Vers. 1.4 TR

ZYTO\'/ISIOI\I

ZytoFast
human Ig-kappa Probe

(Digoxigenin-igaretli)

T-1115-400  \/ 40 (0.4 ml)

insan Ig-kappa (k) mMRNA’sinin
kromoijenik /in situ hibridizasyon (CISH) ile
kalitatif tespiti igin

C€

Vicut disinda kullanilan (in vitro) hbbi tani cihazi
98/79/EC AB Yénetmeligine gére

1. Kullanim amaai

ZytoFasthuman |lg-kappa Probe (PF30), insan Ig-kappa (k) hafif zincir
mRNA'sinin lenfomalar gibi formalin-fikse, parafine gémili érneklerde
kromoijenik /n situ hibridizasyon (CISH) ile kalitatif tespitinde kullanilmak
icindir.

ZytoFasthuman lg-kappa Probe, poliklonal ve monoklonal lenfoid
proliferasyonlar arasinda ayrim yapilmasina yardimer olmasi igin tipik
olarak ZytoFasthuman lIg-lambda Probe (PF31) ile birlikte kullanilir.

Zyto Fasthuman Ig-kappa Probe; ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit
AP-NBT/BCIP (Uriin No. T-1061-40), ZytoFast PLUS CISH Implementation
Kit HRP-DAB (Urin No. T-1063-40), ya da Zytofast PLUS CISH
Implementation Kit AP-Permanent Red (Urin No. T-1151-40) isimli
ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit'lerinden biri 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

B hucreleri (B lenfositleri olarak da bilinir) kemik iliginde lenf kok
hicrelerinden gelisir. Her B hicresi klonu birbirinin aynisi olan iki agir ve
birbirinin aynisi olan iki hafif zincirden meydana gelen kendine has bir
antikor molekili eksprese eder. Hafif zincirler ya x- ya da A-fipidir. Kappa-
lambda  oraninin  belirlenmesi  neoplastk ve  reakfif lenfoid
proliferasyonlarin ayirt edilmesinde fayda saglar. Bati dinyasinin en yaygin
hematolojik malinligi olan malin melanomda « veya A hafif zincirlerin
poliklonal ekspresyonunun monoklonal ekspresyonunun aksine, bir reaktif
hiperplazi gésterdigi dugindlir. Ig-k ve Ig-A'nin immuinohistokimya ile
tespit edilmesi genellikle asir zemin boyanmasi gésterirken /in  situ
hibridizasyon gercekten de zemin boyanmasi olmayan bir sinyal avantaji
saglayarak belli bir lenfosit popilasyonunun klonalliginin givenli ve basit
bir sekilde analiz edilmesine izin verir.
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3. Test prensibi

Kromojenik /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 giicli ylkama
adimlan ile ortamdan uzaklaghrilir. isaretli probun dupleks olusumu
sekonder polimerize enzim-konjuge antikorlar tarafindan tespit edilen
primer (isaretsiz) antikorlar kullanilarak gérunttlenebilir.  Kromojenik
substratlar ile meydana gelen enzimatik reaksiyon renkli ¢okeltilerin
olusmasina yol acar. Hibridize olmus problar hicre cekirdeginin bir
cekirdek boyasi ile zit boyanmasindan sonra gtk  mikroskobunda
goéruntilenebilir.

4. Saglanan reaktifler

Zyto Fasthuman Ig-kappa Probe (PF30) sunlardan olugur:

e Ig-kappa hafif zincir sabit bélgelerini kodlayan mRNA dizilerini hedef
alan digoksigenin-isaretli oligonukleotidler (~ 0,2 ng/ul).

ZytoFasthuman Ig-kappa Probe tek sekilde temin edilir:

. T-1115-400: 0.4 ml (40 reaksiyon, her biri 10 ul)

5. Gerekli diger malzemeler

. ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit AP-NBT/BCIP

(Uriin No. T-1061-40) veya

ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit HRP-DAB

(Uriin No. T-1063-40) veya

ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit AP-Permanent Red
(Uroin No. T-1151-40)

Pozitif ve negatif kontrol érnekleri

Mikroskop lamlari, pozitif yuklo

Su banyosu (55°C, 98°C)

Hibridizasyon cihazi veya sicak levha

Hibridizasyon cihazi veya hibridizasyon etivinde nemli kutu
Ayarlanabilir, kalibre edilmig pipetler (10 ul, 100 ul, 1000 ul)
Boyama kaplari veya banyolar

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, &rn., Fixogum Rubber Cement (Uriin No.
E-4005-50/-125) veya benzeri

. Uygun donanimli isik mikroskobu (100-200x)

6. Saklama ve kullanma kogullari

2-8°C'de dik olarak saklayin. Kullandiktan sonra hemen saklama
kosullarina ulagtirin. Reaktifleri etiketleri Uzerinde 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 &nce kullanma kilavuzunu okuyun!
. Son kullanma tarihi gelen Gronleri 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 gézIltk 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.

. Reakfifleri tekrar kullanmayin.

. Ornekler arasinda capraz kontaminasyon olmasindan sakinin, aksi

halde hatali sonuclara yol agilabilir.

. Hibridizasyon ve ylkama adimlari sirasinda érneklerin kurumasina
izin verilmemelidir.
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PF30 igin zararlilik ve énlem ifadeleri :

Bu prob 1272/2008 no’lu AB Dizenlemesine gére zararl olarak
siniflandiriimaz.

8. Sinirlamalar

. Yalnizca vicut digi (/n vitro) tibbi tani amagl 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
yontemleri  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, &rnedin boyamadan &nce gectigi islem ve hazirhk
sireglerine baghdir. Kéti fiksasyon, dondurma, ¢ézme, yikama,
kurutma, 1sitma, kesit alma veya diger &rneklerle ya da sivilarla
kontamine etme artefaktlara veya yanls sonuglara yol acabilir.
Tutarsiz  sonuglar  fiksasyon ve gémme  ydntemlerindeki
degiskenliklerden ve de &rnegin kendi iginde olan dizensizliklerden
meydana gelebilir.

. Problar yalnizca 4. “Saglanan reaktifler” béliminde belirtilen hedef
dizilerin tespit edilmesi igin kullanilmalidir.

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

9.  Eikilesimli 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 klorur

Formaldehit/¢inko fiksatifi
Hollande's fiksatifi

Tamponsuz formalin

10. Orneklerin hazirlanmasi
Oneriler:

. Ornekler arasinda capraz kontaminasyon olmasindan sakinin, aksi
halde hatali sonuglara yol agilabilir.

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

Ornek boyiklogs < 0.5 ecm?.

En Ust kalitede parafin kullanin.

Gdmme iglemi 65°C’'den daha dustk sicakliklarda yapilmalidir.
Mikrotom ile 3-5 um kalinhginda kesitler alin.

Pozitif yiklo mikroskop lamlar kullanin.

50-60°C’de 2-16 saat fikse edin.

11. Urinidn kullanima hazirlanmasi

Uron  kullanima  hazirdir.  Yeniden sulandirmaya, karishrmaya  veya
dilusyon yapmaya gerek yoktur. Kullanmadan énce probu hibridizasyon
sicakhgina (55°C) ulastirin ve iyice karigtirin.
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12. Galigma prosediri

(:)rnegin én iglemi
Ornegin 6n iglemini (6rn: parafin giderme, proteoliz) ZytoFast PLUS CISH
Implementation Kit kullanma kilavuzuna gére yapin.

Denatirasyon ve hibridizasyon

1. Onislemi yapilmig 8rnegin Gzerine 10 ul prob pipetleyin.

2. Ornekleri 22 mm x 22 mm lamel ile kapatin (hava kabarag
birakmayin) ve lamelin yalitimini saglayin.

Yalitim igin lastik solisyonu (6rn: Fixogum) kullaniimasini éneririz.

3.  Lamlan bir sicak levha Uzerine ya da bir hibridizasyon cihazina
yerlestirin ve érnekleri 75°C’de 5 dakika denatire edin.

4.  Lamlan bir nemli kutuya aktarin ve 55°C’de 1 saat hibridize edin
(8rn: bir hibridizasyon etivinde).

Hibridizasyon asamasinda érneklerin kurumamasi gerekir.

Hibridizasyon sonras ve tespit

Hibridizasyon sonrasi iglemleri (yitkama, tespit, zit boyama, kapama,

mikroskop incelemesi) ilgili ZytoFast PLUS CISH Implementation Kit
kullanma kilavuzuna gére yapin.

13. Sonuglarin yorumlanmasi

Zyto FastPLUS CISH Implementation Kit'leri kullanildiginda hibridize olmus
digoksigenin-isaretli oligonukleotidler alkalin fosfataz (AP) ve NBT/BCIP ile
tespit edildiginde koyu mavi renkte, AP ve Permanent Red ile tespit
edildiginde parlak kirmizi renkte, ya da horseradish peroksidaz (HRP) ve
DARB ile tespit edildiginde kahverengi gérinr.

Plazma B hucrelerinde bir pozitif reaksiyon sitoplazmik boyanma ile belli
olur.

Normal lenf dokusunda kappa-lambda orani  kabaca  2:1'dir.
Kappa-lambda orani >3:1 veya <0,3:1 oldugu durumlar monoklonalligin
gostergesidir.

Litfen dikkat:
. Sinyallerin  kolayca gérulebilmesi icin sinyallerin en az 100-
buyitmede gérintilenmesi gerekir.

. Nekroz, Ust Uste gelen hicre cekirdekleri, asiri sindirilmis hucre
cekirdekleri ve zayif sinyal yogunlugu gésteren hicre cekirdekleri
olan balgeleri degerlendirmeyin.

. Cok sayida etken negatif veya spesifik olmayan sonuclara neden
olabilir (16 “Sorun giderme” bdlimine bakin).

. Sonuglarin dogru yorumlanmasi icin  kullanici bu  Grini  tani
prosedirlerinde kullanmadan énce ulusal ve/veya uluslar arasi
kilavuzlara gére dogrulamasini yapmalidir.

14. Onerilen kalite kontrol prosedirleri

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

I¢ kontrol: Ornekte bulunan bir plazma B hicresi ya Ig-kappa ya da Ig-
lambda boyanma modeli gésterecektir. Ornekte bulunan B hicresi fipinde
olmayan hicreler bir boyanma modeli géstermeyecekir.

Dig kontrol: Dogrulanmig pozitif ve negatif kontrol &rnekleri.

15. Performans Ozellikleri

ZytoFast human Ig-kappa Probe performansi hafif zincir restriksiyon pozitif
ve negatif doku &rneklerinde kromoijenik /n situ hibridizasyon (CISH)
yapilarak degerlendirilmistir. ZytoFast human Ig-kappa Probe, Ig-lambda
(A) mRNA's: tespiti icin kullanilmighr. Kullanilan doku érneklerinin hafif
zincir restriksiyon durumu referans yéntemler kullanilarak bu ¢alismadan
dnce degerlendirilmistir.

Anadlitik duyarlilik: Analitik duyarlilik %100 olarak hesaplanmigtir.
Analitik 6zgullok: Analitik 8zgulluk %100 olarak hesaplanmusgtir.

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

Hucre veya doku érnegi
dogru fikse olmamig

Fiksasyon siresini ve fiksatifi optimize
edin

Proteoliz, hibridizasyon,
denatirasyon, giglu
ytkama veya antikor
inkibasyonu sicakhgi
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 6n islem dogru
yapilmamig

Fiksasyonun yapisi ve siresi, kesitlerin
kalinligi ve dokunun/hicrelerin yapisi gibi
cok sayida faktére bagl olarak farklh
inkibasyon sureleri gerekebilir. On
denemeler yaparak pepsin inkibasyonu
icin optimum sireyi belirleyin.

Hibridizasyon suresi ¢cok
kisa

Hibridizasyonu en az 1 saat yapin;
gerekirse hibridizasyon suresini uzatin.

Cok dusuk
konsantrasyonlu yikama
tamponu

Yikama tamponunun konsantrasyonunu
kontrol edin.

Dehidrasyon solisyonlari
eski

Taze dehidrasyon solisyonlari 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 érnegin
kurumasini énlemek icin lamel iyice
yaltilmalidir (8rn. Fixogum ile)

Kromojenik substrahin
hazirlanmasi yeterli degil

Urin No. T-1063-40 veya Uriin No. T-
1151-40 kitleri kullanilirsa: Renk
substratlarini damlatarak degil pipet
kullanarak hazirlayin.

Renk substratlarinin
inkbasyon sicakhigr dogru
degil

Kullanilan tom teknik araglarin
sicakhgini kalibre edilmig bir
termometre ile kontrol edin.

Zit boyama suresi ¢cok uzun

Zit boyama suresi drnegin yapisina
baglidir ve buna gére optimize
edilmelidir. Koyu zit boyanma
olmasindan kaginin ¢inkd pozitif
boyanma sinyallerini engelleyebilir.

Hedef dizi bulunmuyor

Pepsin inkibasyon siresini dogrulamak
icin ZytoFast 28S rRNA (+) Control Probe
(PF50) gibi pozitif kontrol kullanin.

Testin performansini dogrulamak igin
pozitifligi dogrulanmig doku kullanin.

Zit boyamada mavilegtirme
dizgin yapilmamig

Uron No. T-1063-40 veya Urin No. T-
1151-40 kitleri kullanilirsa: Mavilegtirme
icin soguk akan ¢esme suyu kullanin; ilik
veya sicak su ya da mavilegtirme
reaktifleri kullanmayin.
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Sinyaller ¢ok kuvvetli

Olasi sebep

Onlem

Yapilan proteoliz 8n iglemi
cok uzun

Fiksasyonun yapisi ve siresi, kesitlerin
kalinligi ve dokunun/hicrelerin yapisi gibi
cok sayida faktére bagli olarak farkl
inkibasyon streleri gerekebilir. On
denemeler yaparak pepsin inkiibasyonu
icin optimum sureyi belirleyin.

Substrat reaksiyonu ¢ok
yogun

Substrat inkibasyon suresini kisaltin;
substrat solisyonunu kullanma
kilavuzunda verilen sicakhigin Uzerine
iIsitmayin.

Sinyaller soluk veya birbirine

irmisg

Olasi sebep

Onlem

Uygun olmayan kapama
solUsyonu kullanilmig

Yalnizca kit ile birlikte verilen veya
kullanma kilavuzunda énerilen kapama
solUsyonunu kullanin. Yabanci madde
icermeyen solUsyonlari kullanin; kapama
bandi kullanmayin

Dizensiz veya yalnizea bazi kisimlarda ¢ok hafif boyanma

Olasi sebep

Onlem

Parafin giderme
tamamlanmarmig

Taze solUsyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin suresini kontrol edin

Reaktif hacmi ¢ok disik

Reaktif hacminin doku alanini kaplamaya
yetecek miktarda olmasini saglayin

Hibridizasyon éncesinde
veya kapama sirasinda
hava kabarciklari kalmig

Hava kabaragr 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/ytkama tamponu kalmig

Doku kesiti Gzerindeki fazla sivinin
emdirilerek veya lami sallayarak
giderilmesini saglayin. K¢tk miktardaki
su/yikama tamponu kalintisi teste etki
etmez

Dokunun fiksasyon ve
gémme ydntemlerinde
degiskenlikler var

Fiksasyon ve gémme ydntemlerini
optimize edin

Doku kesiti kalinhiginda
degisiklikler var

Kesit almay: optimize edin

Doku morfolojisi bozulmusg

Olasi sebep

Onlem

Hicre veya doku drnegi
dogru fikse olmamig

Fiksasyon suresini ve fiksatifi optimize
edin

Proteolitik 6n islem dogru
yapilmamig

Pepsin inkiibasyon siresini optimize
edin
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Kéti zemin

Olasi sebep

Onlem

Gicli ylkama sicakhigi
dogru degil

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

Lamlar iyice ylkanmamig

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

Kesitler hibridizasyon
sirasinda veya sonrasinda
bir zaman kurumusg

Kesitlerin kurumasini dnleyin; nemli kutu
kullanin; lameli dizgin sekilde yalitin

Substrat inkiibasyon siresi
uzun

Substrat inkiibasyon siresini digirin

Parafin giderme
tamamlanmamig

Taze solUsyonlar kullanin; parafin
giderme igleminin suresini kontrol edin

Proteolitik n iglem ¢ok
guglo

Pepsin inkubasyon siresini optimize edin

Lamlar hibridizasyondan
dnce oda sicakligina
sogutulmus

Lamlari cabucak hibridizasyon
sicakligina aktarin

Doku-antikor etkilegimi

Doku-spesifik zemin boyanmasi olup

olmadigini gérmek icin Zyto Fas?RNA (-
Control Probe (PF33) gibi negatif

kontrol problari kullanin

Sinyaller Ust Uste gelmig

Olasi sebep

Onlem

Doku kesitlerinin kalinliklar
uygun degil

3-5 um kalinhginda mikrotom kesitleri
alin

Ornek lama iyi yapismamig

Olasi sebep

Onlem

Lamin kaplamasi uygun
degil

Uygun lamlar (pozitif yiklG) kullanin

Proteolitik n iglem ¢ok
guglo

Pepsin inkibasyon siresini digirin
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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 ZytoFast® ZytoVision GmbH’nin ticari markalaridir.

2020-10-10


../../../../../../../../D:/hyperv/Team-ZV/Technische%20Dokumentation/GAs/FlexISH/helptech@zytovision.com
http://www.zytovision.com/
mailto:info@zytovision.com

