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1. GİRİŞ 

Bu rehberin amacı; Yeni Nesil Dizileme (NGS) laboratuvarına kabul edilen FFPE kesitinden NGS yöntemi kullanılarak hedeflenmiş gen bölgesinde mutasyon analizinin DNA izolasyon işleminden başlayarak, kütüphane hazırlığı ve sekanslama süreçlerinde kalite, izlenebilirlik ve standardizasyonun sağlanmasıdır.
2. KAPSAM
Bu rehber aşağıdaki süreçleri kapsar:
· DNA İzolasyonu
· Qubit ölçümü
· Kütüphane hazırlık aşamaları
· Bioanalyzer ile kalite kontrol 
· Sekanslama

3. ÖRNEKLERİN TRANSFERİ 
	
ÖRNEK TİPİ 
	YÖNTEM 
	GÖNDERİM ŞEKLİ 
	TRANSPORT ISISI 
	RED KRİTERİ 

	FFPE Doku kesiti
	Yeni Nesil Dizileme (NGS)
	Eppendorf tüp içerisinde
	2-24 °C 


2-24 °C
	•Yetersiz kesit sayısı/ çok ince ya da aşırı kalın kesit/ Parafin bloğun olmaması,
•Aşırı/yetersiz fiksasyon
• Kırık tüpte gelen örnekler,
•İsimsiz gelen numuneler,
•Numunenin uygun ısı aralığında taşınmamış olması. 
•Alındıktan 72 saat sonra gönderilmiş numuneler. 



NUMUNE KABUL KRİTERLERİ: 
FFPE Doku Kesitleri; Moleküler genetik testler için ependorfa alınmış kesitler, en az 5 adet kesit olarak alınmalıdır. Örnek 2-24 ° transport ısısında (oda sıcaklığında) ve alındıktan sonra 72 saat içinde laboratuvara ulaşacak şekilde transport edilmiş olmalıdır. 

NUMUNE RED KRİTERLERİ 
1. Yanlış örnek kabında/tüpünde gönderilmiş veya numune etiketi olmayan numuneler kabul edilmeyecektir. 
2. 72 saatten daha uzun süre sonra laboratuvara ulaşmış numuneler kabul edilmeyecektir. 
3. Örnek tüpleri/ örnek kapları hasar görmüş numuneler kabul edilmeyecektir. 
4. Formaldehit harici fiksatif kullanılmış numuneler kabul edilmeyecektir. 

4. TANIMLAR
	FFPE Doku: 
	Formalinle Fikse Edilmiş Parafine Gömülü Doku



5. ANALİTİK İŞLEMLER
5.1 DNA İzolasyonu
-Parafinden kurtarma
-Lizis
-Yan ürünlerin parçalanması
-DNA izolasyonu
-Qubit Ölçüm 
5.2 Kütüphane Hazırlama
-Fragmentasyon
-Adaptör Ligasyonu
-Hedef Zenginleştirme
-Universal PCR Amplifikasyonu
-Kitaplık ürünlerinin Kalite Kontrolü (Bioanalyzer ile)
5.3 Sekanslama
5.3.1 Sekansa Hazırlık
- Flow cell ve kartuş hazırlığı
- Kütüphanelerin flow celle yüklenmesi
5.3.2 Nextseq 2000 Dizileme
- Küme oluşturma
- Dizileme
- Birincil Analiz
- İkincil Analiz
[bookmark: _heading=h.6miy3vnpm82y]6. PERSONEL YETKİNLİĞİ 
· Analitik işlemler eğitimli personel tarafından yapılır
· Skorlama sadece patoloji uzmanı tarafından gerçekleştirilir
· Yetkinlik kayıtları kalite sisteminde tutulur

7. RAPORLAMA
Rapor içeriği:
· Test adı
· Numune tipi
· Kullanılan yöntem
· Bulgular
· Sonuç yorumu
· Uzman onayı
8. CİHAZ ARIZASI VE RİSK YÖNETİMİ 
· Cihaz arızasında test durdurulur
· Teknik servis kaydı açılır
· Numune uygun koşullarda bekletilir
· Gerekli durumlarda müşteri bilgilendirilir

9. KİMYASAL YÖNETİMİ
· Kullanılan kimyasal ve reaktifler uygun şartlarda saklanır
· SDS formları erişilebilir olmalıdır
· LOT / SKT takibi yapılır
· Kimyasal etiketleme uygulanır
· Çeker ocak kullanılır

10. TIBBİ VE KİMYASAL ATIK YÖNETİMİ
[bookmark: _heading=h.1rjzqbsf6kiv]Kimyasal Atık
· Etanol
· Temizleme solventleri
· Bufferlar
· Deterjanlı çözeltiler
· Reagentlar
· Floresan boya 
· Çözelti atıkları
[bookmark: _heading=h.byhk4gjhdfk8]
Tıbbi / Enfeksiyöz Atık
· FFPE insan doku artıkları
· Kontamine sarf malzemeler

19. İŞ SAĞLIĞI VE GÜVENLİĞİ
· Steril eldiven, önlük kullanımına dikkat edilmeli.
· Göz duşu / vücut duşu bulundurulmalı.
· Uygun havalandırma sistemi olmalı.
· Deparafinizasyon işlemi çeker ocakta yapılmalı.
· FFPE kesit hazırlama alanı ile pre-PCR/post-PCR alanları ayrılmalı. 
· Guanidin içeren sıvılar lavabo giderine verilmemeli.
· İnsan dokusu ile temas eden tüm sarflar “tıbbi atık” kabul edilmeli.
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