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Kromojenik /n situ hibridizasyon (CISH) ile insan ERBB2
gen amplifikasyonlarinin kalitatif tespiti icin
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in vitro diagnostik tibbi cihaz
IVDR (AB) 2017/746'ya gdre

1. Hedeflenen amag

Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe Kit, meme kanseri gibi formalinle sabitlenmis,
parafine gdmulu érneklerde insan ERBB2 genini iceren amplifikasyonlarin
kromoijenik in situ hibridizasyon (CISH) ile kalitatif tespiti igin kullanilmak
Uzere tasarlanmigtir.

Uriin sadece profesyonel kullamim icin tasarlanmighr. Uriinin kullanildign
tom testler sertifikali, lisansli bir anatomik patoloji laboratuvarinda bir
patolog/insan genetikgisinin gézetimi altinda kalifiye personel tarafindan
gerceklestirilmelidir.

Probun meme kanserinin ayirici tanisina yardimer olarak kullaniimasi
amaglanmighr  ve terapédtik  dnlemler yalnizca test sonucuna gére
baglatlmamalidir.

2. Test prensibi

Kromojenik /n situ hibridizasyon (CISH) teknigi, hicre preparatlarinda
spesifik nUkleik asit dizilerinin tespit edilmesini ve gérintilenmesini saglar.
CISH problari olarak adlandirilan hapten-isaretli nikleotid fragmanlari ve
preparatlardaki tamamlayici hedef dizileri birlikte denatire edilir ve daha
sonra hibridizasyon sirasinda tavlanmasina izin verilir. Daha sonra, spesifik
olmayan ve baglanmamig prob parcalari siki yikama adimlar ile
uzaklaghirilir. isaretli probun dubleks olusumu, ikincil polimerize enzim-
konjuge antikorlar tarafindan tespit edilen birincil (isaretsiz) antikorlar
kullanilarak  gdrsellegtirilebilir.  Kromojenik  substratlarla  enzimatik
reaksiyon, renkli ¢akeltilerin olusmasina yol acar. Cekirdegin bir nikleer
boya ile kargi boyanmasindan sonra, hibridize prob pargalan gk
mikroskobu ile gérsellestirilir.
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3. Saglanan reaktifler
Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe Kit tek sekilde temin edilir ve sunlari igerir:

Miktar
Kod Bilegen Ambalaj
10
Heat Pretreat t Soluti
prp | Heot Prefreatment Solution |5y 1 \2 4o kapaki sise, (boyok)
EDTA
EST | Pepsin Solution 4 ml Damlalikli sise, beyaz kapak

PD1 | ZyloDof SPEC ERBB2 Probe | 0.4 mi | Reoksiyon kabi, kahverengi

kapak
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | Vidali kapakl sise, (bGyik)
WB4 | PBS/Tween 2x Alominyum paket
BS1 | Blocking Solution 4 ml Damlaliklt sise, furuncy
kapak
AB1 | Mouse_Anti-Dig 4mi | Domlalikh sise, pembe
= kapak
AB2 | Anti-Mouse-HRP-Polymer 4mi | Domlalidisise, menekse
kapak
SBla | DAB Solution A 0.3 ml | Damlalikl sige, yesil kapak
SB1b | DAB Solution B 10 ml | Damlalikh sise, gri kapak
Mayer's Hematoxylin . . .
CS1 Solution 20 ml | Vidal kapakl sise, siyah
Mounting Solution . .
MT4 lcoholic 4 ml Cam sise, kahverengi
Kullanma kilavuzu 1

C-3003-40 (40 test): PD1, ES1, BS1, AB1, AB2, SBla-b, CS1, ve MT4
bilegenleri 40 reaksiyon igin 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 bilegeni her biri 70 ml olan 28 boyama kabi igin
yeterlidir.

Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe olugmaktadir:

. ERBB2 gen bélgesini barindiran 17q12*de (chr17:37,725,661-
37,973,541) eglenen dizileri hedefleyen digoksigenin isaretli
polintkleotidler (~1.8 ng/ul) (bkz. Sekil 1).

. Formamid bazli hibridizasyon tamponu

*insan Genom Asamblesine gére GRCh37/hg19

RH112805 3 RH104281

. |
Ty

v

~ 250 kb

Cen « 17912 —— 3 Tel
Sekil 1: SPEC ERBB2 sonda haritasi (8lgekli degil)

»

Gerekli ancak saglanmayan malzemeler

Pozitif ve negatif kontrol numuneleri
Mikroskop lamlari, pozitif yuklo

Su banyosu (80 °C, 98 °C)
Hibridizatér veya sicak plaka
Hibridizasyon firininda hibridizatér veya nem odasi
Ayarlanabilir pipetler (10 ul, 1000 ul)
Boyama kavanozlari veya banyolari
Zamanlayici

Kalibre edilmis termometre

Etanol veya reaktif alkol

Ksilen

Metanol %100

Hidrojen peroksit (H,0O2) %30

2024-07-09




Vers. 2.1.1 TR

5.

Deiyonize veya damitilmig su

Kapakli Klipsler (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)

Kauguk cimento, drnegin Fixogum Rubber Cement (Urin No. E-
4005-50/-125) veya benzeri

Yeterince bakimi yapilmig i1gik mikroskobu (400-630x)

Depolama ve fagima

2-8 °C'de dik konumda saklayin. Kullanimdan hemen sonra saklama

kosullarina geri  déndurin.
tarihinden

Etiket Uzerinde belirtilen son kullanma

sonra  reaktifleri  kullanmayin.  Uriin, uygun  sekilde

kullanildiginda etikette belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

6.

Uyarilar ve énlemler

Kullanmadan 8nce kullanim talimatlarini okuyun!
Reaktifleri son kullanma tarihi gectikten sonra kullanmayin!

Bu Uriin sagliga zararli ve potansiyel olarak bulasici maddeler (disik
konsantrasyonlarda ve hacimlerde) igerir. Reakiiflerle dogrudan
temastan kaginin. Uygun koruyucu énlemleri alin (tek kullanimlik
eldivenler, koruyucu gézlikler ve laboratuvar giysileri kullanin)!

Urinle ilgili olarak meydana gelen her tirl ciddi olayr yerel
ydnetmeliklere uygun olarak Greticiye ve yetkili makama bildirin!

Reaktifler ciltle temas ederse, cildi derhal bol miktarda suyla yikayin!

Profesyonel kullanicilar icin talep Uzerine bir malzeme givenlik bilgi
formu temin edilebilir.

Yeniden kullanima agikga izin verilmedigi sirece reaktifleri yeniden
kullanmayin!

Hatali  sonuglara  yol agabileceginden
kontaminasyonundan kaginin.

numunelerin  capraz

Hibridizasyon ve ylkama adimlari sirasinda numunelerin kurumasina
izin verilmemelidir.

ES1 igin dzel etiket ifadeleri:

EUH208
EUH210

Pepsin A igerir. Alerjik reaksiyona yol acabilir.

Talep halinde givenlik bilgi formu saglanabilir.

CS1 ve WB4 icin zararlilik ve énlem ifadeleri:
Bu prob 1272/2008 no’lu AB Dizenlemesine gére zararl olarak
siniflandirimaz.

BS1, AB1, AB2, PT2, ve WB1 ig¢in zararlilik ve énlem ifadeleri:

Zararl

ik 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]
(8:1) maddelerinin karigimidir.

Uyari

H317 Alerjik cilt reaksiyonlarina yol acar.

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

P272 Kirlenmig kiyafetleri isyeri digina ¢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 kaginti séz konusu ise: Tibbi
yardim/midahale alin.

P362+P364  Kirlenmis giysilerinizi ¢cikarin ve yeniden kullanmadan
8nce yikayin.
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SB1a igin zararlilik ve énlem ifadeleri:

Zararllik belirleyici bilegen biphenyl-3,3’,4,4'tetrayltetraamine;
diaminobenzidine'dir.

H350
P201
P202
P280

P308+P313

P405

Tehlike

Kansere yol acabilir.
Kullanmadan énce 6zel talimatlar okuyun.
Buton &nlem ifadeleri okunup anlasilmadan elleclemeyin.

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

Maruz kalinma veya etkilesme halinde iSE: Tibbi
yardim/bakim alin.

Kilit altinda saklayin.

SB1b igin zararlilik ve nlem ifadeleri:

Tehlikeyi belirleyen bilesen imidazoldir;

Zararllk belirleyici bilegsen 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 karngimidir.

&

H317
H360D
P201
P261

P280
P302+P352
P308+P313

P362+P364

Tehlike

Alerjik cilt reaksiyonlarina yol acgar.
Dogmamig ¢ocukta hasara yol acabilir.
Kullanmadan énce ézel talimatlari okuyun.

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

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

DERI iLE TEMAS HALINDE iSE: Bol sabun ve su ile
yikayin.

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

Kirlenmig giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan
dnce yikayin.

PD1 igin zararlilik ve énlem ifadeleri:

Tehlikeyi belirleyen bilesen formamiddir.

H351
H360FD

H373

P201
P202

P260
P280

P308+P313

P405
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Tehlike

Kansere neden oldugundan sipheleniliyor.

Dogurganliga zarar verebilir. Dogmamig cocuga zarar
verebilir.

Uzun sureli veya tekrarli maruz kalma sonucu
organlarda hasara neden olabilir.
Kullanmadan énce 8zel talimatlari alin.

Tom  givenlik  &nlemleri
elleclemeyin.

okunup  anlagilmadan
Toz/duman/gaz/sis/buhar/sprey solumayin.

Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/gdéz  korumasi/yiz
korumasi kullanin.

Maruz  kaldiysaniz  veya  endiseliyseniz:  Tibbi
tavsiye/midahale alin.
Depo kilitli.
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MT4 igin zararhlik ve énlem ifadeleri:

Zararlilik belirleyici bilesen Ksilendir.

SO G -

H226 Alevlenir sivi ve buhar.

H312+H332 Ciltle temas ettiginde veya solundugunda zararlidir.

H315 Cilt tahrigine yol acar.

H319 Ciddi géz tahrigine yol agar.

H335 Solunum yolu tahrigine yol acabilir.

H373 Uzun sireli veya tekrarli maruz kalma sonucu

organlarda hasara yol agabilir.

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

P260 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini
solumayin.
P280 Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/géz koruyucu/yiz

koruyucu kullanin.

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

P337+P313 Gz tahrigi kalici ise: Tibbi yardim/bakim alin.
P403+P235 lyi havalandirimig bir alanda depolayan. Soguk tutun.

EUH208 methyl 2-methylprop-2-enoate; methyl 2-
methylpropenoate; methyl methacrylate igerir. Alerjik
reaksiyona yol agabilir.

7. Sinirlamalar

. In vitro diagnostik kullanim icin.

. Sadece profesyonel kullanim igindir.

. Yalnizca otomatik olmayan kullanim icindir.

. Herhangi bir pozitif boyamanin klinik yorumu veya yoklugu, klinik

8yks, morfoloji, diger histopatolojik kriterler ve diger tanisal testler
baglaminda yapilmalidir. CISH problari, reaktifleri, tani panelleri ve
boyali preparati Gretmek icin kullanilan yéntemler hakkinda bilgi
sahibi  olmak  kalifiye  bir  patolog/insan  genetikgisinin
sorumlulugundadir.  Boyama,  boyanmig  slaytlari  gézden
gecirmekten ve pozitif ve negatif kontrollerin  yeterliligini
saglamaktan sorumlu olan bir patolog/insan genetikgisinin gdzetimi
altinda sertifikali, lisansli bir laboratuvarda yapilmalidir.

. Numune boyamasi, &zellikle sinyal yogunlugu ve arka plan
boyamasi, boyamadan énce numunenin kullanimina ve iglenmesine
baglidir. Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢dzdirme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger numuneler veya sivilarla
kontaminasyon artefaktlara veya yanhs sonuglara neden olabilir.
Tutarsiz sonuglar, fiksasyon ve gémme yéntemlerindeki farkliliklarin
yani sira  numune igindeki dogal dUzensizliklerden de
kaynaklanabilir.

. Prob yalnizca bélum 3'te aciklanan lokuslari tespit etmek igin
kullanilmalidir. "Saglanan reaktifler".

. Performans, bu kullanim talimatlarinda  agiklanan  prosedirler
kullanilarak dogrulanmigtir. Bu prosedirlerde yapilacak degisiklikler
performansi degistirebilir ve kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Bu
IVD, yalnizca bu kullanim talimatinda agiklandigi sekilde amaglanan
kullanim kapsaminda kullanildiginda CE sertifikasina sahiptir.
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8. Midahale eden maddeler
Asagidaki fiksatifler ISH ile uyumlu degildir:

Bouin'in fiksatifi

B5 fiksatif

Asidik fiksatifler (6rn. pikrik asit)
Zenker fiksatifi

Alkoller (tek bagina kullanildiginda)
Merkarik klortr

Formaldehit/cinko fiksatifi
Hollande'in sabitleyicisi
Tamponlanmamig formalin

9.  Numunelerin 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 buyokligo < 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 lamlar kullanin.

50-60°C’de 2-16 saat fikse edin.

10. Cihazin hazirlik iglemi

PBS/Tween (WB4) 11. “Tahlil prosediri” bdlimindeki talimatlara gére
hazirlanmalidir. Kitin tom diger bilesenleri kullanima hazirdir. Yeniden
sulandirmaya, kanghrmaya veya dilisyon yapmaya gerek yoktur.
Kullanmadan énce probu oda sicakhigina (18-25 °C) getirin, igiktan
koruyun. Flakonu agmadan &nce vorteksleyerek karigtirin ve kisa bir sire
déndoron.

11. Tahlil prosediri

11.1 Birinci Gun

Haozirlik adimlari

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

(2)  Heat Prefreatment Solution EDTA (PT2): Ustis kapal bir boyama
kabinda 98°C’ye isitin.

(8) 3% H>O; hazirlanmasi: 1 birim %30 H2O5'i 9 birim %100 metanol
ile karighirin.

(4)  ZytoDot CISH Prob: Kullanmadan énce oda sicakhigina ulaghrin.

On iglemler (parafin giderme/proteoliz)
Lamlar 70°C’de (érn: bir sicak levha Uzerinde) 10 dakika inkibe
edin.

(2) Lamlari ksilen icinde 2x 5 dakika inkibe edin.

() Lamlar %100 etanol iginde 3x 3 dakika inkibe edin.

(4) Lamlar 3% H,O, iginde 5 dakika inkibe edin.

(5) Lamlar oda sicakliginda deiyonize veya distile su ile 2x 1 dakika
yikayin.

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

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

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

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

ES1, kaliteyi etkilemeyen cokeltiler olusturabilir. Genel kural olarak

proteoliz icin en uygun sdreyi denemeler yoparak belirlemenizi

Sneriyoruz.

(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 lomlari tamamen kurutiugunuzdan emin

olun.

DenatUrasyon ve hibridizasyon
(1) On islemi yapilmig rnegin Gzerine 10 ul Zyto Dot CISH Probe
pipetleyin.
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(2)  Ornekleri 22 mm x 22 mm lamel ile kapatin (hava kabarag
birakmayin) ve lamelin yalitimini saglayin.

Yaliim igin lastik soldsyonu (6rn: Fixogum) kullanilmasini éneririz.

(8)  Lamlan 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 gece boyu inkibe edin
(6rn. Bir hibridizasyon etivinde).

Hibridizasyon asamasinda Srneklerin kurumamasi gerekir.

11.2 lkinci Gin

Hazirlik adimlan

(1) Wash Buffer SSC (WB1): Gigli yikama iglemi igin UstG kapali bir
boyama kabinda 80°C’ye 1stin. WB1 2-8°C'de kaliteyi etkilemeyen
ve istildiginda ¢ézinmesi gereken coékeltiler olusturabilir.

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

Wash Buffer PBS/Tween 2-8°C'de saklandiginda bir hafta boyunca

stabildlir.

(38)  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 énce oda sicakligina ulagtirin.

Hibridizasyon sonrasi ve tespit

(1) Lastik solisyonunu veya yapishriciyr dikkatlice sékin.

(2) Lomlar oda sicakhigindaki Wash Buffer SSC (WB1) icinde 5 dakika
tutup lameli gikarin.

WBI1 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 kullarin (gerekirse bogs lam ekleyin,).

(4)  Lamlarn 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 ylkamayin!

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

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

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

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

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

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

(14) Lamlar bir boyama kabina aktarin ve akan soguk ¢esme suyunda
2 dakika yikayn.

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

(16) Lamlar bir boyama kabina aktarin ve akan soguk ¢esme 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 (¢ok saf ksilen
kullanin).

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

Acikligin boyutunu arfirmak icin kesilmis bir pipet ucu kullanmak

pipetlerne slemini kolaylastirabilir.

(20) Boyanan drnekleri gtk mikroskobunda degerlendirin.

12. Sonuglarin yorumlanmasi

ZytoDot CISH Implementation  Kit  kullanildiginda  digoksigeninle
isaretlenmig polinGkleotidlerin hibridizasyon sinyalleri kahverengi ila koyu
kahverengi (ERBB2 gen bélgesi) gérinur.

Normal durum: Normal hicrelerin veya ERBB2 gen bélgesini iceren bir
amplifikasyon icermeyen hicrelerin interfazlarinda, iki farkli nokta seklinde
kahverengi sinyal gérilur (bkz. Sekil 2).

Anormal bir durum: ERBB2 gen bélgesinin amplifikasyonu veya 17.
kromozomun polisomisi olan hicrelerde, kahverengi sinyal veya
kahverengi sinyal kimelerinin sayisinda artig gézlenecektir (bkz. Sekil 2).
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Dusik seviye ERBB2
amplifikasyonu

Dusuk seviye ERBB2

Normal Durum e
amplifikasyonu

Sekil 2: Normal ve anormal gekirdeklerde beklenen sonuglar

Bazi anormal numunelerde yukarda aciklananlardan farkli sinyal
modelleri gézlemlenebilir. Bu beklenmedik sinyal modelleri daha fazla
arashrilmalidir.

Lotfen unutmayin:

. Dekondense kromatin nedeniyle, tek CISH sinyalleri kiicik sinyal
kimeleri olarak gérinebilir. Bu nedenle, < 1 sinyal capi mesafeyle
ayrilmig ayni boyuttaki iki veya Ug sinyal tek bir sinyal olarak
sayilmalidir.

. Sinyal sayimindan énce, numune 100 ila 200 kat buyitme ile olasi
infratiméral heterojenite acisindan taranmalidir.

. Sinyallerin gérsellestiriimesi en az 400 ila 630 kat buyttme ile
yapilmali ve kolayca gérilebilen sinyaller elde edilmelidir.

. Nekroz alanlarini, Ust Uste binen ¢ekirdekleri, agiri sindirilmis
cekirdekleri ve zayf sinyal yogunluguna sahip cekirdekleri
degerlendirmeyin.

. Mitoz nedeniyle, neoplastik olmayan hicrelerin kigik bir yizdesinde
bile ek sinyaller gérilebilir. Bazen, parafine gémali &rneklerde
kesme artefaktlari nedeniyle eksik sinyalli ¢ekirdekler gézlenebilir.

. Negatif veya spesifik olmayan bir sonu¢ birden fazla faktérden
kaynaklanabilir (bkz. Bslim 16 "Sorun Giderme").

. Sonuglarin dogru bir sekilde yorumlanabilmesi icin, kullanici bu
GronG tani prosedirlerinde kullanmadan énce ulusal ve/veya
uluslararasi kilavuzlara gére dogrulamalidir.

13. Onerilen kalite konirol prosedurleri

islenmis numunelerin ve test reaktiflerinin dogru performansini izlemek
icin, her tahlile dahili ve harici kontroller eslik etmelidir. Dahili ve/veya
harici kontroller uygun boyamayi gésteremezse, hasta numuneleriyle elde
edilen sonuclar gecersiz kabul edilmelidir.

Dahili kontrol: Ornek icinde normal sinyal paterni sergileyen neoplastik
olmayan hicreler, érnegin fibroblastlar.

Harici kontrol: Onaylanmig pozitif ve negatif kontrol numuneleri.

14. Performans dzellikleri
14.1 Analitik performans

Probun performansi, ilgili IVD onayli FISH probu ile karsilastinlarak
belirlenmistir.

Andlitik hassasiyet: 100% (95% CI 98.5 - 100.0)
Analitik 8zgollok: 100% (95% Cl 97.0 - 100.0)

14.2 Klinik performans

Tanisal duyarliik 100% (95% Cl 83.2 — 100.0) vs. FISH, CISH
Teshis 6zgullogo: 100% (95% Cl 83.2 — 100.0) vs. FISH, CISH

15. Bertaraf

Reakiiflerin imhasi yerel ydnetmeliklere uygun olarak gerceklestirilmelidir.

16. Sorun Giderme

Kullanim talimatlarindan herhangi bir sapma, digik boyama sonuglarina
veya hi¢ boyama olmamasina neden olabilir. Daha fazla bilgi icin [Gtfen

www.zytovision.com adresine bakin.
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Zayif sinyaller veya hig sinyal yok

Olasi neden

Eylem

Proteolitik 6n iglem dizgin
yapilmamig

Pepsin inkUbasyon siresini optimize
edin, gerekirse artirin veya azaltn

Buharlagma probu

Bir  hibridizatér  kullanirken,  1slak
seritlerin/su dolu tanklarin kullanilmasi

zorunludur.  Bir  hibridizasyon  firini

kullanildiginda, bir nem odasinin
kullanilmasi  gereklidir.  Ek  olarak,
hibridizasyon sirasinda érnegin

kurumasini énlemek icin lamel Fixogum
ile tamamen kapatilmalidir

Kromojenik substratin yetersiz
hazirlanmasi

Bir damla DAB Cozeltisi A kullanmak
yerine 30 ul kullanin

Kargi boyama siresi ¢ok uzun

Koyu kargi boyamadan kaginin, ¢inki
pozitif boyama sinyallerini gizleyebilir

Karsi lekenin mavilestirilmesi
dizgin yapilmamig

Mavilestirme igin soguk akan musluk
suyu kullanin; 1hk veya sicak su veya
mavilegtirme reaktifleri kullanmayin

Sinyaller cok giglo

Olasi neden

Eylem

Proteolitik &n islemin cok uzun
sUrmesi

Pepsin inkGbasyon siresini  optimize
edin, gerekirse artirin veya azaltin

Substrat  reaksiyonu  cok | Substrat inkUbasyon suresini  kisaltin;

yogun substrat ¢ézeltisini 25 °C'nin Gzerinde
isitmayin; sadece oda  sicakliginda
inkibe edin

Sinyaller kaybolur veya birlegir

Olasi neden Eylem

Uygun olmayan bir montaj
¢6zOmU kullanilmigtir

Yalnizca kitle birlikte verilen montaj
solusyonunu veya herhangi bir yabanci
madde icermeyen ksilen bazli montaj
solUsyonlarini kullanin;  lamel bandi
kullanmayin

Dizensiz veya bazi kisimlarda sadece gok hafif lekelenme

Olasi neden

Eylem

Eksik mum alma

Taze solUsyonlar kullanin; mum alma
surelerini kontrol edin

Reaktif hacmi ¢ok kigtk

Reaktif  hacminin  doku  alanini
kaplayacak kadar buyik oldugundan

emin olun

Tutarsiz sonuglar

Olasi neden

Eylem

Prob uygulamasindan &nce
yetersiz kurutma

Hava ile kurutmayr uzatin

Pepsin, antikorlar ve/veya
renk substratlarinin
uygulanmasindan énce doku
Uzerinde cok fazla su/ylkama
tamponu

Fazla sivinin doku kesitinden lekeleyerek
veya lamdan sallayarak
vzaklagtinldigindan  emin  olun. Az
miktarda kalan su/ytkama tamponu testi
etkilemez
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Doku fiksasyonu ve gédmme
yéntemlerindeki varyasyonlar

Sabitleme  ve
optimize edin

gébmme  ydntemlerini

Doku kesit
degisimler

kalinhgindaki

Kesit almayi optimize edin

Morfoloji bozulmug

Olasi neden

Eylem

Hicre veya doku &rnegi
uygun sekilde sabitlenmemis

Sabitleme suresini ve fiksatifi optimize
edin

Proteolitik &n iglemin ¢cok uzun
sire yapilmamasi

Pepsin inkiibasyon siresini azaltin

Capraz hibridizasyon sinyalleri;

gurthily arka plan

Olasi neden

Eylem

Hibridizasyon sirasinda
veya sonrasinda herhangi
bir zamanda kurumug
kesitler

Kesitlerin kurumasini énleyin; nem
odasi kullanin; lamelleri uygun
sekilde kapatin

Uzahlmig substrat
inkibasyon siresi

Substrat inkiibasyon siresini kisaltin

Eksik mum alma

Taze solUsyonlar kullanin; mum alma
sUresini kontrol edin

Proteolitik 6n iglem gok
guclo

Pepsin inkibasyon siresini optimize
edin

Hibridizasyondan énce oda
sicakhgina sogutulmug
slaytlar

Lamlari hizh bir sekilde hibridizasyon
sicakhgina aktarin

Cakigan sinyaller

Olasi neden

Eylem

Doku  kesitlerinin
olmayan kalinhg:

uygun

3-5 um mikrotom kesitleri hazirlayin

Numune lam Gzerinde yiizer

Olasi neden

Eylem

Proteolitik 8n iglem ¢ok gicly

Pepsin inkibasyon siresini kisaltin
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En gincel kullanim talimatlar ve farkli dillerdeki kullanim talimatlari
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Uzmanlarimiz sorularinizi yanitlamak igin hazirdir.
Lotfen helptech@zytovision.com ile iletisime gegin

Guvenlik ve performans 8zeti icin 10tfen bkz. www.zytovision.com.

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Almanya
Telefon numarasi: +49 471 4832-300
Faks: +49 471 4832-509

E-posta: info@zytovision.com

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