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UWAGA: Zmiany wyrézniono kolorem szarym.

Opis sondy

Objasnienia uzytych symboli )
Wyznakowana na pomaranczowo sonda SpectrumOrange ABL1

i o wielkosci okoto 671 kpz obejmuje obszar rozciggajacy sie od

‘ Wytworca punktu pofozonego centromerycznie w stosunku do genu ASS1 (ang.
arginosuccinate synthase gene) do punktu potozonego telomerycznie w

Numer katalogowy stosunku do genu ABL1, na chromosomie 9. Wyznakowana na zielono
sonda SpectrumGreen BCR obejmuje obszar o wielko$ci okoto

Numer partii 1,5 Mpz. Zawiera sie ona pomigdzy zmiennymi segmentami locus IGL
na chromosomie 22 a punktem lezagcym ok. 900 kpz od telomeru genu

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro BCR. Obszar o wielko$ci 300 kpz potozony bezposrednio telomerycznie

wzgledem genu BCR nie jest zawarty w sondzie. Zaréwno sonda BCR,

15°C jak i ABL1 pokrywaja miejsca ztaman odpowiadajacych im gendw,
/ﬂ/ Przechowywaé w temp. —20°C (+5°C). typowe dla translokacji t(9;22).
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Uwaga: Sprawdz w dotagczonej dokumentacji. ‘,- ~ 671 kpz >
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Przeznaczenie feLv 5 BCR 2 x x
Sonda przeznaczona jest do detekcji translokacji t(9;22)(q34;q11.2)
oraz ztozonych lub ukrytych translokacji wariantowych t(9;22), ktérych I —
efektem jest fuzja genowa BCR/ABL, z uzyciem techniki fluorescencyjnej | ~ 579 kpz l«—~ 326 kpz»| ~645kpz ——»|

hybrydyzaciji in situ (FISH). Sonda moze by¢ uzyta do badania
chromosoméw metafazowych lub jader interfazowych.
Wprowadzenie

Obecnos¢ chromosomu Filadelfia (Ph), bedacego rezultatem
translokacji wzajemnej t(9;22)(q34;q11.2), jest charakterystyczng cecha
niemal wszystkich przypadkéw przewlektej biataczki szpikowej (ang.
Chronic Myeloid Leukemia, CML). Wystepuje on réwniez w niektérych
przypadkach ostrej biataczki limfatycznej u dzieci i dorostych, gdzie
zwigzany jest ze stabym rokowaniem.! W innych typach biataczek
chromosom Ph jest obserwowany rzadko. Najistotniejszym skutkiem
translokaciji t(9;22) jest powstanie hybrydowego genu BCR/ABL (ang.
breakpoint cluster region/Abelson murine leukemia viral oncogene 1)

na pochodnej chromosomu 22 (chromosom Ph). Ten gen hybrydowy
wytwarza kinaze tyrozynowa, charakteryzujgca sie konstytutywng
aktywnoscia, w przeciwienstwie do prawidtowej kinazy ABL, ktorej
poziom jest $cisle regulowany.?2 U 5 do 10% pacjentéw z CML do fuzji
genéw BCR/ABL dochodzi w przypadku braku wykrywalnego w badaniu
cytogenetycznym chromosomu Ph, jako efekt bardziej ztozonych
reanranzacii.®
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Odczynniki

1. Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation Probes
(nr czesci: 30-191032)

(1 fiolka, 20 pL w jednej fiolce) 675 ng/uL. Sonda DNA znakowana
fluoroforem oraz blokujagce DNA w buforze Tris-EDTA.

2. Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer (nr czesci: 30-804826)

(1 fiolka, 150 pL w fiolce), siarczan dekstranu, formamid, SSC (pH 7,0).

Zasady przechowywania
-15°C Zestaw sond Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, Dual
Fusion Translocation Probe Set nalezy przechowywaé
.25°C w temp. —20°C (+5°C) bez dostgpu Swiatta.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Do diagnostyki in vitro

Sondy Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation
Probes

@ UWAGA: Preparat ten zawiera materiaty pochodzenia
ludzkiego i/lub potencjalnie zakazne sktadniki. Nie istnieje zadna
znana metoda badawcza, ktéra mogtaby w petni zagwarantowaé, ze
produkty pochodzenia ludzkiego lub inaktywowane mikroorganizmy
nie beda zrédtem zakazenia. Z tego typu odczynnikami oraz prébkami
pochodzenia ludzkiego nalezy obchodzi¢ si¢ jak z materiatem
zakaznym, przestrzegajac procedur laboratoryjnych dotyczacych
bezpieczenstwa, jak np. procedur opisanych w publikacji Biosafety

in Microbiological and Biomedical Laboratories,” standardach OSHA

dotyczacych patogenéw przenoszonych droga krwi (Standards on

Bloodborne Pathogens),® w dokumencie CLSI M29-A3° oraz innych

odpowiednich praktyk zwigzanych z bezpieczenstwem biologicznym.°

A zatem wszystkie materiaty pochodzenia ludzkiego nalezy traktowac

jako potencjalnie zakazne.

Do $rodkdéw ostrozno$ci naleza migdzy innymi nastepujace wskazania:

e Podczas pracy z badanymi prébkami lub odczynnikami nosi¢
rekawice ochronne.

e Nie pipetowa¢ ustami.

e W miejscach, w ktérych opracowuije sig tego typu materiaty, nie
spozywaé pokarméw, nie spozywaé napojow, nie pali¢, nie naktada¢
kosmetykow ani szkiet kontaktowych.

e Wszelkie miejsca, w ktérych doszto do rozlania sie¢ badanych
probek, wyczysci¢ i zdezynfekowaé przy pomocy pratkobdjczego
$rodka dezynfekujacego, takiego jak 1,0% podchloryn sodu, lub
innego odpowiedniego $rodka o podobnym dziataniu.”

e Wszystkie potencjalnie zakazne materiaty odkazi¢, a nastepnie
usuwaé zgodnie z lokalnymi, jak i ogdlnokrajowymi przepisami.'®

Bufor Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer

% Niebezpieczenstwo

Sktadniki warunkujace stopien zagrozenia umieszczone
na etykiecie: formamid

H360D Moze dziata¢ szkodliwie na dziecko w tonie
matki.

P201 Przed uzyciem zapoznaé si¢ ze specjalnymi
Srodkami ostrozno$ci.

P202 Nie uzywa¢ przed zapoznaniem sie

i zrozumieniem wszystkich $rodkow
bezpieczenstwa.

P281 Stosowa¢ wymagane $rodki ochrony
indywidualnej.

P308+P313 W PRZYPADKU narazenia lub stycznosci:
Zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke

lekarza.
P405 Przechowywaé pod zamknieciem.
P501 Usuwac produkt i jego opakowanie w

bezpieczny sposob.

Oswiadczenie dotyczace karty charakterystyki: Wazne informacje

dotyczace bezpiecznego obchodzenia sig¢ z produktem, jego transportu

i utylizacji zawarte sa w karcie charakterystyki.

UWAGA: Karty charakterystyki dla wszystkich odczynnikow
zawartych w zestawie sa dostepne na zyczenie u
przedstawiciela firmy Abbott Molecular.

Przygotowanie odczynnikow

UWAGA: Tam gdzie zaznaczono, przeprowadza¢ pomiar pH
roztworow w temperaturze otoczenia. O ile nie wskazano
inaczej, nalezy uzywaé¢ pehametru z elektroda szklana.

Roztwoér 20X SSC

Doktadnie wymieszaé 132 g roztworu 20X SSC z 400 mL oczyszczone;j
wody. Zmierzy¢ pH i doprowadzi¢ je do warto$ci 5,3 przy uzyciu HCI.
Doda¢ oczyszczong wode do uzyskania koricowej objetosci 500 mL.
Wymiesza¢ i przefiltrowaé przez filtr o wielko$ci poréw wynoszacej
0,45 um. Przechowywaé¢ w temperaturze otoczenia. Roztwdér wyjsciowy
wylaé po uptywie 6 miesigcy lub wczeséniej w przypadku stwierdzenia
Sladéw zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu.

Roztwér ptuczacy 2X SSC/0,1% NP-40

Doktadnie wymieszaé 100 mL roztworu 20X SSC (pH 5,3) z 850 mL
oczyszczonej wody. Doda¢ 1 mL NP-40. Doktadnie wymieszaé do
catkowitego rozpuszczenia NP-40. Zmierzyé pH i doprowadzi¢ je do
warto$ci 7,0+0,2 przy uzyciu NaOH. Dodaé oczyszczong wode do
uzyskania koncowej objetosci 1 litra. Wymieszac i przefiltrowaé przez filtr
o wielkosci poréw wynoszacej 0,45 um. Przechowywaé w temperaturze
otoczenia. Roztwor wyjsciowy wylaé po uptywie 6 miesiecy lub wczesniej
w przypadku stwierdzenia $ladéw zmetnienia lub zanieczyszczenia
roztworu.

Roztwér do denaturacji (70% formamid/2X SSC)

Doktadnie wymieszaé 49 mL formamidu, 7 mL roztworu 20X SSC

(pH 5,3) i 14 mL oczyszczonej wody w szklanym kominku do barwienia.
Zmierzy¢ pH, uzywajac paskéw do pomiaru pH, aby stwierdzi¢,

czy warto$¢ pH miesci sig w zakresie 7,0 do 8,0. Miedzy uzyciami
przechowywaé¢ w zamknietym naczyniu w temp. 2 do 8°C. Wylaé po
uptywie 7 dni.

Roztwory etanolu (70%, 85%, 100%)

Przygotowaé powyzsze rozcienczenia (v/v) 100% etanolu z uzyciem
oczyszczonej wody. Miedzy uzyciami przechowywa¢ w zamknietym
naczyniu w temperaturze otoczenia. Roztwory wyjsciowe wylaé po
uptywie 6 miesiecy.

Roztwor ptuczacy do procedury szybkiego ptukania

0,4X SSC/0,3% NP-40

Doktadnie wymieszaé 20 mL roztworu 20X SSC (pH 5,3) z 950 mL
oczyszczonej wody. Doda¢ 3 mL NP-40. Doktadnie wymiesza¢ do
catkowitego rozpuszczenia NP-40. Zmierzy¢ pH i doprowadzi¢ je do
wartoéci 7,0 do 7,5 przy uzyciu NaOH. Doda¢ oczyszczong wode

do uzyskania koncowej objetosci 1 litra. Wymiesza¢ i przefiltrowaé
przez filtr o wielko$ci poréw 0,45 um. Przechowywa¢ w temperaturze
otoczenia. Roztwor wyjsciowy wylaé po uptywie 6 miesiecy lub wczesniej
w przypadku stwierdzenia $ladéw zmetnienia lub zanieczyszczenia
roztworu.

Przechowywanie sondy DNA LSI: Sonda DNA LSI powinna by¢
przechowywana w temp. -20°C (+5°C) bez dostepu $wiatta.
Degradacja: Fluorofory szybko ulegaja degradacji pod wptywem $wiatta.
Ograniczenie dostepu $wiatta do wszystkich roztworéw i preparatéow
zawierajacych fluorofory zmniejsza tg degradacje. Wszystkie kroki, ktdre
mozna wykonaé bez dostepu $wiatta, takie jak inkubacje i przemywania,
nalezy przeprowadza¢ w ciemnosci.

Uwagi dotyczace procedury: Przed uzyciem odczynniki rozmraza¢ w
temperaturze otoczenia, a nastepnie kazda probéwke odwirowaé przez
2 do 3 sekund w standardowej, wysokoobrotowej mikrowiréwce.

Pobranie i przygotowanie probki do analizy

Komorki szpiku kostnego oraz komorki krwi obwodowej powinny zosta¢
poddane hodowli, a nastepnie zebrane, utrwalone oraz umieszczone
na szkietkach mikroskopowych zgodnie ze standardowymi procedurami
cytogenetycznymi.

Procedura

Wymagane materiaty

e Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation Probes
e Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer

Materiaty wymagane, lecz niedostarczone

e 12N HCI (do regulacji pH roztworéw ptuczacych)
e 1N NaOH (do regulacji pH roztworéw ptuczacych)
e Szklane kominki do barwienia (naczynia Coplina)
e Skalibrowany termometr

e Peseta

e Cylinder miarowy (1000 mL)



e Mieszadto magnetyczne

e Etanol

e Mikrowiréwka

e Koncodwki do pipet mikrolitrowych o zakresie od 1 do 10 pL

e Pipeta mikrolitrowa o zakresie od 1 do 10 pL

e Pehametr

e QOdttuszczone szkietka mikroskopowe

e Oczyszczona woda

e Timer

e Worteks

e taznia wodna (37°C i 72°C)

e Mikroskop fluorescencyjny

e Inkubator o temp. 37°C

e 20X SSC

e NP-40

e Formamid (o wysokim stopniu czysto$ci)

e Barwnik kontrastowy DAPI II

® Plyta grzejna do preparatéw

Przygotowac¢ 3 kominki do barwienia: Wla¢ 70 mL 100% etanolu do
jednego kominka do barwienia, 70 mL 85% etanolu do drugiego kominka
i 70 mL 70% etanolu do ostatniego kominka. Uzywaé w temperaturze
otoczenia. Wylaé po 7 dniach lub w przypadku nadmiernego
rozcienczenia badz wyparowania roztworu.

W celu uzyskania prawidtowych wynikéw nalezy upewni¢ sig, czy
odczynniki zostaty przygotowane i sg uzywane w odpowiednich
temperaturach podanych w instrukcji uzywania.

Pomiar temperatury roztworéw powinien by¢ wykonany wewnatrz
kominkéw przy uzyciu skalibrowanego termometru.

Podczas wykonywania hybrydyzacji z réownoczesnym uzyciem sond CEP
i LSI nalezy postepowaé¢ zgodnie z og6lna metoda stosowania sond LSl
w celu ustalenia protokotu jakosci dla odczynnikéw.

Przygotowanie probki docelowej
UWAGA: Kominki do barwienia zawierajace roztwér do denaturacji
doprowadzi¢ do temperatury otoczenia. Przed uzyciem
umiesci¢ kominki z roztworem w tazni wodnej o temp.
73 £ 1°C na ok. 30 minut w celu doprowadzenia roztworu do
wymaganej temperatury.
1. Upewni¢ sig, czy temperatura roztworu do denaturacji wynosi
73+ 1°C.
2. Zanurzy¢ preparaty w roztworze do denaturacji na 5 minut.
UWAGA: W jednym kominku do barwienia nie nalezy zanurza¢
wiecej niz 4 preparaty rownoczesnie.
3. Odwodni¢ preparaty przez 1 minutg w 70% etanolu, nastgpnie przez
1 minute w 85% etanolu i 1 minute w 100% etanolu.
UWAGA: Zostawi¢ preparaty w 100% etanolu do momentu,
w ktorym bedzie mozliwe wysuszenie wszystkich
preparatow i natozenie mieszaniny sondy.

Przygotowanie mieszaniny sondy
Dodawa¢ ponizsze sktadniki dla poszczegélnych obszaréw docelowych
do probdéwki mikrowirowniczej w temperaturze otoczenia:
7 pL buforu hybrydyzacyjnego LSI/WCP
1 pL sondy
2 pL oczyszczonej wody
UWAGA: W celu przeprowadzenia rownoczesnej hybrydyzaciji
dwdch lub trzech sond, kazdej znakowanej innym
fluoroforem, nalezy doda¢ 1 pL kazdej sondy. Doda¢
oczyszczong wode do otrzymania tacznej objetosci
sondy i wody réwnej 3 pL.
Probéwke podda¢ wirowaniu przez 1 do 3 sekund.
Zmiesza¢ na worteksie i ponownie odwirowac.
Umiesci¢ probéwki w tazni wodnej o temp. 73 + 1°C na 5 minut.
Wyjaé probéwke z tazni wodnej.
Umiesci¢ proboéwke na plycie grzejnej rozgrzanej do temp. 45 do
50°C do momentu, w ktérym bedzie mozliwe natozenie sondy na
badane docelowe DNA.
UWAGA: Jesli preparaty sa juz gotowe w momencie
zdenaturowania sondy, mozna zaaplikowaé sonde na
docelowe DNA bezposrednio po jej denaturaciji.
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Hybrydyzacja sondy do probki docelowej

UWAGA: Przygotowac wilgotng komore poprzez wytozenie
hermetycznego pojemnika na preparaty papierowym
recznikiem nasgczonym woda.
Umiesci¢ w inkubatorze o temp. 37°C.

1. Wyjaé preparaty ze 100% etanolu.

2. Wysuszy¢ preparaty, opierajac dolna krawedz szkietka na bibule i
wycierajac do sucha spdd szkietka rgcznikiem papierowym.

3. Umiesci¢ preparaty na ptycie grzejnej o temp. 45 do 50°C dla
odparowania resztek etanolu.

4. Natozy¢ 10 uL mieszaniny sondy na jeden docelowy region preparatu
i natychmiast przykry¢ szkietkiem nakrywkowym. Powtorzy¢ te
czynnosci dla kolejnych obszaréw docelowych.

5. Uszczelni¢ szkietko nakrywkowe przy uzyciu kleju kauczukowego.

6. Umiesci¢ preparaty w nagrzanej komorze wilgotnej, a nastepnie
wstawi¢ komore do inkubatora o temp. 37°C na 6 do 16 godzin.

Dla wiekszosci sond LS| uzyskanie zadowalajacego sygnatu rozpoczyna

sie po 12- do 16-godzinnej hybrydyzaciji.

Ptukanie preparatu: procedura szybkiego ptukania

UWAGA: Dla prébek uzyskanych z materiatu zatopionego w parafinie

nalezy zastapi¢ roztwér ptuczacy 2X SSC/0,3% NP-40
roztworem ptuczacym 0,4X SSC/0,3% NP-40.

Przygotowanie roztworéw ptuczacych:

e Wila¢ 70 mL 0,4X SSC/0,3% NP-40 do kominka do barwienia.
Umiesci¢ kominek w tazni wodnej o temp. 73 + 1°C co najmniej
30 minut przed uzyciem. Zuzy¢ przygotowany roztwor tego samego
dnia, reszte wylaé.

e Wila¢ 70 mL 2X SSC/0,1% NP-40 do kominka do barwienia. Uzywac¢
w temperaturze otoczenia. Zuzy¢ przygotowany roztwodr tego samego
dnia, reszte wylaé.

UWAGA: Dla utrzymania wtasciwej temperatury roztworu

0,4X SSC/0,3% NP-40 nalezy ptuka¢ 4 preparaty
rownoczesnie. Jesli barwionych jest mniej niz 4 preparaty,
nalezy dotozy¢ pustych szkietek o temperaturze otoczenia
tak, aby razem byto ich 4.

Rozpocza¢ odmierzanie czasu w momencie, kiedy wszystkie cztery

szkietka sg zanurzone.

1. Usuna¢ szkietko nakrywkowe z preparatu i natychmiast zanurzy¢
preparat w 0,4X SSC/0,3% NP-40. Potrzagsa¢ preparatami przez 1 do
3 sekund. Powtérzy¢ ww. czynno$ci z pozostatymi preparatami.

2. Wyja¢ preparaty po 2 minutach.

UWAGA: Przed rozpoczeciem ptukania nastepnych 4 szkietek
nalezy upewni¢ sie, czy temperatura roztworu
ptuczacego wynosi 73 + 1°C.

3. Zanurzy¢ preparaty w 2X SSC/0,1% NP-40. Potrzasa¢ preparatami
przez 1 do 3 sekund. Wyjaé preparaty po uptywie od 5 sekund do
1 minuty.

Wizualizacja hybrydyzaciji

1. Wysuszy¢ preparaty na powietrzu, w ciemnosci.

2. Nanie$¢ 10 pL barwnika kontrastowego DAPI Il na obszar docelowy,
a nastepnie natozy¢ szkietko nakrywkowe.

Ogladaé preparaty przy uzyciu odpowiedniego zestawu filtrow w

optymalnie ustawionym mikroskopie fluorescencyjnym. Podane ponizej

zestawy filtréw optycznych pozwolg na wizualizacje fluoroforéw uzytych
podczas hybrydyzacji.

pozwala na réownoczesne wzbudzenie i
emisje fluoroforéw...

DAPI i fluorofor pomaranczowy

Uzycie filtra Vysis...

DAPI/Orange (SpectrumOrange)
DAPI/Green DAPI i fluorofor zielony (SpectrumGreen)
fluorofor jasnoniebieski (SpectrumAqua),
Aqua/Green/Orange zielony (SpectrumGreen) oraz
pomaranczowy (SpectrumOrange)
DAPI, fluorofor pomarafnczowy
DAPI/Orange/Green (SpectrumOrange) i zielony

(SpectrumGreen)

DAPI, fluorofor jasnoniebieski
(SpectrumAqua), zielony (SpectrumGreen)
oraz pomaranczowy (SpectrumOrange)

DAPI/Aqua/Green/Orange

Przechowywanie: Preparaty przechowywane w temp. -20°C (+5°C) i
chronione przed dostgpem $wiatta moga by¢ badane przez co najmniej
3 tygodnie po hybrydyzacji.



Zastosowanie kodenaturacji

Kodenaturacja jest procesem, ktdry upraszcza procedure
fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH) poprzez potaczona,
jednoczesna denaturacje badanej probki i mieszaniny sondy. Zazwyczaj
kodenaturacja jest przeprowadzana poprzez umieszczenie preparatow

z badang prébka, z natozonymi sondami i szkietkami nakrywkowymi na
ptycie grzejnej lub w inkubatorze/suszarce, gdzie ustalono temperature
wiasciwg dla denaturacji. Preparaty sa zwykle wyjmowane po 2 do

10 minutach i umieszczane w inkubatorze, w temperaturze wtasciwej dla
hybrydyzaciji.

Warunki kodenaturacji zalecane w publikacjach sa zréznicowane w
zakresie temperatury i czasu, wskazujac na konieczno$¢ optymalizacii
tych warunkéw w zaleznosci od specyficznego zastosowania oraz

typu badanej prébki. Opisane tu parametry sa zalecane do uzycia z
systemem Vysis HYBrite Denaturization/Hybridization System i stanowig
zestaw parametrow wyjsciowych. W zaleznosci od rodzaju badanych
probek moze zaistnieé¢ potrzeba dalszej optymalizaciji. Efekt hybrydyzaciji
z uzyciem kodenaturacji moze rézni¢ sie od efektu hybrydyzacji z
zastosowaniem osobnej denaturacji probki badanej i jej odwodnienia
przed natozeniem sondy.

Przygotowanie preparatu do kodenaturaciji
1. Dodawac¢ ponizsze sktadniki dla poszczegodlnych obszarow

docelowych do probéwki mikrowirowniczej w temperaturze otoczenia:

7 pL buforu hybrydyzacyjnego LSI/WCP
1 pL sondy
2 pL oczyszczonej wody

UWAGA: W celu przeprowadzenia rownoczesnej hybrydyzacji
dwaoch lub trzech sond, kazdej znakowanej innym
fluoroforem, nalezy doda¢ 1 pL kazdej sondy. Doda¢
oczyszczong wode do otrzymania tacznej objetosci
sondy i wody réwnej 3 pL.

2. Probdéwke podda¢ wirowaniu przez 1 do 3 sekund.

Zmieszaé na worteksie i ponownie odwirowacé.

Natozyé 10 pL mieszaniny sondy na preparat i natychmiast przykryé
szkietkiem nakrywkowym.

5. Uszczelni¢ szkietko nakrywkowe przy uzyciu kleju kauczukowego.

» oo

Ustawianie parametrow systemu denaturacji/hybrydyzacji
Wskazéwki zamieszczone ponizej zalecane sg dla systemu HYBrite

Denaturation/Hybridization System. W celu uzyskania dalszych informaciji

dotyczacych obstugi systemu, patrz Instrukcja obstugi HYBrite.
Mozna uzywa¢ réwniez systemu ThermoBrite Denaturation/Hybridization
System, ktory pod wzgledem termicznym jest poréwnywalny z systemem
HYBrite. Podczas uzywania systemu ThermoBrite moze by¢ konieczna
Sci$lejsza regulacja (+ 1°C) warunkéw denaturaciji i hybrydyzacii.
Dalsze wskazania, patrz rozdziaty dotyczace wykrywania i usuwania
okreslonych probleméw w niniejszej instrukcji uzywania.
1. Dla hodowli z limfocytéw i szpiku kostnego ustawi¢ temperature
denaturacji (Melt Temp) na 73°C, za$ jej czas (Melt Time) - na
1 minute. Dla prébek zatopionych w parafinie ustawi¢ temperature
denaturacji (Melt Temp) na 73°C, za$ jej czas (Melt Time) - na
5 minut.
2. Ustawi¢ temperature hybrydyzacji (Hyb Temp) na 37°C, za$ czas
hybrydyzacji (Hyb Time) - od 4 godzin do hybrydyzacji catonocne;j.
3. Po uptywie czasu hybrydyzacji wyptukaé preparaty z zastosowaniem
szybkiej procedury ptukania.
4. Wysuszy¢ preparaty na powietrzu, w ciemnosci.
5. Nanie$¢ 10 pL barwnika kontrastowego na obszar docelowy, a
nastepnie natozyé szkietko nakrywkowe.

Procedury kontroli jakosci

Réwnoczesnie z prébkami pacjenta powinny by¢ oznaczane kontrole:
dodatnia i ujemna.

Ograniczenia stosowania

Interpretacja wynikéw FISH powinna by¢é dokonana przy uzyciu
stosownych kontroli i technik analitycznych, biorac pod uwage dane
pochodzace z innych badan klinicznych i diagnostycznych.®

Kazde laboratorium powinno ustali¢ analityczng warto$¢ normy dla
punktu odcigcia (cut-off) dla zadanego wzoru sygnatu nieprawidtowego.

Oczekiwane rezultaty

W przypadku jader lub chromosoméw metafazowych, w ktérych nie
wystepuje fuzja genowa BCR/ABL1, oczekiwanym rezultatem sg 2 sygnaty
pomaranczowe (prawidtowy chromosom 9) oraz 2 sygnaty zielone
(prawidtowy chromosom 22). Oczekiwanym rezultatem prostych
translokacji wzajemnych, niewykazujgcych znacznej utraty DNA

potozonego centromerycznie w stosunku do miejsca ztamania genu

ABL1 lub telomerycznie w stosunku do miejsca ztamania genu BCR, jest
1 sygnat pomaranczowy (prawidtowy chromosom 9), 1 sygnat zielony
(prawidtowy chromosom 22) oraz 2 sygnaty fuzyjne pomaranczowo-zielone
lub zétte (po jednym na nieprawidtowym chromosomie 9 i nieprawidtowym
chromosomie 22). W przypadku bardziej ztozonych nieprawidtowosci,
miedzy innymi dotyczacych delecji DNA potozonego centromerycznie w
stosunku do miejsca ztamania genu ABL1 i/lub telomerycznie w stosunku
do miejsca ztamania genu BCR, mozna zaobserwowac inne sygnaty.4®

W szczegodlnosci w przypadkach nietypowych wzoréw sygnatéw FISH

w jadrach interfazowych podczas interpretacji wynikéw przydatna moze
by¢ analiza metafaz metoda FISH.5 Interpretacja wynikéw FISH powinna
by¢ dokonana przy uzyciu stosownych kontroli i technik analitycznych,
biorac pod uwage dane pochodzace z innych badan klinicznych i
diagnostycznych.46

Usuwanie problemoéw dotyczacych wynikéw w tescie z
kodenaturacja

Morfologia chromosoméw obserwowana podczas hybrydyzacji z uzyciem
kodenaturacji moze rézni¢ sie od obrazu uzyskanego przed natozeniem
sondy po uprzedniej denaturacji i odwodnieniu preparatu badanego.

Problem Mozliwe rozwigzanie
Hybrydyzacja Powtdérzy¢ analize z inng prébka, stosujac jedng z
krzyzowa ponizszych modyfikacji:

e Podwyzszy¢ temperaturg 0,4X SSC/0,3%
NP-40 o 2°C. Jesli bedzie to konieczne,
kontynuowa¢ podwyzszanie temperatury
az do uzyskania sygnatu o akceptowalnej
intensywnosci.

e Obnizy¢ temperature denaturacji o 2°C.

Staby sygnat sondy Powtorzy¢ analize z inng probka, stosujac jedna z

ponizszych modyfikacji:

e Wydtuzy¢ czas hybrydyzaciji.

e Podwyzszy¢ temperature denaturacji.
Jesli bedzie to konieczne, kontynuowac¢
podwyzszanie temperatury az do uzyskania
akceptowalnej morfologii.

e Wyptukaé preparaty w 0,4X SSC/0,3% NP-40
w temp. 70 do 73°C.

Sygnat rozproszony Powtérzyé hybrydyzacje, stosujac jedna z
(speckling) ponizszych modyfikacji:

e Obnizyé¢ temperature denaturacji o 2°C.

e Skréci¢ czas denaturaciji.

UWAGA: Jesli bedzie to konieczne, redukowac
temperature lub czas denaturacji az
do uzyskania sygnatu o akceptowalnej
intensywnosci.

e Wyptukaé preparaty w 0,4X SSC/0,3% NP-40

w temp. 73 do 76°C.

Staba morfologia
metafaz

Powtdérzy¢ analize z inng prébka, stosujac jedng z

ponizszych modyfikacji:

e Obnizyé¢ temperature denaturacji o 2°C.

e Skréci¢ czas denaturaciji.

UWAGA: Jesli bedzie to konieczne, redukowac
temperature lub czas denaturacji az
do uzyskania sygnatu o akceptowalnej
intensywnosci.

e Preparaty poddac obrébce wstepnej:

1. Przygotowa¢ roztwor 2X SSC/
1% paraformaldehydu.

2. Zanurzy¢ szkietko w roztworze 2X SSC/
1% paraformaldehydu na 1 minute.

3. Zanurzy¢ szkietko kilka razy w
oczyszczonej wodzie.

4. Odwodni¢ preparaty w serii ptukan w
etanolu (70%, 85%, 100%) po 1 minucie.

5. Wysuszy¢ szkietka na powietrzu i
kontynuowa¢ przygotowanie preparatu do
procedury kodenaturaciji.




Problem Mozliwe rozwigzanie
Staba morfologia e Jesli morfologia metafaz nie poprawita sie,
metafaz (c.d.) nalezy zmodyfikowaé procedure uzycia

aparatu HYBrite:

1. Przygotowa¢ 280 pL roztworu do
denaturaciji, ktory stanowi 70%
formamid /2X SSC (196 pL formamidu/

28 pL 2X SSC/ 56 pL oczyszczonej wody).

2. Uruchomi¢ program HYBrite Hold Temp z
temperatura ustawiong na 73°C.

3. Umiesci¢ 10 pL roztworu do denaturacji,
ktoéry stanowi 70% formamid/2X SSC,
na kazdy obszar docelowy i przykry¢
szkietkiem nakrywkowym.

4. Gdy aparat HYBrite osiagnie temp. 73°C,
umiesci¢ szkietka na powierzchni grzejne;.
Zamkna¢ pokrywe.

5. Wyjaé preparaty po 3 minutach.

Usuna¢ szkietko nakrywkowe.

7. Kontynuowac etap dehydracji w procesie
przygotowywania probki docelowej
dla przeprowadzenia procedury bez
kodenaturaciji.

o

Wskazowki i usuwanie problemow

Przy ogladaniu wynikéw analizy FISH nalezy sprawdzi¢, czy mikroskop
jest wtasciwie wyregulowany i czy dziata optymalnie.

Ponizsza lista zestawia niezadowalajace rezultaty, jakie mozna uzyskac,
stosujac sondy LSI. Lista zawiera prawdopodobne przyczyny i zalecenia,
ktére moga poprawi¢ jako$¢ uzyskanych wynikéw.

Prawdopodobna
Problem przyczyna Mozliwe rozwigzanie
Znieksztatcona Zbyt szybko Podnie$¢ temperature tazni
morfologia wysuszone preparaty wodnej (nastepuje zwigkszenie
chromosoméw z naniesionym wilgotnosci) podczas
materiatem w trakcie  nakapywania preparatow.
przygotowywania Obnizy¢ temperature piyty

grzejnej do podgrzewania
preparatéw w trakcie
przygotowywania probki.
Przedtuzy¢ czas suszenia,
co najmniej na catag noc w
temperaturze otoczenia, a
nastepnie pozwoli¢ dojrze¢
preparatom co najmniej
24 godziny w temperaturze
otoczenia.

Nie prazy¢ preparatéw w
wysokiej temperaturze.

Prawdopodobna

Problem przyczyna Mozliwe rozwigzanie

Silne tto Szkietka nie byty Przed nakraplaniem zawiesiny
widoczne na  dostatecznie doktadnie wyczysci¢ szkietka,
preparacie odttuszczone przed zanurzajac je w etanolu, a

przygotowaniem

nastepnie doktadnie wytrze¢

preparatow. $ciereczka bezpytowa.
Resztki komorek na Trzykrotnie przemy¢ peletke
preparacie komdrek $wiezym utrwalaczem i

powtoérzy¢ procedure nakraplania
zawiesiny na szkietko.

Metafazy o dobrym
rozproszeniu
dojrzewaly przez
prazenie lub zawieraja
cytoplazme.

Wydtuzy¢ czas zanurzenia
preparatu w roztworze do
denaturacji do 10 minut.

Nieodpowiedni sposéb

Upewni¢ sie, czy roztwory

ptukania preparatéw po ptuczace zostaty wykonane

hybrydyzaciji

zgodnie z zaleceniami podanymi
w instrukcji uzywania.

Upewni¢ sig, czy pH i
temperatura roztworow
ptuczacych sa wiasciwe.
Usuna¢ szkietko nakrywkowe.
Powtdrzyé procedure ptukania.

Roztwory ptuczace byty Upewni¢ sig, czy roztwory

uzywane zbyt dtugo
lub przechowywane
w niewtasciwych
warunkach.

ptuczace zawierajace formamid
sg przechowywane w temp.

2 do 8°C. Wyla¢ po uptywie

7 dni lub w przypadku czestego
stosowania. Wyla¢ wszystkie
inne roztwory ptuczace po

1 dniu.

Upewni¢ sig, czy pH roztworéw
ptuczacych zawierajgcych
formamid wynosi 7,0 do 8,0.

Ogladanie efektu
hybrydyzacji przy
uzyciu filtrow

Przetaczyé na filtry o
mniejszej szeroko$ci pasma
(przepuszczajace wezsze

Nadmierna denaturacja Upewni¢ sig, czy roztwdér do
proébki denaturacji zostat wykonany
zgodnie z zaleceniami podanymi
w instrukcji uzywania.
Upewni¢ sig, czy temperatura
roztworu do denaturacji przed
zanurzeniem preparatéow wynosi
73 + 1°C; obnizyé temperature
do 72°C.
Skrécié czas zanurzenia
preparatu w roztworze do
denaturacji o 1 do 3 minut.

Preparaty z Ogrza¢ preparaty do temp.
naniesionym 45 do 50°C przed denaturacja
materiatem nie zostaty lub odwodni¢ preparaty w serii
catkowicie wysuszone ptukan w etanolu (70%, 85%,
przed zanurzeniem 100%) kolejno po 1 minucie.
w roztworze do

denaturaciji.

Denaturacji poddano  Pozostawi¢ preparaty na

zbyt $wiezy material.  co najmniej 24 godziny w
temperaturze otoczenia, aby
dojrzaty.

szerokopasmowych spektrum) lub wielopasmowe
(wielowzbudzeniowe) dla
zredukowania $wiecenia tta.
Staby sygnat  Niewtasciwa Upewni¢ sig, czy temperatura

lub brak
sygnatu

denaturacja preparatéw roztworu do denaturacji w

kominku do barwienia przed
zanurzeniem preparatow wynosi
73+1°C.

Podnie$¢ temperature roztworu
denaturujacego do 74°C.
Wydtuzy¢ czas zanurzenia
preparatu w roztworze do
denaturacji o 2 do 4 minut.

Preparaty nie byty
wykonane w sposéb
odpowiedni dla
procedury FISH.

Skontaktowa¢ sie z
przedstawicielem firmy Abbott
Molecular, aby uzyska¢ protokoty
opisujace sposob przygotowania
probki dla FISH.

Preparaty po
nakraplaniu zawiesiny
dojrzewaty w
nieodpowiednich

Przed przeprowadzeniem
procedury FISH przechowaé
preparaty 24 godziny w
temperaturze otoczenia, aby

warunkach. pozwoli¢ im dojrze¢.
Preparaty z Ogrzaé preparaty do temp.
naniesionym 45 do 50°C przed denaturacja

materiatem nie zostaty
catkowicie wysuszone
przed zanurzeniem

w roztworze do
denaturacji.

lub odwodni¢ preparaty w serii
ptukan w etanolu (70%, 85%,
100%) kolejno po 1 minucie.




Prawdopodobna Prawdopodobna
Problem przyczyna Mozliwe rozwigzanie Problem przyczyna Mozliwe rozwigzanie
Staby sygnat  Materiat byt uprzednio Uzycie preparatéw uprzednio Staby sygnat  Przesuszenie Po natozeniu mieszaniny sondy
lub brak barwiony metoda barwionych do badania FISH lub brak mieszaniny sondy na  natychmiast przykry¢ szkietkiem

sygnatu (c.d.)

GTG.

z uzyciem trypsyny i barwnika
Giemsy moze wymagac korekty
procedury barwienia i/lub
protokotu hybrydyzacji. Dalsze
informacje dotyczace barwienia
przed analiza FISH mozna
uzyskaé u przedstawiciela firmy
Abbott Molecular. Ewentualnie
wykona¢ preparatyke FISH na
Swiezym materiale.

Sonda nie zostata
dodana.

Przygotowa¢ nowa mieszaning
sondy. Odczeka¢, az

sonda ulegnie catkowitemu
rozmrozeniu. Wymiesza¢
sktadniki na wytrzasarce
laboratoryjnej lub uzywajac
pipety; krétko odwirowa¢. Powoli
pipetowaé sonde.

Sonda, bufor
hybrydyzacyjny lub
mieszanina sondy
nie zostaty dobrze
wymieszane przed
uzyciem.

Wymiesza¢ sktadniki na
wytrzgsarce laboratoryjnej
lub uzywajac pipety; krétko
odwirowag.

Sondy nieprawidtowo
rozcienczone do
hybrydyzaciji

Stosowac objetosci podane

w procedurze testu w celu
zachowania wtasciwych proporcji
mieszaniny sondy

(7 pL buforu hybrydyzacyjnego:
1 pL sondy:2 pL oczyszczonej
wody).

Upewni¢ sie, czy pipeta jest
skalibrowana.

Przed uzyciem odczekaé, az
bufor hybrydyzacyjny ulegnie
catkowitemu rozmrozeniu i
osiagnie temperature otoczenia;
powoli pipetowaé.

Sonda nieodpowiednio
zdenaturowana
UWAGA:
Nie dotyczy sond
dostarczanych
w buforze
hybrydyzacyjnym
i poddanych
denaturaciji.

Upewni¢ sie, czy temperatura
tazni wodnej zastosowana do
denaturacji mieszaniny sondy
wynosi 73 + 1°C.
Denaturowaé sonde przez

5 minut.

Sonda nie zostata

naniesiona na obszar
docelowy natychmiast
po jej zdenaturowaniu.

Zaplanowaé procedure tak,
aby sonda zostata natozona na
obszar docelowy natychmiast
po wyjeciu preparatéw z 100%
roztworu etanolu. Upewni¢ sie,
czy etanol zostat odparowany
z preparatu przed natozeniem
sondy.

Bezposrednio po wyjeciu

z fazni wodnej o temp.

73 + 1°C umiescié probowke

z mieszaning sondy na ptycie
grzejnej o temp. 45 do 50°C.
Przechowywac jg tam w trakcie
naktadania mieszaniny sondy na
preparat.

Wykonywaé procedure na
takiej tylko ilosci preparatéw,
ktéra pozwoli na utrzymanie
prawidtowych warto$ci
temperatury i czasu trwania
poszczegolnych etapow.

sygnatu (c.d.)

preparacie.

nakrywkowym obszar docelowy
preparatu.

Po usunieciu szkietka
nakrywkowego przed ptukaniem
pohybrydyzacyjnym natychmiast
zanurzy¢ preparat w roztworze
ptuczacym; dopiero pdzniej
zdja¢ szkietko nakrywkowe z
kolejnego preparatu.

Pecherzyki

powietrza uwigzione
pod szkietkiem
nakrywkowym
podczas hybrydyzacji

Natozy¢ szkietko nakrywkowe,
dotykajac najpierw powierzchni
mieszaniny sondy natozonej na
preparat.

Umiesci¢ preparat na

suszce (bibule) szkietkiem
nakrywkowym do dotu i bardzo
delikatnie wycisna¢ widoczne
pecherzyki.

Nieprawidtowe
warunki hybrydyzaciji

Upewni¢ sig, czy zastosowano
wymagany czas i temperature
hybrydyzacji.

Upewni¢ sig, czy temperatura
inkubatora wynosi 37°C.
Dobrze uszczelni¢ szkietko
nakrywkowe przy uzyciu spoiwa
elastycznego, nie pozostawiajac
luk.

Wydtuzy¢ czas hybrydyzacji.

Nieprawidtowe
warunki ptukania lub
roztwory ptuczace

Upewni¢ sig, czy roztwory
ptuczace zostaty wykonane
zgodnie z zaleceniami podanymi
w instrukcji uzywania.

Upewni¢ sig, czy temperatura
roztworéw ptuczacych podczas
ptukania byta wtasciwa.
Upewni¢ sie, czy termometry

i pehametry sa prawidtowo
skalibrowane.

Usuna¢ szkietko nakrywkowe
przed zanurzeniem preparatu w
roztworze ptuczacym.

Sondy lub badane
probki byty
przechowywane
w niewtaciwych
warunkach.

Nierozcienczong sonde
przechowywaé w temp. -20°C
(+5°C) bez dostgpu Swiatta.
Preparaty niepoddane
hybrydyzacji i odwodnione
przechowywa¢ w temp.

—20°C (£5°C) przez dtuzszy
czas, a w temperaturze
otoczenia przez krétki czas.
Preparaty poddane hybrydyzaciji
przechowywac¢ w temp. -20°C
(+5°C) bez dostgpu $wiatta do
3 tygodni.

Uzyto niewtasciwego
barwnika
kontrastowego.
Barwnik kontrastowy
zbyt jaskrawy

Usuna¢ szkietko nakrywkowe.
Zanurzy¢ preparaty na

5 minut w 2X SSC/0,1% NP-40
o temperaturze otoczenia;
odwodni¢ preparat w serii ptukan
w etanolu (70%, 85%, 100%)
kolejno po 1 minucie. Wysuszyé
preparat na powietrzu i ponownie
natozy¢ barwnik kontrastowy.




Prawdopodobna
Problem przyczyna Mozliwe rozwigzanie
Staby sygnat  Ogladano wynik Filtry wielopasmowe
lub brak hybrydyzaciji przy (wielowzbudzeniowe)

sygnatu (c.d.)

uzyciu niewtasciwego
zestawu filtrow.

dostarczajg mniej $wiatta niz
filtry jednopasmowe, tak wigc
sygnaty sond moga wydawac¢ sie
stabsze, jesli oglada sig je przy
uzyciu filtréw wielopasmowych.
Uzy¢ filtra wiasciwego dla
zastosowanego fluoroforu.

W celu uzyskania dalszych
informacji skontaktowaé sie z
przedstawicielem firmy Abbott
Molecular.

Konfiguracja
mikroskopu lub
obiektywdw nie jest
odpowiednia dla
obserwacji rezultatow
badania FISH lub filtry
w mikroskopie sa
uszkodzone.

Skontaktowa¢ sie z producentem
mikroskopu.

Niska
specyficznos¢
sygnatéw

Sondy nieprawidtowo
rozcienczone; czesto
zbyt duza ilo$¢ sondy
W oznaczeniu.

Upewni¢ sie, czy mieszanina
sondy zostata wykonana zgodnie
z zaleceniami podanymi w
instrukcji uzywania.

Nieprawidtowe
warunki hybrydyzaciji

Upewnié sie, czy temperatura w
inkubatorze wynosi 37 °C.
Upewnié sie, czy do mieszaniny
sond dodano odpowiednia ilo$¢
buforu hybrydyzacyjnego.

Zbyt niska
temperatura ptukania

Utrzymywac stata temperature
kapieli w roztworach ptuczacych
przez umieszczanie w jednym
kominku nie wiecej niz 4
preparatéw réwnoczes$nie;
przed zanurzeniem nastepnej
partii preparatéw upewni¢

sig, czy temperatura roztworu
ptuczacego jest prawidtowa.

Za stabo dziata
roztwdr ptuczacy.

Upewni¢ sig, czy roztwory

ptuczace zostaty wykonane

zgodnie z zaleceniami podanymi

w instrukcji uzywania.

UWAGA: Im nizsze stezenie soli
(SSC), tym wyzsze
stezenie formamidu i
NP-40, a tym samym
wzmocnhione dziatanie
roztworu ptuczacego.

Jaskrawy lub
blady barwnik
kontrastowy

Barwnik kontrastowy
wyglada blado:
preparaty nie zostaty
catkowicie odwodnione
przed natozeniem
barwnika lub olejek
dostat sie do barwnika.

Usunag¢ szkietko nakrywkowe.
Zanurzy¢ preparaty na

5 minut w 2X SSC/0,1% NP-40
o temperaturze otoczenia;
odwodni¢ preparat w serii ptukan
w etanolu (70%, 85%, 100%)
kolejno po 1 minucie. Wysuszy¢
preparat na powietrzu i ponownie
natozy¢ barwnik kontrastowy.

Niewtasciwe

stezenie barwnika

kontrastowego

UWAGA: Barwnik
DAPI | jest 8
razy bardziej
stezony niz
barwnik
DAPI II.

Jesli barwienie jest zbyt
jaskrawe, przed natozeniem na
preparat rozciefnczy¢ barwnik
roztworem przeciwdziatajgcym
wys$wiecaniu (ang. antifade
solution, nr kat. 06J29-010).

Barwnik kontrastowy
jest przeterminowany
lub byt zbyt dtugo
poddany na dziatanie
Swiatta.

Barwnik przechowywaé w temp.
-20°C (+5°C) bez dostepu
Swiatta, rowniez podczas
stosowania.

Upewni¢ sie, czy nie mineta data
waznosci barwnika.
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Pomoc techniczna

W przypadku probleméw technicznych prosimy o kontakt z
przedstawicielem firmy Abbott Molecular w Polsce lub o odwiedzenie
strony internetowej firmy Abbott Molecular pod adresem
http://www.abbottmolecular.com.

Zestaw sond Vysis LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation
Probe Set oraz inne wielokrotnie bezposrednio znakowane sondy

DNA FISH sa chronione patentami amerykanskimi o nr 5663319

oraz 5491224 przyznanymi firmie Abbott Molecular. Bezpos$rednio
znakowane sondy fluorescencyjne LSI firmy Vysis sg chronione
nastepujacymi patentami amerykanskimi: RE 40494, 6 596 479,
7115709, 5756 696, 6280929 oraz 6607 877 przyznanymi na mocy
wytacznej licencji firmie Abbott Molecular Inc. przez The Regents of

the University of California. Metody jednoczesnego wykrywania wielu
sygnatéw hybrydyzacyjnych sa chronione patentem amerykanskim

o nr 6203977, przyznanym na mocy wytacznej licencji firmie Abbott
Molecular Inc. przez Uniwersytet Yale (Yale University). Sondy Dual
Color/Dual Fusion chronione sa patentami amerykanskimi o nr 7250254
oraz 6414133 przyznanymi na mocy licencji firmie Abbott Molecular Inc.
SpectrumGreen, SpectrumRed, SpectrumOrange, SpectrumAqua,
SpectrumBlue, SpectrumGold, HYBrite, CEP, LSI, WCP oraz Vysis sa
znakami towarowymi spétek nalezacych do firmy Abbott podlegajacych
réznym jurysdykcjom.

ThermoBrite jest znakiem towarowym firmy Iris Sample Processing, Inc.
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