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Navod k pouziti

IntellMed, s.r.o., -18°C M
Viclavské namésti 820/41 —8
11000 Praha 1 /| \
1€¢: 27780317 o~
DIC: CZ27780317 ]

Kit se sklada z:
Pfimo znacené fluorescencni sondy v hybridiza¢nim pufru (znacené fluorochromem Orange nebo Green)

Potiebné chemikalie a vybaveni:
e Etanol

Deionizovana voda

Kyselina octova a metanol

Rubber cement

Hybridizér

Vodni lazen

Termoblok

Inkubator (37 °C)

Montazni médium s DAPI

Fluorescencni mikroskop s odpovidajicim filtrem (emisni/excitaéni maximum pro sondy znacené

fluorochromem Orange je 588nm/559nm, emisni/excitacni maximum pro sondy znacené

fluorochromem Green je 524nm/497nm)

o 70%, 85%, and 96% etanol - v pfipadé pouziti klasickych barvicich nddobek (Copplin jar) je dostacujici

mnozstvi 70 ml kazdého roztoku etanolu

0.2M Hcl

20xSSC, pH 5.3

2xSSC,pH 7.0

1M NaSCN

0,9% NaCl, pH 2.0

Pepsin

10% formaldehyd

Denaturacni roztok: 49 ml formamid, 7 ml 20xSSC, 14 ml deionizovand voda, upravit pH na 7-8,

skladovat pfi teploté 2-8°C (max. 7 dni); pfed pouZitim zahfat na teplotu 731 °C.

e Promyvaci roztok | (0.4x SSC / 0.3% NP-40): 20 ml 20xSSC, 3 ml NP-40, doplnit do 1 litru purifikovanou
vodou, upravit pH na 7,0-7,5, skladovat pfi laboratorni teploté (max. 6 mésicu); pfed pouzitim zahtat na
teplotu 73+ 1 °C.

e Promyvaci roztok Il (2x SSC / 0.1% NP-40): 100 ml 20xSSC, 1 ml NP-40, doplnit do 1 litru purifikovanou

vodou upravit pH na 7,0 £ 0,2 °C skladovat pfi laboratorni teploté (max. 6 mésic()

Postup:
e Pokud pouzijeme Cerstvy material (tkan, bunécnou linii atd.) je tfeba po naneseni na podlozni sklicko (natér,
otisk, cytospin, mitoticka skla, atd.) a zaschnuti preparat zafixovat ve smési metanol a kyselina octova,
v poméru 3:1, po dobu 10 minut. Fixacni smés pripravujeme vzdy pfed pouZitim. Po fixaci nechame preparat
volné oschnout. Pro dalsi postup viz Postup pfipravy cerstvého materialu.
e Pokud pouzijeme parafinové rfezy, je potfeba preparat nejdrive deparafinizovat a provést pretreatment
vzorku. Pro dalsi postup viz Postup pfipravy pro parafinizovanou tkan.
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Postup pripravy cerstvého materialu (mitoticka skla, cytospin, natér, atd.):

1.
2.

Preparaty inkubujeme v denatura¢nim pufru po dobu 5 minut, pfi teploté 73 + 1°C.

Ihned po vyjmuti vlozime preparat do roztoku 70% etanolu na 1 minutu, poté na minutu do 85% etanolu a
nakonec do 96% etanolu, kde mQzeme preparat nechat do té doby, neZ budeme pfipraveni nanést sondu
(nejméné vsak jednu minutu).

Skla vyjmeme z etanolu, lehce osusime pfitisknutim hrany skla na savou podlozku, umistnime na termoblok
o teploté 45-50°C a nechdme odpafit zbyvajici etanol (3-5min).

Postup pripravy pro parafinizovanou tkan (parafinové rezy):

1.
2.
3.

K odstranéni parafinu pouzijeme xylen 3x po dobu 7 minut.

Rehydratujeme v 96% etanolu 2x po dobu 5 minut.

Skla vyjmeme z etanolu, lehce osusime pfitisknutim hrany skla na savou podlozku, umistnime na termoblok
o teploté 45-50°C a nechdme odpafit zbyvajici etanol (3-5min).

Skla oSettfime v 0,2M HCl po dobu 20 min, pak promyjeme v deionizované vodé 3 min a v 2xSSC 3 min.
Skla vloZzime do 1M NaSCN a pfi teploté 80°C inkubujeme po dobu 20 min, pak promyjeme v deionizované
vodé 1 mina 2x v 2xSSC 5 min.

Pro natraveni tkané vloZime skla do 0,05% pepsinu v 0,9% NaCl, pH 2.0 a inkubujeme pfi 37°C po dobu 40
minut, pak promyjeme 2x v 2xSSC po dobu 5 min.

Skla oSetfime v 10% formaldehydu 10 min, promyjeme 2x v 2xSSC 5 min a oplachneme na nékolik sekund
v deionizované vodé a vysusime na termobloku o teploté 45-50°C po dobu 10 min.

Kodenaturace a hybridizace:

1.

Naneseme sondu v takovém mnoZstvi, aby prekryla testovany vzorek, a prekryjeme vycisténym krycim
sklickem (na kryci sklicko velikosti max. 22x22 mm, pouzijeme 10ul sondy). Po zalepeni je tfeba kryci sklicko
pokryt vhodnym rubber cementem.

Denaturujeme pfipravena skla pfi 85°C 1 min pro parafinové fezy nebo pfi 75°C 1 min pro Cerstvy material.
Inkubujeme pres noc pfi 37°C v hybridizéru.

nenavazané sondy:

Odlepime kryci sklicko a preparat ponofime do promyvaciho roztoku | (0,4x SSC/ 0,3% NP-40), vyhiatého na
73+ 1 °C. Asi 3-5 s sklicko s preparatem v roztoku lehce protfepavame. Inkubujeme 2 minuty.

Pfeneseme do promyvaciho roztoku Il (2x SSC/0,1% NP-40), opét asi 3-5 s protfepavame a inkubujeme 30
sekund.

Lehce osusime pritisknutim hrany skla na savou podlozku a nechame bez pfistupu svétla volné zaschnout.
Naneseme DAPI, jehoz smyslem je podbarvit jadra tak, aby je bylo moZno pozorovat ve fluorescenénim
mikroskopu. Pokud nepouzivate komercéni DAPI barvivo/montazni medium, Ize preparaty napf. barvivem
Hoechst. Pfebytecné barvivo je pak nutno odmyt a pouzit montdzni medium, jako je napt. pufrovany
glycerol.

Prekryjeme krycim sklickem a odecitame ve fluorescencnim mikroskopu.
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Mozné problémy a jejich fesSeni:

Problém

Mozné Feseni

Zkfizena hybridizace

Zvyste teplotu promyvaciho roztoku | o0 2°C.

Snizte teplotu denaturace o 2°C.

Slabé ¢i zadné signaly

Zvyste teplotu denaturace o 2°C.
Prodluzte dobu hybridizace.
Zkratte dobu odmyvani.

Ovérte pH roztokd.

Ovérte, zda preparat se sondou ¢i sonda samotna nebyla vystavovana pfimému
svételnému zareni.

Ovérte, zda byla sonda uchovavana pfi —20°C.

Po fixaci ponofte preparat na maximalné 1 minutu do 70% kyseliny octové a
poté nechte zaschnout. Tento krok doporucujeme zejména u hybridizace na
mitotické preparaty, u kterych nedoslo k uplnému odstranéni
cytoplazmatickych membran.

Preparat je starSiho data a nebyl uchovéavan pfi —80°C (neplati pro parafinové
fezy).

Difuzni signaly

Snizte teplotu denaturace o 2°C.

Zkratte dobu denaturace o nékolik sekund.

Ovérte pH roztokd.

Spatna morfologie vzorku

Snizte teplotu denaturace o 2°C.

Zkratte dobu denaturace o nékolik sekund.

Prodluzte dobu fixace preparatu.

Necistoty na pozadi Ci
,zamlZeni“ vzorku po
hybridizaci a promyti

Doslo ke smiSeni vodného roztoku s montaznim médiem. Po odmyti vzorku
hybridizaci nechte preparat dokonale zaschnout.

Ovérte pH odmyvacich roztok( a denaturaéniho pufru.

Prodluzte dobu odmyvani po hybridizaci.
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Bezpecnostni informace:
DNA sondy obsahuji:
formamid, ktery je teratogenni. Zamezte proto kontaktu sondy s kidZi. Pfi praci pouZivejte ochranny odév a rukavice.

R61
S24, S 25, S35, S36, S 37, S 39, S 45, S 53

Pro uZiti DNA sond je potfeba nasledujicich nebezpecnych latek, které vsak nejsou soucasti vyrobku ani nejsou spolu
s vyrobkem dodavany:

NP-40, soucast promyvacich roztokd, je drazdivy stejné jako DAPI barvivo. Zamezte proto kontaktu sondy,
promyvacich roztokd a DAPI s klZi a nevdechujte. PFi praci pouzivejte ochranny odév a rukavice.

R36,R38,R37S26,S27,S28,S29,S 30, S 33, S 46,

Likvidace nespotiebovaného nebo proexspirovaného vyrobku:
Nespotifebovana Cinidla a odpad se obecné fadi mezi zvlastni odpad a likviduji se v souladu s celostatnimi a mistnimi
predpisy. S kontaminovanymi odpady musi byt zachazeno stejné jako s produktem samotnym.




