ZYTO\V/ISION

Zyto Dot
SPEC MYCN Probe

C-3029-400 N/ 40 (0.4 ml)

Kromojenik /n situ hibridizasyon (CISH) ile insan MYCN
geni amplifikasyonlarinin kalitatif tespiti igin

q

IVD

Vicut diginda kullanilan (in vitro) hbbi tani cihazi

98/79/EC AB Yénetmeligine gére

1. Kullanim amaci

Zyto Dot SPEC MYCN (PD17) formalin-fikse, parafine gémilt drneklerde
insan MYCN geni amplifikasyonlarinin kromojenik in situ hibridizasyon
(CISH) ile kalitatif  tespitinde  kullanilmak igindir.  Bu  prob
Zyto Dot CISH Implementation Kit (Ur(jn No. C-3018-40) ile birlikte
kullanilmak igindir.

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

2. Klinik baglantisi

MYCN (MYCN proto-onkogen, bHLH transkripsiyon faktéri; NMYC olarak
da bilinir) geni 2p24.3 kromozom bdlgesinde yer alir ve normalde
gelismekte olan sinir sisteminde ve diger seckin hicrelerde eksprese edilen
62-64 kDa'luk bir transkripsiyon faktérini kodlar. MYCN onkogeni primer
néroblastomlarin yaklagik %25‘inde ve tUmor-tirevli hicre soylarinin
%90"'inda amplifiye olur. ilave kopyalar normal lokusta nadiren yer alir
ancak double minute kromozomlar veya homojen boyanan bélgeler
olarak tespit edilirler. MYCN geninin amplifikasyonu hizli timér ilerlemesi,
hastaligin ileri evreleri ve zayif prognoz ile giclt bir sekilde baglantilidir.
Bu nedenle, hastalarin  farkli  tedavi protokollerine ayrilmasinda
amplifikasyon durumu giderek daha fazla kullanilmaktadir.

3. Test prensibi

Kromoijenik /n situ hibridizasyon (CISH) teknigi hicre preparatlarinda
spesifik ntkleik asit dizilerinin tespit edilmesine ve gérontilenmesine 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 yikama
adimlar ile ortamdan uzaklagtirilir. isaretli probun dupleks olusumu
sekonder polimerize enzim-konjuge antikorlar tarafindan tespit edilen
primer (isaretsiz) antikorlar kullanilarak géruntilenebilir.  Kromojenik
substratlar ile meydana gelen enzimatik reaksiyon renkli ¢ékeltilerin
olusmasina yol acar. Hibridize olmus problar hicre ¢ekirdeginin bir
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cekirdek boyasi ile zit boyanmasindan sonra gtk mikroskobunda
gdrinttlenebilir.

4. Saglanan reaktifler

ZytoDot SPEC MYCN Probe sunlari igerir:

. Digoksigenin-igaretli  polintkleotidler  (~1,8 ng/ul), 2p24.3*
(chr2:15,846,046-16,213,717) konumunda bulunan MYCN gen
bolgesini iceren dizileri hedef alir (bknz. Sekil 1).

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

GDB:315969
SHGC-140713

N
——
A 4

MYCN

~ 370 kb

Tel « p243 — » Cen
Sekil 1: SPEC MYCN Prob yapisi (8lgekli degildir)

Zyto Dot SPEC MYCN Probe tek sekilde temin edilir:
. C-3029-400: 0.4 ml (40 reaksiyon, her biri 10 ul)

o

Gerekli diger malzemeler

Zyto Dot CISH Implementation Kit (Uriin 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 banyolar

Zaman Sayaci

Kalibre edilmis termometre

Etanol veya reaktif dereceli alkol

Ksilen

Metanol %100

Hidrojen Peroksit (H,O,) %30

Deiyonize veya distile su

Lamel (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)

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

. Uygun donanimli igik mikroskobu (400-630x)

6. Saklama ve kullanma kogullar

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.
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7.

Uyarilar ve énlemler

Kullanmadan énce kullanma kilavuzunu okuyun!
Son kullanma tarihi gelen Grinleri kullanmayin!

Bu Urin sagliga zararli ve potansiyel olarak enfeksiydz maddeler
icerir  (dUsik konsantrasyonlarda ve hacimlerde). Reakfiflere
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 agikca belirtiimemigse reaktifleri tekrar kullanmayin!

Ornekler arasinda capraz  kontaminasyon olmasindan  ve
mikrobakteriyel kontaminasyon olmasindan sakinin!

Hibridizasyon ve yikama asimlar sirasinda érneklerin kurumasina
izin verilmemelidir!

Zararlilik ve énlem ifadeleri:

Zararllk belirleyici bilesen Formamid'tir.

Tehlike

H351 Kansere yol agma suphesi var.

H360FD Uremeye zarar verebilir. Dogmamis cocukta hasara yol
acabilir.

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

P201 Kullanmadan énce 6zel talimatlari okuyun.

P202 BUtin 6nlem ifadeleri okunup anlagilmadan elleglemeyin.

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

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.

8.  Sinirlamalar
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Yalnizca vicut digi (/n vitro) tibbi tani amagh kullanim igindir.
Yalnizca profesyonel kullanim igindir.

Herhangi bir pozitif boyanmanin veya boyanma olmamasinin klinik
yorumlamasi bagka tani testleri ile birlikte klinik gegmis, morfoloji ve
diger histopatolojik kriterler kapsaminda yapilmalidir. Preparatin
boyanmasinda kullanilan CISH problari, reaktifler, tani panelleri ve
yéntemleri hakkinda bilgi sahibi olmak yetkin bir patologun
sorumlulugudur. Boyama iglemi onayli ve lisansli bir laboratuvarda,
boyanmig lamlarin incelenmesinden sorumlu olan ve pozitif ve
negatif kontrollerin yeterliligini garanti eden bir patologun
gdzetiminde yapilmalidir.

Ornegin boyanmasi, &zellikle de sinyalin yogunlugu ve zemin
boyanmasi, 8rnedin boyamadan énce gectigi islem ve hazirlik
sureclerine baghdir. Kéti fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger &rneklerle ya da sivilarla
kontamine etme artefakilara veya yanlis sonuclara yol agabilir.
Tutarsiz  sonuglar  fiksasyon ve gémme  ydntemlerindeki
degiskenliklerden ve de érnegin kendi iginde olan duzensizliklerden
meydana gelebilir.

Prob yalnizca 4. “Saglanan reaktifler” bsliminde tanimlanan
lokuslarin tespit edilmesi icin kullaniimalidir.

Uronon  performansi bu  kullanma  kilavuzunda  tanimlanan
prosedirler kullanilarak dogrulanmigtir. Bu prosedirlerde yapilan
degisiklikler performansi degigtirebilir ve dogrulamasi kullanici
tarafindan yapilmalidir.

9.  Etkilegimli maddeler
Asagidaki fiksatifler ISH ile uyumlu degildir:

Bouin’s fiksatifi

B5 fiksatifi

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

Alkoller (tek bagina kullanildiginda)
Civa klorur

Formaldehit/cinko fiksatifi
Hollande’s fiksatifi

Tamponsuz formalin

10. Orneklerin hazirlanmasi
Oneriler:

. Herhangi bir hazirlk adiminda  &érnekler arasinda  ¢aproz
kontaminasyon olmasindan sakinin  ¢inki bu durum hatali
sonuglara yol agabilir.

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

ile fiksasyon.

Ornek biyiklogi < 0.5 cm3.

En Ust kalitede parafin kullanin.

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

Mikrotom ile 3-5 um kalinhiginda kesitler alin.

Pozitif yiklo mikroskop lamlari kullanin.

50-60°C’de 2-16 saat fikse edin.

11. Urtnon kullanima hazirlanmasi

Uron kullanima  hazirdir. Yeniden sulandirmaya, karisrmaya  veya
dilisyon yapmaya gerek yoktur. Kullanmadan énce probun oda sicakligina
(18-25°C) ulagmasina izin verin ve hafifce karigtirin.

12. Galigma prosediri

@rnegin 6n iglemi
Ornegin  8n iglemini (parafin  giderme, proteoliz) ZytoDot CISH
Implementation Kit kullanma kilavuzuna gére yapin.

Denatirasyon ve hibridizasyon

1. Oniglemi yapilmig her bir 8rnegin Uzerine 10 ul prob pipetleyin.

2. Ornekleri 22 mm x 22 mm boyutlarinda bir lamel ile kapatin (hava
kabaraigr birakmadan) ve lamelin yalitimini saglayin.

Yaliim igin lastik solisyonu (8rn., Fixogum) kullanilmasini éneririz.

3.  Lomlar bir sicak levha Uzerine ya da bir hibridizasyon cihazina
yerlestirin ve drnekleri 94-95°C’'de 5 dakika denatire edin.

4.  Lamlan bir nemli kutuya aktarin ve 37°C’de (6rn. bir hibridizasyon
etivinde) gece boyu hibridize edin.

Hibridizasyon asamasinda érneklerin kurumamasi gerekir.

Hibridizasyon sonrasi

Hibridizasyon sonrasi iglemleri (ylkama, deteksiyon, zit boyama, kapama,
mikroskop  incelemesi)  ZytoDot CISH Implementation Kit  kullanma
kilavuzuna gére yapin.

13. Sonuglarin yorumlanmasi

Zyto Dot CISH Implementation Kit  kullanildiginda  digoksigenin-isaretli
polinikleotidlerin hibridizasyon sinyalleri kahverengi ile koyu kahverengi
arasindaki tonlarda (MYCN gen bélgesi) gézlenir.

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

Anormal durum: MYCN gen bélgesinde amplifikasyon olan veya 2.
kromozom polizomisi olan hicrelerde daha fazla sayida kahverengi sinyal
veya kahverengi sinyal kimelenmeleri gézlenir (bknz. Sekil 2).
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Dusguk seviyeli MYCN
amplifikasyonu

Yuksek seviyeli MYCN

Normal durum 7
amplifikasyonu

Sekil 2: Normal ve anormal hiicre gekirdeklerinde beklenen sonuglar

Bazi anormal érneklerde yukarida belirtilenden farkli bir sinyal modeli
olusturabilen bagka sinyal dagilimlar gézlenebilir ve bu varyant yeniden
dizenlenmelerini gésterir. Beklenmeyen sinyal modelleri daha fazla
araghnlmahdir.

Litfen dikkat edin:

14.

Kromatinin yogunlugunu kaybetmesinden dolay tek CISH sinyalleri
kioguk kumeler gibi gériunebilir. Bu yUzden, aralarinda 1 sinyal
capindan daha diUsik veya ona esit mesafe bulunan ayni
buyukltkteki iki veya Ug sinyal tek sinyal sayilmalidir.

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

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

Nekroz, Ust Uste gelmis hicre cekirdekleri, agin sindirilmis hicre
cekirdekleri ve sinyal yogunlugu zayf olan hicre c¢ekirdekleri
bulunan bélgeleri degerlendirmeyin.

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

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

Sonuclart  dogru yorumlamak igin  kullanici bu  OrGni  tani
prosedirlerinde kullanmadan énce ulusal ve/veya uluslararasi
yénergelere gére dogrulamalidir.

Onerilen kalite kontrol prosediirleri

islenen &rneklerin ve test reaktiflerinin dogru performans gésterdiklerini
izlemek icin her deneye ic ve dig kontroller dahil edilmelidir. Ic 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 érnekleri.

15.

Performans ézellikleri

Probun performansi dengi olan IVD onayl FISH probu ile kargilagtirilarak
belirlenmigtir. Uyum %100’dur.

Dogruluk: Dogruluk %100 olarak hesaplanmighr.

Analitik duyarlilik: Analitik duyarlilik %100 olarak hesaplanmugtir.

Analitik 8zgullik: Analitik 6zgullik %100 olarak hesaplanmisgtir.
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16. Atk bertarafi

Reakiiflerin bertarafi yerel dizenlemelere uygun olarak yapilmalidir.

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 suresini ve fiksatifi optimize
edin

Isi 6n iglemi, proteoliz,
hibridizasyon, denatirasyon,
guclt yikama veya antikor
inkUbasyonu sicakhg dogru
degil

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

Proteolitik n islem dogru
yapilmamig

Fiksasyonun yapisi ve siresi, kesitlerin
kalinhigi ve dokunun/hicrelerin yapisi
gibi cok sayida faktére bagl olarak
farkli inkibasyon sureleri gerekebilir.
On denemeler yaparak pepsin
inkbasyonu igin optimum sireyi
belirleyin.

Hibridizasyon siresi ¢ok kisa

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

Dehidrasyon solisyonlari eski

Taze dehidrasyon solUsyonlar
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
3rnegin kurumasini énlemek igin
lamel iyice yaltilmalidir (6rn. Fixogum
ile)

Kromojenik substratin
hazirlanmasi yeterli degil

Bir damla DAB Solution damlatmak
yerine 30 ul uygulayin.

Zit boyama siresi ¢cok uzun

Zit boyama suresi érnedin yapisina
bagldir ve buna gére optimize
edilmelidir. Koyu zit boyanma
olmasindan kaginin ¢unkd pozitif
boyanma sinyallerini engelleyebilir.

Zit boyamada mavilegtirme
dizgin yapilmamig

Mavilegtirme icin soguk akan ¢esme
suyu kullanin; ilik veya sicak su ya da
mavilegtirme reaktifleri kullanmayin

Sinyaller ¢ok kuvvetli

Olasi sebep

Onlem

Yapilan proteoliz n iglemi
cok uzun

Fiksasyonun yapisi ve suresi, kesitlerin
kalinhigi ve dokunun/hicrelerin yapisi
gibi cok sayida faktére bagl olarak
farkli inkibasyon sureleri gerekebilir.
On denemeler yaparak pepsin
inkUbasyonu icin optimum sireyi
belirleyin.

Substrat reaksiyonu ¢ok
yogun

Substrat inkibasyon siresini kisaltin;
substrat solGsyonunu 25°C’nin Uzerine
isitmayin; yalnizca oda sicakhginda
inkibe edin.

Sinyaller soluk veya birbirine girmig

Olasi sebep

Onlem

Uygun olmayan kapama
solUsyonu kullanilmig

Yalnizca kit ile birlikte verilen kapama
maddesini veya yabanc madde
icermeyen ksilen bazli kapama
solUsyonu kullanin; kapama bandi
kullanmayin
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Dizensiz veya yalnizca bazi kismlarda ¢ok hafif boyanma

Ornek lama iyi yapigmamig

Olasi sebep

Onlem

Olasi sebep Onlem

Parafin giderme
tamamlanmamig

Taze solUsyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin suresini kontrol
edin

Lamin kaplamasi uygun Uygun lamlar (pozitif yukl) kullanin

degil

Reaktif hacmi ¢ok digik

Reaktif hacminin doku alanini
kaplamaya yetecek miktarda olmasini
saglayin

Proteolitik 6n iglem ¢ok Pepsin inkibasyon siresini digiron

gl

Hibridizasyon éncesinde veya
kapama sirasinda hava
kabarciklar kalmig

Hava kabaraigi birakmayin

Tutarsiz sonuglar

Olasi sebep

Onlem

Probun uygulanmasindan
énce 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 Gzerindeki fazla sivinin
emdirilerek veya lami sallayarak
giderilmesini saglayin. Kiguk
miktardaki su/yitkama tamponu kalintisi
teste etki etmez

Dokunun fiksasyon ve
gémme ydntemlerinde
degiskenlikler var

Fiksasyon ve gémme yéntemlerini
optimize edin

Doku kesiti kalinliginda
degisiklikler var

Kesit almay: optimize edin

Doku morfolojisi bozulmug

Olasi sebep

Onlem

Hicre veya doku érnegi
dogru fikse olmamig

Fiksasyon suresini ve fiksatifi optimize
edin

Proteolitik 8n iglem dogru
yapilmamig

Pepsin inkiibasyon siresini optimize
edin; gerekirse artirin veya disirin.

Capraz hibridizasyon sinyalleri,

kot zemin

Olasi sebep

Onlem

Gicli ylkama sicakligr dogru
degil

Kullanilan tom teknik araglarin
sicakhgini kalibre edilmis bir
termometre ile kontrol edin. Sicakhigi
kritik olan solGsyonlarda her zaman
ayni sayida lam kullanin. Sicakhk
inkbasyonu olan adimlarda sekizden
fazla lam kullanilmamasini éneririz

Lamlar iyice ytlkanmamig

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
yalitin

Substrat inkbasyon siresi
uzun

Substrat inkiibasyon siresini digirin

Parafin giderme
tamamlanmamig

Taze solUsyonlar kullanin; parafin
giderme isleminin stresini kontrol
edin

Proteolitik 8n islem cok gi¢lu

Pepsin inkiibasyon siresini optimize
edin

Lamlar hibridizasyondan
dnce oda sicakligina
sogutulmus

Lamlari cabucak hibridizasyon
sicakligina aktarin

Sinyaller Ust Uste gelmig

Olasi sebep

Onlem

Doku kesitlerinin kalinliklar

uygun degil

3-5 um kalinhiginda mikrotom
kesitleri alin
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Uzmanlarimiz sorularinizi yanittamaya hazirdir.
Lotfen 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-posta: info@zytovision.com

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