Elektronicznie podpisany przez Michat

MiChal’ OWCZa rek Owczarek

Data: 2025.04.18 21:44:39 +02'00'

Vysis MDM2/CEP 12 pl

FISH Probe Kit

UWAGA: Zmiany wyrézniono kolorem szarym.
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Zajrzyj do instrukcji uzywania.
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Autoryzowany przedstawiciel

Przeznaczenie

Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit jest przeznaczony
do wykrywania liczby kopii docelowego obszaru sondy LS| MDM2
zlokalizowanego na chromosomie 12q15 z uzyciem techniki
fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH).

Wprowadzenie

W regionie chromosomowym 12q13-q15 czesto dochodzi do translokacii
i amplifikacji w miesakach tkanek miekkich'! oraz przewlektej biataczce
limfocytowej25 u ludzi. Region ten obejmuje gen MDM2 (ang. mouse
double minute 2). MDM2 hamuje aktywno$c¢ transkrypcyjna biatka

p53, wigzac sie z nim i przenoszac go do cytoplazmy.! Powoduje to
inaktywacje supresora nowotworowego i powstawanie guzéw, co w
koncowym efekcie prowadzi do raka.

Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit wykorzystuje
dwukolorowa sonde przeznaczona do detekcji liczby kopii obszaru
docelowego sondy LS| MDM2 zlokalizowanego na chromosomie 12q15
przy uzyciu metody FISH.

Opis sondy

Wyznakowana na pomaranczowo (SpectrumOrange) sonda o wielkosci
okoto 209 kpz (chr12:67 420 133-67 629 503; March 2006 assembly)®
obejmuje gen MDM2 na chromosomie 12q15.

Wyznakowana na zielono sonda SpectrumGreen CEP 12 hybrydyzuje
do alfoidalnych sekwencji, znajdujacych sie w obrebie centromeru
chromosomu 12 (12p11.1-q11).
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Odczynniki

1. Vysis LS| MDM2 SpectrumOrange/CEP 12 SpectrumGreen Probes
(nr czesci: 30-231098)

(1 fiolka, 10 pL w jednej fiolce). 175 ng/uL, sonda DNA znakowana
fluoroforem oraz blokujace DNA w Tris-EDTA.

2. Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer (nr czesci: 30-804824)

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

Karty charakterystyki dla wszystkich dostarczonych odczynnikéw sa
dostepne u przedstawiciela firmy Abbott Molecular.

Zasady przechowywania
-10°c - Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit nalezy
J/ przechowywa¢ w temp. —20°C (+10°C), bez dostepu
soe Swiatta.

Warunki transportowania

Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit jest transportowany w
suchym lodzie.

Jesli stan dostarczonych odczynnikéw jest inny niz zalecany na
opakowaniu badz odczynniki sa uszkodzone, nalezy skontaktowa¢ sie z
przedstawicielem firmy Abbott Molecular.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Wytacznie do diagnostyki in vitro

Sondy Vysis LSI MDM2 SpectrumOrange/CEP 12 SpectrumGreen
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
zrodtem zakazenia. Z tymi odczynnikami oraz prébkami pochodzenia
ludzkiego nalezy obchodzi¢ sie 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 traktowa¢ jako potencjalnie
zakazne. Do $rodkdw ostroznosci naleza migdzy innymi nastgpujace
wskazania:

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

e Nie pipetowa¢ ustami.

e W miejscach, w ktérych opracowuje sie tego typu materiaty,
nie spozywa¢ pokarmoéw, nie spozywaé napojow, nie pali¢, nie
stosowacé kosmetykdw ani nie dotykaé szkiet kontaktowych.

e \Wszelkie miejsca, w ktérych doszto do rozlania sie badanych
probek, wyczysci¢ i zdezynfekowaé przy pomocy pratkobdjczego
Srodka 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 ogdélnokrajowymi przepisami.1®

Bufor Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer
Sktadniki warunkujace stopien zagrozenia na oznakowaniu:
e formamid

Zastosowanie maja ponizsze ostrzezenia:

Uwaga

H360 Moze dziata¢ szkodliwie na ptodno$¢ lub na
dziecko w tonie matki.

P201 Przed uzyciem zapoznaé¢ sie ze specjalnymi
$rodkami ostroznosci.

P202 Nie uzywa¢ przed zapoznaniem sig

i zrozumieniem wszystkich $rodkéow
bezpieczenstwa.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu.

P308+P313 W PRZYPADKU narazenia lub styczno$ci:
Zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza.

P405 Przechowywaé pod zamknieciem.

P501 Zawarto$¢/pojemnik usuwa¢ zgodnie z

miejscowymi przepisami.

Srodki ostroznosci dotyczace uzytkowania

e Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit jest przeznaczony
do uzytku wytacznie z probkami, z ktérymi obchodzono sie i ktére
przechowywano zgodnie z opisem podanym w niniejszej instrukcji
uzywania.

e Zestawu sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit nie stosowa¢ po
uptywie daty waznosci.

e Nalezy przestrzega¢ zalecen podanych w instrukcji uzywania.
Niezastosowanie sie do tych zaleceh moze spowodowac¢ uzyskiwanie
btednych wynikow.

Srodki ostroznosci dotyczace pracy laboratorium

e Wszelkie materiaty pochodzenia biologicznego powinny by¢
traktowane jako czynniki potencjalnie zakazne. Jako ze czgsto
nie jest mozliwe stwierdzenie ich zakazno$ci, podczas pracy ze
wszystkimi prébkami pochodzenia ludzkiego i szkietkami kontrolnymi
nalezy przestrzega¢ uniwersalnych $rodkéw ostrozno$ci.

e Probki nalezy chroni¢ przed dziataniem kwasoéw, silnych zasad oraz
wysokich temperatur. Czynniki te powoduja uszkodzenie DNA oraz
moga doprowadzi¢ do uzyskania btgdnych wynikéw testu FISH.

* Nieprzestrzeganie wszystkich procedur denaturacji preparatow,
hybrydyzacji i detekcji moze skutkowaé uzyskaniem
nieakceptowalnych lub btednych wynikéw.

e Fluorofory szybko ulegaja degradacji pod wptywem $wiatta.
Ograniczenie dostepu $wiatta do wszystkich preparatéw i zestawdéw
sond zawierajgcych fluorofory, jak réwniez przechowywanie
preparatow i zestawéw sond bez dostepu $wiatta, zmniejsza te
degradacje. Dotyczy to wszystkich krokéw, w trakcie ktérych
opracowuje sie hybrydyzowany preparat. Wszystkie etapy procedury,
do przeprowadzenia ktérych nie jest wymagane $wiatto (inkubacje,
ptukania itd.), nalezy przeprowadzaé bez dostgpu $wiatta lub przy
sttumionym $wietle.

e Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit zawiera formamid,
ktory jest substancja teratogenna. Unika¢ zanieczyszczenia skory i
bton $luzowych.

e Do pomiaru temperatury roztworéw, temperatury w tazniach wodnych
i inkubatorach nalezy uzywaé skalibrowanych termometréw.

® Przed kazdym uzyciem nalezy zawsze sprawdzi¢ temperature
roztworéw ptuczacych, mierzac temperature roztworu w kominku do
barwienia przy uzyciu skalibrowanego termometru.

e Wszystkie substancje niebezpieczne nalezy usuwaé zgodnie z
zasadami usuwania materiatéw niebezpiecznych obowigzujacymi w
danej placéwce.

Procedura testu
Wymagane materiaty

e Vysis LSI MDM2 SpectrumOrange/CEP 12 SpectrumGreen Probes
e \ysis LSI/WCP Hybridization Buffer

Materiaty wymagane, lecz niedostarczone

Odczynniki laboratoryjne

e Olejek imersyjny odpowiedni do mikroskopii fluorescencyjnej

e Etanol (100%). Przechowywa¢ w temperaturze pokojowe;.

e Oczyszczona woda

* Kilej kauczukowy

e 12 NHCI

e 1N NaOH

e DAPI Il Counterstain/Antifade (nr kat. 06J50-001)

e 20X SSC (nr kat. 02J10-032)

e NP-40 (nr kat. 07J05-001)

Sprzet laboratoryjny

e Odttuszczone szklane szkietka mikroskopowe

e Szklane szkietka nakrywkowe o wymiarach 22 mm x 22 mm

* Pipeta mikrolitrowa (o zakresie od 1 do 10 pL) oraz jatowe
koncowki

e Timer

e Mikrowiréwka

e Cylindry miarowe (100 do 1000 mL)

e taznie wodne (70 do 80°C)

e taznia wodna (37°C)

e Znacznik (otdwek) z diamentowa koncéwka lub marker
odporny na dziatanie rozpuszczalnika

e Peseta

e Strzykawka jednorazowego uzytku (5 mL)

e Pipety jednorazowego uzytku (5 do 20 mL)

e Kominki do barwienia (barwiacz typu Coplin) (sugerowany typ:
produkt firmy Wheaton, nr kat. 900570, kominek pionowy)

e Mikroskop fluorescencyjny wyposazony w zalecane filtry (patrz
rozdziat ,Sprzet mikroskopowy i akcesoria”)

e Skalibrowany termometr

e Kasetka na szkietka mikroskopowe z zamykang pokrywa i
pochfaniaczem wilgoci

e Mieszadto magnetyczne

e Pehametr

e Worteks

e Filtry o wielkoSci poréw 0,45 pm

e Piyta grzejna do preparatow (45 do 50°C)

e Aparat ThermoBrite®

e \Wktady do kontroli wilgotno$ci w aparacie ThermoBrite

Sprzet mikroskopowy oraz akcesoria

Mikroskop Do ogledzin rezultatéw hybrydyzacji wymagany jest
mikroskop fluorescencyjny z systemem epiiluminacji. W celu uzyskania
optymalnego przebiegu ogledzin preparatu FISH nalezy sprawdzi¢, czy
mikroskop dziata prawidtowo. Mikroskop przystosowany do ogledzin
rezultatéw typowego barwienia DNA barwnikiem DAPI, jodkiem
propidyny lub kwinakryna moze nie by¢ odpowiedni do pracy z testami
FISH. Zaleca sig rutynowe czyszczenie mikroskopu oraz okresowe
regulowanie, zwfaszcza regulowanie/centrowanie lampy rteciowej, jesli
jest wymagane, przez inzyniera serwisowego producenta.

Zrodto $wiatta wzbudzajacego Rekomendowane zrodio $wiatta
wzbudzajacego to 100-watowa lampa rteciowa lub jej odpowiednik o
zblizonym natgzeniu oraz spektrum emitowanego $wiatta. Nalezy sie
skonsultowa¢ z inzynierem serwisowym producenta w celu upewnienia
sie, ze system iluminacji fluorescencyjnej jest wtasciwy do ogledzin
prébek oznaczanych metoda FISH. Nalezy zapisaé liczbe godzin pracy
zarowki i wymieni¢ ja, zanim uptynie wyznaczony czas jej zuzycia.
Nalezy upewni¢ sig, czy lampa jest wtasciwie wyregulowana, jesli jest to
wymagane.

Obiektywy Stosujac mikroskop ze 100-watowa lampa rteciowa lub
100-watowg lampa o dtugiej zywotnosci, nalezy stosowac¢ obiektywy
do fluorescencji z imersja olejowa, o aperturze = 0,75. Obiektyw
powiekszajacy 40-krotnie z okularem powigkszajacym 10-krotnie

jest wtasciwy do skanowania prébek w celu wybrania obszaréw
odpowiednich do zliczania sygnatéw. Satysfakcjonujace rezultaty
zliczania sygnatéw FISH uzyskuje sie przy uzyciu obiektywoéw



achromatycznych z imersjg olejowa, powigkszajacych 63-krotnie lub
100-krotnie.

Olejek imersyjny Do obiektywdw nalezy uzywa¢ olejku imersyjnego
przewidzianego dla niewielkiej autofluorescenciji i przeznaczonego do
uzytku w mikroskopii fluorescencyjnej.

Filtry Hybrydyzacja sondy SpectrumOrange do jej obszaréw docelowych
DNA widoczna jest poprzez zastosowanie pomaranczowego barwnika
fluorescencyjnego. Hybrydyzacja sondy SpectrumGreen do jej obszaréw
docelowych DNA widoczna jest poprzez zastosowanie zielonego
barwnika fluorescencyjnego. DNA, ktére nie hybrydyzowato do sond,
bedzie zabarwione na niebiesko w wyniku zastosowania barwnika
kontrastowego DAPI II.

Protokét badania

Przed przystapieniem do przygotowywania probek, patrz rozdziat
,OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI” w niniejszej instrukcji
uzywania.

Przygotowanie odczynnika roboczego

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

Przygotowa¢ rozcienczenia (v/v) 70% oraz 85% etanolu, stosujac 100%
etanol i oczyszczong wode. Tak przygotowane roztwory przechowywaé
w temperaturze pokojowej w szczelnie zamknietych pojemnikach.
Rozcienczone roztwory mozna stosowa¢ przez okres jednego tygodnia,
chyba ze doszto do wyparowania, rozcienczenia lub zmetnienia roztworu
na skutek wielokrotnego uzycia.

Roztwor 20X SSC

Rozpusci¢ 66 g soli 20X SSC przy uzyciu 200 mL oczyszczonej wody

w odpowiednim naczyniu. Zmierzy¢ pH w temperaturze pokojowej za
pomoca pehametru i doprowadzi¢ je do wartosci 5,3 przy uzyciu 12 N
HCI, jesli zajdzie taka potrzeba. Przenie$¢ roztwér do cylindra miarowego
i doda¢ oczyszczong wode do uzyskania koncowej objetosci wynoszacej
250 mL. Tak przygotowany roztwér wymieszac¢ i przefiltrowaé przez filtr
o wielkosci poréw wynoszacej 0,45 um. Przygotowany roztwor wyjsciowy
przechowywa¢ w temperaturze pokojowej. Roztwor wyjsciowy wylaé

po uptywie 6 miesiecy lub wczesniej w przypadku stwierdzenia $ladow
zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu.

Roztwoér 2X SSC

Doktadnie wymiesza¢ 100 mL 20X SSC z 850 mL oczyszczonej wody
w odpowiednim naczyniu. Zmierzy¢ pH w temperaturze pokojowej za
pomoca pehametru, aby sprawdzi¢, czy pH wynosi 7,0+0,2. Jesli zajdzie
taka potrzeba, doprowadzi¢ pH do tej wartosci przy uzyciu

1N NaOH. Doda¢ oczyszczong wode do uzyskania kofncowej objetosci
1 litra. Wymiesza¢ i przefiltrowa¢ przez filtr o wielko$ci porow
wynoszacej 0,45 um. Przygotowany roztwor wyj$ciowy przechowywaé w
temperaturze pokojowej. Roztwor wyjsciowy wyla¢ po uptywie

6 miesiecy lub wczesniej w przypadku stwierdzenia $ladéw zmetnienia
lub zanieczyszczenia roztworu.

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

Doktadnie wymiesza¢ 20 mL roztworu 20X SSC i 950 mL oczyszczonej
wody w odpowiednim naczyniu. Doda¢ 3 mL NP-40 i doktadnie
wymieszac az do catkowitego rozpuszczenia NP-40. Zmierzy¢ pH w
temperaturze pokojowej za pomoca pehametru i doprowadzi¢ je do
wartosci 7,0 do 7,5 przy uzyciu 1 N NaOH. Doda¢ oczyszczong wode
do uzyskania koncowej objetosci 1 litra. Wymiesza¢ i przefiltrowaé
przez filtr o wielko$ci poréw wynoszacej 0,45 pm. Przygotowany roztwoér
wyj$ciowy przechowywaé¢ w temperaturze pokojowej. Roztwér wyjsciowy
wylaé po uptywie 6 miesigcy lub wczesniej w przypadku stwierdzenia
$ladéw zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu. Roztwér uzywany w
badaniu wymienia¢ po kazdym dniu pracy.

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

Uzywajac odpowiedniego naczynia, doktadnie wymiesza¢ 100 mL
roztworu 20X SSC z 850 mL oczyszczonej wody. Doda¢ 1 mL NP-40 i
doktadnie wymiesza¢ az do catkowitego rozpuszczenia NP-40. Zmierzy¢
pH w temperaturze pokojowej za pomoca pehametru i doprowadzi¢ je do
wartosci 7,0+0,2 przy uzyciu 1 N NaOH. Doda¢ oczyszczong wodeg do
uzyskania koncowej objetosci 1 litra. Wymiesza¢ i przefiltrowaé przez filtr
o wielko$ci poréw wynoszacej 0,45 pm. Przygotowany roztwor wyjsciowy
przechowywa¢ w temperaturze pokojowej. Roztwdr wyjsciowy wylaé

po uptywie 6 miesiecy lub wczesniej w przypadku stwierdzenia $ladow
zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu. Roztwér uzywany w badaniu
wymienia¢ po kazdym dniu pracy.

Pobranie i przygotowanie probki do analizy

Limfocyty powinny by¢ poddane hodowli, zebrane, utrwalone i

umieszczone na szkietkach mikroskopowych zgodnie z procedurami
klasycznego badania cytogenetycznego.!"

Przygotowanie obszaru docelowego probki

Uwaga: Przed zakonczeniem czynnosci opisanych w

kroku 4. rozpocza¢ procedure Automatycznej denaturaciji/
hybrydyzacji sondy, aby zapewni¢ odpowiednia ilos¢ czasu
na rozmrozenie si¢ materiatow.

1. Przenie$¢ roztwor 2X SSC do kominka do barwienia.

2. Przed uzyciem przenie$é kominek do barwienia zawierajacy roztwoér
2X SSC do goracej tazni wodnej na okoto 30 minut, aby upewni¢ sie,
ze roztwdr osiagnie temp. 37+1°C.

3. Przy uzyciu skalibrowanego termometru sprawdzié, czy temperatura
roztworu 2X SSC wynosi 37+1°C.

4. Zanurzy¢ dojrzate juz preparaty w roztworze 2X SSC o temp.
37+1°C na 30 minut.

5. Przy uzyciu pgsety wyjac preparaty z roztworu 2X SSC, niezwtocznie
przenie$¢ je do kominkéw do barwienia zawierajacych 70% EtOH na
co najmniej 2 minuty i porusza¢ nimi wewnatrz kominkéw przez 1 do
3 sekund. Po zanurzeniu preparatéow w 70% EtOH przenie$¢ je do
kominkéw do barwienia zawierajacych 85% EtOH na co najmniej
2 minuty, a nastepnie do kominkéw zawierajacych 100% EtOH na co
najmniej 2 minuty.

Uwaga: W kazdym kominku nie zanurza¢ wiecej niz czterech
preparatow réwnoczesnie.

6. Preparaty pozostawi¢ do wyschnigcia.

7. Po odwodnieniu preparatu w EtOH mozna go umiesci¢ na ptycie
grzejnej o temp. 56°C (+2°C) przez maksymalnie 2 minuty, aby
zapewni¢ catkowite wysuszenie preparatu przed natozeniem sondy.

Uwaga: Zostawi¢ preparat(y) w 100% EtOH do momentu, w
ktorym bedzie mozliwe wysuszenie wszystkich preparatéw i
natozenie mieszaniny sondy.

Automatyczna denaturacja/hybrydyzacja sondy

1. Wyjaé sonde(y) DNA, bufor hybrydyzacyjny LSI/WCP oraz
oczyszczong wode z miejsca przechowywania i pozostawi¢ je do
czasu, az osiggng temperature pokojowa.

2. Miesza¢ sonde(y) DNA oraz probdéwki z buforem hybrydyzacyjnym
LSI/WCP przy uzyciu worteksu przez 2 do 3 sekund, a nastepnie
wirowaé przez 2 do 3 sekund.

3. Przelaé¢ 7 pL buforu hybrydyzacyjnego LSI/WCP, 2 pL oczyszczonej
wody oraz 1 pL sondy DNA do probéwki mikrowirowniczej
o poj. 1,5 mL.

Mieszanine ponownie krétko zmiesza¢ na worteksie i odwirowac.

5. Przy uzyciu pipety mikrolitrowej natozy¢ 10 pL mieszaniny sondy na
obszar docelowy prébki i niezwtocznie natozy¢ szkietko nakrywkowe
tak, aby nie dopuséci¢ do powstania pecherzykdw powietrza.

6. Uszczelni¢ szkietko nakrywkowe przy uzyciu elastycznego spoiwa.

7. Przed wstawieniem preparatéw umiesci¢ dwa wktady do kontroli
wilgotnosci ThermoBrite® w szczeliny na pokrywie aparatu
ThermoBrite. Wktady umie$ci¢ w taki sposéb, aby opieraty sie na
wypustkach w pokrywie. Instrukcje dotyczace ponownego stosowania
wktadéw do kontroli wilgotnosci w kolejnych seriach oznaczen, patrz
Instrukcja obstugi ThermoBrite.

8. Po wiozeniu wktadéw do aparatu ThermoBrite nawilzy¢ je woda
destylowana. Przed pierwszym uzyciem kazdy z wkitadéw nawilzy¢
destylowang lub dejonizowana woda w objetosci 8 do 10 mL.

9. Wiaczy¢ zasilanie systemu ThermoBrite Denaturation/Hybridization
System (,,On”).

Uwaga: Gtéwny wytacznik zasilania aparatu ThermoBrite
umieszczony jest na tylnym panelu. Aparat zasygnalizuje
uruchomienie sygnatem dzwigkowym. Kiedy aparat osiggnie
temp. 37°C, wyswietli sie menu gtéwne.

10. Zaprogramowa¢ aparat ThermoBrite wedtug ponizszych parametréw:

+ Denat Time: 2 minuty

+ Denat Temp: 73°C

» Hyb Time: 12 do 24 godzin
» Hyb Temperature: 37°C

Denat = denaturacja
Hyb = hybrydyzacja



11. Gdy wyswietli sie odpowiedni komunikat, umiesci¢ szkietka na
powierzchni grzejnej aparatu ThermoBrite. Delikatnie przesunaé
szkietka w kierunku $rodka ptyty, dopasowujac krawedz szkietka
zgodnie z oznaczeniami na elemencie ustawiajacym szkietka.
Matowa czgs¢ szkietka powinna wystawa¢ poza krawedz powierzchni
grzejnej. Upewni¢ sie, czy szkietka leza ptasko i czy sa prawidtowo
ustawione wzgledem oznaczen na elemencie ustawiajgcym szkietka.

Uwaga: Jesli hybrydyzacji poddawanych jest mniej niz 12
preparatow, nalezy dotozy¢ pustych szkietek tak, aby razem
byto ich 12.

12. Zamkna¢ pokrywe aparatu ThermoBrite. Kursor powinien wskazywaé
linie ,Run a PGM”. Nacisna¢ klawisz ,Enter”, aby potwierdzi¢
wskazana opcje.

Procedura ptukania

1. Przela¢ 70 mL 0,4X SSC/0,3% NP-40 oraz 70 mL 2X SSC/0,1%
NP-40 do poszczegélnych kominkéw do barwienia. Przenies¢
kominek do barwienia zawierajacy roztwér 0,4X SSC/0,3% NP-40 do
goracej tazni wodnej co najmniej 30 minut przed uzyciem. Uzywaé
2X SSC/0,1% NP-40 w temperaturze pokojowej. Uzywaé roztworéw
wytacznie przez 1 dzien, a nastepnie wylaé.

2. Przy uzyciu skalibrowanego termometru sprawdzi¢, czy temperatura
roztworu 0,4X SSC/0,3% NP-40 wynosi 73+1°C.

3. Wyjac¢ szkietka z aparatu ThermoBrite.

4. Zdja¢ szkietka nakrywkowe z preparatu i natychmiast zanurzy¢
preparat w 0,4X SSC/0,3% NP-40. Porusza¢ preparatami wewnatrz
kominka do barwienia przez 1 do 3 sekund. Powtérzy¢ ten proces
z pozostatymi szkietkami (tacznie nie wiecej niz cztery). Rozpocza¢
odmierzanie czasu w momencie, kiedy wszystkie cztery szkietka sa
zanurzone.

Uwaga: Dla utrzymania wtasciwej temperatury roztworu

0,4X SSC/0,3% NP-40 nalezy ptuka¢ cztery preparaty
réwnoczesnie. Jesli barwione sa mniej niz cztery preparaty,
nalezy dotozy¢ pustych szkietek o temperaturze pokojowej tak,
aby razem byto ich cztery.

5. Wyjac¢ preparaty po 2 minutach +30 sekundach.

6. Zanurzy¢ preparaty w kominku do barwienia zawierajacym roztwor
2X SSC/0,1% NP-40. Porusza¢ preparatami wewnatrz kominka do
barwienia przez 3 do 5 sekund.

7. Wyjac¢ preparaty z 2X SSC/0,1% NP-40, jesli od czasu ich
zanurzenia uptyneto 5 do 60 sekund.

Uwaga: W przypadku ptukania dodatkowych preparatow nalezy
upewni¢ sie, czy temperatura roztworu ptuczacego przed
ptukaniem wynosi 73+1°C.

Procedura barwienia

1. Wysuszy¢ kazdy preparat, opierajac dolng krawedz szkietka na
bibule (lub odpowiedniku) i wycierajac do sucha spdd szkietka (czyli
te strone, ktdra nie zawiera proébki).

2. Suszy¢ preparaty na powietrzu, w ciemnosci, wzdtuz dtuzszej
krawedzi szkietka, aby utatwi¢ odparowanie prébki oraz zapobiec
nagromadzeniu sig roztworu 2X SSC/0,1% NP-40 przez maksymalnie
2 godziny.

3. Wyja¢ barwnik kontrastowy DAPI Il z miejsca przechowywania i
pozostawi¢ go do osiagniecia temperatury pokojowe;j.

4. Mieszaé barwnik kontrastowy DAPI Il przy uzyciu worteksu przez 2
do 3 sekund, a nastepnie wirowa¢ przez 2 do 3 sekund.

5. Przy uzyciu pipety mikrolitrowej nanie$¢ 10 pL barwnika
kontrastowego DAPI Il na kazdy obszar docelowy preparatu i
przykry¢ szkietkami nakrywkowymi. Czynno$¢ te powtérzy¢ dla
kazdego preparatu.

6. Przed rozpoczegciem ogledzin pod mikroskopem odstawi¢ na co
najmniej 10 minut w celu umozliwienia barwienia.

Procedura przechowywania

Preparaty poddane hybrydyzacji przechowywa¢ w temp. —20°C (+10°C)

bez dostepu $wiatta. Preparaty moga by¢ przechowywane przez okres

do 3 tygodni po natozeniu barwnika kontrastowego DAPI Il bez znaczacej
utraty intensywnosci fluorescencji sygnatéw.

Badanie preparatéow

Ogladaé preparaty przy uzyciu odpowiedniego zestawu filtrow w
optymalnie ustawionym mikroskopie fluorescencyjnym. Podane ponizej
zestawy filtréw optycznych pozwolg na wizualizacje fluoroforéw uzytych
podczas hybrydyzacji.

Uzycie filtra Vysis... pozwala na rownoczesne wzbudzenie i

emisje fluoroforéw...

jednopasmowy filtr
zielony (Green)

fluorofor zielony (SpectrumGreen)

jednopasmowy filtr
pomaranczowy (Orange)

fluorofor pomaranczowy
(SpectrumOrange)

dwupasmowy filtr
pomaranczowy i zielony
(Orange/Green v2)

fluorofor pomaranczowy
(SpectrumOrange) i zielony
(SpectrumGreen)

tréjpasmowy filtr - DAPI,
Green oraz Orange

DAPI, fluorofor pomarafnczowy
(SpectrumOrange) i zielony
(SpectrumGreen)

Mozna takze stosowac filtry, ktére pod wzgledem parametréow
optycznych stanowia odpowiednik filtréw firmy Vysis. Na przyktad
kostka na filtr Chroma® 82000 stosowana wraz z filtrem 82102 jest
odpowiednikiem filtra Vysis Orange/Green v2.

Interpretacja i raportowanie wynikow
Kontrola jakosci

Ocena jako$ci preparatu

Ocene jakosci hybrydyzacji preparatu przeprowadza sie na podstawie

ponizszych kryteridw. Jesli kryteria te nie zostang spetnione, preparatu

nie powinno sie poddawa¢ ocenie.

e Morfologia jader komdrkowych: Granice jader komérkowych powinny
by¢ zazwyczaj wyrazne i znajdowa¢ sie w nienaruszonym stanie.

e Tto: Tto powinno by¢ ciemne lub czarne i stosunkowo wolne od
fluoryzujacych zanieczyszczen czy zamglenia.

e Intensywno$¢ sygnatu sondy: Sygnaty powinny by¢ jasne, zwarte,
okragte lub owalne, wyrazne i fatwe do oceny.

Liczenie sygnatow

Przy uzyciu odpowiednich filtréw podanych powyzej kazdy z dwéch

laborantéw okresla i liczy wszystkie wzory sygnatéw obecne w

kazdych 100 jadrach komoérkowych. Pierwsza osoba liczy ilo$é

sygnatow dla jader po lewej stronie obszaru docelowego hybrydyzacji

(mozliwie najdoktadniej), za$ druga osoba liczby ilo§¢ sygnatéw dla

jader po prawej stronie obszaru docelowego hybrydyzacji (mozliwie

najdoktadniej). Wskazdéwki dotyczace liczenia sygnatéw dwukolorowych,

patrz Tabela 1.

e Wybiera¢ wytacznie nienaruszone jadra, ktére nie sa pofatdowane,
nie zachodza na siebie ani nie sa przestoniete przez
zanieczyszczenia.

e Nie liczy¢ preparatéw lub obszaréw na preparacie, ktére ulegty
nadmiernej nieswoistej hybrydyzacji lub ktére posiadaja wiele jader
o zbyt matej liczbie sygnatéw lub nieemitujgcych zadnych sygnatow.

e Nie liczy¢ jader z sygnatami zlepionymi lub niewyraznymi.

e W danym jadrze intensywno$¢ sygnatéw o tym samym kolorze moze
by¢ rézna. Dlatego tez moze by¢ konieczne uzycie odpowiedniego
filtra jednopasmowego i/lub dostrojenie ptaszczyzny ogniskowe;.

e Stykajace sie sygnaty o tym samym kolorze liczy¢ jako jeden sygnat,
bez wzgledu na wielko$¢. Jezeli oddzielne sygnaty sa potaczone
niewielkim pasmem sygnatu, takie sygnaty liczyé jako jeden sygnat.

e Jezeli jakakolwiek komodrka wzbudza watpliwo$ci, czy nalezy ja
policzyé¢, nie liczy¢ takiej komorki.



Tabela 1. Wskazoéwki dotyczace liczenia sygnatéw dwukolorowych

Legenda:(O = sygnat zielony

@ = sygnat pomarariczowy

Nie liczy¢. Jadra komérkowe zachodza na siebie i
catkowite obszary obu jader komérkowych nie sa
widoczne.

Liczy¢ jako jeden sygnat pomaranczowy i jeden
zielony. Sygnat pomaranczowy jest rozmyty.
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3 Nie liczyé. Jadra znajduja sie zbyt blisko siebie,
owe aby okresli¢ ich granice.
4 Liczy¢ jako jeden sygnat pomaranczowy i jeden

zielony. Sygnat pomarafnczowy jest rozszczepiony.

Swoisto$¢ kazdej sondy obliczono jako ilo§¢ sygnatow FISH uzyskanych
w chromosomach metafazowych, w ktérych doszto do hybrydyzacji do
prawidtowego locus, podzielong przez catkowitg ilo$¢ sygnatéw FISH
uzyskanych w chromosomach metafazowych poddanych hybrydyzaciji,
pomnozong przez 100 w celu uzyskania warto$ci procentowe;j.
Wartosci swoisto$ci analitycznych sond Vysis LS| MDM2
SpectrumOrange oraz CEP 12 SpectrumGreen wyniosty 100%, jak
pokazano w Tabeli 2.

Czuto$¢ kazdej sondy obliczono jako ilo$¢ sygnatow FISH uzyskanych
w chromosomach metafazowych, w ktérych doszto do hybrydyzacji do
prawidtowego locus, podzielong przez taczna liczbe 200 docelowych
loci, pomnozong przez 100 w celu uzyskania warto$ci procentowe;.
Czuto$¢ analityczna sond Vysis LS| MDM2 SpectrumOrange oraz
CEP 12 SpectrumGreen wyniosta 100%, jak pokazano w Tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki czutosci i swoistosci

Liczy¢ jako jeden sygnat pomaranczowy i dwa
sygnaly zielone. Jeden sygnat zielony jest
rozszczepiony i sygnat pomaranczowy jest
rozszczepiony.

Liczy¢ jako dwa sygnaty pomaranczowe i dwa
sygnaty zielone.

Liczy¢ jako trzy sygnaty pomarafnczowe i dwa
sygnaty zielone.

Liczy¢ jako cztery sygnaty pomaranczowe i trzy
sygnaty zielone.

=]

Ograniczenia stosowania

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

Interpretacja wynikéw FISH powinna byé dokonana przy uzyciu
stosownych kontroli i technik analitycznych, biorac pod uwage dane
kliniczne i diagnostyczne.?

Ograniczenia procedury

e Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 FISH Probe Kit jest przeznaczony
do stosowania w potaczeniu z oznaczeniami dodatkowych
biomarkeréw, wynikami morfologii oraz innymi wynikami badan
klinicznych.

e Jesdli dla danej prébki uzyskano niewielka ilo$¢ nieprawidtowych
wzoréw znakowania FISH, zaleca sig, aby zastosowaé odpowiedni
filtr jednopasmowy w celu potwierdzenia uzyskanego wyniku. W
wyniku niezastosowania si¢ do powyzszego zalecenia moze doj$¢
do niedoktadnej identyfikacji sygnatow.

Oczekiwane rezultaty

Oczekiwanym wzorem sygnatéw dla zestawow jader komérkowych lub
chromosoméw metafazowych bez amplifikacji genu MDM2 sg dwa
sygnalty pomaranczowe i dwa sygnaty zielone. W przypadku amplifikacji
genu MDM2 mozna uzyska¢ wiecej niz dwa sygnaty pomaranczowe, za$
w przypadku amplifikacji centromeru 12 mozna uzyska¢ wiecej niz dwa
sygnaty zielone. W szczegolnosci w przypadkach nietypowych wzoréw
sygnatéw FISH w jadrach interfazowych podczas interpretacji wynikow
przydatna moze byé analiza metafaz metodg FISH.™2

Szczegotowa charakterystyka testu

Analityczna czutos¢ i swoistos¢ metafaz

Swoistos¢ analityczna zdefiniowana jest jako odsetek sygnatéw
emitowanych przez sondy, ktére hybrydyzuja do prawidtowego locus

i nie hybrydyzuja do zadnego innego miejsca. Czuto$¢ analityczna
zdefiniowana jest jako odsetek obszaréw docelowych chromosomoéw, dla
ktorych uzyskano oczekiwany wzdr sygnatow.

Warto$ci swoisto$ci analitycznych sond Vysis LSI MDM2
SpectrumOrange/CEP 12 SpectrumGreen dla odpowiadajacych

im docelowych loci chromosoméw zostaty wyznaczone z uzyciem
chromosoméw metafazowych przygotowanych z prébek krwi obwodowej
pochodzacych z hodowli pieciu preparatéw o prawidtowym kariotypie.
Miejsce hybrydyzacji dla kazdego sygnatu FISH na chromosomach 20
kolejnych jader metafazowych na kazdym z pieciu preparatéw oceniono
tacznie dla 200 loci docelowych.

Dla kazdej sondy i badanej probki zliczono ilo$¢ sygnatéw FISH w
chromosomach metafazowych, w ktérych doszto do hybrydyzacji

do prawidtowego locus, oraz ilo$¢ sygnatéw FISH w chromosomach
metafazowych, w ktérych doszto do hybrydyzacji do nieprawidtowego
locus.

Liczba sygnatéw w chromosomach

metafazowych
Prawidtowy
obszar
docelowy do Hybrydyzacja  Hybrydyzacja do
badania do prawidtowego nieprawidtowego
cyto- Ocze-  docelowego docelowego  Czuto$¢ Swoistos¢
Sonda  genetycznego kiwana locus locus (%) (%)
MDM2 12915 200 200 0 100 100
CEP12  12p11.1-g11 200 200 0 100 100

Charakterystyka dziatania

Charakterystyke dziatania oceniono, badajac szkietka z prawidtowym i
nieprawidtowym materiatem kontrolnym. Przebadano trzy nieprawidtowe
(kontrola dodatnia ProbeChek) oraz trzy prawidtowe preparaty (jedna
kontrola ujemna ProbeChek, jeden preparat prawidtowych meskich
limfocytéw i jeden preparat prawidtowych zenskich limfocytéw). Dla
kazdego badanego preparatu zliczono uzyskane wzory sygnatéw z

200 nadajacych sie do oceny jader interfazowych. Kazdy preparat byt
oceniany przez dwie osoby, z ktérych kazda dokonywata zliczer dla 100
jader, co tacznie dato liczbe zliczen dla 200 jader.

Tabela 3 przedstawia zakres od najnizszej do najwyzszej liczby zliczen
na 200 jader dla kazdego wzoru podanego w tabeli (bez uwzglednienia
wszystkich zaobserwowanych wzoréw sygnatéw).*

Tabela 3. Zakres zaobserwowanych zliczen (dla 200 jader)

Sygnat 2R2G 3R3G
prawidtowy nr 1 168-187 0-4
prawidtowy nr 2 182-187 2-4
prawidtowy nr 4 184-195 041
nieprawidtowy nr 3 159-163 11-29
nieprawidtowy nr 5 159-164 22-29
nieprawidtowy nr 6 152-163 11-28

* Dane reprezentatywne. Wyniki uzyskane w poszczegélnych
laboratoriach moga rézni¢ sie od podanych wartosci.



Pismiennictwo

1.

10.

11.

12.

Cheéne P. Inhibiting the p53-MDM2 interaction: an important target
for cancer therapy. Nat Rev Cancer. 2003;3(2):102-9.

Dewald GW, Brockman SR, Paternoster SF, et al. Chromosome
anomalies detected by interphase fluorescence in situ hybridization:
correlation with significant biological features of B-cell chronic
lymphocytic leukemia. Br J Haematol. 2003;121(2):287-95.

Fink SR, Paternoster SF, Smokey SA, et al. Fluorescent-labeled
DNA probes applied to novel biological aspects of B-cell chronic
lymphocytic leukemia. Leuk Res. 2005;29(3):253-62.

Nelson BP, Gupta R, Dewald GW, Paternoster SF, Rosen ST,
Peterson LC. Chronic lymphocytic leukemia FISH panel: impact on
diagnosis. Am J Clin Pathol. 2007;128(2):323-32.

Shanafelt TD, Witzig TE, Fink SR, et al. Prospective evaluation

of clonal evolution during long-term follow-up of patients with
untreated early-stage chronic lymphocytic leukemia. J Clin Oncol.
2006;24(28):4634-41.

Kent WJ, Sugnet CW, Furey TS, et al. The human genome browser
at UCSC. Genome Res. 2002:12(6):996-1006.

US Department of Health and Human Services. Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories. 5th ed. Washington,
DC: US Government Printing Office; December 2009.

[Dostepne takze online. Wpisz> www.cdc.gov,
wyszukaj>BMBL5>sprawdz rozdziat Il oraz IV.]

US Department of Labor, Occupational Safety and Health
Administration. 29 CFR Part 1910.1030. Bloodborne Pathogens.
Clinical and Laboratory Standards Institute. Protection of Laboratory
Workers from Occupationally Acquired Infections: Approved
Guideline—Third Edition. CLSI Document M29-A3. Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standards Institute; 2005.

World Health Organization. Laboratory Biosafety Manual. 3rd ed.
Geneva, Switzerland: World Health Organization; 2004.

Barch MJ, Knusten T, Spurbeck JL. The AGT Cytogenetics
Laboratory Manual. 3rd ed. Philadelphia, PA: Lippincott-Raven
Publishers; 1997.

Wiktor AE, Van Dyke DL, Stupca PJ, et al. Preclinical validation of
fluorescence in situ hybridization assays for clinical practice. Genet
Med. 2006;8(1):16-23.

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.

E-mail: molecularsupport@abbott.com

Zestaw sond Vysis MDM2/CEP 12 Probe Kit oraz inne sondy DNA FISH
znakowane bezposrednio sa chronione amerykanskim patentem o nr
5491224 przyznanym firmie Abbott Molecular. Znakowane bezposrednio
fluorescencyjne sondy LSI firmy Vysis sa chronione patentami
amerykanskimi o nr RE40494, 6596479, 7115709, 5756 696 oraz
6607 877 przyznanymi firmie Abbott Molecular Inc. na mocy wytacznej
licencji przez The Regents of the University of California.

CEP, LSI, WCP, Vysis, SpectrumGreen oraz SpectrumOrange sa
znakami towarowymi grupy spotek firmy Abbott podlegajacych réznym
jurysdykcjom.

Wszystkie pozostate znaki towarowe stanowig wtasno$¢ poszczegdinych
firm.
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