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Kit se sklada z:

Piimo znacené fluorescenéni sondy v hybridiza¢nim pufru (znac¢ené fluorochromem Orange nebo Green podle typu
kitu)

Potiebné chemikalie a vybaveni:
o Xylen

Etanol

Deionizovana voda

Kyselina octova a metanol

Rubber cement

Hybridizér

Vodni lazen

Termoblok

Inkubator (37 °C)

Montazni médium s DAPI

Fluorescen¢ni mikroskop s odpovidajicim filtrem (emisni/excita¢ni maximum pro sondy znacené

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

Green je 524nm/497nm)

0.2M HCI

20xSSC, pH 5.3

2xSSC,pH 7.0

1M NaSCN

0,9% NacCl, pH 2.0

Pepsin

Roztok formalinu: 100ml 10xPBS, 40 ml 35% roztoku formaldehydu, ptidat deionizovanou vodu do 1

litru celkového objemu, skladovat pfi laboratorni teploté (max. 6 mésicit)

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 mésici); pred
pouzitim zahfat 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 pii laboratorni teploté (max. 6 mésict)

Postup:

e Pokud pouzijeme Cerstvy material (bunécnou linii nebo chromozomalni preparat) je tfeba po zaschnuti
preparat zafixovat ve smési metanol a kyselina octova, v poméru 3:1, po dobu 10 minut. Fixa¢ni smes
ptipravujeme vzdy pfed pouzitim. Po fixaci nechame preparat volné oschnout alespon 1 hodinu. Nasledné
postupujeme dle kapitoly kodenaturace a hybridizace.

e Pokud pouzijeme parafinové fezy, je potfeba preparat na skle nejdfive nechat zapéct pii 56°C pies noc a poté
jej nejdiive deparafinizovat a provést pretreatment vzorku. Pro dalsi postup viz Postup piipravy pro
parafinizovanou tkai.
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Postup pfipra ro parafinizovanou tkan (parafinové fezy):
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K odstranéni parafinu pouzijeme xylen 3x po dobu 7 minut.

Promyjeme 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 nechame odpafit zbyvajici etanol (3-5min).

Skla osetfime v 0,2M HCI po dobu 20 min, pak promyjeme v deionizované vode 3 min a v 2xSSC 3 min.
Skla vlozime do 1M NaSCN a pii teploté 80°C inkubujeme po dobu 20 min, pak promyjeme v deionizované
vodé 1 min a 2x v 2xSSC 5 min.

Pro natraveni tkan¢€ vlozime skla do 0,05% (>2500U/mg) pepsinu v 0,9% NaCl, pH 2.0 a inkubujeme pfi
37°C po dobu 50 -70 minut, poté promyjeme 2x v 2xSSC po dobu 5 min. Doba traveni se li§i pro rizné typy
vzorkil: pro parafinizovanou bunécnou linii - 50 minut, pro tkan nadoru prsu ¢i uzliny - 55 minut, pro tkan
nadoru kolorekta, plic, stfeva, zaludku a jicnu - 70 minut.

Skla oSetiime roztoku formalinu 10 min, promyjeme 2x v 2XxSSC 5 min a oplachneme na nékolik sekund

V deionizované vod¢ a vysusime na termobloku o teploté 45-50°C po dobu 10 min.

Kodenaturace a hybridizace:

1.

2.
3.

Naneseme sondu v takovém mnozstvi, aby piekryla testovany vzorek, a ptekryjeme vy¢isténym krycim
sklickem (na kryci sklicko velikosti max. 22x22 mm, pouzijeme 10ul sondy). Po zalepeni je tfeba kryci
sklicko pokryt vhodnym rubber cementem.

Denaturujeme piipravena skla pii 85°C 1 min pro parafinové fezy nebo pii 75°C 1 min pro Cerstvy material.
Inkubujeme ptes noc pti 37°C v hybridizéru.

Odmyti nenavazané sondy:

1.

2.

3.

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

Pfeneseme do promyvaciho roztoku II (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 nechdme bez ptistupu svétla volné zaschnout.
Naneseme DAPI nebo DAPI Antifade, jehoz smyslem je podbarvit jadra tak, aby je bylo mozno pozorovat ve
fluorescenénim mikroskopu. Pokud nepouzivate komeréni DAPI barvivo/montdzni medium, 1ze preparaty
napft. barvivem Hoechst. Pfebyte¢né barvivo je pak nutno odmyt a pouzit montazni medium, jako je napft.
pufrovany glycerol.

Prekryjeme krycim skli¢kem a odecitdme ve fluorescencnim mikroskopu.
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Mozné problémy a jejich reSeni:

Problém

Mozné reSeni

Zktizena 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.

Prodluzte dobu traveni v roztoku pepsinu.
Zkrat'te dobu odmyvani.

Oveéite pH roztok.

Oveéite, zda preparat se sondou ¢i sonda samotna nebyla vystavovana pfimému
svételnému zafeni.

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

Po fixaci ponoite 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.

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

Diftizni signaly

Snizte teplotu denaturace o 2°C.

Zkrat'te dobu denaturace o nékolik sekund.

Oveéite pH roztoku.

Spatna morfologie vzorku

Snizte teplotu denaturace o 2°C.
Zkrat'te dobu denaturace o nékolik sekund.
Prodluzte dobu traveni v roztoku pepsinu.

Prodluzte dobu fixace preparatu.

Necistoty na pozadi ¢i
,zamlzeni* vzorku po
hybridizaci a promyti

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

Oveétte pH odmyvacich roztoki a denaturac¢niho pufru.
Zabraiite smichdni imerzniho oleje DAPI montovacim

Prodluzte dobu odmyvani po hybridizaci.
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Bezpecnostni informace:
DNA sondy obsahuji:
formamid, ktery je teratogenni. Zamezte proto kontaktu sondy s kazi. Pii 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 potieba nasledujicich nebezpecnych latek, které v§ak nejsou soucasti vyrobku ani nejsou spolu
s vyrobkem dodavany:

NP-40, sou¢ast promyvacich roztoki, je drazdivy stejné jako DAPI barvivo. Zamezte proto kontaktu sondy,
promyvacich roztokli a DAPI s kizi a nevdechujte. Pti praci pouzivejte ochranny odév a rukavice.

R36,R38,R37S26,S27,S28,S 29, S 30, S 33, S 46,

Likvidace nespoti‘ebovaného nebo proexspirovaného vyrobku:
Nespotiebovana ¢inidla a odpad se obecné fadi mezi zvlastni odpad a likviduji se v souladu s celostatnimi a mistnimi
ptedpisy. S kontaminovanymi odpady musi byt zachazeno stejné jako s produktem samotnym.




