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URON BILGiIsSI

Sembollerin Aciklamalari

REF Katolog numarasi N Ureticinin adi ve adresi

In vitro tanisal medikal Avrupa Toplulugu’nda

IVD| ., EC | REP | yetili temsilci

) . . . “
%7 < n > testicin yeterli ayirac icerir ‘\ } Biyolojik riskler

. ° Kullanim igin talimatlara bakiniz
Parti numarasi
LOT E:‘]

2 YYYY/AA/GG ile kullanim 25°C/H/-15°C Minimum/maksimum sicaklik

g Steril degil

Hedef Kullanici
CytoTest FISH Problari Sadece Profesyonel Kullanim igin tasarlanmigtir.

Uriiniin Ortak Adi
DNA Floresan in situ hibridizasyon (FISH) problari

Kullanim Amaci
FISH Probu, bilinen veya suphelenilen sitogenetik ya da kromozomal anomalilerin tespit edildigi testlerde
kullaniimasi icin tasarlanmistir.

Kullanim Endikasyonlari
Bircok hematolojik ve diger malignitelerin ilk testleri tipik olarak morfolojik, histolojik, immunofenotipik (akim
sitometrik ve / veya immunohistokimyasal) ve konvansiyonel sitogenetik analizleri kapsar. FISH analizi
genomik anormallikler ile ilgili herhangi bir hastalik igin konvansiyonel karyotiplemeyi takiben veya buna ek
olarak diagnostik degerlendirmenin ayrilmaz bir bileseni olabilir fakat 6zellikle asagidaki durumlarda
endikedir:

1. Ozellikle klinik, hematolojik ve patolojik parametreler spesifik bir anormalligi gésterdiginde, yalanci

negatif sitogenetik sonuclarin dusuk sikliga sahip fakat ylzdesi iyi belgelenmis anormallikleri

2. *Yalanci negatif’ sitogenetikleri yiksek oranda olan anormallikler

3. Konvansiyonel sitogenetik testleri basarisiz oldugunda veya mimkin olmadiginda, érnegin fikse edilmig

dokular Gzerinde interfaz analizleri

4. Anormal veya karmagik geleneksel karyotipik bulgulari netlestirmek i¢in ve

5. Primer genetik bir olay igin bir vekil belirte¢ olarak
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Kontraendikasyonlar
Cihaz, agsagidaki sinirlamalara tabiidir:

1. Bu Urun tedavi segimi, terapdtik yanit tahmini ya da hastalik taramasi gibi yiksek riskli kullanimlar igin
tasarlanmamistir. Cihazin risk degerlendirmesi, hastalik takibi, tani ve prognoz i¢in kullanimi
belirlenmemisgtir.

2. Kilinik, patoloji ve diger ilgili bilgiler daima hasta 6rnekleri Gzerinde yapilan FISH test sonugclari ile
iligkili olmalidir. Test uygulanirken ve sonuglar kullanilirken hastanin klinik durumu dikkate
alinmahdir.

3. FISH testi agsagidaki anormalliklerin tespit edilmesi icin uygun degildir:

a. Hedef DNA’da bir veya daha fazla nokta mutasyon, veya

b. Baska herhangi bir tek nukleotid diizeyinde bozukluk,

c. Kuiguk (kb-arahiginin altinda) delesyonlar, insersiyonlar, inversiyonlar
d. Baz cifti dizey dogrulugunda kesme noktasi tanimlanmasi

4. Bu test gen ekspresyon seviyesi veya transkript tiriinun tespit edilmesine saglamaz ve gen Uretim
miktarinin dlgilmesini icermez.

5. Sonuglarin yorumlanmasi: Olagandisi nokta / sinyal sekilleri nadir vakalarda gorulebilir. Bu
beklenmeyen desenler bilinmeyen éneme sahip olabilir ve tek bagina bu test ile yorumlanamayabilir.
Metafaz analizi bazi atipik veya beklenmeyen sinyal sekillerinin nitelendiriimesinde yardimci olabilir.

6. FISH prob performans 6zellikleri, insan periferal kan lenfositlerinin drnekleri ve doku érnekleri Gzerinde
onaylanmigtir.

7. Cihazin diger 6rnek turlerini test etmek i¢in kullanimi kapsaml olarak test edilmemis olabilir ve protokol
optimizasyonu ile ayarlama gerekebilir.

Prosedir Prensipleri

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) dokularda, hiicrelerde veya kromozomlar (izerindeki DNA veya RNA
dizilerinin varhgd veya yoklugu, yeri, butunligi ve miktarini tespit etmek icin tasarlanmig gugclu bir tekniktir.
FISH, bazlarin nukleik asidin komplementer tek zincirleri Uzerinde eglestiriimesi ile spesifik dizilerin tespitine
dayal ¢alisir. Burada zincirlerden birisi, prob sekansini tamamen veya ylksek oranda tamamlayan diziler ile
sadece genomun bu kisimlarina baglanan floresan etiketli sekans fragmentidir (probudur) ve diger zincir
analiz edilecek 6rnek olur. Buna gore, in situ hibridizasyon probun ve analiz edilecek drneklerin hazirlanmasi
ile baslar. Orneklerdeki tipik cift zincirli DNA, tek zincirler halinde eritiimelidir (denatiire edilmelidir) ve prob,
tespit edilebilmesi icin floresan ile etiketlenmelidir.

Urin Agiklamasi

CytoTest problari in vitro tanisal medikal cihazlardir ve prob tipine bagli olarak ya mikro kesilmig insan
kromozomlari ya da klonlanmis DNA fragmentlerinden elde edilen genomik DNA ile Uretiimektedir.

Optimal sonuglar icin problarini floresanlari ile uyumlu olan mikroskop filtre setleri segilmelidir.

Eksitasyon i iki
Fluorofor Piki (nn)]l) Emlz)]/(r;n) Piki Diger Boyalarla Karsilastirilabilirlik
™ Spektrum Kirmizi
CytoRed 583 605 Propidiyum iyodiir (543-614)
CytoOrangeTM 551 575 Spektrum Turuncu
CytoGold ™ 523 549 Spektrum Altin
™ Spektrum Yesil
CytoGreen 499 >18 Fluoresein izotiyosiyanat (FITC)
CytoAqua ™ 422 471 Spektrum Aqua
CytoBlue ™ 402 421 Spektrum Mavi (400-450)
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Uyarilar ve Onlemler

Isiga asin maruziyet, prob floroforunun flor 1sildama bozunmasina neden olabilir. Dogrudan ve uzun sureli
Isiga maruz kalmasini dnlemek icin probun icerdigi tim ayiraclari ve kesitleri tagirken uygun énlemler aliniz.
CytoTest FISH problarini tasirken ve kullanirken Kullanim Talimatlarinda acgiklanan talimatlara gére hareket
etmeniz dnerilmektedir.

Deneyi yapan kisiler mutlaka uygun koruyucu giysi, eldiven ve gdz/yuz koruma araci kullanmalidir. FISH
deneyinde kullanilan ayiraglar goézleri ve cildi tahrig edebilir; bu nedenle gdzleriniz ve derinizle temasindan
kacinin. Goézle temas ettiginde bol su ile yikayiniz ve doktora bagvurunuz.

Tasima veya depolama sirasinda uygunsuz kullanim potansiyel agagilamak ya da Grindn performansini bozabilir.
Herhangi bir tehlikeye trlnler yurirlikteki herhangi bir yasa ya da kurum, bdlge ve / veya Ulke dizenlemelere gore
atilmalidir ve reaktifler herhangi testlerde kullanilan edilmemelidir. Eger Grtinin kalitesi veya performansi bozulma
hakkinda herhangi bir endiseniz varsa, uretici veya bdlgesel distributoru(ler) ile irtibata geciniz.

Depolama ve Tasima

CytoTest FISH problari -25 ° ila -15 ° sicaklikta saklanmali ve isiktan korunmalidir. Donma / ¢6zllme
dongdlerinin tekrarlamaktan kacinin. Kullanmadan énce Uriin etiketi Uzerindeki son kullanma tarihini kontrol
edin. Bu depolama ve tagima kosullari hem agilmis hem de acilmamigs Grtnler igin gegerlidir.

Saglanan Malzemeler
CytoTest DNA FISH problari, kullanima hazir konsantrasyonda tedarik edilmigtir.

Gerekli fakat Saglanmamis Laboratuvar Ekipmanlari

*  Mikrolitre pipet (1 ila 10 uL) e Ortam sigeleri (250 mL)
ve temiz uglar »  Kalibre edilmis termometre
*  Polipropilen mikrosantrifiij *  Vorteks karistirici
tupleri (0,5 mL veya 1,5 mL) *  Mikrosantrifij
e 22 mm x 22 mm cam lameller «  Subanyolar (37 + 2°C, 72 + 2°C,
» Lastik kaplama ve 80 £ 2°C)
»  Dereceli silindir * Hava inklibatori(37 + 2°C)
*  Elmas uglu cizici *  Kesitisitici
*  Zamanlayici *  Faz kontrast 1s1k mikroskobu
* Forseps »  Tavsiye edilen filtreler ile donatiimig
*  Koplin kavanoz floresan mikroskop

ANALIiZ PROSEDURU
(Bu kullanim kilavuzundaki deneysel kosullar genel énerilerdir ve 6rnek materyalin durumuna bagli olarak
degisebilir. Belirli érnek tiirleri icin ayarlanmasi gerekebilir.)

FFPE Ornekleri igin FISH Prosediirii

Gerekli fakat Saglanmamis Ayiraclar
+  Parafin On iglem Ayirag Kiti (Cat No: CT-ACC112-05):
o Onislem Soliisyonu (50 ml): Oda sicakhginda (OS) saklayin.
o Proteaz Tamponu (62,5 ml, pH 2,0): Oda sicakliginda saklayin.
o Proteaz (250 mg): Liyofiliz, -20°C’de saklayin.
*  FISH Ayirag Kiti (Cat No: CT-ACC101-20):
o0 20X Sodyum Klorlr-Sodyum Sitrat Tampon (SSC) Tuzu: OS’da saklayin, nemden uzak tutun.
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o 4’,6-diamidino-2-fenilindol(DAPI) Karsit Boya: 4°C’de karanlikta saklayin
o NP-40 (oktilfenoksipolietoksietanol, veya Nonidet P-40): OS’da saklayin.
Ksilen: OS’da saklayin
Etanol (100%): OS’da saklayin
Aritilmig su: OS’da saklayin
Konsantre edilmis (12N) HCI: OS’da saklayinT

Calisma Solisyonlarinin Hazirlanmasi

1. 20X SSC Soliisyonu (pH 7,0)

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
SSC Salt 66 g 20X
Deiyonize H,O (dH,0) 250 ml

TOPLAM 250 ml

2. Proteaz Sollusyonu

Ayiraglar

Eklenen Miktar

Son Konsantrasyon

Proteaz, liyofilize
Proteaz Tampon
TOPLAM

250 mg
62,5 ml
62,5 ml

4 mg/ml

3. 90% Etanol

Ayiracglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Etanol (100%) 90 ml 90%

dH,O 10 ml

TOPLAM 100 ml

4. 70% Etanol

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Etanol (100%) 70 mi 70%

dH,0 30 ml

TOPLAM 100 ml

5. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Soliisyonu (pH 7,0)

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
20X SSC Soluisyonu 10 ml 2X

NP-40 300 pl 0,3%

dH,0 90 ml

TOPLAM 100 ml

Parafine Gémilmuis Doku Boélimleri icin FISH Prosediir

Kesit Hazirlanmasi

1.

Kesitleri oda sicakliginda 10 dakika boyunca ksilende bekletin. Her defasinda yeni ksilen ile iki kez
tekrarlayin.

2. Kesitleri oda sicakhgdinda %100 etanol iginde 5 dakika boyunca dehidrate edin. Yeni %100 etanol ile bir kez
tekrarlayin.
3. Arzu edildigi takdirde kesitleri hava ile 2 — 5 dakika boyunca kurutun.
4. Kesitleri 80 °C’de 10 dakika boyunca énceden isitiimis On islem Soliisyonunda bekletin.
5. Kesitleri, OS’da 3 dakika boyunca aritilmis suyun iginde bekletin.
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Proteaz On Islemi

1. Kesitleri, 37°C’de 10 — 60 dakika boyunca (6rnegin durumuna bagh olarak) Proteaz Solisyonunda bekletin
ve 1sik mikroskobu altinda hicrelerin durumunu izleyin.

2. Kesitleri OS’da 3 dakika boyunca aritilmis suyun iginde bekletin.

3. Kesitleri 2-5 dakika boyunca havada kurutun.

Kesit Dehidrasyonu

1. Kesitleri 3 dakika boyunca %70 etanolde bekletin.
2. Kesitleri 3 dakika boyunca %90 etanolde bekletin.
3. Kaesitleri 3 dakika boyunca %100 etanolde bekletin.
4. Kesitleri hava ile kurutun.

Probun Hazirlanmasi
1. Probu OS’da 20-30 dakika boyunca dnceden isitin.
2. Probu hafifge girdap halinde déndlrun ve yavaslatin.

Ortak Denatiirasyon & Hibridizasyon
1. Her hibridizasyon alaninin Gzerine probun 10 pL’sini uygulayin ve 22 mm x 22 mm lamel ile kapatin.
Lastik kaplama ile lamel(ler)i kaplayin.
2. Prob ile kesitleri 5 dakika boyunca 72 °C’de birlikte denatire edin.
3. Kesitleri 6nceden isitiimis ve nemlendirilmis hibridizasyon odasina yerlestirin ve 37 °C’de gece boyunca (16
saat) inkube edin.

Hibridizasyon Sonrasi Yikama

1. Elmas uclu kalem ile kesitlerin arkasinda yer alan her hibridizasyon alanini isaretleyin.

2. Dikkatlice lastik kaplamay! ¢ikarin.

3. Lamellerin gevsemesi igin kesitleri oda sicakliginda Hibridizasyon Sonrasi Yikama Soltisyonuna batirin.
Lamellerin kendi basina ayrilmasina izin vermek igin hafifce sallayin; kapali lamelleri gikarmayin.

4. Kesitleri, 2 dakika boyunca 72 °C’de 6nceden isitiimis Hibridizasyon Sonrasi Yikama Sollsyonunda
bekletin.

Kesit Dehidrasyonu

1. Kesitleri 2 dakika boyunca %70 etanol icerisinde bekletin.
Kesitleri 2 dakika boyunca %90 etanol igerisinde bekletin.
Kesitleri 2 dakika boyunca %100 etanol igerisinde bekletin.
Kesitleri karanhkta hava ile kurutun.

Pown

Gortlntiileme
1. DAPI karsit boyasini uygulayin ve kesitleri lameller ile kaplayin.
2. Kesitleri uygun filtre setleri ile bir floresan mikroskobu altinda inceleyin.

Sitolojik Ornekler igin FISH Prosediirii

Gerekli fakat Saglanmamis Ayiraclar
*  FISH Ayirag Kiti (Cat No: CT-ACC101-20):
0 20X SSC Tuzu: OS’da saklayin, nemden uzak tutun
o DAPI Karsit Boyasi: karanlikta 4°C’de saklayin
o NP-40: OS’da saklayin
* Pepsin (Liyofilize): -20°C veya daha dusulk sicakhkta saklayin
* Hidroklorik asit (1N): OS’da saklayin
* Formaldehit (37%): OS’da saklayin
* 10X Fosfat ile Tamponlanmis Salin (PBS) Sollisyonu: OS’da saklayin
« Etanol (100%): OS’da saklayin

Calisma Solisyonlarinin Hazirlanmasi
1. 20X SSC Solisyonu (pH 7,0)
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Ayiraglar

Eklenen Miktar

Son Konsantrasyon

SSC Tuzu
dH,O
TOPLAM

66 g
250 ml
250 ml

20X

Pepsin Stok Solisyonu

Ayiraglar

Eklenen Miktar

Son Konsantrasyon

Pepsin, liyofilize
dH,O
TOPLAM

100 mg
1 ml
1 ml

100 mg/ml

Not: Buz Uzerinde saklayin. 20 pl parcalar hazirlayin, -20 °C’de saklayin.

Pepsin Calisma Sollusyonu

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
HCI (1N) 1ml 0,01N
Pepsin Stok Solisyonu 20 pl 0,02 pg/pl
dH,O 99 ml

TOPLAM 100 ml

2X SSC Solusyonu

Ayiraglar

Eklenen Miktar

Son Konsantrasyon

20X SSC Solusyonu
dH20
TOPLAM

10 ml
90 ml
100 ml

2X

1X PBS Solisyonu

Ayiraglar

Eklenen Miktar

Son Konsantrasyon

10X PBS Solusyonu
dH,O
TOPLAM

10 ml
90 ml
100 ml

1X

Formaldehit SolUsyonu

Ayiraglar

Eklenen Miktar

Son Konsantrasyon

Formaldehit (37%)
10X PBS Solusyonu
dH,O

TOPLAM

2,7 ml
10 ml
89 ml
100 ml

1%
1X

90% Etanol

Ayiracglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Etanol (100%) 90 ml 90%

dH,O 10 ml

TOPLAM 100 ml

70% Etanol

CytoTest Inc.
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Ayiraclar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon

Etanol (100%) 70 mi 70%
dH,O 30 ml
TOPLAM 100 ml

9. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Soliisyonu 1

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
20X SSC Solusyonu 2 ml 0,4X
NP-40 300 pl 0,3%

dH,O 98 mli

TOPLAM 100 ml

10. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Sollisyonu 2

Ayiraclar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
20X SSC Solusyonu 10 mi 2X

NP-40 100 pl 0,1%

dH,O 90 ml

TOPLAM 100 ml

Sitoloji icin FISH Prosediirt
Kesit Hazirlanmasi
1. Kesitleri 2 dakika boyunca OS’da 2x SSC solusyonu i¢inde denklegtirin.
2. Kesitleri, 37 °C’de 1 — 10 dakika boyunca (6rneklerin durumuna bagl olarak) dnceden isitiimig Pepsin
Calisma Solusyonunda bekletin ve bir 151k mikroskobu altinda hicrelerin durumunu gézleyin.
3. Kaesitleri OS’da 1x PBS sollsyonu iginde 5 dakika boyunca yikayin.
4. Fikse edildikten sonra kesitleri OS’da Formaldehit solisyonu i¢inde 5 dakika boyunca bekletin.
5. Kesitleri OS’da 1x PBS sollsyonu iginde 5 dakika boyunca yikayin.

Kesit Dehidrasyonu

1. Kesitleri 3 dakika boyunca %70 etanol icerisinde bekletin.
2. Kesitleri 3 dakika boyunca %90 etanol igerisinde bekletin.
3. Kesitleri 3 dakika boyunca %100 etanol igerisinde bekletin.
4. Kesitleri hava ile kurutun.

Probun Hazirlanmasi
1. . Probu OS’da 20-30 dakika boyunca dnceden isitin.
2. Probu hafifge girdap halinde déndlrun ve yavaslatin.

Ortak Denatiirasyon & Hibridizasyon
1. Her hibridizasyon alaninin tGzerine probun 10 pL’sini uygulayin ve 22 mm x 22 mm lamel ile kapatin.
Lastik kaplama ile lamel(ler)i kaplayin.
2. Prob ile kesitleri 5 dakika boyunca 72 °C’de birlikte denatire edin.
3. Kesitleri 6nceden isitilmis ve nemlendirilmis hibridizasyon odasina yerlestirin ve 37 °C’de gece boyunca (16
saat) inktbe edin

Hibridizasyon Sonrasi Yikama

1. Elmas uclu kalem ile kesitlerin arkasinda yer alan her hibridizasyon alanini isaretleyin.

2. Dikkatlice lastik kaplamay! ¢ikarin.

3. Lamel(ler)in gevsemesi igin OS’da 2x SCC solusyonu igine kesitleri batirin. Lamel(ler)i cekerek ¢ikarmayin.

4. Kesitleri, 72 °C’de dnceden i1sitilmis Hibridizasyon Sonrasi Yikama Sollsyonu 1 iginde 1 dakika boyunca
bekletin.

5. Kesitleri, OS’da 2 dakika boyunca Hibridizasyon Sonrasi Yikama SolUsyonu 2 iginde bekletin.

6. Kesitleri hava ile kurutun.
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Gortintiileme

1.
2.

DAPI kargit boyasini uygulayin ve kesitleri lameller ile kaplayin.
Kesitleri uygun filtre setleri ile bir floresan mikroskobu altinda inceleyin.

Amniyotik Sivi Ornekleri i¢in FISH Prosediirii

Gerekli fakat Saglanmamis Ayiraclar

FISH Ayirag Kiti:
0 20X SSC Tuzu: OS’da saklayin, nemden uzak tutun
o DAPI Karsit Boyasi: karanlikta 4°C’de saklayin
o NP-40: OS’da saklayin
Pepsin (Liyofilize): -20°C veya daha disuk sicakhkta saklayin
Hidroklorik asit (1N): OS’da saklayin
Formaldehit (37%): OS’da saklayin
10X PBS: OS’da saklayin
Etanol (100%): OS’da saklayin

Calisma Solisyonlarinin Hazirlanmasi

1. 20X SSC Soliisyonu (pH 7,0)

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
SSC Tuzu 66 g 20X

dH,O 250 ml

TOPLAM 250 ml

2. Pepsin Stok SolUsyonu

Ayiracglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Pepsin, liyofilize 100 mg 100 mg/mi
dH,O 1ml

TOPLAM 1ml

Not: Buz Uzerinde saklayin. 20 pl pargalar hazirlayin, -20 °C’de saklayin.

3. Pepsin Calisma Sollisyonu 1 (kiltire edilmemis érnekler igin)

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
HCI (1N) 1 ml 0,01N
Pepsin Stok Soltisyonu 50 pl 0,05 pg/pul
dH,O 99 ml

TOPLAM 100 ml

4. Pepsin Caligma Sollusyonu 2 (kiiltiire edilmemis érnekler igin)

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
HCI (1N) 1ml 0,01N
Pepsin Stok Solisyonu 20 pl 0,02 pg/pl
dH,O 99 ml

TOPLAM 100 ml

5. 2X SSC Solusyonu

Ayiracglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
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20X SSC Soliisyonu 10 ml 2X
dH,0 90 ml
TOPLAM 100 ml

6. 1X PBS Soliusyonu

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
10X PBS Solusyonu 10 ml 1X

dH,O 90 ml

TOPLAM 100 ml

7. Formaldehit Solisyonu

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Formaldehit (37%) 2,7 ml 1%

10X PBS Solusyonu 10 ml 1X

dH,O 89 ml

TOPLAM 100 ml

8. 90% Etanol

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Etanol (100%) 90 ml 90%

dH,O 10 ml

TOPLAM 100 ml

9. 70% Etanol

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
Etanol (100%) 70 ml 70%

dH,O 30 ml

TOPLAM 100 ml

10. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Soliisyonu 1

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
20X SSC Solisyonu 2 mi 0,4X

NP-40 300 pl 0,3%

dH,O 98 ml

TOPLAM 100 ml

11. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Sollsyonu 2

Ayiraglar Eklenen Miktar Son Konsantrasyon
20X SSC Solusyonu 10 ml 2X
NP-40 100 pl 0,1%
dH,0 90 ml
TOPLAM 100 ml
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Amniyositler icin FISH PROSEDURU

Kesit Hazirlanmasi
Kiiltiire Edilmemis Ornekler:

1.
2.

3.
4

5.

Kesitleri 37 °C’de 1 saat boyunca 2x SSC solusyonu i¢cinde denklestirin.

Kesitleri, 37 °C’de 1-10 dakika boyunca (6rneklerin durumuna bagl olarak) énceden isitilmis Pepsin
Calisma Solusyonu 1 iginde bekletin ve bir 1sik mikroskobu altinda hucrelerin durumunu gézleyin.
Kesitleri OS’da 1x PBS sollsyonu iginde 5 dakika boyunca yikayin.

Fikse edildikten sonra kesitleri OS’da Formaldehit solisyonu iginde 5 dakika boyunca bekletin.
Kesitleri OS’da 1x PBS sollsyonu i¢inde 5 dakika boyunca yikayin.

Kiiltire Edilmis Ornekler:

1.
2.
3.
4.
5.

Kesitleri OS’da 2 dakika boyunca 2x SSC solusyonu iginde denklestirin.

Kesitleri, 37 °C’de 1-10 dakika boyunca (6rneklerin durumuna bagl olarak) énceden isitilmis Pepsin
Calisma Solusyonu 1 iginde bekletin ve bir 1sik mikroskobu altinda hucrelerin durumunu gézleyin.
Kesitleri OS’da 1x PBS sollsyonu iginde 5 dakika boyunca yikayin.

Fikse edildikten sonra kesitleri OS’da Formaldehit sollsyonu iginde 5 dakika boyunca bekletin.
Kesitleri OS’da 1x PBS sollsyonu iginde 5 dakika boyunca yikayin.

Kesit Dehidrasyonu

1.

2.
3.
4.

Kesitleri 3 dakika boyunca %70 etanol igerisinde bekletin.
Kesitleri 3 dakika boyunca %90 etanol i¢erisinde bekletin.
Kesitleri 3 dakika boyunca %100 etanol igerisinde bekletin.
Kesitleri hava ile kurutun.

Probun Hazirlanmasi

1.
2.

OS'’da 20-30 dakika boyunca probu énceden isitin.
Probu hafifce girdap halinde dondirin ve yavaglatin.

Ortak Denatiirasyon & Hibridizasyon

1.

2.
3.

Her hibridizasyon alaninin tzerine probun 10 pL’sini uygulayin ve 22 mm x 22 mm lamel ile kapatin.
Lastik kaplama ile lamel(ler)i kaplayin.
Prob ile kesitleri 2 dakika boyunca 72 °C’de birlikte denature edin.

Kesitleri 6nceden isitilmis ve nemlendirilmig hibridizasyon odasina yerlestirin ve 37 °C’de gece boyunca (16

saat) inkube edin.

Hibridizasyon Sonrasi Yikama

1. Elmas uclu kalem ile kesitlerin arkasinda yer alan her hibridizasyon alanini isaretleyin.

2. Dikkatlice lastik kaplamayi ¢ikarin.

3. Lamel(ler)in gevsemesi igin OS’da 2x SCC solusyonu igine kesitleri batirin. Lamel(ler)i cekerek ¢ikarmayin.

4. Kesitleri, 72 °C’de dnceden 1sitiimis Hibridizasyon Sonrasi Yikama Sollsyonu 1 iginde 1 dakika boyunca
bekletin.

5. Kesitleri, OS’da 2 dakika boyunca Hibridizasyon Sonrasi Yikama SolUsyonu 2 iginde bekletin.

6. Kesitleri hava ile kurutun.

Gortiintiileme

1. DAPI karsit boyasini uygulayin ve lameller ile kesitleri kaplayin.

2. Kesitleri uygun filtre setleri ile bir floresan mikroskobu altinda inceleyin.
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SONUCLARIN YORUMLANMASI

Amplifikasyon / Delesyon Problari icin Sinyal Sekilleri

Normal Desenler
* 2 turuncu sinyal + 2 yesil sinyal (202G)

Renk Anahtari
» Turuncu sinyaller koyu gri noktalar olarak gdsterilmigtir
* Yesil sinyaller acik gri noktalar olarak gdsterilmistir

Anormal Desenler
+ Bagka herhangi bir sekil

Kirilma-ayrilma Problari icin Sinyal Sekilleri

Normal Sekilleri

+  Ust Uste gelen 2 sari-yesil sinyaller(20G)

Renk Anahtari
» Turuncu sinyaller koyu gri noktalar olarak gdsterilmigtir
* Yesil sinyaller acik gri noktalar olarak gdsterilmistir
« Ust iste gelen turuncu ve yesil sinyaller sari olarak goriilebilir.

Anormal Sekiller
+ Bagka herhangi bir sekil

Fizyon / Translokasyon Problari icin Sinyal Sekilleri

Normal Sekiller
* 2 turuncu sinyal + 2 yesil sinyal (202G)

Renk Anahtari
» Turuncu sinyaller koyu gri noktalar olarak gosterilmigtir.
* Yesil sinyaller acik gri noktalar olarak gdsterilmistir

Anormal Sekiller
+  Baska herhangi bir sekil. Ust liste gelen sinyaller (turuncu ve yesil sinyallerin iist iiste gelmesi) sari
sinyaller olarak gorulebilir.
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