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Navod k pouziti

Formalinem fixovana tkan zalita v parafinu

Pomoci sond Kreatech™ FISH

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se pouziva k identifikaci nebo znaceni, cilovych
genomovych sekvenci tak, aby bylo moZné studovat jejich umisténi. DNA sekvence z
vhodnych, chromozomové specifickych sond, jsou nejprve oznaceny reportérovymi
molekulami. OznaCena DNA sonda je pak hybridizovana s cilovou DNA v jadrech tkané. Po
odmyti je vzorek pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem.

Sondy KREATECH REPEAT-FREE FISH neobsahuji Cot-1 DNA. Uéinnost hybridizace je proto
zvysena a nespecificka vazba véetné pozadi je znacné redukovana.

Pro optimalni vysledky na rfezech tkani zalitych v parafinu se doporucuje pouzivat kompletni
sady pro predupravu Kreatech (KBI-60004, KBI-60007), které zahrnuji specialné
optimalizovany protokol ,Navod k pouZiti“.

Pro vice informaci navstivte nase webové stranky: http://www.leicabiosystems.com/ihc-
ish/kreatech-fish-probes/

Alternativné lze také pouzit nasledujici protokoly:
Preduprava sklicka:

1. NareZte a nalovte 4 - 6 um silné fezy tkani, fixované formalinem a zalité do parafinu
(FFPE) na pozitivné nabité sklicka.

2. Suste pripevnéné tkanové fezy FFPE po dobu 2 hodin pfi 80 °C nebo 16 hodin pfi
56°C.

3. Odparafinujte sklicka v xylenu nebo nahrazce xylenu, inkubujte 2 x 10 minut pfi
pokojové teploté (RT).

4. Rehydratujte sklicka ve 100%, 85% a 70% ethanolu, inkubujte kazdy preparat
3 minuty pfi pokojové teploté.

5. Omyjte v destilované H,0 (dH,0), inkubujte 3 minuty pfi pokojové teploté.

Pokracujte protokolem | nebo protokolem Il.
Protokol | (standardni protokol, pokud neni vhodny, pouZijte protokol Il)

1. Predehfejte 0,01 M citrat sodny pH 6,0 na 96 - 98 °C.
2. Predehfejte 0,01 M HCl na 37 °C (pokud nepouzivate Ready-to-Use (RtU) pepsin (LK-
101A)).
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Vlozte skli¢cka do 0,01 M citratu sodného pH 6,0 pti 96 - 98 °C, inkubujte po dobu
15 minut.

Omyjte sklicka v dH,0, inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

Pridejte pepsin do predehraté 0,01 M HC1, abyste dosahli konecné koncentrace
0,025 %. (pokud nepouzivate RtU pepsin (LK-101A)).

Natravujte skli¢ka v 0,025 % pepsinu v 0,01 M HCl pfi 37 °C, nebo pokryjte tkan RtU
pepsinem (LK-101A) pti pokojové teploté, inkubujte 5 - 45 min, (Cas v zavislosti na
fixaci tkané a typu tkané).

Vlozte sklicka do dH-,0, inkubujte po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté.

Vlozte skli¢cka do 1 x PBS, pH 7,4 nebo 2 x SSC, pH 7,0, inkubujte po dobu 5 minut pfi
pokojové teploté.

Vysuste sklicka v 70%, 85% a 100% ethanolu, inkubujte kazdy 1 min pti pokojové
teploté. Suste na vzduchu pti pokojové teploté.

Pokracujte pripravou sondy.

Protokol Il (pro silné zesitované a naroc¢né vzorky)
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Pfedehtejte 8% thiokyanat sodny na 80 °C.

Sklicka predem osetrete v 0,2 M HCI, inkubujte 20 minut pfi pokojové teploté.
Omyjte sklicka v dH,0, inkubujte 3 minuty pfi pokojové teploté.

Pfedehtejte 0,01 M HCl na 37 °C (pokud nepouzivate RtU pepsin (LK-101A)).
Vlozte sklicka do pfedehratého 8% thiokyanatanu sodného v dH,0 pfi 80 °C,
inkubujte 30 min.

VloZzte skli¢cka do 2 x SSC, pH 7,0, inkubujte 3 minuty pfi pokojové teploté.

Pfidejte pepsin do predehraté 0,01 M HC1 na kone¢nou koncentraci

0,025 % (pokud nepouzivate RtU pepsin (LK-101A)).

Natravujte sklicka v 0,025 % pepsinu v 0,01 M HCI pfi 37 °C nebo pokryjte tkan RtU
pepsinem (LK-101A) pti pokojové teploté, inkubujte 5 - 45 min, (€as v zavislosti na
fixaci tkané a typu tkané).

Vlozte sklicka do dH,0, inkubujte po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté.

Vlozte sklicka do 1 x PBS, pH 7,4 nebo 2 x SSC, pH 7,0, inkubujte po dobu 5 minut pfi
pokojové teploté.

Vysuste sklicka v 70%, 85% a 100% ethanolu, inkubujte kazdy 1 min pfi pokojové
teploté. Suste na vzduchu pfi pokojové teploté.

Pokracujte pfipravou sondy.

Pfiprava sondy:

Kratce stocte lahvicku se sondou, odstfedujte zkumavku se sondou a pred pouzitim znovu

kratce stoCte. Pfed pouzitim nechte sondu dosahnout pokojové teploty.
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Sondy Kreatech FISH jsou doddvany RtU, pokud neni uvedeno jinak v dokumentaci k
produktu. Prectéte si Stitek na zkumavce sondy a pribalovy letdk pro konkrétni redéni.

Ko-denaturace:

1. Naneste 10 pl sondy nebo smési sond na pole o velikosti 22 x 22 mm.
Zakryjte krycim sklem a utésnéte Fixogumem (LK-071A), poptipadé gumovym

cementem.
3. Denaturujte vzorek se sondou v Thermobritu (TS-01/02) po dobu 5 min
pfi 80 °C.
Hybridizace:

Inkubujte pfes noc pfi 37 °C v Thermobritu (TS-01/02) nebo ve vihké komore.
Post-hybridiza¢ni omyti:

1. Predehrejte promyvaci pufr | (0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal) (LK-102A) na 72 °C.
Odstrante gumovy cement.
Vlozte aZ 14 sklicek do 200 ml promyvaciho pufru Il (2 x SSC/ 0,1 % Igepal) (LK-103A),
inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté. Odstrante kryci sklicka.
Opétovné poufZijte pouze jednou, celkem 28 sklicek.

4. Vlozte aZ 14 sklicek do 200 ml predehratého promyvaciho pufru 1 (0,4 x SSC/ 0,3 %
Igepal) (LK-102A), inkubujte 2 minuty pfi 72 °C (+1 °C) bez tfepdni. Opétovné pouzijte
pouze jednou, celkem 28 sklicek.

5. VlozZte az 14 sklicek do 200 ml cerstvého promyvaciho pufru Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal)
(LK-103A), inkubujte po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté bez tfepdni. Opétovné
pouzijte pouze jednou, celkem 28 skli¢ek.

6. Vysuste v Cerstvém 70%, 85% a 100% ethanolu, inkubujte kazdy 1 minutu pfi
pokojové teploté. Vysuste na vzduchu pfi pokojové teploté a pokracujte v
kontrastnim podbarveni.

Podbarveni:

Naneste 15 pl DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) nebo LK-096A (1 pg/ml)) a ptilozte kryci sklicko.
DAPI Ize naredit v fedidle kontrastnich barviv (LK-097A), pro dosaZeni poZzadované
koncentrace. Umistéte sklicka do tmy na 10 - 15 minut, aby se vyvinula kontrastni barva.
Pozorujte pod mikroskopem.

Doporuceni pro fluorescenc¢ni mikroskop:

Pro optimalni vizualizaci pouzivejte dobfe udrzovany a pravidelné kalibrovany mikroskop
vybaveny 100W rtutovou vybojkou nebo jinym vhodnym svételnym zdrojem a 63x nebo
100x fluorescencnim objektivem. K vizualizaci vice barev se pouZivaji trojpasmové filtry
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(DAPI/FITC/Cy3 nebo DAPI/FITC/TRITC). K vizualizaci jedné barvy se pouZivaji jednopasmové
filtry.

Vhodny rozsah excitace a emise pro fluorochromy Kreatech:

Fluorochrom Excitace Emise
PlatinumBright™ 415 429+ 20 nm 470 £ 30 nm
PlatinumBright™ 495 495+ 20 nm 525+ 30 nm
PlatinumBright™ 550 546 £ 20 nm 580 £ 30 nm

Reseni probléma

Zkontrolujte traveni a pfedupravu vzorku nanesenim 15 pl DAPI. Poté pozorujte sklicka pod
fluorescenénim mikroskopem, vybavenym filtrem pro DAPI. Traveni po dobu 15 minut je
béZzné dostatecné pro Sirokou Skalu nador( prsu. Odstrarite kryci sklicko a omyjte tkan ve 2 x
SSC, pH 7,4 po dobu 2 minut pfi pokojové teploté. Pokud neni vzorek dostatecné natraven,
prodluzZte traveni o 2 - 20 minut. Pokud je tkan pretravena, pouZijte Cerstvy vzorek a zkratte

dobu traveni.
Alternativni protokol pro denaturaci sondy (oddélena denaturace sondy a vzorku):

1. Denaturujte sklicko v 70% formamidu / 2 x SSC, pH 7,0 pfi 72 °C (+1 °C)
po dobu 2 minut.

2. Vysuste v ledoveé studeném (-20 °C) 70%, 85% a 100% ethanolu, kazdy 2 minuty.
Suste na vzduchu.

3. Denaturujte sondu pfi 90 °C po dobu 10 minut a poté ji umistéte na led.
Kratce stocte lahvicku se sondou, odstredujte zkumavku se sondou a poté ji znovu
stocte.

5. Naneste sondu na denaturované skli¢ko, prikryjte krycim sklickem, zalepte gumovym
cementem a pokracujte v hybridizaci.

Casto kladené otazky
Mam slabé nebo Zadné signaly

e Znovu hybridizujte a ujistéte se, Ze byla sonda spravné promichana a ze ma pred
pouzitim pokojovou teplotu.

e Znovu hybridizujte a ujistéte se, Ze stringence promyvani (Promyvaci pufr I)
Je spravna - teplota (72 °C (¢1 °C)).

e Zohlednéte pokles teploty pfi pridavani sklicek do predehtatych
¢inidel.

e Traveni tkani neni optimalni (nedostatecné natravené) — omyijte kryci sklicko




5 Kreatech FISH sondy

v 2 x SSC, pH 7,0 po dobu 2 minut pfi pokojové teploté. Prodluzte traveni o
2 - 20 min.

e Traveni tkani neni optimalni (pretrdvené) — vyhodte sklicko a zaénéte s novym
vzorkem. Snizte dobu traveni alespori o 10 min.

e PoutZijte minimalné 10 ul sondy na kryci sklicko 22 x 22 mm.

e Zkontrolujte, zda jsou filtry mikroskopu a svételny zdroj spravné a v poradku.

Mam vysoké pozadi

e Trdveni tkani neni optimalni. Nedotravena tkan zvysuje pozadi.
Ponofte sklicko do 2 x SSC, pH 7,0 na 2 minuty pfi pokojové teploté.
Prodluzte dobu traveni o 2 - 20 min.

e Zvyste teplotu stringence omyvani (Wash Buffer 1)

PFi pouziti centrmérovych sond mam kfiZzovou hybridizaci

e Zvyste teplotu stringence omyvani (Wash Buffer 1)

Minimalni mnozZstvi pouZzité sondy:

Velikost sklenéného kryciho sklicka Minimalni pouziti sondy
22x22 mm 10 ul
22x32 mm 15 ul
22x 50 mm 23 ul

Doporuceni pfi postupu:

Teplota a koncentrace pufru (stringence) pti hybridizaci a promyvani jsou dualezité, protoze
nizka stringence mlzZe mit za nasledek nespecifické navazani sondy na jiné sekvence a vyssi
stringence mlzZe mit za nasledek nedostatek signalu. Rovnéz neuplna denaturace cilové DNA
a/nebo DNA sondy muzZe vést k chybéni signalu.

Pozadovany material, ktery neni soucasti dodavky, reagencie:

Xylen

Formamid

Ethanol 100%, 85% a 70%

0,01 M citrat sodny pH 6,0 nebo 8% thiokyanat sodny
0,01 MHC1a 0,2 MHC1

Roztok pepsinu, RtU (LK-101A)

1xPBS,pH7,4

2xSSC,pH 7,0

© Nk wDN R
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Promyvaci pufr1 (0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal) (LK-102A)

10. Promyvaci pufr Il (2 x SSC/ 0,1 % Igepal) (LK-103A)

11. DAPI podbarveni (LK-095A (0,1 pg/ml) nebo LK-096A (1 pug/ml))
12. Redidlo podbarveni (LK-097A)

13. Fixogum (LK-071A) nebo gumovy cement

Pozadovany, ale nedodavany material, vybaveni:

1.

o vk wnN

Thermobrite (TS-01/02) nebo Thermobrite Elite (dalsi informace najdete na
www.Leicabiosystems.com)

Inkubator pfi 37 °C

Vodni lazen s presnou teplotou od 37 °C do 90 °C

Plastova nebo sklenénd nadoba typu Coplin

Variabilni mikropipety (1 pl - 200 pl)

Fluorescenéni mikroskop vybaveny vhodnymi filtry (viz doporuceni pro fluorescencni
mikroskop)

Upozornéni a opatreni:

1. Pouze pro poutiti in vitro. Pouze pro profesionalni pouziti. V pfipadé nouze
zkontrolujte bezpecnostni informace na listech SDS.

2. DNA sondy a hybridizacni pufry obsahuji formamid, ktery je teratogen; nevdechujte a
zabrarite kontaktu s pokozkou. PouZivejte rukavice a laboratorni plast pfi manipulaci
se sondami DNA a podbarvenim DAPI.

3. Vsechny materialy by mély byt zlikvidovany podle pokynt vasi instituce a pokynt pro
likvidaci nemocnicniho odpadu.

4. Oznacovani podle nafizeni (ES) ¢. 1272/2008

Piktogram

Signalni slovo: Nebezpeci

Standardni véty o nebezpecnosti

H351 Podezreni na vyvolani rakoviny.

H360D Mlze poskodit plod v téle matky.

H373 Mze zpUsobit poskozeni organ( pri prodlouzené nebo opakované expozici.


http://www.leicabiosystems.com/
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Pokyny pro bezpecné zachazeni
P201 Pred poutZitim si obstarejte specialni instrukce.
P281 Pouzivejte poZzadované osobni ochranné prostredky.

P308 + P313 Pfi expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte Iékarskou pomoc/osetreni.

Doplrikové udaje o nebezpecénosti: zddné

Omezeno na profesionalni uzivatele

Patenty: Tyto produkty nebo pouZiti téchto produkti podléhd majetkovému prdvu. Sondy
jsou vyrabény pomoci Technologie Janssen Diagnostics, LLC REPEAT- FREE™ a znacené
pomoci Universal Linkage System (ULS™).

Fluorochrom pouZzity v PlatinumBright - 415 podléhd patentim vlastnénym nebo
kontrolovanym a vyrabénym spolecnosti DYOMICS GmbH. USA a mezindrodnim patentim
Janssen Diagnostics, Technologie LLC REPEAT-FREE™.

Technologie a produkty ULS™ jsou pokryty jednim nebo vice z ndsledujicich US patentu
5,580,990, 5,714,327, 5,985,566, 6,133,038, US RE40,557E, 6,797,818, 7,217,813. KREATECH
je obchodni ndzev spole¢nosti KREATECH Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™, jsou
ochranné znamky spolecnosti KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ je ochrannd
zndmka spolecnosti Janssen Diagnostics,LLC.

Thermobrite™ je registrovand ochrannd zndmka spolecnosti Leica Biosystems.
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Pfiprava bunék
Pomoci Kreatech™ FISH sond

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se pouziva k identifikaci nebo znaceni, cilovych
genomovych sekvenci, aby bylo mozZné studovat jejich umisténi. DNA sekvence z vhodnych,
chromozomové specifickych sond, jsou nejprve oznaceny reportérovymi molekulami.
Naznacend DNA sonda je pak hybridizovana na sklicku s metafazovymi chromozomy nebo
interfazovymi jadry. Po odmyti je vzorek pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem.

Sondy KREATECH REPEAT-FREE FISH neobsahuji Cot-1 DNA. Uéinnost hybridizace je proto
zvysena a nespecificka vazba véetné pozadi je zna¢né redukovana.

Pro pouziti na metafaznich a interfaznich burnkach z periferni krve a kulturach kostni dfené
nebo na pfimych prepardtech, pfipravenych podle standardnich cytogenetickych metod, viz:
The AGT genetics laboratory manual, 3 vyd. New York: Raven Press; 1996.

Pro optimalni vysledky se doporucuje pouZivat kompletni sady Kreatech pro predupravu
(KBI-60005, KBI-60006), které obsahuji specialni optimalizovany protokol ,,Navod k pouziti“.

Pro vice informaci navstivte nase webové stranky: http://www.leicabiosystems.com/ihc-
ish/kreatech-fish-probes/

Preduprava:
Protokol | (standardni protokol, pokud neni vhodny, pouZijte protokol II)

1. Pro zestarseni sklicek, pecte 10 minut pfi 80 °C, poté nechte sklicka
vychladnout na pokojovou teplotu.

2. VloZte sklicka do Cerstvé pripravené 70% kyseliny octové (v destilované H,0 (dH,0)),
inkubujte po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté.

3. Vlozte sklicka do 1 x PBS, pH 7,4, inkubujte po dobu 30 sekund pfi pokojové teploté.
Vlozte sklicka do 1 x PBS, pH 7,4, inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.

5. Vysuste sklicko v 70%, 85% a 100% ethanolu, inkubujte kazdy 1 minutu pfi pokojové
teploté. Suste na vzduchu pfi pokojové teploté.

Pokracujte pfipravou sondy.

Protokol Il (pro preparaty s vysokym cytoplazmatickym pozadim nebo pfimé preparaty
(plodova voda nebo choriové klky)

Predehrejte 2 x SSC, pH 7,0 a 0,01 M HCl na 37 °C
Sucha skli¢ka se vzorky vioZte do predehratého 2 x SSC, pH 7,0, inkubujte pfi
37 °C po dobu 2 minut.

3. Pridejte pepsin do predehraté 0,01 M HCl na kone¢nou koncentraci 0,005 %.
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4. Vlozte sklicka do 0,005% roztoku pepsinu v 0,01 M HCl a inkubujte pfi 37 °C po dobu
5-15 minut (v zavislosti na mnozstvi cytoplazmy v pozadi).

5. Vlozte sklicka do 1 x PBS, pH 7,4, inkubujte po dobu 3 minut pfi pokojové teploté.
Post-fixujte sklicka inkubovanim v 1% pufrovaném formaldehydu v 1x PBS / 20 mM
MgClI2 po dobu 10 minut pti pokojové teploté.

7. Vloite sklicka do 1 x PBS, pH 7,4, inkubujte 3 minuty pfi pokojové teploté.

8. Vysuste sklicka v 70%, 85% a 100% ethanolu, inkubujte kazdy 1 minutu pfi pokojové
teploté. Suste na vzduchu pti pokojové teploté.

Pokracujte pfipravou sondy.
Priprava sondy:

Kratce stocte lahvicku se sondou, odstfedujte zkumavku se sondou a pred pouZzitim znovu
kratce stocte. Pfed pouzitim nechte sondu dosdahnout pokojové teploty. Vétsina FISH sond
Kreatech se dodava Ready-to-Use (RtU). Centromérové, subtelomérové a malovaci FISH
sondy jsou dodavany 5x koncentrované a musi byt nafedény dodanym hybridiza¢nim pufrem
a/nebo jinymi koncentrovanymi sondami. Prectéte si Stitek na zkumavce sondy a pfibalovy
letak pro konkrétni fedéni.

Ko-denaturace:

Naneste 10 pl sondy nebo smési sond na pole 22 x 22 mm.
Zakryjte krycim sklickem a utésnéte Fixogumem (LK-071A), poptipadé gumovym
cementem.

3. Denaturujte vzorek a sondu v Thermobritu (TS-01/02) po dobu 5 min pfi 75 °C.

Hybridizace:
Inkubujte pres noc pfi 37 °C v Thermobritu (TS-01/02) nebo ve vihké komore.
Post-hybridiza¢ni omyti:

1. Predehrejte promyvaci pufr | (0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal) (LK-102A) na 72 °C.
Odstrante gumovy cement.
Vlozte az 14 sklicek do 200 ml promyvaciho pufru Il (2 x SSC/ 0,1 % Igepal) (LK-103A),
inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté. Sundejte kryci sklicka. Opétovné pouzijte
pouze jednou, celkem 28 sklicek.

4. Vlozte az 14 sklicek do 200 ml predehratého promyvaciho pufru 1 (0,4 x SSC/ 0,3 %
Igepal) (LK-102A), inkubujte 2 minuty pti 72 °C (£1 °C) bez tfepdni. Opétovné poutzijte
pouze jednou, celkem 28 sklicek.

5. VloZte az 14 sklicek do 200 ml ¢erstvého promyvaciho pufru Il (2 x SSC/ 0,1 % Igepal)
(LK-103A), inkubujte po dobu 1 minuty pti pokojové teploté bez tfepani. Opétovné
pouZijte pouze jednou, celkem 28 sklicek.
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6. Vysuste sklicka v 70%, 85% a 100% ethanolu, inkubujte kazdé 1 minutu pfi pokojové
teploté. Suste na vzduchu pfi pokojové teploté.

Podbarveni:

Naneste 15 ul DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) nebo LK-096A (1 pug/ml)) a prilozte kryci sklicko.
DAPI Ize naredit v fedidle kontrastnich barviv (LK-097A), pro dosazZeni pozadované
koncentrace. Umistéte sklicka do tmy na 10 - 15 minut, aby se vyvinula kontrastni barva.
Pozorujte pod mikroskopem.

Doporuceni pro fluorescenéni mikroskop:

Pro optimalni vizualizaci pouZivejte dobfe udrZovany a pravidelné kalibrovany mikroskop
vybaveny 100W rtutovou vybojkou nebo jinym vhodnym svételnym zdrojem a 63x nebo
100x fluorescen¢nim objektivem. K vizualizaci vice barev se pouZivaji trojpasmové filtry
(DAPI/FITC/Cy3 nebo DAPI/FITC/TRITC). K vizualizaci jedné barvy se pouZivaji jednopasmové
filtry.

Vhodny rozsah excitace a emise pro fluorochromy Kreatech:

Fluorochrom Excitace Emise
PlatinumBright™ 415 429 £ 20 nm 470£30 nm
PlatinumBright™ 495 495+ 20 nm 525+ 30 nm
PlatinumBright™ 550 546 £ 20 nm 580 £ 30 nm

Reseni probléma
Alternativni protokol pro cytologické vzorky:

1. Predehrejte 50 ml 2 x SSC /0,5 % Igepal (LK-105B) v nddobé typu Coplin na 37 °C ve
vodni [azni. VloZte pfipravena sklicka do nadoby typu Coplin a inkubujte 15 minut.

2. Vysuste sklicka v 70%, 85% a 100% etanolu, inkubujte kazdy 1 minutu pfi pokojové
teploté. Suste na vzduchu pti pokojové teploté.

Pokracujte pripravou sondy.
Alternativni protokol pro denaturaci sondy (oddélena denaturace sondy a vzorku)

1. Predehrejte 70% formamid / 2 x SSC, pH 7,0 az 72 °C.
Denaturujte sklicka v 70% formamidu / 2 x SSC, pH 7,0, inkubujte pfi 72 °C (x1 °C) po
dobu 2 minut.

3. Vysuste sklicka v ledové chladném (-20 °C) 70%, 85% a 100% etanolu, inkubujte kazdy
2 minuty. Suste na vzduchu pfi pokojové teploté.

4. Denaturujte sondu pfi 90 °C po dobu 10 minut a obratem umistéte na led.
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5. Kratce stocte lahvi¢ku se sondou, odstfedujte zkumavku se sondou a poté ji znovu
stocCte.

6. Naneste sondu na denaturované sklicko, prikryjte krycim sklickem, zalepte gumovym
cementem a pokracujte v hybridizaci.

Casto kladené otazky
Mam slabé nebo zadné signaly

e Znovu hybridizujte a ujistéte se, Ze byla sonda spravné promichana a méla pokojovou
teplotu pred pouzitim.

e Znovu hybridizujte a ujistéte se, Ze stringence promyvani (Promyvaci pufr 1) je
spravna - teplota (72 °C (1 °C)).

e Zohlednéte pokles teploty pfi vkladani sklicek do predehratych Cinidel.

e PoutZijte minimalné 10 ul sondy na kryci sklicko 22 x 22 mm.

e Zkontrolujte, zda jsou filtry mikroskopu a svételny zdroj spravné a v poradku.

Mam vysoké pozadi nebo specifickou kfizovou hybridizaci pfi pouZiti centromérovych a
subtelomérovych sond

e Zvyste teplotu stringence omyvani (Wash Buffer [)

Minimalni aplikace sondy:

Velikost sklenéného kryciho sklicka Minimalni pouziti sondy
22x22 mm 10 ul
22x32 mm 15 ul
22x 50 mm 23 ul

Doporuceni pfi postupu:

Teplota a koncentrace pufru (stringence) pti hybridizaci a promyvani jsou dualezité, protoze
nizka stringence mlzZe mit za nasledek nespecifické navdzani sondy na jiné sekvence a vyssi
stringence mlzZe mit za nasledek nedostatek signalu. Rovnéz neuplna denaturace cilové DNA
a/nebo DNA sondy muZe vést k nedostatku signalu.

Pozadovany material, ktery neni soucasti dodavky: Cinidla:

Souprava Cinidel FISH (KBI-60005)

Sada pro traveni FISH (KBI-60006)

1% pufrovany formaldehyd / 1 x PBS / 20 mM MgCI2
1xPBS,pH7,4

2xSSC,pH7,0

Roztok pepsinu (LK-101A)

Promyvaci pufr1 (0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal) (LK-102A)

No vk~ wNRE
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8. Promyvaci pufr Il (2 xSSC/ 0,1 % Igepal) (LK-103A)

9. lIgepal

10. 0,01 M HC1

11. Carnoyuv fixa¢ni roztok (methanol : kyselina octovd = 3 : 1)

12. 70% kyselina octova (v destilované H,0)

13. Podbarveni DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) nebo LK-096A (1 pg/ml))
14. Redidlo podbarveni (LK-097A)

15. Formamid

16. Ethanol 100%, 85% a 70%

17. Fixogum (LK-071A) nebo gumovy cement

PoZzadovany, ale nedodavany material: vybaveni:

Thermobrite (TS-01/02).

Inkubator pfi 37 °C

Vodni lazen s presnou teplotou od 37 °C do 90 °C
Plastova nebo sklenéna nadoba typu Coplin
Variabilni mikropipety (1 pl - 200 pl)

o vk wnNRE

Fluorescencni mikroskop vybaveny vhodnymi filtry (viz Doporuceni pro fluorescencni
mikroskop)

Upozornéni a opatieni:

1. Pouze pro poutZiti in vitro. Pouze pro profesionalni pouziti. V pripadé nouze
zkontrolujte bezpecnostni informace na listech SDS.

2. DNA sondy a hybridiza¢ni pufry obsahuji formamid, ktery je teratogen; nevdechujte a
zabrarite kontaktu s pokozkou. PouZivejte rukavice a laboratorni plast pfi manipulaci
se sondami DNA a podbarvenim DAPI.

3. Vsechny materialy by mély byt zlikvidovany podle pokynu vasi instituce a pokynt pro
likvidaci nemocni¢niho odpadu.

4. Oznacovani podle nafizeni (ES) ¢. 1272/2008

Piktogram

Signalni slovo: Nebezpeci
Standardni véty o nebezpecnosti
H351 Podezfeni na vyvolani rakoviny.

H360D Mze poskodit plod v téle matky.
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H373 Mze zpUsobit poskozeni orgdnl pfi prodlouzené nebo opakované expozici.
Pokyny pro bezpecné zachazeni

P201 Pred poutZitim si obstarejte specialni instrukce.

P281 Pouzivejte poZzadované osobni ochranné prostredky.

P308 + P313 Pfi expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte lIékafskou pomoc/osetreni.

Doplrikové Udaje o nebezpecénosti: zddné

Omezeno na profesionalni uzivatele

Patenty: Tyto produkty nebo pouZiti téchto produkti podléhd majetkovému prdvu. Sondy
jsou vyrabény pomoci Technologie Janssen Diagnostics, LLC REPEAT- FREE™ a znacené
pomoci Universal Linkage System (ULS™).

Fluorochrom pouZzity v PlatinumBright - 415 podléhd patentim vlastnénym nebo
kontrolovanym a vyrédbénym spolecnosti DYOMICS GmbH. USA a mezindrodnim patentiim
Janssen Diagnostics, Technologie LLC REPEAT-FREE™.

Technologie a produkty ULS™ jsou pokryty jednim nebo vice z ndsledujicich US patentu
5,580,990, 5,714,327, 5,985,566, 6,133,038; US RE40,557E, 6,797,818, 7,217,813. KREATECH
je obchodni ndzev spole¢nosti KREATECH Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™, jsou
ochranné znamky spolecnosti KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ je ochrannd
zndmka spolecnosti Janssen Diagnostics,LLC.

Thermobrite™ je registrovand ochrannd zndmka spolecnosti Leica Biosystems.



