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Fluorescencinés in situ hibridizacijos zymenys Vysis LS| IGH/MYC/CEP SpectrumOrange
8 Tri-color Dual Fusion yra skirti t(8;14)(q24;932) abipusei translokacijai,

susijusiai su IGH ir MYC geny regionais, aptikti.

Tyrimo esmé Reagentai

1(8;14)(q24;q932) translokacija yra Berkito (Burkitt) limfomos (BL)
pozymis ir pasireiskia mazdaug 80% BL atvejy.! t(8;14)(q24;q32)
translokacijos ar jos varianty tyrimas yra laikomas pagrindiniu BL
tyrimu.2 Zymuo Vysis LSI IGH/MYC/CEP 8 Tri-color Dual Fusion Probe
yra naudojamas siekiant identifikuoti t(8;14)(q24;932) translokacija
paskelbtuose straipsniuose.3# Zalsvai mélynos spalvos CEP 8 zymuo
yra naudojamas kaip 8-osios chromosomos kopijy skaic¢iaus kontroliné
priemoné.

Zymens aprasymas

SpectrumOrange zymuo apima apytikriai 821 kb sritj (chr8:128432540-
129253747; 2006 m. kovo mén. rinkinys)® ir apima MYC geno regiona.
SpectrumAqua zymenj sudaro D8Z2 alfa satelitinés sekos ir jis yra
specifinis chromosomai 8p11.1-q11.1.

Apytikriai 1.6 Mb (chr14:104736507-106339460; 2006 m. kovo mén.
rinkinys)® SpectrumGreen zymuo aprépia IGH regiona.

1. Vysis LSI IGH/MYC/CEP 8 Tri-Color Dual Fusion Probes
(katalogo Nr. 30-191020)

(1 buteliukas, 20 pL). 1025 ng/uL fluoroforu Zzyméti DNR Zymenys ir
blokuojamoji DNR Tris buferyje su EDTA.

2. Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer (katalogo Nr. 30-804826)

(1 buteliukas, 150 pL). Dekstrano sulfatas, formamidas, SSC (pH 7.0).

Laikymo instrukcijos
-15°c Zymeny rinkinys Vysis IGH/MYC/CEP 8 Tri-Color
Jf DF FISH Probe Kit turi bati laikomas —20°C (+5°C)
-25°C temperatiroje ir saugomas nuo $viesos.

Gabenimo sglygos

Zymeny rinkinys Vysis IGH/MYC/CEP 8 Tri-Color DF FISH Probe Kit yra
gabenamas su sausuoju ledu.

Gave etiketéje pateikty rekomendacijy neatitinkan¢iy arba pazeisty
reagenty, kreipkités j ,Abbott Molecular® techninés pagalbos skyriy.



spéjimai ir atsargumo priemonés

In vitro diagnostikos medicinos priemoné

In vitro diagnostikai

Vysis LSI IGH/MYC/CEP 8 Tri-Color Dual Fusion Probes

DEMESIO. Siame preparate yra zmogaus kilmés ir (arba) galimai
infekciniy komponenty. Jokiu Zinomu tyrimo metodu negalima visiSkai
uztikrinti, kad per Zmogaus kilmés produktus arba inaktyvintuosius
mikroorganizmus nebus perduota infekcija. Siuos reagentus ir
Zmogaus méginius reikia laikyti infekciniais ir batina naudoti saugias
laboratorines procediras, kurios yra aprasytos tokiuose leidiniuose
kaip ,Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”
(Biologiné sauga mikrobiologijos ir biomedicinos laboratorijose),” OSHA
(angl. Occupational Safety and Health Administration, Darbo saugos
ir sveikatos tarnyba) standartuose dél krauju plintanéiy sukéléjy,®
CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards Institute, Klinikiniy ir
laboratoriniy standarty institutas) dokumente M29-A3,° bei kitas
atitinkamas biologinés saugos priemones.'® Todél visas zmogaus kilmés
medziagas reikia laikyti infekcinémis.

Batinai laikykités $iy atsargumo priemoniy (sarasas néra baigtinis):

e Naudodami méginius arba reagentus mavekite pirstines.

¢ Nelasinkite méginiy burna.

e Nevalgykite, negerkite, nerakykite, nenaudokite kosmetikos ir
nekeiskite kontaktiniy lesiy vietose, kuriose yra naudojamos Sios
medziagos.

e Vietas, kuriose buvo i$lieti méginiai, valykite ir dezinfekuokite
naudodami tuberkulocidinj dezinfekanta, pvz., 1.0% natrio
hipochloritg arba kitg tinkama dezinfekanta.”

e Visas galimai infekcines medziagas valykite ir Salinkite
vadovaudamiesi vietos, valstybés ir regioniniais reglamentais.’

Buferis Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer

Pavojinga
@ Etiketéje nurodomos pavojingos medziagos: formamidas

H360 Gali pakenkti vaisingumui arba negimusiam
kadikiui.

P201 Prie§ naudojima gauti specialias instrukcijas.

P202 Nenaudoti, jeigu neperskaityti ar nesuprasti visi
saugos jspéjimai.

P281 Naudoti reikalaujamas asmenines apsaugos
priemones.

P308+P313 Esant saly€iui arba jeigu numanomas salytis:
kreiptis j gydytoja.

P405 Laikyti uzrakinta.
P501 Si medziaga ir jos pakuoté turi bati saugiai
pasalintos.

Informacija apie saugos duomeny lapa. Saugos duomeny lape yra
pateikta svarbios informacijos, kaip saugiai §j produkta naudoti, gabenti
ir Salinti.

PASTABA. Visy rinkiniuose esanéiy reagenty medziagos saugos
duomeny lapus (angl. Material Safety Data Sheets — MSDS)
galima gauti susisiekus su ,,Abbott Molecular® techninés
pagalbos skyriumi.

Reagenty ruosimas

PASTABA. Kai yra nurodyta, Siy tirpaly pH matuokite aplinkos
temperatiroje. Jeigu nenurodyta kitaip, naudokite pH matuoklj
su stikliniu elektrodu.

20X SSC tirpalas

Kruops$¢iai sumaiSykite 132 g 20X SSC ir 400 mL grynintojo vandens.
ISmatuokite pH ir naudodami HCI koreguokite pH verte, kad ji baty 5.3.
Ipilkite grynintojo vandens, kad galutinis taris baty 500 mL. ISmaiSykite
ir filtruokite naudodami 0.45 pm filtravimo jrenginj. Laikykite aplinkos
temperatiroje. Pradinj tirpala paSalinkite po 6 ménesiy arba anksc€iau,
jeigu jis yra drumstas arba uZzterstas.

2X SSC [ 0.1% NP-40 plovimo tirpalas

Kruop$¢iai sumaisykite 100 mL 20X SSC tirpalo (pH 5.3) ir 850 mL
grynintojo vandens. Jpilkite 1 mL NP-40. Kruop$¢iai maisykite, kol NP-40
visiSkai iStirps. ISmatuokite pH ir naudodami NaOH koreguokite pH verte,
kad ji baty 7.0+0.2. Jpilkite grynintojo vandens, kad galutinis taris baty

1 litras. ISmai8ykite ir filtruokite naudodami 0.45 pm filtravimo jrenginj.
Laikykite aplinkos temperataroje. Pradinj tirpalg paSalinkite po 6 ménesiy
arba anksgiau, jeigu jis yra drumstas arba uZzterstas.

Denataravimo tirpalas (70% formamidas / 2X SSC)

Stikliniame ,,Coplin“ inde kruop$¢iai sumaiSykite 49 mL formamido, 7 mL
20X SSC tirpalo (pH 5.3) ir 14 mL grynintojo vandens. Naudodami pH
matavimo juosteles patikrinkite, ar pH yra nuo 7.0 iki 8.0. Nenaudojama
tirpala laikykite uzdengta nuo 2 iki 8 °C temperattroje. Po 7 dieny
pasalinkite.

Etanolio tirpalai (70%, 85%, 100%)

Ruosdami skirtingos tdrio koncentracijos tirpalus, 100% etanolj skieskite

grynintuoju vandeniu. Nenaudojamus tirpalus laikykite uzdengtus
aplinkos temperataroje. Pradinius tirpalus pasalinkite po 6 ménesiy.

2X SSC |/ 0.3% NP-40 plovimo tirpalas

Kruop$¢iai sumaiSykite 100 mL 20X SSC tirpalo (pH 5.3) ir 850 mL
grynintojo vandens. Jpilkite 3 mL NP-40. Kruop$¢iai maiSykite, kol NP-40
visiSkai iStirps. ISmatuokite pH ir naudodami NaOH koreguokite pH verte,
kad ji baty nuo 7.0 iki 7.5. |pilkite grynintojo vandens, kad galutinis tirpalo
taris baty 1 litras. ISmaiSykite ir filtruokite naudodami 0.45 pm filtravimo
irenginj. Laikykite aplinkos temperataroje. Pradinj tirpala pasalinkite po 6
meénesiy arba anksciau, jeigu jis yra drumstas arba uzterstas.

LSI DNR zymens laikymas. LSI DNR Zymenj reikia laikyti -20 °C ( 5 °C)
temperataroje ir saugoti nuo Sviesos.

Irimas. Sviesoje fluoroforai lengvai suyra ir nebedviecia. Kad to
iSvengtumeéte, visus tirpalus ir stiklelius su fluoroforais naudokite menkai
apSviestoje vietoje. Visus veiksmus, kuriems atlikti nereikia Sviesos,
pavyzdziui, inkubavima ir plovima, atlikite tamsoje.

Su procedaromis susijusios pastabos. PrieS naudodami reagentus
atitirpinkite aplinkos temperataroje, o tada kiekvieng mégintuvelj nuo 2
iki 3 sekundziy centrifuguokite standartinéje stalinéje mikrocentrifugoje.
Méginiy émimas ir ruoSimas tirti

Stiklelius reikia padengti formalinu fiksuotais j parafing jlietais audiniy
meéginiais naudojant standartines procedaras. Ruosiant j parafing

ilietus méginius FISH tyrimui, méginys turi bati paruostas ir i$ jo turi

bati paSalintas parafinas naudojant standartines procedaras, kad baty
uztikrintas geresnis audinio pralaidumas ir hibridizacija.

Proceddra
Reikalingos medziagos

e Vysis LSI IGH/MYC/CEP 8 Tri-Color Dual Fusion Probe
e Buferis Vysis LSI/WCP Hybridization Buffer

Reikalingos, bet neteikiamos medziagos

e 12N HCI (plovimo tirpaly pH koreguoti)

e 1N NaOH (plovimo tirpaly pH koreguoti)

e Stikliniai ,,Coplin® indai

e Sukalibruotas termometras

o Znyplés

e Graduotas cilindras (1000 mL)

e Magnetiné maisyklé

e Etanolis

e Mikrocentrifuga

e Nuo 1 iki 10 pL tario mikrolitriniy pipeciy antgaliai

e Nuo 1 iki 10 pL tdrio mikrolitrinis pipetorius

e pH matuoklis

e Nuvalyti mikroskopiniai stikleliai

e Grynintasis vanduo

e Laikmatis

e Sikurinis maiSytuvas

e Vandens vonelé (37 °C ir 72 "C temperatiros)

e Fluorescencinis mikroskopas

e 37 °C temperataros inkubatorius

e 20X SSC

e NP-40

e Formamidas, ypa¢ grynas

e DAPI Il kontrastiniai dazai

e Stikleliy Sildytuvas

3 ,,Coplin“ indy ruosimas. ] 1 inda jpilkite 70 mL 100% etanolio,  kita
inda jpilkite 70 mL 85% etanolio, o j paskutinj — 70 mL 70% etanolio.
Naudokite aplinkos temperataroje. Po 7 dieny arba per daug praskiesta
ar iSgaravusj tirpala pasalinkite.

Optimaliems rezultatams pasiekti reagentai turi bati ruoSiami ir
naudojami Siame pakuotés lapelyje nurodytoje temperataroje.
ISmatuokite ,,Coplin“ induose esanciy tirpaly temperatira; reikia naudoti
sukalibruota termometra.



Meéginio taikinio ruosSimas
PASTABA. ,,Coplin“ indams su denataravimo tirpalu leiskite susilti

iki aplinkos temperataros. Kad tirpalas susilty iki reikiamos
temperatdros, indus apytikriai 30 minuciy palaikykite 73+1 °C
temperatiros vandens voneléje.
Isitikinkite, kad denatdravimo tirpalo temperatira yra 73+1 °C. Kad
bty palaikoma tinkama denataravimo tirpalo temperatira, vienu
metu pamerkite 4 stiklelius. Jeigu turite maziau nei 4 stiklelius,
naudokite tuscius aplinkos temperataros stiklelius, kad jy i$ viso bty
4.

Stiklelius 5 minutéms pamerkite j denatdravimo tirpala.

PASTABA. Vienu metu j ,,Coplin“ inda merkite ne daugiau kaip 4
stiklelius.

Stiklelius dehidratuokite 1 minutei pamerkdami juos j 70% etanolj,

paskui 1 minutei pamerkdami j 85% etanolj, ir 1 minutei — j 100%

etanolj.

PASTABA. Stiklelius 100% etanolyje laikykite tol, kol basite
pasirenge visus stiklelius nusausinti ir uzlasinti Zymeny
misinio.

Zymeny misinio ruosimas

1

Kiekvienai taikinio sri¢iai aplinkos temperataroje j mikrocentrifuginj
meégintuvélj jpilkite:
7 pL LSI/WCP hibridizacijos buferio
1 pL zymens
2 L grynintojo vandens
PASTABA. Kad vienu metu galétuméte hibridizuoti iki 3 Zymeny,
kiekvieng pazymeéta skirtingu fluoroforu, jpilkite po 1 pL
kiekvieno Zzymens. ]pilkite grynintojo vandens, kad bendras
zymeny ir vandens taris baty 3 pL.
Mégintuvelius centrifuguokite nuo 1 ik 3 sekundziy.
I8maiSykite stkuriniu maiSytuvu ir dar karta centrifuguokite.

Mégintuvélius 5 minutéms jdékite | 73+1 °C temperataros vandens
vonele.

ISimkite mégintuvélius i§ vandens vonelés.

Padékite mégintuvélius ant nuo 45 iki 50 °C temperataros stikleliy

Sildytuvo, kol basite pasirenge sumaisyti zymenj su taikinio DNR.

PASTABA. Jeigu stikleliai yra paruosti, o Zymuo yra denataruotas,
zymenj galite i$ karto sumaisyti su taikinio DNR.

2ymens ir méginio taikinio hibridizacija
PASTABA. Paruoskite sudrékinta kamera ant sandarios talpyklos Sono

-

uzdédami vandeniu suvilgyta popierinj ranksluostj. Jdékite
37 °C temperatiiros inkubatoriy.
ISimkite stiklelius i§ 100% etanolio.
Nusausinkite stiklelius apatinj jy krasta priliesdami prie sugeriamojo
popieriaus, o apating ju puse nusausindami popieriniu ranksluosgiu.
Padékite stiklelius ant nuo 45 iki 50 °C temperataros stikleliy
Sildytuvo, kad iSgaruoty likes etanolis.
Ant 1 taikinio srities uzlaSinkite 10 pL Zymeny misinio ir nedelsdami
uzdékite dengiamajj stiklelj. Pakartokite procedira su kitomis taikiniy
sritimis.
UZklijuokite dengiamuosius stiklelius kauciukiniais klijais.
Sudékite stiklelius j paSildyta sudrékinta kamera, kurig nuo 6 iki 16
valandy jdékite j 37 °C temperatdros inkubatoriy.

Kad tyrimo signalas baty pakankamai stiprus, daugumai LSI Zymeny
reikés atlikti nuo 12 iki 16 valandy trukmés hibridizacija.

Stikleliy plovimas
Plovimo tirpaly ruosimas:

| ,Coplin“ inda jpilkite 70 mL 2X SSC [ 0.3% NP-40. Prie$
naudodami indg maziausiai 30 minuciy jdékite j 73+1 °C
temperatdros vandens vonelg. Naudokite 1 diena, tada pasalinkite.
| ,Coplin“ inda jpilkite 70 mL 2X SSC / 0.1% NP-40. Naudokite
aplinkos temperatiroje. Naudokite 1 dieng, tada pas$alinkite.

PASTABA. Kad bty palaikoma tinkama 2X SSC / 0.3% NP-

40 temperatira, vienu metu plaukite 4 stiklelius. Jeigu
turite maziau nei 4 stiklelius, naudokite tuscius aplinkos
temperaturos stiklelius, kad jy i$ viso baty 4.

Laikg pradékite skai€iuoti nuo momento, kai bus pamerktas ketvirtasis
stiklelis.

1. Nuo 1 stiklelio paSalinkite kauciukinius klijus, stengdamiesi kuo
imanoma maziau judinti dengiamajj stiklelj, ir pamerkite stiklelj j
2X SSC [/ 0.1% NP-40. Pakartokite procedirg su kitais stikleliais ir
palaukite nuo 2 iki 5 minuciy, kad dengiamieji stikleliai nuslysty nuo
stikleliy.

2. Pamerkite stiklelj j 2X SSC / 0.3% NP-40. Maisykite stiklelius nuo 1
iki 3 sekundziy. Pakartokite procedira su kitais stikleliais.

3. Po 2 minuéiy stiklelius istraukite.
PASTABA. Pries plaudami kitus 4 stiklelius jsitikinkite, kad

plovimo tirpalo temperatiira yra 73+1 °C.

4. Pamerkite stiklelius j 2X SSC / 0.1% NP-40. MaiSykite stiklelius nuo
1 iki 3 sekundziy. IStraukite stiklelius pragéjus nuo 5 sekundziy iki 1
minutés.

Hibridizacijos rezultato stebéjimas

1. Leiskite stikleliams i8dziati natdraliai tamsoje.

2. UZlasinkite 10 uL DAPI Il kontrastiniy dazy ant stiklelio taikinio srities
ir uzdékite dengiamajj stiklel].

Apziarékite stiklelius naudodami optimaliai veikiantj fluorescencinj

mikroskopag ir tinkama filtry rinkinj. Toliau nurodyti optiniy filtry rinkiniai

yra tinkami norint matyti hibridizacijai naudotus fluoroforus.

Vienu metu yra suzadinama ir sukeliama

Naudojant §j Vysis filtra... Siy fluorofory emisija...

DAPI/Orange DAPI ir SpectrumOrange fluorofory
DAPI/Green DAPI ir SpectrumGreen fluorofory
SpectrumAqua, SpectrumGreen ir
Aqua/Green/Orange SpectrumOrange fluorofory
DAPI/Orange/Green DAPI, SpectrumOrange ir SpectrumGreen

fluorofory

DAPI, SpectrumAqua, SpectrumGreen ir

DAPI/Aqua/Green/Orange SpectrumOrange fluorofory

Laikymas. Stiklelius, laikomus -20 °C (+5 °C) temperatiroje ir saugomus
nuo Sviesos, galima tirti maZiausiai 3 savaites po hibridizacijos.

Kodenataravimo taikymas
Kodenatiravimas yra procesas, supaprastinantis FISH tyrima, nes
zymeny misinio ir méginio denatdravimas vyksta vienu etapu. Paprastai
kodenatdravimas yra atliekamas, kai stikleliai su méginiais, Zymenimis ir
dengiamaisiais stikleliais yra padedami ant denatravimo temperataros
kaitinimo plokstés arba krosnies ar inkubatoriaus lentynélés. Praéjus
nuo 2 iki 10 minug€iy stikleliai paprastai yra iSimami ir sudedami j
hibridizacijos temperatiros inkubatoriy.
Paskelbtose kodenatlravimo salygose yra nurodomi jvairds temperatdry
ir laiko intervalai. Tai reiSkia, kad salygos turi bati optimizuojamos
atsizvelgiant j konkregius poreikius ir meginiy tipus. Cia aprasyti
parametrai yra taikomi sistemai Vysis ThermoBrite Denaturization/
Hybridization System ir turi bati laikomi pradiniais parametrais. Juos gali
reikéti optimizuoti atsizvelgiant | méginj. Hibridizacijos vaizdas atliekant
kodenatdravima gali skirtis nuo hibridizacijos vaizdo, kai méginio taikinys
yra denatlruojamas ir dehidratuojamas prie$ lasinant zymenj.
Stikleliy ruoSimas kodenatdravimo procedurai
1. Kiekvienai taikinio sri¢iai aplinkos temperataroje j mikrocentrifuginj
meégintuvélj jpilkite:
7 uL LSI/WCP hibridizacijos buferio
1 L Zymens
2 pL grynintojo vandens
PASTABA. Kad vienu metu galétuméte hibridizuoti iki 3 Zymeny,
kiekvieng pazyméta skirtingu fluoroforu, jpilkite po 1 pL
kiekvieno Zymens. ]pilkite grynintojo vandens, kad bendras
zymeny ir vandens tdris baty 3 pL.
2. Mégintuvélius centrifuguokite nuo 1 ik 3 sekundziy.
3. ISmaiSykite sukuriniu maiSytuvu ir dar karta centrifuguokite.
Ant stiklelio uzlasinkite 10 pL Zymeny miSinio ir nedelsdami uzdékite
dengiamajj stiklelj.
5. Uzklijuokite dengiamuosius stiklelius kauciukiniais klijais.



Denataravimo | hibridizacijos sistemos parametry

nustatymas

Toliau pateikti nurodymai turi bati laikomi sistemos ThermoBrite

Denaturization/Hybridization System pradiniais parametrais. Daugiau

informacijos apie tai, kaip naudoti §j instrumenta, yra pateikta

ThermoBrite naudojimo vadove.

Naudojant ThermoBrite sistema gali reikéti pakoreguoti denattravimo ir

hibridizacijos salygas. Daugiau rekomendacijy yra pateikta Sio pakuotés

lapelio dalyje apie trik&iy Salinima.

1. Limfocity ir kauly Ciulpy lasteliy kultdroms nustatykite 73 °C lydymosi
temperatirg (,Melt Temp*) ir 1 minutés lydymosi laika (,Melt
Time"). | parafing jlietiems méginiams nustatykite 73 °C lydymosi
temperatirg (,Melt Temp*) ir 5 minuciy lydymosi laikg (,Melt Time®).

2. Nustatykite 37 °C hibridizacijos temperatira (,Hyb Temp®) ir
hibridizacijos laikg (,Hyb Time®) nuo 4 valandy iki per naktj.

3. Baige hibridizacija nuplaukite stiklelius atlikdami greitojo plovimo
procedira.

Leiskite stikleliams iSdziati natdraliai tamsoje.

5. Ant taikinio srities uzlasinkite 10 uL kontrastiniy dazy ir uzdékite
dengiamajj stiklel].

Kokybés kontrolés procediiros

Pacienty meéginiai turi bati tiriami kartu su teigiamomis ir neigiamomis

kontrolémis.

Naudojimo apribojimai

Naudojimui interfazéje atskiros laboratorijos turi nustatyti atitinkamo

patologinio signalo modelio analiting normaliaja skiriamaja riba.®

Numanomi rezultatai

Naudojant Zymenis Vysis LS| IGH/MYC/CEP 8 Tri-color Dual Fusion

Probes, numanomas normaliy signaly modelis yra 2 oranziniai, 2 zali ir 2

zalsvai meélyni signalai.

Naudojant Zymenis Vysis LSI IGH/MYC/CEP 8 Tri-color Dual Fusion

Probes, numanomas patologiniy signaly modelis yra 1 oranzinis, 1 Zalias,

2 susiliejimo ir 2 zalsvai mélyni signalai. Zalsvai mélynos spalvos CEP

8 zymuo yra naudojamas kaip 8-osios chromosomos kopijy skai¢iaus

kontroliné priemoné. Gali bati gauti ir kitokie patologiniy signaly modeliai,

kurie gali bati analizuojami atliekant metafazés analize.

Kodenataravimo tyrimo rezultaty trikéiy Salinimas

Hibridizacijos, kuriai yra taikomas kodenataravimas, atveju stebima

chromosomy morfologija gali skirtis nuo méginio, kuris prie$ lasinant

Zymenj buvo denatiruotas ir dehidratuotas.

Problema Galimas sprendimas

Problema Galimas sprendimas

KryZzminé hibridizacija Pakartokite tyrima su nauju meéginiu, atlikdami 1 i§
toliau aprasyty veiksmuy:

e 2 °C padidinkite 2X SSC / 0.3% NP-40
temperatlra. Didinkite temperatara, kol signalo
intensyvumas bus priimtinas.

e 2 °C sumazinkite lydymosi temperatira.

Nery$kus zymuo Pakartokite tyrima su nauju meéginiu, atlikdami 1 i$

toliau aprasSyty veiksmy:

e Pailginkite hibridizacijos laika.

e Padidinkite lydymosi temperatira. Didinkite
temperatirg, kol morfologija bus priimtina.

e Plaukite stiklelj naudodami nuo 70 iki 73 °C
temperatiros 2X SSC / 0.3% NP-40.

Difuzinis signalas
(démétas)

Pakartokite hibridizacija, atlikdami 1 i$ toliau

aprasyty veiksmuy:

e 2 °C sumazinkite lydymosi temperatara.

e Sutrumpinkite lydymosi laika.

PASTABA. Mazinkite lydymosi temperatara arba
laika, kol signalo intensyvumas bus
priimtinas.

e Plaukite naudodami nuo 73 iki 76 °C

temperatiros 2X SSC [/ 0.3% NP-40.

Nery$ki metafazés
morfologija

Pakartokite tyrima su nauju méginiu, atlikdami 1 i§

toliau aprasyty veiksmuy:

e 2 °C sumazinkite lydymosi temperatira.

e Sutrumpinkite lydymosi laika.

PASTABA. Mazinkite lydymosi temperatiirg arba
laika, kol signalo intensyvumas bus
priimtinas.

e IS anksto paruoskite stiklelius:

1. Paruoskite 2X SSC | 1% paraformaldehido
tirpala.

2. Stiklelj 1 minutei pamerkite j 2X SSC |/ 1%
paraformaldehido tirpala.

3. Stiklelj kelis kartus jmerkite j grynintaji
vanden;.

4. Stiklelius dehidratuokite atlikdami 1
minutés trukmés skalavimo etanoliu (70%,
85%, 100%) procedaras.

5. Leiskite stikleliams nataraliai idziati ir
atlikite procedira Stiklelio ruoSimas
kodenataravimo procedirai.

Nery$ki metafazés o Jeigu morfologija vis tiek neiSry$kéja,
morfologija pakoreguokite ThermoBrite instrumento
naudojima:

1. Paruoskite 280 pL 70% formamido /
2X SSC denataravimo tirpala (196 pL
formamido / 28 puL 2X SSC / 56 uL
grynintojo vandens).

2. Nustatykite 73 “C temperattros
ThermoBrite programa ,Hold Temp*.

3. Ant kiekvienos taikinio srities uzlaSinkite 10
pL 70% formamido / 2X SSC denataravimo
tirpalo ir uzdékite dengiamajj stiklelj.

4. Kai ThermoBrite pasieks 73 °C
temperatira, padékite stiklelius ant Sildomo
pavirSiaus. Uzdarykite dangtj.

5. Po 3 minu¢iy stiklelius iSimkite.

Nuimkite dengiamuosius stiklelius.

7. Atlikite dehidratavimo veiksma, aprasyta
dalyje Méginio taikinio ruosimas, taikoma
tyrimui be kodenatdravimo.

I

Patarimai ir trik¢iy Salinimas

Perziarédami FISH tyrimo rezultatus jsitikinkite, kad mikroskopas yra
tinkamai suderintas ir optimaliai veikia.

Toliau lenteléje yra pateikti kai kurie neoptimalds rezultatai, kuriuos
galima gauti naudojant LSI Zymenis. Taip pat yra pateiktos galimos
priezastys bei rekomendacijos, kaip pagerinti tyrimo veikima.

Problema Galima priezastis Galimas sprendimas

Deformuota RuoSiami stikleliai su
chromosomos méginiais per greitai
morfologija Zid

Padidinkite vandens vonelés,
i kurig yra merkiami stikleliai,
temperatirg (kad padidéty
drégmé).

Ruo$dami méginius
sumazinkite stikleliy $ildytuvo
temperatira.

Pailginkite dziovinimo laika
bent jau iki dZiovinimo per
naktj aplinkos temperataroje
ir palikite stiklelius maziausiai
24 valandoms aplinkos
temperataroje.

Nekaitinkite stikleliy aukstoje
temperataroje.

iSdziavo.
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Méginys yra per daug  ]sitikinkite, kad denattravimo UzlaSinus méginius, Prie§ tiriant stiklelius su
denatdruotas. tirpalas buvo paruostas stikleliai su méginiais meéginiais FISH tyrimo

vadovaujantis pakuotés buvo netinkamai metodu juos reikia palikti
lapelyje pateiktais nurodymais. brandinami. 24 valandoms aplinkos
Isitikinkite, kad prie§ merkiant temperataroje.
stiklelj denatdravimo tirpalo Prie§ merkiant j Prie$ denataravimg susildykite
temperatiara yra 73+1 °C; denatdravimo tirpalg stiklelius su méginiais iki nuo
sumazinkite temperatiirg stikleliai su méginiais 45 iki 50 °C temperatiros
iki 72 °C. buvo nepakankamai arba dehidratuokite atlikdami
Sutrumpinkite stiklelio iSdziave. 1 minutés trukmés skalavimo
mirkymo denatdravimo tirpale etanoliu (70%, 85%, 100%)
laika nuo 1 iki 3 minugiy. proceduras.
Prie$ merkiant j Prie$ denattravima susildykite Méginys buvo zymétas  FISH tyrimui naudojant
denataravimo tirpala stiklelius su méginiais iki nuo GTG. tripsinu ir Giemsa daZais
stikleliai su méginiais 45 iki 50 °C temperatiros zymétus meginius gali
buvo nepakankamai arba dehidratuokite atlikdami reikéti pakoreguoti zymeéjimo
isdziave. 1 minutés trukmeés skalavimo ir (arba) hibridizacijos
etanoliu (70%, 85%, 100%) protokolus. Dél papildomos
proceduiras. informacijos apie Zzyméjima
Prie$ denataravima Palikite stiklelius maziausiai pries atliekant FISH tyrima .
stikleliai su méginiais 24 valandoms aplinkos kreipkités j , Abbott Molecular
buvo per daug $viezi. temperataroje. techninés F{agalbo_s skyriy
" — = - . - arba paruoskite stiklelius su
Ryskus Prie$ ruoS8iant Pamerkite stiklelius j etanolj, e .
- - P e ) Svieziais meéginiais.

stiklelio fonas méginius stikleliai buvo o prie$ laSindami ant N L oL
nepakankamai gerai stikleliy nusausinkite juos Zymuo nebuvo Paruoskite nauja zymeny
nuvalyti. nesipakuojangiu popieriumi. uzlaSintas. mISlnj. Leiskite zymeryw

- . - visiSkai atitirpti. ISmaiSykite
RuoSiant méginj Lasteliy liekanas 3 kartus S
o - e g ; reagentus sdkuriniu
pasitaike lasteliy liekany. nuplaukite $vieziu fiksavimo b . .
. ) ) . maiSytuvu arba pipete;
tirpalu ir pakartokite lasinimo . - . s
L - trumpai centrifuguokite. Létai
ant stikleliy procedura. S L s L
uzlaSinkite zymenj pipete.
Metafazines Igstelés Pailginkite stiklelio mirkymo - N e
) o . S Prie$ naudojant Zzymuo, ISmaiSykite reagentus
buvo subrandintos denataravimo tirpale laikg iki . . o .
. . R hibridizacijos buferis stdkuriniu maiSytuvu
kaitinant arba jose yra 10 minuciy. . i ) . .
. arba Zymeny miSinys arba pipete; trumpai
citoplazmos. T % h .
nebuvo gerai iSmaiSytas. centrifuguokite.
Ryskus Po hibridizacijos stiklelis |sitikinkite, kad plovimo tirpalai I N . . oo
o ) . L Hibridizacijai naudojami  Naudokite tyrimo proceduroje
stiklelio fonas  buvo nepakankamai buvo paruosti vadovaujantis M i
. . ; o zZymenys buvo nurodytus tdrius, kad
gerai nuplautas. pakuotés lapelyje pateiktais ) ; — o e s -
. netinkamai atskiesti. iSlaikytuméte Zymeny misinio
nurodymais. ) L
o . . santykj (7 pL hibridizacijos
jsml.anlte, kad_plowmo' t|rpalg buferio: 1 pL zymens: 2 uL
pH ir temperatara yra tinkami. grynintojo vandens).
Nuimkite dengiamuosius Isitikinkite, kad pipeté yra
stlklelgj_s. Pakartokite plovimo sukalibruota.
procedura. Prie$ naudodami hibridizacijos
Plovimo tirpalai buvo Isitikinkite, kad plovimo tirpalai, buferj leiskite jam visikai
per ilgai ngud.ojam.i arba kuriuc?se yra formz?lrpid?, atitirpti ir susilti iki aplinkos
netinkamai laikomi. yra laikomi nuo 2 iki 8 °C temperataros; létai igpilstykite
temperataroje. Pasalinkite pipete.
F_lrpalus p? 7 ldlenq a_rba_]elgu Silpnas Zymuo buvo Isitikinkite, kad denatdruojant
jie yra daznai naudojami. Po 1 . . . s )
) L . signalas arba nepakankamai Zymeny miSinj naudojamos
dienos pasalinkite visus kitus ST _ . _
jokio signalo  denatiruotas. vandens vonelés temperatira

Hibridizacijos perzitrai
buvo naudojami ilgujy
bangy filtrai.

plovimo tirpalus.

Isitikinkite, kad plovimo tirpaly
su formamidu pH yra nuo 7.0
iki 8.0.

Norédami sumazinti fonine
Sviesg naudokite mazesnio
bangos ilgio filtrus arba
skirtingy ilgiy bangy filtrus.

Silpnas
signalas arba
jokio signalo

Stiklelis su méginiu
buvo nepakankamai
denatdruotas.

Stiklelis su méginiu buvo
netinkamai paruostas
FISH tyrimui.

Isitikinkite, kad denatlravimo
tirpalo ,,Coplin® inde
temperatira prie§ merkiant
stiklelj yra 73+ 1 °C.
Padidinkite denataravimo
tirpalo temperatara iki 74 °C.
Pailginkite stiklelio mirkymo
denatdravimo tirpale laika nuo
2 iki 4 minugiy.

Kreipkités j ,Abbott Molecular®
techninés pagalbos skyriy dél
méginiy ruosimo FISH tyrimui
protokoly.

PASTABA. Netaikytina
Zymenims, kurie
yra tiekiami
hibridizacijos
buferyje ir yra
denataruoti.

yra 73+1 °C.
Denatadruokite Zymeny misinj
5 minutes.
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Zymuo nebuvo uzlaintas Darba planuokite taip, kad Silpnas Naudojami kontrastiniai  Nuimkite dengiamuosius
ant meéginio taikinio zymuo baty uzlaSintas i$ karto signalas arba dazai yra netinkami. stiklelius. 5 minutéms
i$ karto po Zymens po to, kai stikleliai yra iSimami jokio signalo  Kontrastiniai dazai yra pamerkite stiklelius j aplinkos

denatadravimo.

Zymeny misinys ant
stiklelio su méginiu yra

Vykstant hibridizacijai
po dengiamuoju stikleliu
susidaré oro burbuliuky.

Hibridizacijos salygos yra
netinkamos.

Plovimo salygos arba
tirpalai yra netinkami.

Zymenys arba stikleliai
su méginiais buvo
netinkamai laikomi.

i§ 100% etanolio tirpalo.
Isitikinkite, kad prie$ lasinant
Zymenj etanolis yra iSgaraves.
ISimkite mégintuvelj su
zymeny miSiniu i§ 73+1 °C
temperatdros vandens
vonelés ir i§ karto padékite
meégintuvélj ant nuo 45 iki

50 °C temperatiros stikleliy
Sildytuvo. LaSindami Zymenj
pipete ant stiklelio mégintuvelj
laikykite ant stikleliy $ildytuvo.
Ruoskite tik tiek stikleliy, kiek
galite, ir batinai laikykités
tyrimo proceduiroje nurodyty
tinkamos temperataros bei
laiko reikalavimy.

Uzla$ing Zymeny miSinio,

ant taikinio srities i$ karto
uzdékite dengiamajj stiklelj.
Plaudami po hibridizacijos,
pirmiausia nuimkite
dengiamajj stiklelj nuo 1
stiklelio, i$ karto jmerkite
stiklelj j plovimo tirpala ir tik
tada nuimkite dengiamajj
stiklelj nuo kito stiklelio.
Dédami dengiamayjj stiklelj
pirmiausia prilieskite Zymeny
miSinio pavirsiy.

Padékite stiklelj dengiamuoju
stikleliu zemyn ant
sugeriamojo popieriaus ir labai
Svelniai iSspauskite matomus
burbuliukus.

Isitikinkite, kad buvo laikomasi
nurodyty hibridizacijos laiko ir
temperatdros reikalavimy.
Isitikinkite, kad inkubatoriaus
temperatira yra 37 °C.
Pritvirtinkite dengiamayjj stiklelj
kauciukiniais klijais, kad
nelikty jokiy tarpu.

Pailginkite hibridizacijos laikg.
Isitikinkite, kad plovimo tirpalai
buvo paruosti vadovaujantis
pakuotés lapelyje pateiktais
nurodymais.

Isitikinkite, kad plovimo
tirpaly temperatara atitinka
plovimo proceddrai nustatyta
temperatira.

Isitikinkite, kad naudojami
termometrai ir pH matuokliai
yra tinkamai sukalibruoti.
Prie$ merkdami stiklelius j
plovimo tirpala nuo jy nuimkite
dengiamuosius stiklelius.
Neskiesta zymenj laikykite
-20 °C (£5 °C) temperataroje
ir saugokite nuo Sviesos.
Nehibridizuotus stiklelius
laikykite sausoje vietoje

-20 °C (£5 °C) temperataroje
ilgesn;j laika arba aplinkos
temperataroje trumpesn;j laika.
Hibridizuotus stiklelius laikykite
-20 °C (£5 °C) temperataroje
ir saugokite nuo Sviesos iki 3
savaiciy.

per Sviesis.

Hibridizacijai perziareéti
buvo naudojamas

netinkamas filtry
rinkinys.

Mikroskopo konfigdracija
ar objektyvai netinka
FISH tyrimo rezultaty

perzidrai arba

mikroskopo filtrai yra

pazeisti.

temperataros 2X SSC /

0.1% NP-40; stiklelius
dehidratuokite atlikdami 1
minutés trukmés skalavimo
etanoliu (70%, 85%, 100%)
procediras. Natdraliai
iSdZiovinkite ir pakartokite
kontrastinj dazyma.

Skirtingy bangy ilgiy filtry
rinkiniai praleidzia maziau
Sviesos nei vieno bangos ilgio
filtry rinkiniai, todél naudojant
skirtingy bangy ilgiy filtry
rinkinius Zymeny signalai gali
bati silpnesni.

Zymeny fluoroforams stebéti
naudokite tinkama filtrg. Dél
papildomos informacijos
kreipkités j ,Abbott Molecular”
techninés pagalbos skyriy.
Kreipkités j mikroskopo
gamintoja.

Mazas signaly Zymenys buvo

specifiSkumas netinkamai praskiesti;
tyrimui naudojamo
zymens kiekis yra per

didelis.

Hibridizacijos salygos yra

netinkamos.

Plovimo temperatara yra

per Zzema.

Plovimo tirpalai yra
nepakankamo stiprumo.

Isitikinkite, kad Zzymeny
misinys buvo paruostas
vadovaujantis pakuotés
lapelyje pateiktais nurodymais.

Isitikinkite, kad inkubatoriaus
temperatara yra 37 °C.
Isitikinkite, kad j zymeny miSinj
buvo jlasintas reikiamas kiekis
hibridizacijos buferio.
Siekdami palaikyti plovimo
tirpaly temperatara, j 1
»Coplin“ indg vienu metu
dékite ne daugiau kaip 4
stiklelius, o prie$ plaudami kitg
stikleliy rinkinj jsitikinkite, kad
plovimo tirpalo temperatara
yra tinkama.
Isitikinkite, kad plovimo tirpalai
buvo paruosti vadovaujantis
pakuotés lapelyje pateiktais
nurodymais.
PASTABA. Kuo drusky
(SSC) koncentracija
yra mazesne, o
formamido ir NP-40
koncentracija yra
didesné, tuo plovimas
yra stipresnis.

Sviests arba
neryskis
kontrastiniai

Kontrastiniai dazai yra
neryskas: prie$ dazant
kontrastiniais dazais
dazai stikleliai su méginiais
nebuvo dehidratuoti arba
kontrastiniuose dazuose
buvo riebaly laseliy.

Nuimkite dengiamuosius
stiklelius. 5 minutéms
pamerkite stiklelius j aplinkos
temperataros 2X SSC /
0.1% NP-40; stiklelius
dehidratuokite atlikdami 1
minutés trukmés skalavimo
etanoliu (70%, 85%, 100%)
procediras. Natdraliai
iSdziovinkite ir pakartokite
kontrastinj dazyma.
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Kontrastiniy dazy Jeigu kontrastiniai dazai yra
koncentracija yra per Sviesis, prieS naudodami
netinkama. juos praskieskite blukima
PASTABA. DAPI | slopinanéiu tirpalu (katalogo

kontrastiniy dazy Nr. 06J29-010).
koncentracija yra
8 kartus didesné
uz DAPL I
kontrastiniy dazy
koncentracijg.
Kontrastiniai dazai yra Kontrastinius dazus laikykite
per seni arba ilga laika  -20 °C ( £5°C), temperatiroje
buvo veikiami Sviesos. ir naudodami saugokite nuo
Sviesos.
Isitikinkite, kad kontrastiniai
dazai néra naudojami po
galiojimo pabaigos datos.
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Pastaba dél skaiciy rasybos:

e TuokstanCiams atskirti naudojamas kablelis arba tarpas (pavyzdziui,
10,000 méginiy, 10 000 méginiy).

e Sveikojo skaiCiaus daliai nuo deSimtaine forma parasSytos
trupmeninés skaiciaus dalies atskirti naudojamas taskas (pavyzdziui,
3.12%).

Techniné pagalba

Prireikus techninés pagalbos, kreipkités j ,,Abbott Molecular* techninés
pagalbos vietos skyriy arba apsilankykite ,,Abbott Molecular” interneto
svetainéje adresu http://www.abbottmolecular.com.

CEP, LSI, WCP, Vysis, SpectrumGreen, SpectrumOrange, SpectrumAqua,
SpectrumBlue, SpectrumGold ir ThermoBrite yra ,,Abbott” jmoniy grupés

prekiy zenklai jvairiose Salyse.

Visi kiti prekiy zenklai yra atitinkamy savininky nuosavybé.
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