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1111.... Bestimmung der AnwendungBestimmung der AnwendungBestimmung der AnwendungBestimmung der Anwendung    

Das FISH Implementation Kit ist für den Nachweis humaner DNA-
Sequenzen in formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebe- oder 
Zellproben mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) unter 
Verwendung einer FISH-Sonde der ZytoVision bestimmt. 

aáÉëÉë= mêçÇìâí= áëí= åìê= ÑΩê= cçêëÅÜìåÖëòïÉÅâÉ= ìåÇ= åáÅÜí= ÑΩê= ÇÉå=

dÉÄê~ìÅÜ=áå=Çá~ÖåçëíáëÅÜÉå=^åïÉåÇìåÖÉå=ÄÉëíáããíK=

 

2222.... Prinzip der MethodePrinzip der MethodePrinzip der MethodePrinzip der Methode    

Das Vorkommen bestimmter Nukleinsäuresequenzen in Zellen oder 
Geweben kann mit Hilfe markierter DNA-Sonden durch in situ 
Hybridisierung nachgewiesen werden. Die Hybridisierung führt zur 
Duplexbildung zwischen im Untersuchungsgegenstand vorliegenden 
Sequenzen und der entsprechenden DNA-Sonde. 

Das ZytoLight FISH Implementation Kit System benötigt FISH-Sonden, die 
separat bei der ZytoVision erhältlich sind. FISH-Sonden der ZytoVision 
können aus grün-markierten Polynukleotiden (ZyGreen: Absorption bei 
503 nm und Emission bei 528 nm, ähnlich FITC) und/oder orange-
markierten Polynukleotiden (ZyOrange: Absorption bei 547 nm und 
Emission bei 572 nm, ähnlich Rhodamin) bestehen. 

Die Duplexbildung wird direkt über die Fluoreszenz-Markierungen der 
DNA-Sonden unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops mit 
geeigneten Filtersätzen nachgewiesen. 

 

3333.... Sicherheitshinweise und EntsorgungSicherheitshinweise und EntsorgungSicherheitshinweise und EntsorgungSicherheitshinweise und Entsorgung    

� Bedienungsanleitung vor Durchführung der Anwendung lesen! 

� Reagenzien nach Ablauf des Haltbarkeitsdatums nicht mehr benutzen! 

� Kreuzkontaminationen und mikrobakterielle Kontaminationen der 
Reagenzien vermeiden! 

� Einige der System-Komponenten enthalten gesundheitsgefährdende 
Stoffe (SDS, PPD) in geringen Konzentrationen und Volumina. Der 
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direkte Kontakt mit den Reagenzien muss vermieden werden. 
Entsprechende Schutzmaßnahmen sind zu treffen (Benutzung von 
Einmalhandschuhen, Schutzbrille und Laborbekleidung)! 

� Bei Kontakt mit den Reagenzien müssen die betroffenen Stellen sofort 
mit viel Wasser gespült werden! 

� Niemals Lösungen mit dem Mund pipettieren! 

� Die Entsorgung der Reagenzien unterliegt den örtlichen Regularien! 

� Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage für den berufsmäßigen Verwender 
erhältlich! 

 

4444.... Das Das Das Das FISH Implementation KitFISH Implementation KitFISH Implementation KitFISH Implementation Kit    

4444....1111 KomponentenKomponentenKomponentenKomponenten    

Das Kit besteht aus folgenden Komponenten: 

CodeCodeCodeCode    KomponenteKomponenteKomponenteKomponente    MengeMengeMengeMenge    GefäßGefäßGefäßGefäß    

1 
FISH Pretreatment Solution 
Citric I 

500 ml Schraubdeckelflasche (groß) 

2 Pepsin Solution 4 ml Tropfflasche, weißer Verschluss 

3 2x SSC Solution 500 ml Schraubdeckelflasche (groß) 

- - - - 

5 25x Wash Buffer A 2x 50 ml Schraubdeckelflasche (groß) 

6 DAPI/Antifade-Solution 0.8 ml Reaktionsgefäß, blauer Deckel 

 Instructions 1  

 

Eine ZytoLight FISH-Sonde ist nicht Bestandteil des Kits und kann separat 
bestellt werden. 

Die Komponenten (O) und (S) sind ausreichend für 20 Anwendungen. Die 
Komponente (R) ist ausreichend für 10x 3 Küvetten à 80 ml. Die 
Komponenten (N) und (P) sind ausreichend für 6 Küvetten à 80 ml. 
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4444....2222 Lagerung und HaltbarkeitLagerung und HaltbarkeitLagerung und HaltbarkeitLagerung und Haltbarkeit    

Die Bestandteile des FISH Implementation Kits müssen bei 2°C-8°C 
gelagert werden. DAPI/Antifade-Solution (S) muss bei -20°C dunkel 
gelagert werden; eine kurzfristige Lagerung bei 4°C ist möglich. 

Unter den angegebenen Lagerungsbedingungen sind die Komponenten 
des FISH Implementation Kits bis zu den auf den einzelnen Etiketten 
angegebenen Haltbarkeitsdaten stabil. 

 

4444....3333 UntersuchuUntersuchuUntersuchuUntersuchungsmaterialngsmaterialngsmaterialngsmaterial    

Das FISH Implementation Kit ist auf formalinfixierte, paraffineingebettete 
Gewebe- und Zellproben optimiert. Die Verwendung des Kits ist für 
andere Gewebe- und Zellproben (z. B. Methanol-Eisessig-fixierte Zellen 
oder Zellausstriche) grundsätzlich möglich; unterschiedlich fixiertes oder 
eingebettetes Untersuchungsmaterial kann allerdings die Anpassung des 
Protokolls durch den Anwender erfordern. Eine notwendige Anpassung 
wird von unseren Experten gerne unterstützt. 

Wir empfehlen folgende Gewebeaufbereitung: 

� Fixierung in 10% neutralgepuffertem Formalin für 24 h bei RT 

Um eine optimale und gleichmäßige Fixierung und Paraffin-Einbettung zu 
erzielen, sollte die Probengröße nicht mehr als 0,5 cm3 betragen. 

� Standardmäßige Prozessierung und Paraffin-Einbettung 

Benutzen Sie qualitativ hochwertiges Paraffin. Die Infiltration und Einbettung 
sollte bei Temperaturen unter 65°C stattfinden. 

� Mikrotomschnitte von 2-5 µm-Schnittdicke anfertigen 

Ziehen Sie die Schnitte auf Silane-beschichtete Objektträger oder 
Adhäsions-Objektträger (z. B. HistoBond®), 2-16 h bei 50°C-60°C fixieren. 
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4444....4444 Zusätzlich benötigtes MaterialZusätzlich benötigtes MaterialZusätzlich benötigtes MaterialZusätzlich benötigtes Material    

Folgende Reagenzien und Materialien sind nicht im System enthalten: 

−−−− ZytoLight FISH-Sonde 
−−−− Xylol 
−−−− Wasserbad (37°C, 98°C) 
−−−− Wärmeplatte 
−−−− Hybridisierungsofen (Wärmeschrank) 
−−−− Waschküvetten, 50-80 ml 
−−−− Feuchte Kammer 
−−−− Pipetten (10 µl, 30 µl) 
−−−− Klebepistole mit Heißkleber oder Rubber Cement (Fixogum) 
−−−− Ethanol 100%, vergällt 
−−−− Destilliertes oder deionisiertes Wasser 
−−−− Filterpapierblöcke 
−−−− Deckgläser (22 mm x 22 mm und 24 mm x 60 mm) 
−−−− Fluoreszenzmikroskop 

 

4444....5555 Wichtige InformationenWichtige InformationenWichtige InformationenWichtige Informationen    

Folgende Dinge sind zu beachten: 

� Die Gewebe- und Zellschnitte dürfen während der Hybridisierungs- 
und Waschschritte nicht austrocknen! 

� DNA-Sonden und DAPI/Antifade-Solution (S) dürfen keiner längeren 
bzw. stärkeren Lichtstrahlung ausgesetzt werden, d. h. alle Schritte 
sollten nach Möglichkeit im Dunkeln bzw. in lichtdicht verschlossenen 
Behältern durchgeführt werden! 

� Die in der Anleitung beschriebenen Temperaturen für Denaturierungen 
und Waschungen sollten generell eingehalten werden. Abhängig vom 
Alter und von der Fixierung des Untersuchungsmaterials kann jedoch 
eine Erhöhung oder Absenkung der Denaturierungs- bzw. 
Waschtemperaturen zu einer Verbesserung der 
Hybridisierungsergebnisse führen! 

� Das Durchführungsprotokoll berücksichtigt eine gleichzeitige 
Denaturierung von Sonde und Schnitt. Ein Protokoll zur getrennten 
Denaturierung finden Sie auf unserer Homepage 
(www.zytovision.com)! 
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5555.... Die Die Die Die FISH Implementation KitFISH Implementation KitFISH Implementation KitFISH Implementation Kit    DurchführungDurchführungDurchführungDurchführung    

5555....1111 Vorbereitende SchritteVorbereitende SchritteVorbereitende SchritteVorbereitende Schritte    

• Tag 1: 

Herstellung von zwei Ethanolreihen (70%, 90% und 100% Ethanol): 
Jeweils 7, 9 und 10 Teile Ethanol (100%) mit jeweils 3, 1 und 0 Teilen 
deionisiertem oder destilliertem Wasser verdünnen. Die Ethanolreihe kann 
bei Verwahrung in geeigneten Flaschen wiederholt verwendet werden 
(Tag 2). 

FISH Pretreatment Solution Citric I (N): Auf 98°C erwärmen. 

2x SSC Solution (P): Auf Raumtemperatur bringen. 

• Tag 2: 

Herstellung 1x Wash Buffer A: 1 Teil 25x Wash Buffer A (R) mit 24 Teilen 
deionisiertem oder destilliertem Wasser verdünnen. 1x Wash Buffer A auf 
drei Küvetten verteilen und auf 37°C vorwärmen. 

DAPI/Antifade-Solution (S): Vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen. 
Vor Licht schützen. 

 

5555....2222 Vorbehandlung (Entparaffinieren/Proteolyse)Vorbehandlung (Entparaffinieren/Proteolyse)Vorbehandlung (Entparaffinieren/Proteolyse)Vorbehandlung (Entparaffinieren/Proteolyse)=
Eq~Ö=NF    

NK= Objektträger für    10 min bei 70°C inkubieren (z. B. auf einer 
Wärmeplatte) 

OK=Jeweils 2x 10 min in Xylol inkubieren 

PK Jeweils 5 min in 100%, 100%, 90% und 70% Ethanol inkubieren 

QK Jeweils 2x 2 min in deionisiertem oder destilliertem Wasser waschen 

RK 15 min in vorgewärmter FISH Pretreatment Solution Citric I (N) bei 
98°C inkubieren 

Es wird empfohlen, nicht mehr als sechs Objektträger pro Küvette zu 
verwenden. 

SK Objektträger sofort in deionisiertes oder destilliertes Wasser überführen 
und 2x 2 min waschen 
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TK Pepsin Solution (O) gewebe-/zellbedeckend (tropfenweise) auf die 
luftgetrockneten Objektträger aufträufeln und bei 37°C für 10 min in 
einer feuchten Kammer inkubieren 

Abhängig von mehreren Faktoren, z. B. von der Art und Dauer der 
Fixierung, der Dicke der Schnitte und der Art des Gewebes/der Zellen 
können unterschiedliche Inkubationszeiten notwendig sein. Als Richtwert 
kann bei Gewebeproben eine Inkubation von 10-30 min und bei Zellproben 
von 5-10 min angegeben werden. Generell empfehlen wir die optimale 
Proteolysezeit in Vortests zu bestimmen. 

UK 5 min in 2x SSC Solution (P) waschen, dann 1 min in deionisiertem 
oder destilliertem Wasser waschen 

VK=In 70%, 90% und 100% Ethanol für jeweils 1 min dehydrieren 

Anschließend die Schnitte trocknen lassen 

 

5555....3333 Denaturierung undDenaturierung undDenaturierung undDenaturierung und    HybridisierungHybridisierungHybridisierungHybridisierung    Eq~Ö=NF    

NK Je 10 µl einer ZytoLight FISH-Sonde auf verschiedene Schnitte des 
Untersuchungsmaterials pipettieren 

Das unmittelbare leichte Erwärmen sowie der Einsatz einer abgeschnittenen 
Pipettenspitze erleichtern gegebenenfalls das Pipettieren der Sonde. Eine 
längere Lichteinstrahlung sollte vermieden werden. 

OK= Die Schnitte mit einem Deckglas (22 mm x 22 mm) luftblasenfrei 
abdecken und versiegeln (z. B. Deckglasränder mit einer Schicht 
Heißkleber mit Hilfe einer Klebepistole oder mit Rubber Cement 
abdichten) 

PK= Die Objektträger z. B. auf einer Wärmeplatte für 10 min bei 75°C 
(±2°C) Hitze denaturieren 

Abhängig von Alter und Fixierung der Schnitte kann für die Erreichung 
optimaler Hybridisierungsergebnisse eine Anpassung der 
Denaturierungstemperatur (73°C-77°C) erforderlich sein. 

QK= Die Objektträger in eine feuchte Kammer überführen und zur 
Hybridisierung über Nacht bei 37°C (z. B. in einem Wärmeschrank) 
inkubieren 

Die Gewebe-/Zellschnitte dürfen während der Hybridisierung nicht 
austrocknen. 
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5555....4444 PostPostPostPost----Hybridisierung und DeHybridisierung und DeHybridisierung und DeHybridisierung und Detektiontektiontektiontektion    Eq~Ö=OF    

NK Rubber Cement oder Heißkleber vorsichtig entfernen=

OK Deckgläser durch kurze Inkubation für 1-3 min in 1x Wash Buffer A bei 
37°C entfernen 

PK Mit 1x Wash Buffer A für 2x 5 min bei 37°C waschen 

Der 1x Wash Buffer A sollte ausreichend vorgewärmt sein. Gegebenenfalls 
Temperatur mit einem Thermometer überprüfen. 

QK Die Objektträger in 70%, 90% und 100% Ethanol für jeweils 1 min 
inkubieren 

Anschließend die Schnitte lichtgeschützt an der Luft trocknen lassen 

Alternativ die Schnitte in destilliertem oder deionisiertem Wasser 5 min bei 
RT waschen und anschließend an der Luft trocknen lassen. 

RK=30 µl DAPI/Antifade-Solution (S) auf den Objektträger pipettieren, mit 
einem Deckglas (24 mm x 60 mm) luftblasenfrei abdecken und für 
15 min lichtgeschützt inkubieren 

Der Einsatz einer abgeschnittenen Pipettenspitze erleichtert gegebenenfalls 
das Pipettieren. Eine längere Lichteinstrahlung sollte vermieden werden. 

SK Überschüssige DAPI/Antifade-Solution (S) durch vorsichtiges Pressen 
der Objektträger zwischen Filterpapierblöcken entfernen=

TK Lagerung der Objektträger bis zur fluoreszenzmikroskopischen 
Betrachtung im Dunkeln; eine längere Lagerung sollte bei 4°C erfolgen 

UK Auswertungen der Untersuchungsgegenstände durch 
fluoreszenzmikroskopische Betrachtung mit Filtersätzen passend für 
folgende Wellenlängenbereiche: ZyGreen-markierte Sonde: Absorption 
bei 503 nm und Emission bei 528 nm, ähnlich FITC; ZyOrange-markierte 
Sonde: Absorption bei 547 nm und Emission bei 572 nm, ähnlich 
Rhodamin. 

 

6666.... Interpretation der Interpretation der Interpretation der Interpretation der ErgebnisseErgebnisseErgebnisseErgebnisse    

Bei Verwendung geeigneter Filtersätze erscheinen die 
Hybridisierungssignale der ZyGreen-markierten Sonden als grüne 
Fluoreszenzsignale; die Hybridisierungssignale der ZyOrange-markierten 
Sonde erscheinen als orange Fluoreszenzsignale. Um die Spezifität der 
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erhaltenen Signale beurteilen zu können, sollten bei jedem Testdurchgang 
Kontrollen mitgeführt werden. In normalen Zellen bzw. Zellen ohne 
Veränderungen von Chromosomen erscheinen in der Interphase zwei 
Signale pro Sonde/Fluoreszenz-Markierung mit Ausnahme von Sonden, 
die gegen X und/oder Y-Chromosomen gerichtet sind und die zu ein bis 
zwei Signalen pro Sonde/Fluoreszenz-Markierung in Abhängigkeit des 
Geschlechts führen. In Zellen mit chromosomalen Aberrationen sind in 
der Interphase abweichende Signalmuster, d. h. vielfache Kopien von 
chromosomalen Regionen, zu erkennen. 

Die in FISH-Sonden enthaltenen Polynukleotide können als interne 
Kontrolle für eine erfolgreiche, fachgerecht durchgeführte Hybridisierung 
dienen. Außerdem wird die Intaktheit der zellulären DNA nachgewiesen. 

Zusätzlich empfehlen wir mindestens einen Kontrollschnitt mit bekannter 
Kopienzahl der chromosomalen Regionen, gegen die die FISH-Sonden 
gerichtet sind, mitzuführen. 

Es sollte sorgfältig darauf geachtet werden, keine sich überlagernden Zell- 
bzw- Gewebebereiche auszuwerten, da übereinander liegende Zellen 
falsche Ergebnisse, wie z. B. eine Amplifikation, vorspiegeln können. 

Ein negatives oder unspezifisches Ergebnis kann viele Ursachen haben 
(siehe Punkt 8). 
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8888.... Probleme und mögliche UrsachenProbleme und mögliche UrsachenProbleme und mögliche UrsachenProbleme und mögliche Ursachen    

Jede Abweichung von den Vorgaben der Bedienungsanleitung kann zu 
einem fehlenden oder zu schwachen Fluoreszenzergebnis führen.  

ProblemProblemProblemProblem    Mögliche UrsacheMögliche UrsacheMögliche UrsacheMögliche Ursache    MaßnahmenMaßnahmenMaßnahmenMaßnahmen    

Schlieren auf dem OT nach 
Abstoppen der 
Pepsinbehandlung  

Präzipitatbildung Sofortiges Waschen der OT 
in destilliertem oder 
deionisiertem Wasser 

keine Zielsequenzen vorhanden Kontrollen verwenden 

Fixierung der Zell-/ 
Gewebeprobe nicht optimal 

Optimierung der 
Fixierungszeit 

proteolytische Vorbehandlung 
nicht optimal 

Optimierung der 
Inkubationszeit 

Denaturierungstemperatur nicht 
korrekt 

Temperatur überprüfen und 
ggf. erhöhen oder absenken 

Hybridisierungstemperatur nicht 
korrekt 

Temperatur überprüfen 

Fluoreszenzmikroskop falsch 
eingestellt 

Einstellung ändern; 
Filtersätze prüfen 

Schwaches oder kein Signal 

Zu starker Lichteinfall während 
der Durchführung 

Hybridisierungs- und 
Waschschritte im Dunkeln 
durchführen 

Ungleichmäßige, z. T. 
schwache Färbung 

unvollständige Entparaffinierung frische Lösungen verwenden; 
Entparaffinierungszeiten 
überprüfen 

Sondenvolumen pro Areal zu 
hoch 

Sondenvolumen pro 
OT/Areal absenken; Sonde 
tropfenweise über Zielfläche 
verteilen, um lokale 
Konzentration zu vermeiden 

proteolytische Vorbehandlung 
zu stark 

Optimierung der 
Inkubationszeit 

Dehydrierung der Schnitte 
zwischen den einzelnen 
Inkubationsschritten  

Dehydrierung vermeiden 

Cross-Hybridisierungs-
Signale; hohe 
Hintergrundfärbung 

Waschtemperatur nach der 
Hybridisierung zu niedrig 

Temperatur überprüfen 

proteolytische Vorbehandlung 
zu stark 

Inkubationszeit verkürzen Schnitt löst sich vom 
Objektträger 

ungeeignete 
Objektträgerbeschichtung 

geeignete Objektträger 
verwenden 

 


