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Kullanım Tal�matları (IFU)

Vücut dışında kullanılan (�n v�tro) tıbb� 
tanı c�hazı 98/79/EC AB Yönetmel�ğ�ne göre

Kullanım Amacı
ELZ-1009 �FISH® Cen X/Y/21 α-satell�te Probe Comb�nat�on TC, floresan �n s�tu 
h�br�d�zasyon (FISH) tekn�ğ� �le �nsan X, Y ve 21. kromozomlarının sayısal anoma-
l�ler�n�n tesp�t�ne yönel�k olarak gel�şt�r�lm�ş, prenatal tanı ve konjen�tal anomal�ler 
�le �l�şk�l� s�togenet�k değerlend�rmelerde kullanılan b�r üç renkl� prob komb�nasyo-
nudur.  

Kl�n�k Bağlantı
Tr�zom� 21 (Edwards Sendromu), prenatal dönemde tesp�t ed�leb�len en yaygın 
otozomal sayısal anomal�lerden b�r�d�r ve c�dd� gel�ş�msel bozukluklar, konjen�tal 
kalp defektler�, kran�yofas�yal d�smorf�ler ve yaşamla bağdaşmayan b�rçok 
fenot�p�k bulgu �le karakter�zed�r. Ayrıca, Turner Sendromu (45,X), Kl�nefelter 
Sendromu (47,XXY), 47,XYY ve 47,XXX g�b� c�ns�yet kromozomu anöplo�d�ler� de 
prenatal tanıda sık olarak �ncelenen genet�k bozukluklar arasında yer alır. 
X kromozomuna özgü DXZ1 (Xp11.1–q11.1), Y kromozomuna özgü DYZ3 
(Yp11.1–q11.1) ve 21. kromozoma özgü 21q22.13 d�z�ler�n� hedefleyen üç farklı 
renkl� prob �çermekted�r. Bu sayede, anöplo�d� taramaları kapsamında sayısal 
kromozomal bozuklukların doğrudan ve hızlı b�r şek�lde saptanmasına olanak 
tanır. 
Geleneksel s�togenet�k yöntemlere kıyasla daha kısa sürede sonuç veren FISH 
tabanlı anal�zler, özell�kle fetal hücrelerden elde ed�len çek�rdek �ç� kromozom 
yapılarını değerlend�rme açısından avantaj sağlar. Bu nedenle, söz konusu k�t, 
�nvaz�v prenatal tanı prosedürler� (amn�yosentez, CVS) sırasında elde ed�len 
örneklerde tr�zom� ve c�ns�yet kromozomu anomal�ler�n�n doğrulanmasında değerl� 
b�r moleküler s�togenet�k araç olarak kabul ed�lmekted�r. 

Sağlanan Reakt�fler
Prob Spes�f�kasyonu:
-DXZ1, Xp11.1–q11.1, Mav� 2.0
-DYZ3, Yp11.1–q11.1, Yeş�l
-21q22.13, Turuncu
Mav�2.0 floroforla �şaretlenm�ş prob b�leşen�, X kromozomunun sentromer�k 
bölges�nde yer alan DXZ1 d�z�s�n� hedef alır ve Xp11.1–q11.1 bandına özgüdür. 
Yeş�l floroforla �şaretlenm�ş prob b�leşen�, Y kromozomunun sentromer�k bölges�n-
de yer alan DYZ3 d�z�s�n� hedef alır ve Yp11.1–q11.1 bandına özgüdür. 
Turuncu floroforla �şaretlenm�ş prob b�leşen�, 21. kromozomun sentromer�k 
bölges�nde yer alan 21q22.13 d�z�s�n� hedef alır ve 21q22.13 bandına özgüdür. 

Gerekl� D�ğer Malzemeler
• 70 °C’ye ayarlanab�l�r su banyosu
• 80 °C’ye kadar ısıtab�len h�br�d�zasyon c�hazı veya sıcak levha
• H�br�d�zasyon sırasında kullanılmak üzere neml� kap
• M�kroskop lamları
• 24 × 24 mm boyutunda lameller
• 37 °C’ye ayarlanab�l�r etüv
• Uygun donanıma sah�p floresan m�kroskop
• Floresan m�kroskopla uyumlu, onaylanmış �mmers�yon yağı
• Kal�bre ed�lm�ş termometre
• Zamanlayıcı / zaman sayacı
• Kauçuk yalıtım solüsyonu (örneğ�n: F�xogum Rubber Cement)
• Preparat yıkama kapları
• De�yon�ze veya d�st�le su
• Tween-20
• %100 etanol
• 20X SSC (Sodyum sal�n s�trat) çözelt�s�

Uyarılar ve Tedb�rler
• Bu ürün yalnızca �n v�tro tanı amaçlıdır ve yalnızca profesyonel kullanıcılar 

tarafından kullanılmalıdır. 
• Kullanmadan önce kullanım tal�matlarını okuyun! 
• DNA probları ve DAPI �çeren reakt�flerle çalışırken tek kullanımlık eld�ven, 

koruyucu gözlük ve laboratuvar önlüğü g�y�lmel�d�r. 
• DAPI, olası kanserojen etk�ler� neden�yle d�kkatle kullanılmalıdır. 
• Reakt�flerle doğrudan temastan kaçının. C�lt �le temas hal�nde, temas bölges� 

derhal bol su �le yıkanmalıdır. 
• Prob, doğrudan ışığa karşı hassastır. Tüm �şlemler mümkünse karanlık ortamda 

ya da ışık geç�rmez malzemelerle gerçekleşt�r�lmel�d�r. 
• Numuneler�n çapraz kontam�nasyonundan kaçınılmalı, her örnek �ç�n ayrı ve 

ster�l ek�pman kullanılmalıdır. 
• Protokolde bel�rt�len adımlar dışına çıkılması, yanlış poz�t�f/negat�f sonuçlara  yol 

açab�l�r.
• Problar farklı ürünlerle seyrelt�lmemel� veya karıştırılmamalıdır. 
• Operatörün  turuncu, yeş�l ve mav�   renkler�   ayırt    edeb�lme    yet�s�ne    sah�p 

olması beklen�r.
• Tüm atıklar, kurumunuzun b�yoloj�k ve k�myasal atık yönetmel�ğ�ne uygun olarak 

bertaraf ed�lmel�d�r. 
• Reakt�fler�n son  kullanma  tar�hler�  kontrol  ed�lmel�  ve  süres�  geçm�ş   ürünler 

kullanılmamalıdır.
• Profesyonel kullanıcılar �ç�n talep ed�lmes� hal�nde, ürünle �l�şk�l� Malzeme 

Güvenl�k B�lg� Formu (MSDS) tem�n ed�leb�l�r. 

Test Prens�b�
�FISH® ürünler�, hedeflenen genet�k bölgelere özgü olarak tasarlanmış DNA 
problarının, örnek hücre DNA’sı �le �n s�tu melezlenmes�ne dayanmaktadır.Hazır-
lanan lamlar üzer�nde bulunan hücreler sab�tlen�p denatüre ed�l�r; ardından, 
�şaretl� prob örnek DNA �le h�br�t oluşturmak üzere uygulanır. H�br�d�zasyon 
sonrasında, bağlanmamış problar yıkama adımları �le uzaklaştırılır.Yıkama 
�şlem�n�n ardından, DNA'nın zıt boyanması amacıyla DAPI uygulanır. Bu �şlem, 
hücresel morfoloj�n�n bel�rg�nleşmes�n� ve kromat�n yapısının değerlend�r�lmes�n� 
sağlar.H�br�d�ze olmuş prob fragmentler�, FISH problarına doğrudan bağlı 
florokromlara özgü eks�tasyon ve em�syon f�ltreler�ne sah�p b�r floresan m�krosko-
bu kullanılarak görüntülen�r.Kullanılan prob t�p� (ör. delesyon, ampl�f�kasyon, 
breakapart veya füzyon probları), elde ed�len s�nyal desen�n�n yorumlanmasını 
sağlar.Bu yöntem, hem metafaz kromozomlarında hem de �nterfaz çek�rdekler�n-
de kal�tat�f değerlend�rme yapılmasına olanak sunar. 

Cen X/Y/21 α-satell�te Probe Comb�nat�on TC 

ELZ-1009/1

Florokrom Spes�f�kasyon

Florokrom Eksitasyon maks. Emisyon maks. 
Mavi 2.0 400 nm 423 nm 
Yeşil 547 nm 576 nm 

Turuncu 547 nm 576 nm 

D12Z1

DXZ1

DYZ3
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Bozuk Morfoloj� 

Olası Sebep Açıklama Önerilen Çözüm 
Yetersiz veya aşırı proteolitik 
ön işlem 

Hücre yapılarının fazla zarar 
görmesi veya yetersiz 
ayrışması doğru sinyal 
yorumunu engeller. 

Pepsin inkübasyon süresini 
optimize ederek hem erişimi 
hem de morfolojiyi koruyun. 

Uygulama öncesi yetersiz 
kurutma 

Yeterince kurutulmamış 
preparatlar hibridizasyon 
sırasında dağınık sinyale 
sebep olur. 

Havada kurutma süresini 
uzatarak örneklerin 
stabilitesini sağlayın. 

Çapraz H�br�d�zasyon S�nyaller� veya Kötü Zem�n 

Sorun G�derme
Zayıf S�nyal veya H�ç S�nyal 

Saklama ve Kullanım Koşulları
• �FISH® k�tler�, et�ket üzer�nde bel�rt�len son kullanma tar�h�ne kadar -25 °C

�le -15 °C arasında b�r dondurucuda saklanmalıdır.
• Prob ve karşıt boya ş�şeler� doğrudan ışık almayan, karanlık b�r ortamda

muhafaza ed�lmel�d�r.
• Reakt�fler�n sürekl� ışığa maruz kalması, floresan s�nyal kal�tes�n� olumsuz

etk�leyeb�l�r. Kullanım ve saklama sırasında ışığa karşı korunmalıdır.
• Kullanımdan hemen sonra reakt�fler, saklama koşullarına uygun şek�lde ger�

yerleşt�r�lmel�d�r.
• Reakt�fler�n et�ket üzer�nde bel�rt�len son kullanma tar�h� aşıldıysa kullanıl-

mamalıdır.
• Uygun saklama ve kullanım koşullarında, ürünler son kullanma tar�h�ne

kadar stab�l�tes�n� korur.

Sınırlamalar
• Bu ürün yalnızca �n v�tro tanı amaçlıdır ve profesyonel kullanım �ç�n tasarlan-

mıştır. 
• Test yalnızca FISH yöntem�nde uzman, yetk�n ve deney�ml� laboratuvar 

personel� tarafından uygulanmalı; yorumlama �şlem� patoloj� ve s�togenet�k 
konusunda yetk�n k�ş�lerce yapılmalıdır. 

• FISH sonuçları, kl�n�k tanı �ç�n tek başına yeterl� değ�ld�r. Yorumlama, 
hastanın kl�n�k öyküsü, morfoloj�k bulguları, d�ğer laboratuvar testler� ve 
tanısal kr�terlerle b�rl�kte yapılmalıdır. 

• Problar yalnızca kullanım kılavuzunda tanımlanan hedef lokusları tesp�t 
etmek amacıyla kullanılmalıdır. Hedef bölge dışında kalan genom�k kayıplar, 
delesyonlar veya yapısal değ�ş�kl�kler bu ürün �le tesp�t ed�lemez.

• FISH s�nyal�n�n kal�tes�, numunen�n hazırlanma sürec� (örneğ�n: f�ksasyon, 
kurutma, yıkama, ısıtma, dondurma, kes�t alma) �le doğrudan �l�şk�l�d�r. Bu 
adımlarda yapılan hatalar, zayıf s�nyal, arka plan boyanması veya artefaktlara 
yol açab�l�r. 

• Preparat kal�tes� ve numune bütünlüğü, s�nyal yoğunluğu ve lokal�zasyonu-
nun tutarlılığı üzer�nde etk�l� olab�l�r. Örneğ�n yapısal bozuklukları ve heteroje-
n�tes�, yorumlamayı güçleşt�reb�l�r. 

• Kullanım kılavuzunda tanımlanan prosedürler dışında yapılan uygulamalar, 
test�n performansını ve güven�l�rl�ğ�n� olumsuz etk�leyeb�l�r. 

• Protokole bağlı kalınmaması durumunda yanlış poz�t�f veya yanlış negat�f 
sonuçlar meydana geleb�l�r. 

• Tedav� kararları, yalnızca FISH anal�z sonuçlarına dayanarak ver�lmemel�; 
d�ğer tanısal testler ve kl�n�k değerlend�rme �le b�rl�kte ele alınmalıdır. 

FISH Protokolü
1.Preparat Hazırlığı

‒ Hücre süspans�yonu, tem�z b�r m�kroskop lamı üzer�ne damlatılır ve oda 
sıcaklığında tamamen kurutulur. 
‒ (İsteğe bağlı) Hücresel atıkları uzaklaştırmak ve s�nyal-gürültü oranını �y�leşt�r-
mek amacıyla, preparatlar 2xSSC’de 2 dak�ka �nkübe ed�l�r. Ardından %70, %85 
ve %100 etanol ser�ler�nde sırasıyla 2’şer dak�ka deh�drasyon uygulanır. 
2.Prob Uygulaması
‒ Kurumuş preparat üzer�ne 10 μl prob damlatılır. 
‒ Üzer�ne 24 × 24 mm lamel kapatılır ve probların buharlaşmasını önlemek �ç�n 
kenarları kauçuk yalıtım solüsyonu (örneğ�n Rubber Cement) �le sab�tlen�r. 
3.Denatürasyon ve H�br�d�zasyon
‒ Preparatlar, 72 °C'de 4 dak�ka denatüre ed�l�r. 
‒ Ardından, 37 °C’de neml� ortamda 16–18 saat boyunca h�br�d�zasyon gerçekleş-
t�r�l�r. 
4.Yıkama İşlemler�
‒ Lamel� ve yapıştırıcıyı d�kkatl�ce kaldırın. 
‒ H�br�d�zasyon sonrası lamlar, 72 °C’de 0,4xSSC �ç�nde 30 san�ye yıkanır.
‒ Ardından, oda sıcaklığında hazırlanmış 2xSSC / 0,05% Tween-20 çözelt�s�nde 
1 dak�ka yıkanır. 
5.Karşı Boyama ve Saklama
‒ Kurumuş preparat üzer�ne 10 μl DAPI Countersta�n damlatılır ve 24 × 24 mm 
lamel �le kapatılır. 
‒ Reng�n bel�rg�nleşmes� �ç�n 4 °C’de 10 dak�ka beklet�n. 
‒ Floresan m�kroskop kullanarak anal�z ed�n. 

Olası Sebep Açıklama Önerilen Çözüm 
Hedef DNA dizisinin örnekte 
bulunmaması 

Test edilen örnekte 
hedeflenen genetik yeniden 
düzenleme mevcut 
olmayabilir. 

Uygun pozitif ve negatif 
kontroller ile testin 
doğruluğunu teyit edin. 

Hatalı sıcaklık yönetimi 
(proteoliz, denatürasyon, 
hibridizasyon, yıkama) 

Sıcaklık sapmaları 
hibridizasyon verimliliğini 
azaltarak sinyal kaybına 
neden olabilir. 

Kullanılan tüm cihazların 
sıcaklıklarını kalibre edilmiş 
termometre ile doğrulayın. 

Proteolitik ön işlem süresinin 
yetersiz veya aşırı olması 

Yetersiz enzim inkübasyonu 
hedef dizilere erişimi kısıtlar; 
aşırı inkübasyon hücresel 
yapıları tahrip edebilir. 

Pepsin inkübasyon süresini 
optimize ederek hücre 
morfolojisini ve sinyal 
kalitesini dengeleyin. 

Hibridizasyon sırasında prob 
buharlaşması 

Prob solüsyonunun 
buharlaşması hibridizasyon 
verimliliğini düşürür. 

Nemli ortam sağlayın, 
lamelleri Fixogum gibi bir 
lastik solüsyonla iyice 
yalıtarak kurumayı önleyin. 

Güçlü yıkama tamponu 
konsantrasyonunun hatalı 
hazırlanması 

Çok seyreltilmiş yıkama 
tamponları bağlanmış 
probları yeterince 
koruyamaz. 

Yıkama tamponlarının doğru 
konsantrasyonlarda 
hazırlandığından emin olun. 

Eski veya kontamine 
dehidrasyon solüsyonlarının 
kullanılması 

Kullanım ömrü dolmuş etanol 
solüsyonları dehidrasyonu 
etkileyerek sinyal 
zayıflamasına yol açar. 

Dehidrasyon solüsyonlarını 
taze hazırlayın ve doğru 
koşullarda saklayın. 

Floresan mikroskobunun 
yanlış ayarlanması 

Yanlış fokuslama, filtre seçimi 
veya ışık yoğunluğu ayarları 
zayıf sinyallerle sonuçlanır. 

Mikroskobun optik ve 
elektriksel ayarlarını düzenli 
olarak kontrol edin ve 
optimize edin. 

Uygun olmayan filtre seti 
kullanımı 

Yanlış filtre setleri 
kullanıldığında hedef sinyaller 
algılanamayabilir. 

Probların florokromlarına 
uygun eksitasyon ve emisyon 
filtre setlerini kullanın. 

Probların/floroforların ışıktan 
zarar görmesi 

Güçlü ışık florokromları 
bozarak sinyal kaybına neden 
olur. 

Hibridizasyon ve yıkama 
adımlarını karanlıkta veya 
düşük ışık altında 
gerçekleştirin. 

Olası Sebep Açıklama Önerilen Çözüm 
Aşırı proteolitik ön işlem Aşırı sindirim hücresel 

bütünlüğü bozarak spesifik 
olmayan bağlanmalara yol 
açabilir. 

Pepsin inkübasyon süresini 
kısaltarak hücresel yapıyı 
koruyun. 

Örneğe aşırı miktarda prob 
uygulanması 

Aşırı prob kullanımı zemin 
boyanmasının artmasına 
sebep olur. 

Prob hacmini azaltın ve örnek 
üzerine homojen şekilde 
dağıtım sağlayın. 

Lamların hibridizasyon öncesi 
soğuması 

Soğuyan lamlar prob 
bağlanmasını ve sinyal 
yoğunluğunu olumsuz etkiler. 

Lamları doğrudan 37°C’ye 
getirerek soğuma etkisini 
azaltın. 

Güçlü yıkama tamponunun 
çok yüksek konsantrasyonu 

Yüksek tuz konsantrasyonu 
spesifik olmayan 
bağlanmaları artırabilir. 

Tampon konsantrasyonunu 
üretici önerilerine uygun 
şekilde ayarlayın. 

Yıkama adımındaki 
sıcaklıkların düşük olması 

Yetersiz sıcaklık, spesifik 
olmayan bağlanmaları tam 
olarak ortadan kaldıramaz. 

Yıkama sıcaklıklarını optimum 
seviyelere yükseltin. 

Örneklerin inkübasyon 
sırasında dehidre olması 

Kuruyan lamlar hem spesifik 
sinyalleri hem de morfolojiyi 
olumsuz etkiler. 

İnkübasyonu nemli ortamda 
yapın ve lamelleri etkin 
şekilde yalıtın. 2. Anal�t�k Duyarlılık

Kromozomal moza�kl�k durumlarında %5–10 oranında düşük düzeydek� hücre alt 
klonlarını saptayab�l�r. 

3. Anal�t�k Özgüllük

Sadece DXZ1, DYZ3 ve 21q22.13 bölgeler�ne h�br�t�zasyon sağlar; non-
spes�f�k bağlanma gözlenmez.

4. Tekrarlanab�l�rl�k

Farklı operatörler ve günler arasında yapılan anal�zlerde tutarlı s�nyal örüntüsü 
sağlanmıştır. 

5. Kl�n�k Uygunluk

Prenatal tanıda kullanılan 250’den fazla örnekle val�de ed�lm�ş, kl�n�k karar destek 
aracı olarak kullanılab�l�r. 

Performans Özell�kler�

1. Doğruluk

Kl�n�k örneklerde yüksek korelasyon (>%98) �le konvans�yonel s�togenet�k 
anal�zler� destekler. 

D12Z1
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Zayıf Zıt Boyanma (DAPI) 

Genel Ekstra Sorunlar 

Referanslar
1. Shaffer LG et al. (2001). The appl�cat�on of FISH �n prenatal d�agnos�s.

Genet Med. 
2. B� W et al. (2004). FISH for rap�d prenatal d�agnos�s. Cl�n Genet.
3. Grat� FR et al. (2005). Rap�d aneuplo�dy screen�ng by �nterphase FISH �n

prenatal d�agnos�s. Prenat D�agn.
4. Barch MJ et al. (1997). The AGT Cytogenet�cs Laboratory Manual.

L�pp�ncott-Raven.
5. Yaron Y et al. (1998). Prenatal detect�on of sex chromosome aneuplo�d�es

by FISH. Am J Med Genet.
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Olası Sebep Açıklama Önerilen Çözüm 
DAPI çözeltisinin 
konsantrasyonunun düşük 
olması 

Yetersiz DAPI boyaması 
nükleer yapının net 
görüntülenmesini engeller. 

Tavsiye edilen 
konsantrasyonda DAPI 
çözeltisi kullanın (örneğin 
DuraTect-Solution). 

DAPI inkübasyon süresinin 
kısa olması 

Kısa süreli boyama hücrenin 
yeterince boyanmasını 
sağlayamaz. 

İnkübasyon süresini uzatarak 
daha belirgin hücre kontrastı 
elde edin. 

Olası Sebep Açıklama Önerilen Çözüm 
Yüksek arka plan sinyali Yetersiz yıkama adımları 

spesifik olmayan floresan 
sinyallere yol açabilir. 

Yıkama süresini ve sıcaklığını 
artırarak arka planı azaltın. 

Düşük sinyal yoğunluğu Eksik denatürasyon hedef 
dizilerin erişimini azaltır. 

Denatürasyon sıcaklığını ve 
süresini optimize edin. 

Lam kırılması Ani sıcaklık değişimi lam 
camlarının çatlamasına 
neden olur. 

Isıtma ve soğutma 
işlemlerinde sıcaklık 
değişimini kontrollü yapın. 

Sinyal kaybı Aşırı uzun yıkamalar veya 
aşırı sıcaklık sinyal 
stabilitesini azaltır. 

Yıkama adımlarını sürelere ve 
sıcaklıklara uygun şekilde 
optimize edin. 


