Vers. 1.1.1 TR

ZYTO\'/ISIOI\I

Zyto Dot 2C CISH Implementation Kit

C-3044-10 N/ 10
C-3044-40 N/ 40

Kromojenik /n situ hibridizasyon (CISH) prosedurlerinde
kullanim igin
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in vitro diagnostik tibbi cihaz
IVDR (AB) 2017/746'ya gére

1. Kullanim amaa

ZytoDot 2C CISH Implementation Kit, kromojenik /n situ hibridizasyon
(CISH) ile formalinle sabitlenmis, parafine gémild  numunelerde
Digoxigenin/Dinitrophenyl etiketli ZytoDot 2C CISH Problari ile birlikte
kullanilmak tzere tasarlanmighr.

Uriin sadece profesyonel kullanim icin tasarlanmighr. Urinon kullanildig
tom testler sertifikal, lisansli bir anatomik patoloji laboratuvarinda bir
patolog/insan genetikgisinin gézetimi altinda kalifiye personel tarafindan
gerceklestiriimelidir.

2. Test prensibi

Kromoijenik in situ hibridizasyon (CISH) teknigi, hicre preparatlarinda
spesifik nUkleik asit dizilerinin tespit edilmesini ve géruntilenmesini 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 baglanmamis prob parcalart siki yikama adimlar ile
vzaklaghrilir. isaretli probun dubleks olusumu, ikincil polimerize enzim-
konjuge antikorlar tarafindan tespit edilen birincil (isaretsiz) antikorlar
kullanilarak  gdrsellegtirilebilir.  Kromojenik  substratlarla  enzimatik
reaksiyon, renkli ¢ékeltilerin olugsmasina yol acar. Cekirdegin bir nikleer
boya ile kargi boyanmasindan sonra, hibridize prob pargalan gk
mikroskobu ile gérsellestirilir.
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3. Saglanan reaktifler

ZytoDot 2C CISH Implementation Kit tek sekilde temin edilir ve sunlari
igerir:

Miktar
Kod Bilegen Ambalaj

40 10
Heat Pretreat t . . -
PT2 W 500 ml | 150 ml | Vidal kapakli sise, (boyik)

ES1 Pepsin Solution 4 ml 1ml Damlalikl sise, beyaz

kapak
WB1 | Wash Buffer SSC 560 ml | 210 ml | Vidal kapakli sise, (boyik)
WB5 | 20x Wash Buffer TBS 502);1' 50 ml | Vidali kapakl sise
. . Damlalikl sise, san
AB14 | Anti-DIG/DNP-Mix 4 ml Tml

kapakli

Damlalikli sigse, mavi

AB13 | HRP/AP-Polymer-Mix 4 ml 1ml
kapakl

Damlalikli sise, kirmizi
kapakli (kigtk)

Damlalikli sise, kirmizi
kapakli

SB6a | AP-Red Solution A 0.4ml | 0.1ml

SB6b | AP-Red Solution B 15 ml 4 ml

Damlalikl sise, yesil
kapakli (kiguk)

Damlalikl sise, yesil

SB7a | HRP-Green Solution A 0.8ml | 0.2 ml

SB7b | HRP-Green Solution B 15 ml 4 ml

kapakh
CS2 | Nuclear Blue Solution 20ml | 4 ml |Vidali kapakl sise, siyah
Mounting Solution . .
MT4 alcoholic 4 ml 1 ml | Cam sise, kahverengi
Dereceli kap, kirmizi
AP-Red reaksiyon kabi 2 1 kapakli
HRP-Green reaksiyon 9 1 Dereceli kap, yesil kapakl
kabi
Kullanma kilavuzu 1 1

C-3044-10 (10 test): ES1, AB14, AB13, SBéa-b, SB7a-b, CS2 ve MT4
bilegenleri 10 reaksiyon igin yeterlidir. PT2 bileseni her biri 70 ml olan 2
boyama kabi igin yeterlidir. WB1 bilegeni her biri 70 ml olan 3 boyama
kabi icin yeterlidir. WB5 bileseni her biri 70 ml olan 14 boyama kabi igin
yeterlidir.

C-3044-40 (40 test): ES1, AB14, AB13, SBéa-b, SB7a-b, CS2 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. WB5 bilegeni her biri 70 ml olan 28 boyama kabi igin
yeterlidir.

>

Gerekli ancak saglanmayan malzemeler

Zyto Dot 2C CISH probu

Pozitif ve negatif kontrol numuneleri

Mikroskop lamlari, pozitif yuklo

Su banyosu (80 °C, 98 °C)

Hibridizatér veya sicak plaka

Hibridizasyon firninda 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,O,) %30

Deiyonize veya damitilmis su

Kapakli Klipsler (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
Kauguk cimento, &rnegin Fixogum Rubber Cement (Urin No. E-
4005-50/-125) veya benzeri

. Yeterince bakimi yapilmig 1sik mikroskobu (400-630x)

5. Depolama ve tagima

2-8 °C'de dik konumda saklayin. Kullanimdan hemen sonra saklama
kogullarina geri déndirin. Etiket Uzerinde belirtilen son kullanma
tarihinden  sonra  reaktifleri  kullanmayin.  Uriin, uygun  sekilde
kullanildiginda etikette belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.
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6.

AB13,

Zararl

Uyarilar ve énlemler

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

Bu Urin saghga zararlh maddeler (dusuk konsantrasyonlarda ve
hacimlerde) igerir. Reaktiflerle dogrudan temastan kaginin. Uygun
koruyucu &nlemleri alin (tek kullanimlik eldivenler, koruyucu
gdzlUkler ve laboratuvar giysileri kullanin)!

Uronle ilgili olarak meydana gelen her torli ciddi olayr yerel
yénetmeliklere uygun olarak Ureticiye ve yetkili makama bildirin!

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

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

Yeniden kullanima agikca izin verilmedigi sirece reaktifleri yeniden
kullanmayin!

Hatali  sonuglara  yol agabileceginden
kontaminasyonundan kaginin.

numunelerin  capraz

Hibridizasyon ve yikama adimlari sirasinda numunelerin kurumasina
izin verilmemelidir.

AB14, PT2, SB7b, WB1, ve WB5 igin zararlilik ve énlem ifadeleri:
thk 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.

Uyar
H317 Alerijik cilt reaksiyonlarina yol agar.
P261 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini
solumaktan kaginin.
P272 Kirlenmig kiyafetleri isyeri disina ¢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 kasinti sé6z konusu ise: Tibbi
yardim/midahale alin.
P362+P364  Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan
8nce yikayin.
SB7a igin zararllik ve énlem ifadeleri:

Zararl

ihk  belirleyici  bilegenler metanol ve %30 hidrojen peroksit

solUsyonudur.

% é Tehlike

H225 Kolay alevlenir sivi ve buhar

H301+H311 Yutuldugunda, ciltle temas eftiginde veya

+H331 solundugunda toksiktir.

H370 Organlarda hasara yol agar

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

P233 Siddetli tepkime ve alevlenme olasiligindan dolay, su
ile herhangi olasi temasindan kaginin.

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

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

P308+P311  Maruz kalinma halinde: ULUSAL ZEHIR DANISMA
MERKEZININ 114 NOLU TELEFONUNU veya
doktoru/hekimi arayin

P403+P235 lyi havalandirlmis bir alanda depolayan. Soguk tutun.
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CS2 igin zararhlik ve énlem ifadeleri:

Zararl

ilik belirleyici bilegenler ethandiol ve ethylene glycol’dor.

Uyan

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

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

P314 Kendinizi iyi hissetmezseniz, tibbi tavsiye/midahale
aliniz.

MTA4 igin zararhilik ve nlem ifadeleri:

Zararl

ilik belirleyici bilesen Ksilendir.

SH P

H226 Alevlenir sivi ve buhar.

H312+H332 Ciltle temas eftiginde veya solundugunda zararlidir.

H315 Cilt tahrigine yol agar.

H319 Ciddi géz tahrigine yol agar.

H335 Solunum yolu tahrisine yol acabilir.

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

P210 Isidan/kivileimdan/alevden/sicak  yizeylerden 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  Géz tahrisi kalicr ise: Tibbi yardim/bakim alin.

P403+P235 lyi havalandinlmis bir alanda depolayan. Soguk tutun.

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

methylpropenoate; methyl methacrylate icerir. Alerjik
reaksiyona yol acabilir.

SBéa igin zararlilik ve énlem ifadeleri:

H412 Sucul ortamda uzun sire kalici, zararh etki.
P273 Cevreye verilmesinden kaginin.

ES1 igin 6zel efiket ifadeleri:

EUH208 Pepsin A icerir. Alerjik reaksiyona yol agabilir.
EUH210 Talep halinde givenlik bilgi formu saglanabilir.
7. Simirlamalar

In vitro diagnostik kullanim icin.
Sadece profesyonel kullanim igindir.
Yalnizca otomatik olmayan kullanim icindir.

Herhangi bir pozitif boyamanin klinik yorumu veya yoklugu, klinik
8yku, morfoloji, diger histopatolojik kriterler ve diger tani testleri
baglaminda yapilmalidir. ISH problar, reaktifleri, tani panelleri ve
boyali preparati Gretmek icin kullanilan yéntemler hakkinda bilgi
sahibi  olmak  kalifiye  bir  patolog/insan  genetikgisinin
sorumlulugundadir. Boyama, boyanmus slaytlari gézden gecirmekten
ve pozitif ve negatif kontrollerin yeterliligini saglamaktan sorumlu
olan bir patolog/insan genetikgisinin gézetimi alhnda sertifikali,
lisansh bir laboratuvarda yapilmalidir.

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

. Performans, ilgili ZytoVision probu ve uygulama kitinin kullanim
talimatlarinda agiklanan prosedurler kullanilarak dogrulanmigtir. Bu
prosedirlerde yapilacak degisiklikler performansi degistirebilir ve
kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Bu IVD, yalnizca bu talimatta
agiklandigi sekilde amaglanan kullanim kapsaminda kullanildiginda
CE sertifikasina sahiptir.

8. Midahale eden maddeler
Asagidaki fiksatifler ISH ile uyumlu degildir:

Bouin's fiksatifi

B5 fiksatifi

Asidik fiksatifler (6rn., pikrik asit)
Zenker's fiksatifi

Alkoller (tek bagina kullanildiginda)
Civa klorir

Formaldehit/cinko fiksatifi
Hollande’s fiksatifi

Tamponsuz formalin

9.  Numunelerin hazilanmasi

Oneriler:

. Herhangi bir hozirlk  adiminda  érnekler arasinda  caproz
kontaminasyon olmasindan sakinin  ¢unki bu durum hatali
sonuclara yol acabilir.

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

ile fiksasyon.

Ornek boyiklogs < 0.5 ecm?.

En Ust kalitede parafin kullanin.

Gémme iglemi 65°C'den daha disik 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

20x _Wash Buffer TBS (WB5) 11. “Tahlil prosedird” badlimindeki
talimatlara gére hazirlanmalidir. Kitin t0m diger bilesenleri kullanima
hazirdir. Yeniden sulandirmaya, karighrmaya veya dilisyon yapmaya gerek
yoktur. Probu oda sicakhgina (RT) getirin ve kullanmadan énce kisaca
karigtirin.

11. Tahlil prosediri

11.1  Birinci Gin
Hazirlik adimlan
1.  Bir etanol serisi hazirlayin (%70, %20 ve %100 etanol soldsyonlari):
%100 etanoli deiyonize veya distile su ile seyreltin. Bu solUsyonlar
uygun kaplarda saklanabilir ve yeniden kullanilabilir.
2. Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Usti kapali bir boyama
kabinda 98°C'ye isitin.
3. 3% H202 hozirlanmasi: 1 birim %30 H202'i 9 birim %100 metanol
ile karighrin.
4. ZytoDot 2 CCISH Prob: Kullanmadan 8nce oda sicakligina ulagtirin.

On iglemler (parafin giderme/proteoliz)
Lamlari 70°C’de (8rn: bir sicak levha Gzerinde) 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; icinde 5 dakika inkibe edin.

5. Lamlan oda sicakhiginda deiyonize veya distile su ile 2x 1 dakika
yikayin.

6. Onceden 98°C'ye isilmig Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2)

icinde 15 dakika inkibe edin.
Bir boyama kabinda 8 lam kullanin (gerekirse bos lam ekleyin).

7. Lamlari hemen deiyonize veya distile su icine aktarin ve 2x 2 dakika
yikayin.

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

ES], kaliteyi etkilemeyen ¢ékeltiler olusturabilir.
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Genel kural olarak profeoliz icin en uygun sdreyi denemeler yaparak
belirlemenizi éneriyoruz.

9. Lamlar deiyonize veya distile su icine yerlegtirin.
10. Dehidrasyon yapin: %70, %90 ve %100 etanol ile her birinde 1
dakika.

11. Kesitleri havada kurutun.

Not: Prob uygulamasindan énce lamlari famamen kuruttugunuzdan emin
olun.

Denatirasyon ve hibridizasyon
1. On islemden gecirilmis her numuneye 10 ul prob pipetleyin.
2. Ornekleri 22 mm x 22 mm lamel ile kaplayin (sikismig
kabarciklardan kaginin) ve lameli kapatin.

Sizdirmazlik icin kauguk ¢imento (6rn. Fixogum) kullanmanizi neririz.

3. Lamlan sicak bir plakaya veya hibridizatére yerlegtirin ve érnekleri
79 °C'de 5 dakika boyunca denatire edin.

4. Lamlari bir nem odasina aktarin ve gece boyunca 37 °C'de hibridize
edin (8rn. bir hibridizasyon firininda).

Hibridizasyon adimi sirasinda numunelerin kurumamasi cok dnemlidir.

11.2  ikinci Gon

Hazirhk adimlari
1. Wash Buffer SSC (WB1): Giglo yikama iglemi igin Usti kapali bir
boyama kabinda 80°C’ye isitin. WB1 2-8°C'de kaliteyi etkilemeyen
ve isildiginda ¢dzinmesi gereken ¢dkeltiler olusturabilir.
2. Ix Wash Buffer TBS hazirlanmasi:: 1 birim 20x Wash BUffer TBS'i
(WB5) 19 birim deiyonize veya distile su ile seyreltin.

Seyreltilmis 1x Wash Buffer TBS 2-8°Cde saklandiginda bir hafta
boyunca stabildir.

3. Anti-DIG/DNP-Mix (AB14), HRP/AP-Polymer-Mix (AB13), AP-Red
Solution A (SBéa), AP-Red Solution B (SB6b), HRP-Green Solution A
(SB7a), HRP-Green Solution B (SB7b) Nuclear Blue Solution (CS2),
Mounting Solution (alcoholic) (MT4): Kullanmadan énce oda
sicakh@ina ulagtirin.

SB7a ve SB7B bilesenleri, boyama kalitesini etkilemeyen ¢Skeltiler
olusturabilir.

Hibridizasyon sonrasi ve tespit
1. Lastik solisyonunu veya yapistiriciyr dikkatlice sékon.
2. Lamlan oda sicakligindaki Wash Buffer SSC (WB1) iginde 5 dakika
tutup lameli gikarin.

WBI1 bir kez daha kullanilabilir. 2-8°C’de en fazla bir hafta muhataza edin.
3. Lamlan 80°C’deki Wash Buffer SSC (WB1) icinde 5 dakika yikayin.
Bir boyama kabinda sekiz lam kullonin (gerekirse bos lam ekleyin).

4. Lamlar deiyonize veya distile su icinde 2x 1 dakika yikayin.

5. Lamlan 1x Wash Buffer TBS icine yerlestirin.

6. Anti-DIG/DNP-Mix (AB14) (lom bagina 1-2 damla) lamlara
uygulayin ve nem odasinda 37°C'de 15 dakika inkibe edin.

7. Lamlar 1x Wash Buffer TBS icinde 3x 1 dakika yikayin.

8. HRP/AP-Polymer-Mix (AB13) (lam bagina 1-2 damla) lamlara
uygulayin ve nem odasinda 37°C'de 15 dakika inkibe edin.

9. Lamlan 1x Wash Buffer TBS iginde 3x 1 dakika yikayin.

10. AP-Red Solution (calisma soliisyonu) hazirlayin: Olcekli bir tipe 1 ml
AP-Red Solution B (SBéb) koyun ve bir damla (30 ul) AP-Red Solution
A (SBéa) ekleyin. lyice karigtirin

11. Lamlara damlatarak AP-Red Solution uygulayin (her lama 1-2
damla) ve oda sicakliginda 10 dakika inkibe edin.

12. inkobasyon sirasinda HRP-Green Solution (galisma  ¢ozeltisi)
hazirlayin: 1 ml HRP-Green Solution B'yi (SB7b) dereceli bir kaba
doldurun ve iki damla (2x 20 ul) HRP-Green Solution A (SB7a)
ekleyin. Iyice karighrin.

13. Lamlari oda sicakhiginda deiyonize veya distile su ile 2 dakika
yikayin.

14. HRP-Green Solution slaytlara damla damla (slayt bagina 1-2 damla)
uygulayin ve oda sicakliginda 10 dakika karanlikta inkibe edin.

15. Lamlari oda sicakhiginda deiyonize veya distile su ile 2 dakika
yikayin.

16. Ornekleri 2 dakika boyunca Nuclear Blue Solution (CS2) ile kargit
boyayin.

17. Lamlari bir boyama kavanozuna aktarin ve akan soguk musluk suyu
altinda 2 dakika yikayin.

18. 100 etanol igcinde 3x 30 sn kurutun (cok saf etanol kullanin).

19. Lamlari ksilen iginde 2x 30 sn inkibe edin (cok saf ksilen kullanin).

Sinyal kaybina neden olabileceginden inkibasyon sdresini uzatmayin veya
kisaltmayin!
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20. 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 igin 20-30 dakika
bekleyin

Acikligin  boyutunu artirmak icin kesilmis bir pipet uvcu kullanmak

pipetleme islemini kolaylastirabilir.

21. Boyanan érnekleri 1sik mikroskobunda degerlendirin.

12. Sonuglarin yorumlanmasi

ZytoDot 2C CISH Implementation Kit kullanildiginda, Digoxigenin etiketli
polinUkleotidlerin hibridizasyon sinyalleri koyu yesil renkli farkli noktalar
olarak gérinir ve Dinitrophenyl etiketli polintkleotidler parlak kirmizi
renkli farkl noktalar olarak gérinir. Normal hicrelerin veya incelenen
kromozomlarda sapma olmayan hocrelerin  interfazlarinda  veya
metafazlarinda, X ve/veya Y kromozomlarini hedefleyen problar harig,
prob/hapten-etiket basina iki sinyal gérinecektir, bu da cinsiyete baglh
olarak prob/hapten-etiket basina higbir ila iki sinyalle sonuglanacaktr.
Kromozomal aberasyonlari  olan  hicrelerde, interfazlarda veya
metafazlarda  farkl  bir  sinyal modeli  gérilebilir.  Sonuglarin
yorumlanmasiyla ilgili daha fazla ayrinti icin lutfen ilgili Zyto Dot 2C CISH
Probunun kullanim talimatlarina bakin.

13. Onerilen kalite kontrol prosediirleri

ilgili ZytoVision probunun kullanim talimatlarina bakin.

14. Performans &zellikleri

ilgili ZytoVision probunun kullanim talimatlarina bakin.

15. Bertaraf

Reaktiflerin imhasi yerel yénetmeliklere uygun olarak gergeklestirilmelidir.

16. Sorun Giderme

Kullanim talimatlarindan herhangi bir sapma, digik boyama sonuglarina
veya hig boyama olmamasina neden olabilir. Daha fazla bilgi icin lGtfen

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

Olasi neden Eylem

Proteolitik 6n iglem dizgin |Pepsin inkibasyon siresini optimize
yapilmamig edin, gerekirse artirin veya azalhin

Buharlagma probu Bir  hibridizatér  kullanirken,  1slak
seritlerin/su dolu tanklarin kullanilmasi
zorunludur.  Bir hibridizasyon  firini

kullanildiginda, bir nem odasinin
kullanilmasi gereklidir. Ayrica,
hibridizasyon  sirasinda  numunenin

kurumasini 8nlemek igin lamel, drnegin
Fixogum ile tamamen kapatiimalidir

Kargi boyama siresi ¢cok uzun | Koyu kargi boyamadan kaginin, ¢iinko
pozitif boyama sinyallerini gizleyebilir

Karsi lekenin mavilestirilmesi | Mavilegtirme icin soguk akan musluk
dizgin yapilmamig suyu kullanin; 1hk veya sicak su veya
mavilestirme reaktifleri kullanmayin

Sinyaller cok gigli

Olasi neden Eylem

Proteolitik &n iglemin ¢cok uzun | Pepsin  inkibasyon siresini  optimize
sUrmesi edin, gerekirse artirin veya azaltin

AP-Kirmizi Cézelti inkUbasyon | Gerekirse inkibasyon siresi 5 dakikaya
sUresi dogru degil kadar kisaltilabilir. Substrat cézeltisini 25
°C'nin Uzerinde 1sitmayin; sadece oda
sicakliginda inkibe edin

A

HRP-Green cozeltisi
inkUbasyon siresi dogru degil

Gerekirse inkUbasyon stresi 7 dakikaya
kadar kisaltilabilir. Substrat ¢dzeltisini 25
°C'nin Uzerinde 1sitmayin; sadece oda
sicakliginda inkibe edin

Kirmizi sinyaller cok zayif

Olasi neden Eylem

AP-Kirmizi Cézelti  gugli | AP-Red Solusyonunu giglt dogrudan
dogrudan 1s1ga maruz | igiktan koruyarak hazirlayin ve kullanin
birakildi

AP-Kirmizi Cozelti ok erken
hazirlandi

Hemen kullanmadan énce hazirlayin

AP-Kirmizi Cézelti inkibasyon
suresi dogru degil

Gerekirse, inkibasyon  siresi 15
dakikaya kadar uzatlabilir

Kromojenik substratin yetersiz
hazirlanmasi

Cdzelti A'nin hacmini artirmayin

Yesil sinyaller cok zayif

Olasi neden

Eylem

HRP-Green ile boyamadan
sonra herhangi bir yikama
adiminin  inkibasyon suresi
cok uzun

Verilen inkibasyon surelerini asmayin

HRP-Green cozeltisi
inkibasyon stresi dogru degil

Gerekirse, inkibasyon  stresi 15
dakikaya kadar uzahlabilir

Kromoijenik substratin yetersiz
hazirlanmasi

Cdzelti A'nin hacmini artirmayin

Sinyaller kaybolur veya birlesir

Olasi neden

Eylem

Uygun olmayan bir montaj
¢6z0mU kullanilmigtir

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

Kesitler uygun
dehidrate edilmemig

sekilde

Taze etanol ve ksilen ¢ézeltileri kullanin;
yalnizca "saf" kalitede ksilen kullanin

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 kiguk

Reaktif hacminin doku alanini
kaplayacak kadar buyik oldugundan
emin olun

Tutarsiz sonuglar

Olasi neden

Eylem

Prob uygulamasindan &nce
yetersiz kurutma

Hava ile kurutmayi uzatin

Pepsin, antikorlar ve/veya
renk substratlarinin
uygulanmasindan énce doku
Uzerinde ¢ok fazla su/yikama
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 gémme
yontemlerindeki varyasyonlar

Sabitleme  ve yontemlerini

optimize edin

gémme

Doku  kesit
degisimler

kalinhgindaki

Kesit almayi optimize edin

Morfoloji bozulmug

Olasi neden

Eylem

Hicre veya doku &rnegi
uygun sekilde sabitlenmemis

Sabitleme siresini ve fiksatifi optimize
edin

Proteolitik &n islemin cok uzun
sUre yapilmamasi

Pepsin inkiibasyon siresini azaltin

Capraz hibridizasyon sinyalleri;

gurohtols arka plan

Olasi neden

Eylem

Hibridizasyon sirasinda
veya sonrasinda herhangi
bir zamanda kurumusg
kesitler

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

Uzahlmig substrat
inkUbasyon suresi

Substrat inkibasyon siresini kisaltin

Eksik mum alma

Taze solUsyonlar kullanin; mum alma
sUresini kontrol edin

Proteolitik 6n iglem gok
guclu

Pepsin inkiibasyon siresini optimize
edin

Hibridizasyondan énce oda
sicakhigina sogutulmusg
slaytlar

Lamlari hizl 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 gicli

Pepsin inkibasyon siresini kisaltin
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