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Navod k pouziti

IntellMed, s.r.o., -18°C -..,_\\'//
Viclavské namésti 820/41 —

IVD 110 00 Praha 1 /|\
IC: 27780317 /.\

DIC: CZ27780317

Principem fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je hybridizace fluorescen¢né znacenych sond na zakladé
pravidla komplementarity pfimo na vySetfovanou DNA a tim vizualizace cilovych tsekil vySettované DNA.
Centromerické sondy hybridizuji v oblasti centromer lidskych chromozomi a vyuzivaji se k enumeraci
chromozomt a jejich pocetnich odchylek (monosomie, polysomie atd.). Lokusové specifické sondy
hybridizuji ke konkrétnim, cilenym usekiim DNA a vyuzivaji se tedy k urceni statusu (amplifikace, delece,
translokace atd.) jednotlivych gend.

1 Potifebné chemikalie a vybaveni:
e SSC roztok
NP-40
Etanol
Purifikovana voda (deionizovana ¢i destilovana)
Kyselina octova a metanol
Rubber cement
Vlhka komurka
Vodni lazen
Vyhtevna plotynka (termoblok)
Inkubétor (37°C)
Montézni médium s DAPI
Fluorescen¢ni mikroskop s piislusnym filtrem

2 Priprava potiebnych roztoki

o 70%, 85% a 96% etanol - v ptipadé pouziti klasickych barvicich nadobek (Copplin jar) je
dostacujici mnozstvi 70 ml kazdého roztoku etanolu
20xSSC, pH 5.3
Denaturaéni roztok: 49 ml formamidu, 7 ml 20xSSC, 14 ml purifikované vody upravit pH na 7-8
skladovat pfi teploté 2-8°C (max. 7 dnlt); pied pouzitim vyhiat na 73+1 °C

e Promyvaci roztok I (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 mésict); pied
pouzitim vyhfatna 73 £ 1 °C

e Promyvaci roztok II (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 pii laboratorni teploté (max. 6 mésict)

3 Postup
e Pokud pouzijeme Cerstvy material (tkan, bunécnou linii atd.) je tfeba po naneseni na podlozni sklicko
(natér, otisk, cytospin) a zaschnuti preparat zafixovat ve smési metanol a kyselina octova, v poméru
3:1, po dobu 10 minut. Fixa¢ni smés ptipravujeme vzdy pied pouzitim. Po fixaci nechame preparat
volné oschnout.
e Pokud pouzijeme parafinové fezy, je potieba preparat nejdiive deparafinizovat a provést
pretreatment vzorku.
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Po odpovidajicim zpracovani konkrétniho vzorku Ize pokra¢ovat nasledujicim postupem:

1.
2.

5.

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 miizeme preparat nechat do té doby, nez budeme pfipraveni
nanést sondu (nejméné vsak jednu minutu).

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

Naneseme sondu v takovém mnozstvi, aby ptekryla testovany vzorek, a pifekryjeme vycisténym
krycim skli€¢kem (na kryci sklicko velikosti max. 22x22 mm, pouzijeme 10ul sondy). Po zalepeni je
tieba kryci sklicko pokryt vhodnym rubber cementem.

Inkubujeme pies noc pii 37°C ve vlhké komtirce

Odmyti nenavazané sondy

1.

5.

Odlepime kryci skli¢ko a preparat ponotime do promyvaciho roztoku I (0,4x SSC/ 0,3% NP-40),
vyhiatého na 73+ 1 °C. Asi 3-5 s skli¢ko s preparatem v roztoku lehce protiepavame. Inkubujeme 2
minuty.

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

Lehce osusime pfitisknutim 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
fluorescen¢nim mikroskopu. Pokud nepouzivate komeréni DAPI barvivo/montdzni medium, 1ze
preparaty napfi. barvivem Hoechst. Piebytecné barvivo je pak nutno odmyt a pouzit montazni
medium, jako je napf. pufrovany glycerol.

Prekryjeme krycim skli¢kem a odecitame ve fluorescenénim mikroskopu.

Poznamka: Pokud pouZivate metodu kodenaturace, naneste sondu na sklo s vySetfovanym materidlem,
prikryjte krycim sklem, zalepte vhodnym rubber cementem a nastavte program na 85°C - 1 min a 37°C pro
inkubaci pies noc (parafinové fezy), nebo program na 75°C - 1 min a 37°C - inkubace ptes noc (ostatni

preparaty).

4 MoZné problémy a jejich FeSeni

Problém MozZné FeSeni

Zktizend hybridizace Zvyste teplotu promyvaciho roztoku I o 2°C.

Snizte teplotu denaturace o 2°C.

Slabé ¢i zadné signaly Zvyste teplotu denaturace o 2°C.

Prodluzte dobu hybridizace.

Zkrat'te dobu odmyvani.

Oveéite pH roztokt.

Ovéite, zda preparat se sondou ¢i sonda samotna nebyla vystavovana
piimému svételnému zareni.

Oveéite, zda byla sonda uchovavana pii —20°C.

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

Preparét je starSiho data a nebyl uchovavan pii —80°C (neplati pro
parafinové fezy).

Difazni signaly Snizte teplotu denaturace o 2°C.
Zkrat'te dobu denaturace o 1 minutu.
Oveéite pH roztok.

Spatna morfologie vzorku  Snizte teplotu denaturace o 2°C.
Zkrat'te dobu denaturace o 1 minutu.

Prodluzte dobu fixace preparatu.

Necistoty na pozadi ¢i Doslo ke smiSeni vodného roztoku s montdznim médiem. Po odmyti
»zamlzeni* vzorku po vzorku hybridizaci nechte preparat dokonale zaschnout.
hybridizaci a promyti

Ovétte pH odmyvacich roztokl a denaturacniho pufru.

Prodluzte dobu odmyvani po hybridizaci.

5 Bezpecnostni informace

DNA sondy obsahuji:
formamid, ktery je teratogenni. Zamezte proto kontaktu sondy s kazi. Pti praci pouZzivejte ochranny odév a
rukavice.

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

Pro uziti DNA sond je potteba nasledujicich nebezpe¢nych latek, které vSak nejsou soucasti vyrobku ani
nejsou spolu s vyrobkem dodavany:

NP-40, soucast promyvacich roztoku, je drazdivy stejné jako DAPI barvivo. Zamezte proto kontaktu sondy,
promyvacich roztokii a DAPI s kiizi a nevdechujte. Pti praci pouzivejte ochranny odév a rukavice.

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

6 Likvidace nespotiebovaného nebo proexspirovaného vyrobku
Nespotiebovana 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 stejn¢ jako s produktem samotnym.
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