-5 um kalinhginda mikrotom
kesitleri alin
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Ornek lama iyi yapismamig

Olasi sebep Onlem

Lamin kaplamasi uygun Uygun lamlar (pozitif yoklu) kullanin
degil

Proteolitik 6n iglem ¢ok Pepsin inkObasyon suresini digirin
gucly
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