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Sondy LSI® DNA (ang. Locus Specific Identifier)
Odczynnik dla swoistego analitu (ang. Analyte Specific Reagent, ASR). Nie oszacowano danych
analitycznych oraz nie podano szczegétowej charakterystyki odczynnika.

Sondy LSI zawierajg sekwencje sond DNA, homologiczne do swoistych regiondw DNA, sekwencji
genow lub loci, oraz sg bezposrednio znakowane jednym z fluorochroméw Vysis®. Sonda taka
zawiera nieznakowane blokujgce DNA, ktdre stuzy do ttumienie sekwencji zawartych w /oci,
wspdlnych dla innych chromosomdéw. Po przeprowadzeniu hybrydyzacji i wizualizacji, sondy te
wykrywaja specyficzne zmiany, takie jak amplifikacje, delecje lub translokacje, w okreslonych genach,
loci lub chromosomach.

Odczynnik: ASR
Numer katalogowy: nr kat. odczynnika ASR znajduje sie na buteleczce z odczynnikiem: 1N2320,
1N2420,5J2779,5)2707,8N7820

Komponent llos¢ + Skfad Warunki
przechowywania

Sonda LS| DNA 20 pul Znakowana fluorochromem sonda dla  —20 °C, bez dostepu

Odczynnik: Do uzytku swoistego loci oraz blokujgce DNA, Swiatfa

laboratoryjnego zanurzone w buforze Tris-EDTA

Bufor hybrydyzacyjny 150 ul Siarczan dekstranu, formamid, -20°C

LSI/WCP® SSC (pH 7,0)

Niektére sondy LSI zawierajg bufor hybrydyzacyjny LSI/WCP i s dostepne w opakowaniach
0 pojemnosci 200 pl.

Karty charakterystyki substancji niebezpiecznych (ang. Material Safety Data Sheets, MSDS)
wszystkich dostarczonych odczynnikdw dostepne sg w Dziale Obstugi Klienta firmy Abbott.

Uniwersalne odczynniki wymagane, lecz nie dostarczone

20X SSC Nr kat. 32-804850 500 g

barwnik DAPI 11 Nr kat. 32-804831 2 x 500 pl (125 ng/ml)
NP-40 Nr kat. 32-804818 2 x 1000 pl

barwnik jodek propidyny (PI) Nr kat. 32-804829 2 x 500 pl (400 pg/ml)
100% etanol (EtOH)

12N HCI

1N NaOH

formamid, ultraczysty
oczyszczona woda (destylowana lub dejonizowana)

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci: Fluorochromy sg z fatwoscig degradowane przez ekspozycje na
Swiatto. Ograniczenie dostepu swiatta do wszystkich roztwordw i preparatow zawierajgcych
fluorochromy zmniejsza te degradacje. Wszystkie etapy badania niewymagajgce swiatta do ich
przeprowadzenia, takie jak inkubacje i przemywania, nalezy przeprowadzaé w ciemnosci.

Warunki przechowywania odczynnika ASR: Odczynnik ASR nalezy przechowywaé w temp. —20 °C,
bez dostepu swiatfa. Data waznosci odczynnika ASR znajduje sie na opakowaniu oraz na buteleczce.

Czystosc i jakosc odczynnika: Ogdélna metoda oznaczania jakosci odczynnika



Ponizsza procedura zostata walidowana przy uzyciu pochodzgcych z hodowli komorek limfocytow
krwi obwodowej i stuzy do oznaczania jakos$ci odczynnika ASR.

Przygotowanie odczynnikow

UWAGA: Tam gdzie zaznaczono, przeprowadzac pomiar pH w temperaturze pokojowej. O ile nie
wskazano inaczej, nalezy uzywac¢ pHmetru z elektrodami szklanymi.

Roztwdr 20X SSC

Doktadnie wymieszaé 132 g 20X SSC w 400 ml oczyszczonej wody. Zmierzy¢ pH roztworu i
doprowadzi¢ do wartosci pH 5,3 uzywajgc HCI. Doda¢ oczyszczong wode, aby uzyskaé objetosc
koricowg 500 ml. Uzyskany roztwdr przechowywaé w temperaturze pokojowe;j. Nie stosowac dtuzej
niz 6 miesiecy od przygotowania lub w przypadku stwierdzenia zmetnienia bgdz zanieczyszczen.

Roztwaor 2X SSC

Doktadnie wymiesza¢ 100 ml 20X SSC (pH 5,3) z 850 ml oczyszczonej wody. Zmierzy¢ pH uzyskanego
roztworu i doprowadzi¢ do wartosci pH 7,0 £ 0,2 uzywajgc NaOH. Doda¢ oczyszczong wode, aby
uzyskac objetosc koricowa 1 litra. Uzyskany roztwdr przechowywac w temperaturze pokojowej. Nie
stosowac dtuzej niz 6 miesiecy od przygotowania lub w przypadku stwierdzenia zmetnienia badz
zanieczyszczen.

Roztwar ptuczacy 2X SSC / 0,1% NP-40

Doktadnie wymiesza¢ 100 ml 20X SSC (pH 5,3) z 850 ml oczyszczonej wody. Doda¢ 1 ml NP-40.
Zmierzy¢ pH uzyskanego roztworu i doprowadz do wartosci pH 7,0+0,2 uzywajgc NaOH. Doda¢
oczyszczong wode, aby uzyskaé objetos¢ koncowa 1 litra. Uzyskany roztwor przechowywac w
temperaturze pokojowej. Nie stosowac dtuzej niz 6 miesiecy od przygotowania lub w przypadku
stwierdzenia zmetnienia bgdz zanieczyszczen.

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

W szklanym naczyniu Coplina doktadnie wymieszac 49 ml formamidu, 7 ml 20X SSC (pH 5,3) i 14 ml
oczyszczonej wody. Zmierzyé pH uzywajgc paskow do pomiaru i upewnic sie, ze pH roztworu miesci
sie w przedziale 7,0-8,0. Przechowywac w zamknietym naczyniu w temp. 2-8 °C. Nie stosowac dtuzej
niz 7 dni, reszte usunac.

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

Przygotowac powyzsze rozciericzenia (v/v) ze 100% etanolu w oczyszczonej wodzie. Przechowywad w
zamknietym naczyniu, w temperaturze pokojowej. Nie stosowac dtuzej niz 6 miesiecy od
przygotowania, reszte usungac.

Roztwdr ptuczacy zawierajacy formamid (50% formamid /2 X SSC) do procedury ptukania
formamidem

Doktadnie wymiesza¢ 105 ml formamidu, 21 ml 20X SSC (pH 5,3) oraz 84 ml oczyszczonej wody.
Zmierzy¢ pH roztworu uzywajac paskéw do pomiaru i upewnic sie, ze pH roztworu miesci sie w
przedziale 7,0-8,0. Wla¢ jednakows ilos¢ roztworu do kazdego z trzech szklanych naczynek Coplina z
pokrywkami. Oznaczy¢ naczynka jako “1,” “2” i “3”. Przechowywaé w zamknietym naczyniu w temp.
2-8 °C. Nie stosowac dtuzej niz 7 dni, reszte usunac.



Roztwér ptuczacy 0,4X SSC / 0,3% NP-40 do szybkiej procedury ptukania

Doktadnie wymiesza¢ 20 ml 20X SSC (pH 5,3) z 950 ml oczyszczonej wody. Doda¢ 3 ml NP-40. Mieszaé
do catkowitego rozpuszczenia NP-40. Zmierzy¢ pH uzyskanego roztworu i doprowadzi¢ do wartosci
pH 7,0- 7,5 uzywajac NaOH. Doda¢ oczyszczong wode do uzyskania korncowej objetosci 1 litra.
Uzyskany roztwér przechowywac w temperaturze pokojowej. Nie stosowac dtuzej niz 6 miesiecy od
przygotowania lub w przypadku stwierdzenia zmetnienia bgdz zanieczyszczen.

Uwagi dotyczace procedury: Przed uzyciem wszystkie odczynniki powinny zostaé rozmrozone w
temperaturze pokojowej, a nastepnie kazdg probdéwke nalezy odwirowac przez 2-3 sekundy w
standardowej, wysokoobrotowej mikrowiréwce.

Procedura oznaczania jakosci odczynnika

Przygotowac trzy naczynia Coplina: wla¢ 70 ml 100% EtOH do jednego naczynia, 70 ml 85% EtOH do
drugiego i 70 ml 70% EtOH do trzeciego naczynia. Uzywa¢ w temperaturze pokojowej. Wyla¢ po 7
dniach lub w przypadku nadmiernego rozcieiczenia badz wyparowania roztworu.

Dla uzyskania dobrego rezultatu nalezy upewnic sie, czy odczynniki zostaty przygotowane i s
uzywane w odpowiednich temperaturach opisanych w ulotce.

Pomiar temperatury powinien by¢ wykonany wewngatrz naczynia za pomocg skalibrowanego
termometru.

Podczas wykonywania hybrydyzacji z rGwnoczesnym uzyciem sond CEP® i LSI w celu oznaczenia
jakosci odczynnika nalezy postepowac zgodnie z protokotem ustalonym dla LSI.

Przygotowanie probki docelowej

UWAGA: Roztwér do denaturacji umieszczony w naczyniach Coplina doprowadzi¢ do temperatury
pokojowe]. Umiesci¢ naczynka z roztworem w tazni wodnej o temp. 73 + 1 °C na ok. 30 minut przed
uzyciem, aby roztwor osiggnat wymagang temperature.

1. Zaznaczyc¢ obszar hybrydyzacji na preparacie przy uzyciu znacznika z diamentowg koricéwka.

2. Upewnic sie, ze temperatura roztworu denaturujgcego wynosi 73 £ 1 °C.

3. Zanurzy¢ preparaty w roztworze denaturujgcym na 5 minut.
UWAGA: W naczyniu Coplina mozna jednoczesnie zanurzy¢ nie wiecej niz cztery (4)
preparaty.

4. Odwadniaé preparaty przez minute w 70% EtOH, nastepnie przez 1 minute w 85% EtOH i
przez 1 minute w 100% EtOH.
UWAGA: Pozostawic¢ preparaty w 100% EtOH do momentu, w ktérym mozliwe bedzie
wysuszenie wszystkich preparatow i natozenie mieszaniny sondy.

Przygotowanie mieszaniny sond

UWAGA: Jesli wykorzystywana jest sonda, ktéra zostata wczesniej wymieszana z buforem
hybrydyzacyjnym LSI /WCP, sonde te nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej, a nastepnie
kontynuowac procedure poczawszy od kroku 2. Jesli wykorzystywana jest sonda, ktéra wczesniej
zostata wymieszana z buforem hybrydyzacyjnym LSI /WCP i byta poddana denaturacji, sonde te
nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej. Sonde odwirowac i wytrzgsac na wytrzasarce
laboratoryjnej, a nastepnie kontynuowac procedure poczawszy od kroku 1 etapu hybrydyzacji
sondy do probki docelowej.



1. Sktadniki dla poszczegdlnego obszaru docelowego dodawac kolejno do probdéwki do
mikrowiréwki w temperaturze pokojowej:
7 ul buforu hybrydyzacyjnego LSI
1 ul sondy
2 ul oczyszczonej H20

UWAGA: W celu przeprowadzenia rownoczesnej hybrydyzacji maksymalnie trzech sond,
kazdej znakowanej innym fluorochromem, nalezy dodac¢ po 1 ul kazdej sondy. Dopetni¢
oczyszczong wodg w celu otrzymania wspdlnej objetosci sondy i wody réwnej 3 pl.

Odwirowac probowke przez 1-3 sekundy.

Zmiesza¢ ma wytrzasarce laboratoryjnej (Vortex) i ponownie odwirowac.

Umiesci¢ probowke w tazni wodnej w temp. 73 + 1 °C na 5 minut.

Wyjac¢ probdéwke z tazni wodnej.

Umiescic¢ probéwke na ptycie grzewczej rozgrzanej do temp. 45-50 °C do momentu, w ktérym
bedzie mozliwe natozenie sondy na badane, docelowe DNA.

UWAGA: Jesli preparaty sg juz gotowe w momencie zdenaturowania sondy, mozna
zaaplikowac sonde na docelowe DNA bezposrednio po jej denaturacji.
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Hybrydyzacja sondy do prébki docelowej

UWAGA: Przygotowac wilgotng komore poprzez wytozenie pudetka na preparaty papierowym
recznikiem nasgczonym wodg, na hermetycznym zbiorniku. Umiesci¢ w inkubatorze, w temperaturze
37 °C.

1.
2.

Wyjac preparaty ze 100% EtOH.

Wysuszy¢ wierzchnig strone preparatéw przez ostrozne dotykanie bibutg, natomiast spod
preparatu wytrzec suchym recznikiem papierowym.

Umiescié preparaty na ptycie grzejnej o temp. 45-50°C w celu odparowania resztek EtOH.
Natozy¢ 10 pl mieszaniny sondy na wybrany, docelowy region preparatu i natychmiast przykry¢
szkietkiem nakrywkowym. Powtdrzy¢ te czynnosci na kolejnym wybranym obszarze.

Uszczelnié szkietko nakrywkowe przy uzyciu elastycznego spoiwa.

Umiescié preparaty w nagrzanej komorze wilgotnej, a nastepnie wstawi¢ komore do inkubatora,
rozgrzanego do temp. 37 °C na 6-16 godzin. Dla wiekszosci sond LSI uzyskanie zadowalajgcego
sygnatu rozpoczyna sie po 12-16 godzinnej hybrydyzacji.

Ptukanie preparatéw

Ponizsze procedury réznig sie pod wzgledem ilosci czasu wymaganego do przeprowadzenia ptukania
oraz wykorzystywanych odczynnikéw. Procedura ptukania czterech preparatow roztworem
zawierajgcym formamid trwa okoto 45 minut. Szybka procedura ptukania czterech preparatow trwa
okoto 3 minuty. Niezaleznie od zastosowanej procedury zwykle uzyskuje sie poréwnywalne wyniki.

UWAGA: W przypadku wykorzystywania prébek utrwalonych w parafinie nalezy stosowad szybka
procedure ptukania. Zamiast roztworu 0,4X SSC/0,3% NP-40 nalezy stosowaé 2X SSC/0,3% NP-40.

Procedura ptukania roztworem zawierajacym Szybka procedura ptukania

formamid

Przygotowanie roztworu ptuczacego: Przygotowanie roztworu ptuczgcego:

e Naczynia Coplina zawierajace 50% e WIla¢ 70 ml 0,4X SSC/0,3% NP-40 do
formamid/2X SSC i oznakowane jako “1,” naczynia Coplina. Umiesci¢ naczynie w fazni
“2"1“3"” doprowadzi¢ do temperatury wodnej o temp. 73 + 1°C co najmniej 30
pokojowej. Naczynia umiesci¢ w tazni minut przed zastosowaniem. Zuzy¢



wodnej o temp. 46 = 1 °C co najmniej 30
minut przed zastosowaniem w celu
uzyskania wiasciwej temperatury
roztworéw.

e  WIaé 70 ml 2X SSC do jednego naczynia
Coplina oraz 70 ml 2X SSC/0,1% NP-40 do
drugiego naczynia. Oba naczynia umiesci¢ w
tazni wodnej o temp. 46 £ 1 °C co najmniej
30 minut przed zastosowaniem. Zuzy¢
przygotowane roztwory tego samego dnia,
reszte usungd.

UWAGA: Dozwolone jest rownoczesne ptukanie
maksymalnie czteréw (4) preparatéw. Rozpoczaé
odmierzanie czasu po zanurzeniu ostatniego
preparatu.

1. Usunac szkietko nakrywkowe z preparatu
i natychmiast zanurzy¢ go w naczyniu “1”,
zawierajgcym 50% formamid/2X SSC.
Porusza¢ nimi przez 1-3 sekundy. Powtérzyé
WW. czynnosci z pozostatymi preparatami.

2.  Wyjac preparaty po 10 minutach.

3. Zanurzyc¢ preparaty w naczyniu “2”,
zawierajgcym roztwér ptuczacy. Poruszad
nimi przez 1-3 sekundy. Wyja¢ preparaty po
10 minutach.

4. Zanurzy¢ preparaty w naczyniu “3”,
zawierajgcym roztwér ptuczacy. Poruszad
nimi przez 1-3 sekundy. Wyjag¢ preparaty po
10 minutach.

5. Zanurzy¢ preparaty w 2X SSC. Porusza¢ nimi
przez 1-3 sekundy. Wyja¢ preparaty po 10
minutach.

6. Zanurzy¢ preparaty w 2X SSC/0,1% NP-40.
Porusza¢ nimi przez 1-3 sekundy. Wyja¢
preparaty po 5 minutach.

Wizualizacja hybrydyzacji

przygotowany roztwor tego samego dnia,
reszte usungc.

e  WIlaé 70 ml 2X SSC/0,1% NP-40 do naczynia
Coplina. Uzywac¢ w temperaturze
pokojowej. Zuzy¢ przygotowany roztwor
tego samego dnia, reszte usunac.

UWAGA: Dla utrzymania wtasciwej temperatury
0,4X SSC/0,3% NP-40 nalezy ptukaé cztery
preparaty rownoczesnie. Jesli barwione sg mniej
niz cztery preparaty, nalezy dotozy¢ puste
szkietka o temperaturze pokojowej, tak aby
razem byto ich cztery.

Rozpoczgé odmierzanie czasu w momencie,
kiedy wszystkie szkietka sg zanurzone.

1. Usung¢ szkietko nakrywkowe z preparatu i
natychmiast zanurzy¢ go w 0,4X SSC/0,3%
NP-40. Porusza¢ nimi przez 1-3 sekundy.
Powtdrzyé ww. czynnosci z pozostatymi
preparatami.

2. Wyjac preparaty po 2 minutach.

UWAGA: Przed rozpoczeciem ptukania
nastepnych czterech szkietek nalezy upewnié
sie, ze temperatura roztworu wynosi
73+1°C.

3. Zanurzy¢ preparaty w 2X SSC/0,1% NP-40.
Porusza¢ nimi przez 1-3 sekundy. Wyja¢
preparaty po czasie od 5 sekund do 1
minuty.

1. Wysuszy¢ preparaty na powietrzu, w ciemnosci.

2. Nanies¢ 10 pl barwnika na obszar docelowy preperatu, a nastepnie natozy¢ szkietko
nakrywkowe. Dla sond SpectrumGreen™ i SpectrumAgua™ mozna zastosowac barwniki DAPI Il
lub PI, dla sond SpectrumOrange™ mozna zastosowac wytgcznie barwnik DAPI Il. W przypadku
jednoczesnej hybrydyzacji wszystkich trzech fluorochroméw nalezy stosowaé barwnik DAPI II.



Ogladad preparaty przy uzyciu odpowiedniego zestawu filtréw w optymalnie ustawionym
mikroskopie fluorescencyjnym. Wymienione ponizej filtry optyczne pozwolg na wizualizacje
fluorochromu uzytego podczas hybrydyzaciji.

Uzycie filtra Vysis... Pozwala na réwnoczesne wzbudzenie emisji fluorochromoéw...

DAPI/Orange DAPI i spektrum czerwone/ pomaranczowe (SpectrumOrange)

DAPI/Green DAPI i spektrum zielone (SpectrumGreen)

Aqua/Green/Orange spektrum jasnoniebieskie (SpectrumAqua), spektrum zielone
(SpectrumGreen) i spektrum czerwone/pomararnczowe
(SpectrumOrange)

DAPI/Orange/Green DAPI, spektrum czerwone/pomararnczowe (SpectrumOrange)

i spektrum zielone (SpectrumGreen)

DAPI/Aqua/Green/Orange  DAPI, spektrum jasnoniebieskie (SpectrumAqua), spektrum zielone
(SpectrumGreen) i spektrum czerwone/pomaranczowe
(SpectrumOrange)

Przechowywanie: Preparaty przechowac w temp. -20 °C i chroni¢ przed dostepem Swiatfa.

Zastosowanie kodenaturacji

Kodenaturacja jest procesem, ktéry upraszcza procedure hybrydyzacji in situ (FISH) poprzez
potgczong, jednoczesng denaturacje proby i mieszaniny sondy. Zazwyczaj kodenaturacja jest
przeprowadzana poprzez umieszczenie preparatu z badang probka i natozong sonda na ptycie
grzejnej lub w inkubatorze/suszarce, gdzie ustalono temperature wtasciwg dla denaturacji. Preparaty
sg zwykle wyjmowane po 2-10 minutach i umieszczane w inkubatorze, w temperaturze wtasciwej dla
hybrydyzacji.

Warunki kodenaturacji zalecane w publikacjach sg zréznicowane w zakresie temperatury i czasu, w
zaleznosci od specyficznego zastosowania oraz typu badanej prébki. Tu opisane parametry sg
zalecane do uzycia z systemem Vysis HYBrite™ Denaturization/Hybridization i przewidziane sg dla
uzyskania zestawu parametréw wyjsciowych. W zaleznosci od rodzaju badanych préobek moze
zaistniec potrzeba dalszej optymalizacji. Efekt zastosowania kodenaturacji moze réznic sie od
zastosowania osobnej denaturacji probki badanej i jej odwodnienia przed natozeniem sondy.

Przygotowanie preparatow do kodenaturacji

UWAGA: Jesli wykorzystywana jest sonda, ktéra wczesniej zostata wymieszana z buforem
hybrydyzacyjnym LSI /WCP i poddana denaturacji, sonde te nalezy doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej, a nastepnie kontynuowac procedure poczagwszy od kroku 2 etapu hybrydyzacji sondy
do probki docelowej.

1. Sktadniki dla poszczegdlnego obszaru docelowego dodawac kolejno do probdwki
mikrowirowniczej, w temperaturze pokojowej:
7 ul buforu hybrydyzacyjnego LSI/WCP
1 ul sondy
2 ul oczyszczonej wody



UWAGA: W celu przeprowadzenia réwnoczesnej hybrydyzacji maksymalnie trzech sond,
kazdej znakowanej innym fluorochromem, nalezy dodac¢ po 1 ul kazdej sondy. Doda¢
oczyszczong wode do otrzymania wspdlnej objetosci sondy i wody réwnej 3 pl.

Odwirowac proboéwke przez 1-3 sekundy.

Zmieszaé ma wytrzgsarce laboratoryjnej (Vortex) i ponownie odwirowac.

Zaznaczy¢ obszar hybrydyzacji na preparacie przy uzyciu znacznika z diamentowg koncéwka.
Natozy¢ 10 pl mieszaniny sondy na preparat i natychmiast przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.
Uszczelni¢ szkietko nakrywkowe przy uzyciu elastycznego spoiwa.
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Ustawianie parametréow aparatu HYBrite

W celu uzyskania dalszych informacji dotyczacych uzytkowania aparatu HYBrite nalezy korzystaé z
poradnika uzytkownika HYBrite (HYBrite™ User Guide).

1.

v

Zwilzy¢ woda kawatek papierowego recznika i umiesci¢ w kanale wzdtuz powierzchni grzejnych
systemu HYBrite.

Dla hodowli limfocytéw i szpiku kostnego ustawi¢ temperature denaturacji (Melt Temp) na 75 °C
przy czasie (Melt Time) 1 minuty. W przypadku probek zatopionych w parafinie ustawic
temperature (Melt Temp) na 85 °C, a czas (Melt Time) na 1 minute.

Ustawi¢ temperature hybrydyzacji (Hyb Temp) na 37 °C, czas hybrydyzacji (Hyb Time) od 4
godzin do hybrydyzacji catonocne;j.

Po uptywie czasu hybrydyzacji wyptukaé preparaty uzywajgc szybkiej procedury ptukania.
Wysuszy¢ preparaty na powietrzu, w ciemnosci.

Nanies¢ 10 ul barwnika kontrastowego na obszar docelowy, a nastepnie natozy¢ szkietko
nakrywkowe.

Wyniki sprawiajace klopoty w tescie z kodenaturacjg

Morfologia chromosomoéw obserwowana po hybrydyzacji z uzyciem kodenaturacji moze réznic¢ sie od
obrazu uzyskanego po natozeniu sondy po uprzedniej denaturacji i odwodnieniu badanego

preparatu.

Problem Mozliwe rozwigzanie

Hybrydyzacja krzyzowa Powtdrzy¢ analize z inng prébka, stosujac jedng z ponizszych
modyfikacji:

e  Podwyzszyé temperature 0,4X SSC/0,3% NP-40 o 2 °C. Jesli
bedzie to konieczne, kontynuowaé podwyzszanie temperatury
do uzyskania akceptowanej intensywnosci sygnatu.

e  Obnizy¢ temperature denaturacjio 2 °C.

Staby sygnat sondy Powtdrzy¢ analize z inng prébkg, stosujac jedng z ponizszych

modyfikacji:

e Wydtuzyé czas hybrydyzacji.

e  Podwyzszy¢ temperature denaturacji. Jesli to konieczne,
kontynuowaé podwyzszanie temperatury do uzyskania
nieakceptowalnej morfologii.

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



Sygnat rozproszony Powtérzyé hybrydyzacje, stosujgc jedng z ponizszych modyfikaciji:
(speckling) e  Obnizy¢ temperature denaturacjio 2 °C.
e  Skrécic czas denaturacji.

UWAGA: Jesli to konieczne, redukowad temperature lub czas

denaturacji do uzyskania sygnatu o nieakceptowalne;j

intensywnosci.

e Wyptukad, stosujagc 0,4X SSC/0,3% NP-40 w temp. 73-76 °C.

Zta morfologia metafaz Powtdrzyé analize z inng prdébka, stosujgc jedng z ponizszych
modyfikacji:
e  Obnizyé temperature denaturacji o 2 °C.
e  Skrdcié czas denaturacji.

UWAGA: Jesli to konieczne, redukowac temperature lub czas

denaturacji do uzyskania sygnatu o nieakceptowalnej

intensywnosci.

e Obrdbka wstepna preparatow:

1.
2.

Przygotowac roztwoér 2X SSC/1% paraformaldehyd.
Zanurzy¢ szkietka w roztworze 2X SSC/1% paraformaldehyd
na 1 minute.

Zanurzyc¢ szkietka kilka razy w oczyszczonej wodzie.
Odwodni¢ szkietka w szeregu EtOH (70%, 85%, 100%) po 1
minucie.

Wysuszy¢ szkietka i kontynuowac z zastosowaniem
Procedury do kodenaturacji.

e Jesli morfologia metafaz nie poprawita sie, nalezy zmodyfikowac
uzycie przyrzadu HYBrite:

1.

Przygotowac 280 pl roztworu do denaturacji 70%
formamid/2X SSC (196 pl formamidu/28 pl 2X SSC/56 pl
oczyszczonej wody).

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

Umiesci¢ 10 pl roztworu do denaturacji 70% formamid/2X
SSC na kazdy obszar docelowy i przykry¢ szkietkiem
nakrywkowym.

Gdy HYBrite osiggnie 73 °C, nalezy umiescic¢ szkietka na
powierzchni grzejnej. Zamkna¢ pokrywe.

Wyjac preparaty po 3 minutach.

Usuna¢ szkietko nakrywkowe.

Kontynuowad, stosujgc odwodnienie w trakcie
Przygotowania prébki docelowej podczas procedury bez
kodenaturacji.

Wskazowki i usuwanie problemow

Przy ogladaniu wynikéw analizy FISH nalezy sprawdzi¢, czy mikroskop jest wtasciwie ustawiony i czy

funkcjonuje optymalnie.

Ponizsza lista zestawia niezadowalajgce rezultaty, jakie mozna uzyskaé stosujgc sondy LSI. Lista
zawiera prawdopodobne przyczyny i sugestie, ktére moga poprawic¢ jakos¢ uzyskanych wynikdw.



Problem

Prawdopodobna przyczyna

Mozliwe rozwigzanie

Znieksztatcona
morfologia
chromosoméw

Silne tto widoczne
na preparacie

Zbyt szybko wysuszona probka
w trakcie przygotowywania

Nadmierna denaturacja probki

Preparaty z naniesionym
materiatem nie zostaty
catkowicie wysuszone przed
zanurzeniem w roztworze do
denaturacji.

Denaturacji poddano zbyt
Swiezy materiat.

Szkietka nie byty dostatecznie
oczyszczone przed
wykonaniem preparatow.

Resztki komérek na preparacie

Metafazy byty rozpraszane
przez prazenie lub zawierajg
cytoplazme.

Preparaty zostaty
niedostatecznie wyptukane po

9

Podnie$¢ temperature tazni wodnej
(nastepuje zwiekszenie wilgotnosci)
podczas nakapywania preparatéw.

Obnizy¢ temperature podgrzewania
preparatéw w trakcie przygotowywania
probki.

Przedtuzy¢ czas suszenia, co najmniej na
cafg noc w temperaturze pokojowej, a
nastepnie pozwoli¢ dojrze¢ preparatom co
najmniej 24 godziny w temperaturze
pokojowe;.

Nie prazy¢ preparatow w wysokiej
temperaturze.

Upewni¢ sie, ze roztwér do denaturacji
zostat wykonany zgodnie z zaleceniami.

Upewnic sie, ze temperatura roztworu do
denaturacji przed zanurzeniem preparatow
wynosi 73 + 1°C. Obnizyé temperature do
72 °C.

Skréci¢ czas denaturacji o 1 - 3 minut.

Ogrzac preparaty do 45-50 °C przed
denaturacjg lub odwodnié preparaty,
ptuczac je w szeregu alkoholi (70%, 85%,
100%) po 1 minucie.

Zostawié preparaty na co najmniej 24
godziny w temperaturze pokojowe;j.

Przed nakraplaniem zawiesiny doktadnie
wyczyscic szkietka zanurzajac je w EtOH, a
nastepnie dokfadnie wytrzec¢ sciereczka
bezpytowa.

Trzykrotnie przemy¢ peletke komérek
Swiezym utrwalaczem przed powtdrzeniem
procedury nakraplania zawiesiny na
szkietko.

Wydtuzy¢ czas zanurzenia preparatéw w
roztworze denaturujgcym do 10 minut.

Upewnic sie, czy roztwory ptuczace zostaty
przygotowane zgodnie z zaleceniami.



Problem

Prawdopodobna przyczyna

Mozliwe rozwigzanie

Silne tto widoczne
na preparacie

Staby sygnat lub brak
sygnatu

hybrydyzacji.

Roztwér ptuczacy byt uzywany

zbyt dtugo lub przechowywany
w niewtfasciwych warunkach

Ogladanie efektu hybrydyzacji
przy uzyciu filtréw

szerokopasmowych

Niewtfasciwa denaturacja
preparatow

Preparaty nie byty wykonane

w sposob odpowiedni dla

procedury FISH.

Preparaty po nakraplaniu
zawiesiny dojrzewaty w
nieodpowiednich warunkach.

Preparaty z naniesionym
materiatem nie zostaty
catkowicie wysuszone przed
zanurzeniem w roztworze do
denaturacji.

Materiat byt uprzednio
barwiony dla uzyskania
prazkow G.
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Upewnic sie, czy pH i temperatura
roztwordéw ptuczacych sg wtasciwe.

Usungc szkietko nakrywkowe. Powtdrzy¢
procedure ptukania.

Jesli wykorzystywano szybka procedure
ptukania, mozna zastosowac procedure
ptukania roztworem z formamidem.

Upewnié sie, ze roztwor ptuczacy
zawierajgcy formamid jest przechowywany
w 4 °C. Nie uzywacé po uptywie 7 dni lub w
przypadku czestego stosowania. Usuwa¢é
wszystkie inne roztwory ptuczace po 1 dniu.

Upewni¢ sie, czy pH roztworu ptuczgcego
zawierajgcego formamid wykazuje pH
7,0-8,0.

Przetaczy¢ na filtry o mniejszej szerokosci
pasma lub wielopasmowe dla
zredukowania swiecenia ttfa.

Upewnié sie, ze temperatura roztworu do
denaturacji w naczyniu Coplina przed
zanurzeniem preparatow wynosi 73 £ 1 °C.

Podnies¢ temperature roztworu
denaturujgcego do 74 °C.

Wydtuzy¢ czas inkubacji preparatow w
roztworze do denaturacji o 2 do 4 minut.

Skontaktowac sie z Dziatem Obstugi Klienta
firmy Abbott, aby uzyskac protokot
opisujgcy sposdb przygotowania prébki do
FISH.

Przed przeprowadzeniem procedury FISH
przechowac preparaty przez 24 godziny w
temperaturze pokojowe;.

Ogrzac preparaty do 45-50 °C przed
denaturacjg lub odwodnic¢ preparaty,
ptuczac je w szeregu alkoholi (70%, 85%,
100%) po 1 minucie.

Uzycie preparatéw uprzednio barwionych
dla uzyskania prgzkéw G moze wymagac
korekty procedury barwienia GTG i/lub



Problem

Prawdopodobna przyczyna

Mozliwe rozwigzanie

Staby sygnat lub brak
sygnatu

Nie dodano sondy.

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

Niewfasciwe rozcieiczenie
sondy do hybrydyzacji.

Sonda nie jest dostatecznie
zdenaturowana

UWAGA: Nie dotyczy sond,
ktére sg dostarczone w
buforze hybrydyzacyjnym i
zdenaturowane.

Sonda nie zostata naniesiona
na obszar docelowy
natychmiast po jej
zdenaturowaniu
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protokotu hybrydyzacji. Dla uzyskania
dalszych informacji dotyczacych tej
procedury nalezy skontaktowac sie z
Dziatem Obstugi Klienta firmy Abbott.

Ewentualnie przygotowacd preparat ze
Swiezym materiatem.

Przygotowac nowg mieszanine sond.
Odczekad do catkowitego rozpuszczenia sie
sondy. Wymiesza¢ sktadniki na wytrzgsarce
laboratoryjnej lub pipeta; krotko
odwirowac. Sonde rozpipetowac powoli i
ostroznie.

Wymieszaé skfadniki na wytrzgsarce
laboratoryjnej lub uzywajac pipety; krétko
odwirowac.

Uzy¢ objetosci podanych w przepisie w celu
zachowania wifasciwej proporcji (7 pl
buforu hybrydyzacyjnego, 1 ul sondy, 2 ul
oczyszczonej wody).

Upewnid sie, ze pipeta jest dobrze
skalibrowana.

Pozwoli¢, aby bufor hybrydyzacyjny
rozmrozit sie catkowicie oraz osiggnat
temperature pokojowag przed uzyciem;
pipetowac powoli i ostroznie.

Upewnic sie, czy temperatura tazni wodnej
uzywanej do denaturacji wynosi 73 £ 1 °C.

Denaturowaé mieszanine sondy przez 5
minut.

Zaplanowac procedure tak, aby sonda
zostata natozona na obszar docelowy
bezposrednio po wyjeciu preparatow ze
100% EtOH. Upewnic sie, czy etanol zostat
odparowany z preparatu przed natozeniem
sondy.

Bezposrednio po wyjeciu z tazni wodnej o
temp. 73 £ 1 °C, probdwke z mieszaning
sondy umiesci¢ na ptytce grzejnej w temp.
45-50 °C. Przechowywac jg tam w trakcie



Problem Prawdopodobna przyczyna

Mozliwe rozwigzanie

Przesuszenie mieszaniny
sondy na preparacie

Pecherzyki powietrza
uwiezione pod szkietkiem
nakrywkowym podczas
hybrydyzacji.

Nieodpowiednie warunki
hybrydyzacji.

Nieprawidtowe warunki
ptukania lub nieprawidtowy
roztwor ptuczacy
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naktadania mieszaniny sondy na preparat.

Wykonywac procedure na takiej liczbie
preparatéw, ktdra pozwoli na utrzymanie
prawidtowych wartosci temperatury i czasu
trwania poszczegdlnych etapéw.

Po natozeniu mieszaniny sondy natychmiast
przykry¢ szkietkiem nakrywkowym obszar
docelowy preparatu.

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

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

Umiesci¢ preparat na suszce (bibule)
szkietkiem nakrywkowym do dotu i bardzo
delikatnie wycisng¢ widoczne pecherzyki.

Upewnic sie, czy zastosowano wymagany
czas i temperature hybrydyzacji.

Upewnic¢ sie, czy temperatura w
inkubatorze wynosi 37 °C.

Uszczelnié szkietko nakrywkowe spoiwem,
nie pozostawiajgc luk.

Wydtuzy¢ czas hybrydyzacji.

Upewnic sie, czy roztwoér ptuczacy zostat
wykonany zgodnie z zaleceniem.

Upewnié sie, czy temperatura kgpieli
podczas ptukania byta wtasciwa.

Jesli wykonywana jest procedura ptukania
formamidem, upewnic sie, ze pH
roztworéw ptuczacych miesci sie w zakresie
pH 7,0-8,0.

Upewnic sie, czy wykorzystywane
termometry i pHmetry sg prawidtowo
skalibrowane.

Usung¢ szkietko nakrywkowe przed
zanurzeniem preparatu w roztworze



Problem

Prawdopodobna przyczyna

Mozliwe rozwigzanie

Niska specyficznosé¢
sygnatu

Sonda lub badana prébka byty
przechowywane w
niewtasciwych warunkach

Zastosowano niewfasciwy
barwnik kontrastujacy

Zbyt jaskrawy barwnik
kontrastujacy.

Ogladano wynik hybrydyzacji
przy uzyciu niewtasciwego
zestawu filtréw

Konfiguracja mikroskopu lub
obiektywow nie jest
odpowiednia dla obserwacji
rezultatow barwienia FISH lub
filtry w mikroskopie sg
uszkodzone

Niewfasciwie rozcienczone
sondy; czesto za duzo sondy w
probie

Nieodpowiednie warunki
hybrydyzacji.

Zbyt niska temperatura
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ptuczacym.

Nierozciericzong sonde nalezy
przechowywac w temp. -20 °C, bez dostepu
Swiatta.

Preparaty, ktére nie byty poddane
hybrydyzacji, nalezy przechowywa¢
wysuszone w temp. -20 °C przez dtuzszy
czas, a w temperaturze pokojowej przez
krotki czas.

Preparaty poddane hybrydyzacji
przechowywadé do szesciu miesiecy w temp.
-20 °C, bez dostepu swiatta.

Usung¢ szkietko nakrywkowe. Zanurzyé
preparaty na 5 minut w 2X SSC/0,1% NP-40
w temperaturze pokojowej; odwodni¢
preparat, ptuczgc w szeregu alkoholi (70%,
85%, 100%) po 1 minucie. Wysuszy¢
preparat na powietrzu i ponownie natozy¢
barwnik.

Filtry wielopasmowe dostarczajg mniej
Swiatta niz filtry pojedyncze, tak wiec sygnat
sondy moze wydawac sie stabszy.

Uzy¢ filtra wtasciwego dla zastosowanego
fluorochromu. Aby uzyska¢ dalsze
informacje, nalezy skontaktowac sie z
Dziatem Obstugi Klienta firmy Abbott.

Skontaktowac sie z producentem
mikroskopu.

Upewnic¢ sie, czy mieszanina sondy zostafa
wykonana zgodnie z przepisem.

Upewnic¢ sie, czy temperatura w
inkubatorze wynosi 37 °C.

Upewni¢ sie, czy bufor hybrydyzacyjny
zostat dodany do mieszaniny sondy, czy
dodano odpowiednig ilo$¢ buforu.

Utrzymywac statg temperature kapieli w



Problem Prawdopodobna przyczyna

Mozliwe rozwigzanie

ptukania

Za stabo dziata roztwér

ptuczacy

Jaskrawy lub blady Barwnik wyglada blado:

barwnik probka nie zostata catkowicie
odwodniona przed
natozeniem barwnika lub
olejek dostat sie do barwnika.

Niewtasciwe stezenie
barwnika.

UWAGA: Barwnik
kontrastujgcy DAPI | jest osiem
razy bardziej skoncentrowany
niz DAPI II.

Barwnik jest za stary lub byt
zbyt dtugo eksponowany na

Swiatto.

roztworze ptuczacym przez umieszczanie w
naczyniu Coplina nie wiecej niz czterech
preparatéw réwnoczesnie; przed
zanurzeniem nastepnej partii preparatéw,
upewnic sie, ze temperatura roztworu
ptuczacego jest prawidtowa.

Upewnic sie, ze roztwor ptuczacy zostat
przygotowany zgodnie z zaleceniami.
UWAGA: Nizsze stezenie soli (S5C), a
wyzsze stezenie formamidu i NP-40,
wzmachniajg dziatanie roztworu ptuczacego.

Usung¢ szkietko nakrywkowe.

Zanurzy¢ preparat na 5 minut w 2X
SSC/0,1% NP-40 w temperaturze
pokojowej; odwodnic preparat ptuczac w
szeregu alkoholi (70%, 85%, 100%) po 1
minucie. Wysuszy¢ preparat na powietrzu i
ponownie natozy¢ barwnik.

Jesli barwienie DAPI jest zbyt jaskrawe,
przed natozeniem na preparat rozciericzy¢
barwnik roztworem przeciwdziatajgcym
wyswiecaniu (antifade solution, nr kat. 32-
804029).

Barwnik nalezy przechowywac w

temp.—20 °C, bez dostepu Swiatta. Podczas
uzywania barwnika nie nalezy wystawiac¢ go
na dziatanie swiatfa.

Upewnic¢ sie, czy nie minefa data waznosci
barwnika.

Uwaga: Produkty Vysis LSI ASR zostaty zoptymalizowane do identyfikacji chromosomalnych loci w
komdrkach interfazowych i metafazach limfocytow.
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Pomoc techniczna: W przypadku probleméw technicznych prosimy o kontakt z Dziatem Obstugi
Klienta firmy Abbott pod numerem telefonu: + 22 606 10 57.

Adres wytworcy:

Adres autoryzowanego przedstawiciela:
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Abbott Molecular Inc. ABBOTT

1300 East Touhy Avenue Max-Planck-Ring 2
Des Plaines, IL 60018 65205 Wiesbaden
Tel. (Stany Zjednoczone) : 800 553-7042 Germany

Tel.( poza Stanami Zjednoczonymi) : 224 361- +49-6122-580
7000

Fax: 224 361-7522
E-mail: help@abbottmolecular.com

Stosowanie sond wykorzystujgcych metode FISH z blokujgcym DNA oraz sond z unikalnymi
sekwencjami, takich jak sondy Vysis LSI, jest chronione patentem amerykanskim 5,447,841,
nadanym Uniwersytetowi Kalifornijskiemu (University of California), ktorego wytgcznym
licencjonobiorcg jest Vysis. Bezposrednio znakowane fluorescencyjne sondy Vysis LSI, CEP i WCP®
chronione sg patentem amerykarnskim nr 5,491,224.

CEP®, LSI ®, WCP® oraz Vysis® sg zastrzezonymi znakami handlowymi, a HYBrite™, SpectrumAqua™,
SpectrumGreen™ i SpectrumQOrange™ sg znakami handlowymi firmy Vysis, Inc.

Odczynnik do swoistego analitu. Nie oszacowano danych analitycznych oraz nie podano
szczegotowej charakterystyki odczynnika.

Nazwa firmy Vysis, Inc. zostata zmieniona na Abbott Molecular Inc.

©2006 Abbott Molecular Inc. 30-608314 Rev. H 3/2006

15



		2025-04-18T22:02:23+0200
	Michał Owczarek




