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Sonda FISH FGFR3 Break Apart

Kolor(y):  Pomaranczowy/Zielo
ny
llo$é: 10 testow, 20 pl llosé: 20
REF FGFR3BA ';g' 222:: 3/ testow, 40 pl llosé: Patrz etykieta
FGFR3BA -2U- i
W opakowania

FGFR3BA -CS- ORGR

q3

Tylko do uzytku in vitro
Oznaczenie CE w niektorych krajach
RUO w USA i innych krajach

/lf Przechowywanie, obchod; sie, tr S¢ i Przechowywa¢ produkt w
temperaturze -20°C; unika¢ $wiatta; data waznosci podana na etykiecie produktu. Jesli opakowanie
jest uszkodzone, nalezy powiadomic¢

lokalnego dystrybutora. Podczas pracy z sonda nalezy zawsze nosi¢ rekawice i inny sprzet
ochronny. Sondy Empire Genomics sg wrazliwe na $wiatto i nie powinny by¢ wystawiane na
nadmierne dziatanie $wiatta. Sondy nalezy przechowywaé w ciemnym miejscu, aby unikna¢ ich
wybielenia. Utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi przepisami.

iom i
uty ja:

Sktad:
¢ Skoncentrowana znakowana sonda FISH: Minimum 20ng/pl
¢ Bufor do hybrydyzacji (zawiera mate stezenie formamidu)

Empire Genomics FGFR3 Break Apart FISH Probe to test
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) przeznaczony do
wykrywania rearanzacji obejmujgcych gen FGFR3 w regionie
chromosomalnym 4p16.3. Jest to test jakoSciowy,
niezautomatyzowany test przeznaczony do stosowania jako
uzupetnienie innych testéw klinicznych i nie moze by¢ stosowany jako
jedyna metoda diagnozy.

Rodzaje prébek:
¢ Krew obwodowa
* Tkanka FFPE
*  Szpik kostny

OstrzeZenia i Srodki ostroznosci: Produkt nie zawiera zadnych sktadnikow pochodzenia ludzkiego
lub zwierzecego. Bardziej szczegétowe informacje na temat bezpieczenstwa i obstugi znajdujq sie
w karcie charakterystyki. Zawiera formamid w niskim stezeniu. Nie uzywa¢ przeterminowanej
sondy. Nie uzywa¢ sondy ponownie. Unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego. Przed uzyciem nalezy
przeczytac catq instrukcje obstugi.

¢ H360d Moze dziata¢ szkodliwie na w tonie matki.
¢ P309+P310 W przypadku narazenia lub ztego samopoczucia: Natychmiast skontaktowac¢ sie z
OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

5 *P201 Przed uzyciem nalezy zapoznac sig ze specjalnymi instrukcjami.

* H315+H320 Dziata draznigco na skore i oczy.

¢ P262 Nie dopusci¢ do przedostania sie do oczu, na skére lub .
* P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢
woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jesli sg i mozna je tatwo .
Kontynuowac ptukanie.
* P501 Zawarto$¢/pojemnik nalezy utylizowaé zgodnie z
lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/migdzynarodowymi przepisami.
* P280 Nosi¢ rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.

Charakterystyka dziatania:

Ta sonda FISH zostata przetestowana na normalnych prébkach krwi. W ramach kontroli jakosci
sonda zostata poddana analizie sity sygnatu i swoistosci. Wigcej mozna znalez¢ w dotgczonym
certyfikacie analizy. Doktadno$¢ zostata okreslona na 100%. Ta sonda zostata zaprojektowana do
hybrydyzaciji tylko z regionami okre$lonymi na ponizszych ideogramach.

Ograniczenia:
¢ Ten produkt jest przeznaczony wytgacznie do uzytku in vitro.
* Wydajnos¢ sondy zalezy od przygotowania probki, jej jakosci i wtasciwego przechowywania
produktu.

* Ten produkt jest przeznaczony wytacznie do uzytku przez przeszkolonych specjalistéw
laboratoryjnych.

Instalacja i obstuga: Caly sprzet uzywany w eksperymencie FISH musi by¢ odpowiednio
skalibrowany. Filtry i zrodio $wiatta uzywane do wykrywania sygnatéw fluorescencyjnych muszg
by¢ rutynowo wymieniane, aby zapewni¢ optymalng wydajno$¢ sondy. Kontrola temperatury i
wilgotnosci jest wazna dla prawidtowego dziatania sondy, upewnij sie, ze wszystkie termometry i
hydrometry sg skalibrowane. Sonda powinna byé¢ oceniana na normalnych prébkach, aby zapewni¢
prawidtowa hybrydyzacje.

Zasada metody: Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) jest technikg cytogenetyczng stosowang
do wykrywania aberracji genomowych. Sondy FISH sg powszechnie stosowane do wykrywania
delecji, amplifikacji i rearanzacji docelowego genomu.
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Niedostarczone odczynniki

Do przygotowywania szkietek Do automatycznej hybrydyzacji
nietkankowych: + Roztwor ptuczacy 1 (WS1) - 0,3%
*  70% etanol Igepal (Sigma CA-630) lub NP-40 /

¢ 100% metanol 0,4 x SSC
* Kwas octowy * Materiat chtonny
e dHO
Obrébka wstepna FFPE * Roztwdr ptuczacy 2 (WS2) - 0,1%
* 0.01NHCL Igepal (Sigma CA-630) lub NP-40 / 2 x
¢ Ksylen SsC
* Etanol (70%, 85%, 100%) * DAPI z Antifade

* 10mM kwas cytrynowy

(BDH, 4136-500G) Do recznej hybrydyzacji

* 160 mg statej pepsyny (Sigma, # * Bufor denaturujacy - 70% formamid,
P7012-1G) 2xSSC, pH7,0-8,0

* 0,3% Igepal, CA-630 Sigma (lub *  70%, 85%, 100% etanolu
NP40)/0,4XSSC

* Roztwér ptuczacy 1 (WS1) - 0,3%

: %;‘Z’O'g;’(as'gé\mo* Sigma (lub Igepal (Sigma CA-630) lub NP-40 /
) 0,4 x SSC
Wymagany sprzet: * Roztwér ptuczacy 2 (WS2) - 0,1%

Igepal (Sigma CA-630) lub NP-40 /2 x
SSC
* DAPI z Antifade

¢ Mikroskop fluorescencyjny z
odpowiednim zestawem filtréw.

Protokot przygotowania szkietka dla utrwalonego osadu
komérkowego

Uwagi:

* Idealne warunki srodowiskowe do tworzenia slajdéw to wilgotno$¢ 45-55% i temperatura 24°C
(72-75°F) z minimalnymi przeciagami. Hydrometr/termometr powinien by¢ umieszczony w poblizu
stotu do tworzenia slajdéw w celu monitorowania warunkéw srodowiskowych. Jesli warunki nie
sg idealne, przed wykonaniem preparatu nalezy podja¢ probe ich dostosowania.

¢ Jako$¢ probki jest wazna i trudna do dostosowania po dodaniu utrwalacza. jest, aby
postepowac zgodnie ze standardowymi protokotami Cytogenetics* przy uzyciu odczynnikéw,
ktére zostaty przetestowane przed uzyciem.

* Opcjonalnie: Oczysci¢ szkietka, umieszczajac je w stoiku z 70% etanolem na 5 minut, a nastepnie
kilkakrotnie przecierajac chusteczkg w jednym kierunku. umie$¢ szkietko w stoiku ze $wiezym
utrwalaczem 3:1 metanol:g kwasu octowego. Szkietka moga by¢ uzyte bezposrednio lub
wysuszone i przechowywane w zamrazarce (-20°C).

* Wykonuj slajdy tylko na jednej probce pacjenta na raz, aby unikna¢ zanieczyszczenia
krzyzowego migdzy probkami.

Krok 1 - Tworzenie slajdow

1. Zebra¢ prébke przy uzyciu standardowych protokotéw Cytogenetics*.

2. Zmieni¢ utrwalacz (metanol Carnoy'a 3:1:g kwas octowy) w probéwce, az supernatant stanie sie
bezbarwny. Ponownie utrwali¢ probke w $wiezym utrwalaczu tuz przed wykonaniem slajdu.

3. Ustawi¢ podgrzewacz szkietek na ~45°C

4. Odessac supernatant ~5 ml powyzej osadu komérek i ponownie zawiesi¢ komorki za pomocg
szklanej pipety Pasteura.

5. Dodac tyle $wiezego utrwalacza na zimno, aby uzyskac lekko mleczng zawiesine.

6. Wyja¢ jeden slajd ze stoika z utrwalaczem Coplin, osuszy¢ na reczniku papierowym. Ewentualnie
wyjmij jeden zimny slajd z zamrazarki.

1. Przytrzymaj szkietko lekko pionowo i upus¢ 3 krople zawiesiny na gorze, w srodku i na dole
szkietka.

8. Delikatnie obroci¢ szkietko, przechylajac je lekko po ~15 sekundach, aby odsgczy¢ nadmiar
zawiesiny na chusteczke.

9. Utrzymuj slajd w pozycji poziomej do momentu zaobserwowania ziarnistego wygladu i
wyschnigecia krawedzi slajdu. Czas bedzie sie rozni¢ w zaleznosci od wilgotnosci powietrza.
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. Wytrzyj tylng czes$¢ szkietka chusteczka i wysusz szkietka na powietrzu.

. Umies¢ szkietko bezposrednio na podgrzewaczu szkietek, aby pozostato suche.

~

. Oznaczy¢ szkietka odpowiednia etykieta szkietka pacjenta. Nigdy nie zostawiaj
nieoznakowanych szkietek na podgrzewaczu. Do etykietowania nalezy uzywac otéwka HB lub
trwatego markera odpornego na alkohol. Oznaczy¢ szkietko co najmniej dwoma unikalnymi
identyfikatorami pacjenta, datq i inicjatem.

13. Oceni¢ preparat pod mikroskopem z kontrastem fazowym (obiektyw 10x).

Krok 2 - Ocena jakosci slajdow
Idealne stezenie powinno wynosi¢ ~50 komoérek interfazowych/pole; komorki interfazowe powinny byé
duze, szare i ptaskie. Metafazy powinny by¢ dobrze roztozone z minimalnymi zwrotnicami,

nienaruszone (nie przeros$niete), bez cytoplazmy i w ciemnoszarym. Jesli tak nie jest, nalezy

nastepujace zmienne.

* Zbyt duze stezenie: Komorki beda stabo rozprzestrzenione i prawdopodobnie znajdg sie w
cytoplazmie (metafazy pojawig sie w 3D z wyrazng aureolg wokoét nich). Dodaj odpowiednio
dodatkowa poprawke.

*  Zbyt niskie stezenie: Metafaza moze nie by¢ nienaruszona, wymagana wigksza ilo$¢ sondy dla
wiekszej powierzchni. Ponownie odwirowa¢ probéwke (1200 obr./min przez 10 minut) i
odpowiednio usung¢ nadmiar utrwalacza.

*  Zbyt szybkie suszenie: komorki interfazowe sa zatamane, mate i czarne. Komoérki metafazy sa
stabo roztozone, w cytoplazmie i pozostaja czarne. Jesli poziom wilgotnosci jest zbyt niski
(ponizej 40-45%), stwdrz bardziej wilgotne $rodowisko, wykonujac jedna z nastepujacych
czynnoséci: dodaj nawilzacz pokojowy, wykonaj szkietka nad zlewka z para, wykonaj szkietka
nad zlewem z biezaca goraca woda lub umies¢ mokre tkanki na podgrzewaczu szkietek i
umies¢ szkietko na krétko (~ 5 sekund) przed umieszczeniem bezposrednio na podgrzewaczu
szkietek.

* Zbyt wolne suszenie: Metafazy sg jasnoszare i moga by¢ nadmiernie roztozone lub
nienaruszone. Oba scenariusze moga powodowac niskiej jakosci hybrydyzacje. Zmniejsz czas
w krokach 9-10 przed umieszczeniem szkietka na podgrzewaczu szkietek. Jesli poziom
wilgotnosci jest zbyt wysoki (powyzej 55%), osuszacz pokojowy moze poméc w obnizeniu
poziomu wilgotnosci.

*  Cytopl wokoét fazy: Jesli cytoplazma wokét metafazy nadal stanowi problem po
dokonaniu korekt w powyzszych krokach, dodaj 1-2 krople utrwalacza do szkietka po krokach
1-9 powyzej.

¢ Prawidtowe suszenie: Komorki interfazowe sg ptaskie, pulchne i blade; komérki metafazowe sg
ciemnoszare, dobrze roztozone z kilkoma skrzyzowaniami i nienaruszone bez cytoplazmy.

Krok 3 - Starzenie si¢/przechowywanie slajdow

1. Przechowuj wysuszone szkietka w eksykatorze przez co najmniej 24 godziny w temperaturze
pokojowej, aby wystarczajgco sie zestarzaty przed etapem FISH. Jesli wyniki sa wymagane
szybko, nalezy pozostawi¢ szkietko w podgrzewaczu na co najmniej 15 minut przed FISH.

2. Jesli slajd nie zostanie poddany hybrydyzaciji w ciggu 24-48 godzin, moze byé przechowywany
w szczelnie zamknigtym pojemniku w zamrazarce (-20°C) przez okres do dwoch tygodni.

3. Utrwalone zawiesiny komérek powinny by¢ przechowywane w kriofiolach w zamrazarce (-20°C).

*Referencje

1. Barch MJ, Knutsen T, Spurbeck JL. Podrecznik laboratoryjny cytogenetyki AGT, wydanie trzecie.
Rozdziat 3 - Metody cytogenetyczne krwi obwodowej (M.G. Brown, H.J. Lawce). Lippincott-Raven
Philadelphia 1991

2. Dunn B, Mouchrani P, Keagle M. The Cytogenetic Symposia - AGT. Wydanie drugie.

Przetwarzanie slajdéw dla prébek tkanek zatopionych w parafinie

Niniejsza procedura opisuje etapy przetwarzania slajdéw tkanek zatopionych w parafinie. Proces
obrébki wstepnej de-parafinizuje i wstepnie przetwarza prébke przed denaturacjg i hybrydyzacjg z
odpowiednimi sondami. Po obrébce wstepnej szkietka i odpowiednie sondy sg denaturowane. Po
zakonczeniu przetwarzania nalezy przej$¢ do odpowiednich instrukcji dotyczacych hybrydyzagii.

Odparafinowanie i obrébka wstepna

* Podgrza¢ 10mM kwas cytrynowy do 90-95°C
Podgrza¢ 40 ml 0,1 N HCL do temperatury 37°C.
Rozgrza¢ piekarnik do 90°C

Przygotowa¢ 1 ml pepsyny o stezeniu 160 mg/ml w H,0O

Starzenie szkietek w temperaturze 90°C przez 25 minut w piekarniku.

Zanurzy¢ szkietka w ksylenie na 10 minut. Powtérzy¢ jeden raz ze $wiezym ksylenem.
Zanurzy¢ szkietka w 100% etanolu na 5 minut. Powtérzy¢ jeden raz.

Suszy¢ na powietrzu w suszarce do suwakow.

Umiesci¢ szkietko w buforze do wstepnej obrébki kwasem cytrynowym o temperaturze 90-95°C (pH
~6,8) na 30 minut.

Trawienie

1. Doda¢ 1 ml 160 mg/ml roztworu pepsyny do 40 ml 0,1N HCL i dobrze wymieszac.

Umiesci¢ szkietko w roztworze pepsyny na 20-30 minut.

Ptukac szkietka w 2x SSC przez 5 minut.

Zanurzy¢ szkietka w 70% etanolu na 30 sekund. Wysuszy¢ szkietka na powietrzu lub umiesci¢ na

podgrzewaczu do szkietek w celu wysuszenia.

5. Obejrze¢ roztwarzanie pod mikroskopem. Jesli nie uzyskano odpowiedniego roztwarzania,
powtorzy¢ kroki 2-4, ale zmieni¢ czas roztwarzania na 10 minut i analizowa¢ szkietka po
kazdym roztwarzaniu.

6. Po osiagnieciu odpowiedniego trawienia, odwodni¢ szkietka odpowiednio 70%, 85% i 100%
etanolem przez 2 minuty. Przejdz do protokotu hybrydyzacji.



Instrukcja automatycznej hybrydyzacji

Niniejsze instrukcje dotycza hybrydyzaciji, ktére beda przeprowadzane przy uzyciu automatycznego
urzadzenia Hybrite/Thermobrite. Jesli urzadzenie Hybrite/Thermobrite nie bedzie uzywane, nalezy
postepowac zgodnie z "Instrukcjami recznej hybrydyzacji”.

Uwagi
* Protokét moze by¢ uzywany ze wszystkimi sondami FISH - kontrolnymi, specyficznymi dla
gendw, niestandardowymi sondami FISH.

Rozwigzania mozna wprowadzi¢ przed .

Konieczna moze by¢ dalsza optymalizacja protokotu.

Wigcz Hybrite/Thermobrite.
Ustawianie przewodnika po programach (patrz "Opcje przewodnika po programach").
Wstepnie namoczy¢ materiat absorbujacy w dH,0.
Dodac¢ 2 pl sondy i 8 pl buforu hybrydyzacyjnego.
Natozy¢ czystq szkietko nakrywkowe 22 x 22
Natéz cement gumowy na krawedzie szkietka nakrywkowego w celu uszczelnienia.
Umiesci¢ w Hybrite/Thermobrite i zamkna¢ pokrywe.
Uruchom program.
Pozostawi¢ na co najmniej 16 .
0. Podgrza¢ WS1 do 73°C.
1. Usuna¢ szkietko nakrywkowe i umiescic szkietko w mieszadle WS1 na ~10 sekund.
2. Pozostaw zjezdzalnie na doktadnie 2 minuty.
3. Przenies szkietko do WS2 w temperaturze pokojowej. Mieszaé przez okoto 10-15
sekund i szkietka na 2 minuty.
14. Pozostaw slajd do wyschnigcia w ciemnosci.
15. Natozyé 10 ul DAPI z Antifade i przykry¢é szkietkiem nakrywkowym 22x50.
16. Odczekac¢ 15-30 minut, a nastepnie wizualizowaé¢ pod mikroskopem z odpowiednim filtrem.

Opcje przewodnika po programach
Preparaty krwi obwodowej

¢ Denaturowac w temperaturze 72-73°C przez 2 minuty.
¢ Hybrydyzowac w temperaturze 37°C przez co najmniej 16 godzin.

Dla tkanek osadzonych w parafinie po obrébce wstepnej
¢ Denaturowac w temperaturze 75°C przez 7 minut.
* Hybrydyzacja w 37°C przez co najmniej 16 godzin
Moze wymagac rozwigzywania probleméw

Instrukcje recznej hybrydyzacji

Instrukcje te nie wykorzystujg Hybrite/Thermobrite. Postepowanie zgodnie z tymi instrukcjami
pozwoli na prawidtowa hybrydyzacje sondy z prébka bez uzycia systemu automatycznego. Jesli
uzywany bedzie zautomatyzowany system, taki jak Hybrite/Thermobrite, nalezy postgpowac
zgodnie z "Instrukcjami automatycznej hybrydyzacji".

Ogrza¢ preparat do temperatury pokojowe;j.

Umiesci¢ szkietka w 70% etanolu w temperaturze pokojowej na 2 minuty.
Umiescic¢ szkietka w 85% etanolu w temperaturze pokojowej na 2 minuty.
Umiesci¢ szkietka w 100% etanolu w temperaturze pokojowej na 2 minuty.

Delikatnie osuszy¢ tylng czes¢ szkietka i umiesci¢ na podgrzewaczu szkietek w temperaturze 45°C,
az etanol odparuje.

Przygotowa¢ mieszaning sondy, mieszajac 2 ul sondy z 8 pl buforu.
Odmierzy¢ pipetg 10 ul mieszaniny na szkietko podstawowe.

Natoz czystq szkietko nakrywkowe 22 mm?na szkietko.

Uszczelnij krawedzie szkietka nakrywkowego za pomocg cementu gumowego.
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. Denaturuj szkietko na ptycie grzejnej zgodnie z "Opcjami przewodnika po programach"
powyzej. Upewnij sig, ze szkietko jest ostonigte przed $wiatlem podczas tego procesu.

1. Umiesci¢ szkietko w ogrzanej do 370C komorze z nawilzaniem i umiesci¢ komore w
inkubatorze 370C.

12. Inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 16 godzin.

13. Podgrza¢ WS1 (0,3% Igepal (Sigma CA-630) lub NP-40 /0,4 x SSC) do 73°C.

14. Usunag¢ szkietko nakrywkowe. Umiescié w WS1, mieszajgc przez okoto 10 sekund, a nastepnie
odstawi¢ na doktadnie 2 minuty.

15. Przenie$ szkietko do WS2 w temperaturze pokojowej. Miesza¢ przez okoto 10-15 sekund i
pozostawi¢ szkietka na 2 minuty.

>

. Pozostawi¢ do wyschnigcia w ciemnosci.

=~

. Natozy¢ 10 pl DAPI z Antifade i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym 22x50.

=

. Odczekac¢ 15-30 minut, a nastepnie wizualizowa¢ pod mikroskopem przy uzyciu odpowiednich
zestawow filtrow.

Ocena jakosci FISH:

Podwdjny sygnat na jednym
chromosomie: Policz podwojny sygnat
jako pojedynczy sygnat.

Naktadajace sie jadra: Nie
nalezy odczytywac tych
komoérek.

Wysokie sygnaly tta: Patrz przewodnik
rozwigzywania probleméw, nadal mozna
odczyta¢ komorke, jesli nie jest to zbyt
powazne.

Staby sygnat: Patrz przewodnik
rozwigzywania problemoéw. Nadal mozna
odczytac, jesli sygnat jest wyrazny.

Rysunek 1 Rysunek 2

Rysunek 1: Normalny wzor sygnatu wySwietlajgcy 2 pomarafczowe/zielone sygnaly
fuzji.

Rycina 2: Nieprawidtowy wzor sygnatu wyswietlajacy 1 pomaranczowy sygnat, 1
zielony sygnat i 1 pomaranczowo-zielony sygnat fuzyjny wskazujacy na rearanzacje
obejmujacg FGFR3.



zadawane pytania dotyczgce rozwigzywania probleméw

Znieksztatcona morfologia chromosoméw
Mozliwy powdd: Slajdy wyschty zbyt szybko
Potencjalne rozwigzania:
* Zwigksz wilgotno$¢ podczas zrzucania slajdéw.
¢ Wydtuz czas po upuszczeniu slajdu przed umieszczeniem go w podgrzewaczu slajdow.

* Upewnic sig, ze temperatura podgrzewacza szkietek wynosi ~45°C. Monitorowac¢ temperature za
pomoca termometru powierzchniowego.

¢ Utrwali¢ zawiesine komoérek w $wiezo przygotowanym utrwalaczu 3:1 metanol:g kwasu octowego.

Mozliwy powéd: Niewtasciwe starzenie/przechowywanie slajdéw
Potencjalne rozwigzania:

* Przed wykonaniem FISH dojrzewac szkietka przez co najmniej 24 godziny w temperaturze
pokojowe;j.

* Nie piec szkietek.

¢ Jesli FISH musi by¢ przeprowadzona tego samego dnia co przygotowanie szkietka, nalezy
inkubowa¢ szkietko przez co najmniej 1 godzing w stoiku coplin zawierajacym 2 x SSC w 37°C,
a nastepnie odwodni¢ szkietko przez 1 minutg odpowiednio w 70%, 85% i 100% etanolu przed
etapem denaturaciji.

Wysokie tto/niska specyficznos$é

Mozliwy powdd: Szklane szkietka nie sg czyste
Potencjalne rozwigzania:
* Moczy¢ szkietka w 70% etanolu przez 5 minut, a nastepnie przetrze¢ 2-3 razy chusteczka.

Mozliwy powdd: Niska jakosé prébki z resztkami komérkowymi
Potencjalne rozwigzania:

¢ Przemy¢ osad komérkowy $wiezym utrwalaczem 2-3 razy, a nastgpnie powtérzy¢ wykonanie
szkietka. Upewni¢ sig, ze zawiesina komorek nie jest zbyt gesta.

Mozliwy powdd: Cytoplazma wokét chromosoméw
Potencjalne rozwigzania:
* Slajdy wyschty zbyt szybko. Patrz wyzej

Mozliwy powdd: Nieprawidtowe roztwory ptuczace
Potencjalne rozwigzania:
* Upewnij sie, ze WS1 i WS2 sg odpowiednio przygotowane i przechowywane.
* Sprawdz, czy pH (7,0) i temperatura 73°C) roztworéw ptuczacych sg prawidtowe. Umiesé
termometr bezposrednio w WS1.

* Upewnic sig, ze roztwory ptuczace nie sa przeterminowane lub naduzywane. Wyrzuci¢ po 10
slajdach.

¢ Upewnij sig, ze tylko 4 szkietka sa myte jednoczesnie, aby utrzymaé odpowiednig temperature
WsH1.

* Upewnij sie, ze czas przebywania w roztworach myjacych jest odpowiedni.
¢  Zwiekszy¢ czas w WS1 do 3 minut.
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Mozliwy powdd: szerokopasmowe filtry mikroskopowe
Potencjalne rozwigzania:
* Nalezy uzywac filtrow o waskich szerokosciach pasma wtasciwych dla uzywanych fluorochroméw.

Mozliwy powdd: nieodpowiednie warunki hybrydyzacji
Potencjalne rozwigzania:

* Nalezy uzywac¢ szczelnie zamknietych komér z odpowiednig kontrolg wilgotnosci.

Staby sygnat lub jego brak

Mozliwy powdd: Szkietko nie zostato odpowiednio zdenaturowane
Potencjalne rozwigzania:
* Upewnij sig, ze temperatura denaturaciji jest prawidtowa, rejestrujac temperature ptyty
grzejnej lub automatycznego hybrydyzatora za pomoca pistoletu do pomiaru
temperatury lub innego urzadzenia.

* Rozwigzywanie probleméw poprzez zwigkszenie temperatury denaturacii.
* Upewnij sig, ze czas denaturacji jest prawidtowy, postepujac zgodnie z "Opcjami
przewodnika po programach" powyzej. W razie potrzeby zwigksz lub zmniejsz czas.

Mozliwy powéd: Sonda nie jest odpowiednio przygotowana
Potencjalne rozwigzania:

¢ Calkowicie rozmrozi¢ sonde i bufor hyb (15 minut w temperaturze pokojowej w ciemnym
miejscu). Dodaj bufor hyb do sondy. Worteksowacé i krétko odwirowac.

Mozliwa przyczyna: Sonda wystawiona na dziatanie Swiattfa lub nieprawidtowo przechowywana
Potencjalne rozwigzania:

* Przeprowadza¢ FISH w stabo o$wietlonym pomieszczeniu. Przechowywac¢ sondy w
temperaturze -20°C. Unika¢ nadmiernych cykli zamrazania/rozmrazania.

Mozliwy powdd: Nieodpowiednie specyfikacje mikroskopu
Potencjalne rozwigzania:

* Upewnij sig, ze zrodto $wiatta UV jest odpowiednie do ogladania sygnatéw FISH. W razie
watpliwosci nalezy skontaktowac sie z producentem mikroskopu.

¢ Upewnij sie, ze zrédto $wiatta UV jest wysrodkowane.

* Upewnij sig, ze zainstalowane sg odpowiednie filtry dla uzywanych fluorochroméw. W razie
watpliwosci nalezy skontaktowac si¢ z producentem mikroskopu.

* Upewnij sie, ze filtry nie sg uszkodzone.

* Upewnij sie, ze roztwory myjace zostaty prawidtowo przygotowane.
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