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ZYTO\'/ISION

ZytoLight
SPEC TERT/5q31 Dual Color Probe

Z-2091-50
Z-2091-200

N/ 5(0.05 ml)
N/ 20 (0.2 ml)

Floresan /n situ hibridizasyon (FISH) ile insan TERT geni
amplifikasyonlarinin ve kromozom 5q31 spesifik dizilerin
kalitatif tespiti igin
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Vicut diginda kullanilan (in vitro) hbbi tani cihazi
98/79/EC AB Yénetmeligine gére

1.  Kullanim amaci

ZytoLight SPEC TERT/5¢31 Dual Color Probe (PL50) formalin-fikse,
parafine gdmuly érneklerde insan TERT geni amplifikasyonlarinin ve de
kromozom 531 spesifik dizilerin floresan /in sifu hibridizasyon (FISH) ile
kalitatif tespitinde kullanilmak icindir. Bu prob Zytolight FISH-Tissue
Implementation Kit (Uron No. Z-2028-5/-20) ile kombine olarak
kullanilmak igindir.

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

2. Klinik baglantisi

TERT (telomeraz ters transkriptaz) geni 5p15.33 kromozom bélgesinde
yer alr ve insan telomerazinin ters transkriptaz bilegenini kodlar.
Kromozomlarin uglarinin korumasi icin gerekli olan ribonikleoprotein
enzim kompleksi telomeraz somatik hucrelerin biyik ¢ogunlugunda
bulunmaz ancak 8ltmsiz hicre soylarinin biyik ¢ogunlugunda ve insan
kanserlerinde bulunur ve akfiftir. TERT geninin kromozom kazanci veya
amplifikasyonu akciger, servikal, mesane, meme, hepatoselGler ve
kolorektal karsinomlar ve de néroblastom ve melanom gibi ¢esitli insan
timérlerinde bulunur. TERT amplifikasyonunun kictk hucreli olmayan
akciger kanserinde (NSCLC) zayif bir prognoz foktéri oldugu ve
hepatoseluler  karsinomlarin iyi  baskalasmamis  histopatolojisi ile
baglantili oldugu gdsterildi. Bu nedenle, TERT amplifikasyonun tespitinin
kanser tanisinda ve prognozunda faydali kullanimlari vardir.

3. Test prensibi

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi hicre preparatlarinda spesifik
nikleik asit dizilerinin tespit edilmesine ve gdrintilenmesine izin verir.
FISH problar denen floresan isaretli DNA fragmentleri ve bunlarin
preparatlardaki komplementer hedef DNA iplikleri birlikte denattre edilir
ve sonra da hibridizasyon sirasinda kaynasmalari saglanir. Daha sonra
da, spesifik olmayan ve baglanma yapmayan prob fragmentleri giglo
ytkama adimlari ile ortadan kaldirilir.
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DAPI ile DNA'nin zit boyanmasinin ardindan, hibridize olmus prob
fragmentleri, FISH prob fragmentlerinin  dogrudan isaretlendigi
florokromlara spesifik eksitasyon ve emisyon filireleri bulunan bir floresan
mikroskobu ile gérunttlenir.

4. Saglanan reaktifler

ZytoLight SPEC TERT/5931 Dual Color Probe sunlari icerir:

. ZyGreen (eksitasyon 503 nm/emisyon 528 nm) isaretli
polinukleotidler (~10 ng/ul), 5p15.33* (chr5:974,089-1,588,209)
konumunda bulunan TERT gen bélgesini iceren dizileri hedef alir
(bknz. Sekil 1).

. ZyOrange (eksitasyon 547 nm/emisyon 572 nm) isaretli
polinukleotidler  (~4.5 ng/ul), 5931.2* (chr5:137,394,637-
137,999,163) konumunda bulunan dizileri hedef alir (bknz.
Sekil 1).

. Formamid tabanli hibridizasyon tamponu

*Human Genome Assembly GRCh37/hg19‘a gére.
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Sekil 1: Ustte: SPEC TERT Probe yapisi; Altta: SPEC 5q31 Probe yapisi (Slgekli
degildir)

ZytoLight SPEC TERT/5g31 Dual Color Probe iki sekilde temin edilir:
. Z-2091-50: 0.05 ml (5 reaksiyon, her biri 10 ul)
Z-2091-200: 0.2 ml (20 reaksiyon, her biri 10 ul)
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Gerekli diger malzemeler

ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Urin No. Z-2028-5/-20)
Pozitif ve negatif kontrol érnekleri

Mikroskop lamlari, pozitif yuklo

Su banyosu (37°C, 98°C)

Hibridizasyon cihazi veya sicak levha

Hibridizasyon cihazi veya hibridizasyon etivinde nemli kutu
Ayarlanabilir pipetler (10 ul, 25 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 yaliim solisyonu, 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 filire setleri
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6. Saklama ve kullanma kogullari

2-8°C'de dik olarak ve igiktan koruyarak saklayin.

Isiktan  koruyarak kullanin.  Kullandiktan  sonra  hemen saklama
kosullarina ulaghrin. Reaktifleri etiketleri Uzerinde belirtilen son kullonma
tarihlerinden sonra kullanmayin. Urin, uygun sekilde kullanildiginda ve
saklandiginda etiketi Uzerinde belirtilen son kullanma  tarihine kadar
kullanilabilir.

7. Uyarnlar ve énlemler

. Kullanmadan énce kullanma kilavuzunu okuyun!
. Son kullanma tarihi gelen Gronleri kullanmayin!
. Bu Grin saghga zararl ve potansiyel olarak enfeksiyéz maddeler

icerir  (dUsUk 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!

. Profesyonel kullanicilar icin istedikleri takdirde ulagabilecekleri bir
guvenlik bilgi formu bulunmaktadir.

. Reaktifleri tekrar kullanmayin.

. Ornekler arasinda capraz kontaminasyon olmasindan sakinin, aksi

halde hatali sonuglara yol agilabilir.

. Prob uzun sireli olarak 1siga, &ézellikle de gicli 1si§a maruz
kalmamalidir, yani, tom adimlar mimkin oldugu élcide karanlkta
ve/veya 1gik gegirmez kutular iginde yUritGlmelidir!

Zararllik ve énlem ifadeleri:

Zararlilik belirleyici bilesen Formamid'tir.

Tehlike

H351 Kansere yol agma suphesi var.

H360FD Uremeye zarar verebilir. Dogmamig cocukta hasara yol
acabilir.

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

P201 Kullanmadan énce 6zel talimatlari okuyun.

P202 BUtin 8nlem ifadeleri okunup anlagiimadan
elleclemeyin.

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. Sinrrlamalar

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

yorumlamasi bagka tani testleri ile birlikte klinik gecmis, morfoloji ve
diger histopatolojik kriterler kapsaminda yapilmalidir.  Preparatin
boyanmasinda kullanilan FISH problari, reakiifler, 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
yapilmalidir.

. Ornegin boyanmasi, &zellikle de sinyalin yogunlugu ve zemin
boyanmasi, érnegin boyamadan énce gegtigi islem ve hazirlik streglerine
baghdir. Kats fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama, kurutma, isitma,
kesit alma veya diger &rneklerle ya da swilarla kontamine etme
artefaktlara veya yanlis sonuclara yol acabilir. Tutarsiz sonuglar fiksasyon
ve gémme ydntemlerindeki degiskenliklerden ve de érnegin kendi icinde
olan duzensizliklerden meydana gelebilir.
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. Prob yalnizca 4. “Saglanan reaktifler” bsliminde tanimlanan
lokuslarin tespit edilmesi icin kullanilmalidir.

. Uronon  performansi bu  kullanma  kilavuzunda  tanimlanan
prosedirler kullanilarak  dogrulanmighr. 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 FISH 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:

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

Ornek buyiklogi < 0.5 cm3.

En Ust kalitede parafin kullanin.

Gémme islemi 65°C'den daha disik sicakliklarda yapilmalidir.
Mikrotom ile 2-4 um kalinhginda kesitler alin.

Pozitif yiklo mikroskop lamlar kullanin.

50-60°C'de 2-16 saat fikse edin.

11. Uronin kullanima hazirlanmasi

Uron kullanima  hazirdir. Yeniden sulandirmaya, karistrmaya  veya
dilisyon yapmaya gerek yoktur. Kullanmadan &nce probun oda
sicakhgina (18-25°C) ulagmasina izin verin, igiktan koruyun. Tipi
agmadan énce vorteks ile calkalayin ve kisaca spin edin.

12. Caligma prosediri

(t)rnegin én iglemi
Ornegin 6n iglemini (parafin giderme, proteoliz) Zytolight FISH-Tissue
Implementation Kit kullanma kilavuzuna gére yapin.

Denatirasyon ve hibridizasyon
1. Oniglemi yapilmig her bir 8rnegin Gzerine 10 ul prob pipetleyin.

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

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

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

4,  Lomlan bir nemli kutuya aktarin ve 37°C’'de (érn. bir hibridizasyon
etivinde) gece boyu hibridize edin.

Hibridizasyon asamasinda érneklerin kurumamasi gerekir.

Hibridizasyon sonrasi

Hibridizasyon sonrasi islemleri (ylkama, zit boyama, floresan mikroskobu
incelemesi) Zytolight FISH-Tissue Implementation Kits  kullanma
kilavuzuna gére yapin.
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13. Sonuglarin yorumlanmasi

Uygun filire setleri kullanildiginda probun hibridizasyon sinyalleri yesil
(TERT gen bélgesi) ve turuncu (5931 lokusu) olarak gézlenir.

Normal durum: Normal hicrelerin veya TERT gen bélgesini iceren
amplifikasyonu olmayan hicrelerin interfazlarinda iki yesil ve iki turuncu
sinyal gézlenir (bknz. Sekil 2).

Anormal durum: TERT gen bélgesinde bir amplifikasyon olan hicrelerde
daha fozla sayida yesil sinyal veya yesil sinyal kimelenmeleri gézlenir

(bknz. Sekil 2).

Ust iste gelen sinyaller sari renkli sinyaller olarak gériilebilir.

16. Atk bertarafi

Reaktiflerin bertarafi yerel dizenlemelere uygun olarak yapilmalidir.

17. Sorun giderme

Calisma talimatlarina uyulmamasi hatali sonuglarin alinmasina veya
sonu¢ alinamamasina sebep olabilir.

Zayif sinyaller veya hig sinyal bulunmamasi

Olasi sebep Onlem

Hedef dizi bulunmuyor Uygun kontroller kullanin

Yesil/Turuncu iki Bant Gegisli Filtre Seti

Hucre veya doku drnegi
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

Dusguk seviyeli TERT
amplifikasyonu

Yiksek seviyeli TERT

Normal hicreler i
amplifikasyonu

Isi &n iglemi, proteoliz, Kullanilan tom teknik araglarin
denatirasyon, hibridizasyon | sicakhigini kalibre edilmis bir
veya gi¢lU ylkama sicakligi | termometre ile kontrol edin
dogru degil

Sekil 2: Normal ve anormal hiicre gekirdeklerinde beklenen sonuglar

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

Lutfen dikkat edin:

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

. Ust ste olan hiicre cekirdeklerini degerlendirmeyin.

. Agint sindirilmis  hicre gekirdeklerini  (gekirdek icinde gérilen
karanlik alanlar sayesinde belli olur) saymayin.

. Gigli otofloresan gésteren hicre cekirdeklerini saymayin; bunlar
sinyal taninmasina engel olurlar.

. Negatif veya spesifik olmayan bir sonug cok sayida etken sebebiyle
meydana gelebilir (17. Bslome bakiniz).

D Sonuglari  dogru yorumlamak icin  kullamicr  bu  Groni  tani
prosedirlerinde kullanmadan &nce ulusal ve/veya uluslararasi
yénergelere gére dogrulamalidir.

14. Onerilen kalite kontrol prosediirleri

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

Dogruluk: Probun hibridizasyon lokasyonu karyotip olarak normal bir
erkegin metafaz yaymalarinda degerlendirilmigtir. Test edilen tOm
drneklerde prob yalnizca beklenen lokuslara hibridize olmustur. Bagka
sinyal veya capraz-hibridizasyon gézlenmemistir. Bu yizden dogruluk
%100 olarak hesaplanmugtir.

Analitik duyarlilik: Analitik duyarliik degerlendirmesinde prob, karyotip
olarak normal erkeklerin metafaz yaymalarinda degerlendirilmistir. Test
edilen tom Srneklerde tom hicre cekirdeklerinde beklenen normal sinyal
modeli gézlenmigtir. Bu yizden analitik duyarliik %100 olarak
hesaplanmigtir.

Analitik 6zgulluk: Andlitik 6zgullik degerlendirmesinde prob, karyotip
olarak normal erkeklerin metafaz yaymalarinda degerlendirilmigtir. Test
edilen tom &rneklerde tGm sinyaller yalnizca beklenen hedef lokuslara
hibridize olmus, bagka lokusa olmamigtir. Bu yizden analitik 6zgollok
%100 olarak hesaplanmigtir.
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Proteolitik n igslem dogru Pepsin inkiibasyon siresini optimize
yapilmamig edin, gerekirse artirin veya azalhn

Prob buharlagmasi Bir hibridizasyon cihazi kullanirken
islak seritlerin / su dolu haznelerin
kullanilmasi zorunludur. Bir
hibridizasyon etuvi kullanirken bir
nemli kutunun kullanilmasi gerekir.
Ayrica, hibridizasyon sirasinda
drnegin kurumasini nlemek igin
lamel iyice yaliilmalidir (6rn. Fixogum
ile)

Cok disik konsantrasyonlu | Gigli ylkama tamponunun
guglt yikama tamponu konsantrasyonunu kontrol edin

Eski dehidrasyon Taze dehidrasyon solGsyonlari
solUsyonlari hazirlayin

Floresan mikroskobu yanlis | Dogru ayarlayin
ayarlanmig

Uygun olmayan filtre setleri | Probun florokromlarina uygun filire
kullanilmig 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 kullanildiginda
sinyaller daha zayif gérinebilir

Problarin/floroforlarin igiktan | Hibridizasyon ve yilkama adimlarini
zarar gérmesi karanhkta yapin

Capraz hibridizasyon sinyalleri; k&t zemin

Olasi sebep Onlem

Parafin giderme
tamamlanmamig

Taze solUsyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin suresini kontrol
edin

Proteolitik 8n iglem cok Pepsin inkibasyon siresini azaltin

gucly

Alana digen prob hacmi Ornege/alana dissen prob hacmini

cok yuksek azaltin, bir yerde fazla olmasini
dnlemek icin probu damlatarak
dagitin

Lamlar hibridizasyondan
dnce oda sicakhigina
sogutulmus

Lamlari cabucak 37°C’ye gecirin

Giclu ylkama tamponunun | Giglu ylkama tamponunun
konsantrasyonu cok yiksek | konsantrasyonunu kontrol edin

Hibridizasyonu takip eden Sicakhgr kontrol edin; gerekirse
yikamanin sicakhgr cok yukseltin
dusuk
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inkibasyon adimlari Lamlarin yalihimini saglayarak ve
arasinda érnekler dehidre inkibasyonu nemli ortamda yaparak
olmusg dehidrasyon olmasini énleyin

Doku morfolojisi bozulmug

Olasi sebep Onlem
Hicre veya doku érnegi Fiksasyon siresini ve fiksatif optimize edin
dogru fikse olmamig veya ZytoLight FISH-Tissue

Implementation Kit kullanma kilavuzunun
“caligma prosediri” kisminda anlatilan
fiksasyon sonrasi adimi uygulayin

Proteollitik &n iglem Pepsin inkiibasyon siresini optimize
dogru yapilmamig edin, gerekirse artirin veya azaltin
Probun Havada kuruma siresini uzatin

uygulanmasindan énce
yeterli kurutma
yapilmamig

Hicre gekirdekleri Ust Uste gelmig

Olasi sebep Onlem
Doku kesitlerinin 2-4 um kalinhiginda mikrotom kesitleri
kalinliklarr uygun degil alin

Ornek lama iyi yapismamig

Olasi sebep Onlem

Lamin kaplamasi uygun Uygun lamlar kullanin

degil

Proteolitik n iglem ¢ok Pepsin inkbasyon siresini dugurin
gucly

Zayif zit boyanma

Olasi sebep Onlem

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

DAPI inkGbasyon siresi DAPI inkibasyon suresini ayarlayin
cok kisa
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Uzmanlarimiz sorularinizi yanitlamaya 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-postal: info@zytovision.com

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