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SPEC IGK Dual Color Break Apart Probe

7-2288-50 N/ 5(0.05ml)

Do jakosciowe| detekgji translokacji obejmuijacej ludzki gen
IGK w 2p11.2 metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH)

£

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
zgodnie z dyrektywa 98/79/WE

1.  Przeznaczenie

ZytoLight SPEC IGK Dual Color Break Apart Probe (PL243) jest
przeznaczony do jako$ ciowe] detekcji translokaciji obejmujacej ludzki locus
IGK (immunoglobulin kappa locus, a.k.a. IGK@, IGk) w 2p11.2 w
préobkach cytologicznych utrwalonych w formalinie i zatopionych w
parafinie takich jak tkanka chtonioka metoda fluorescencyjnej hybrydyzaciji
/n situ (FISH). Sonda jest przeznaczona do stosowania w potgczeniu z
zestawem ZytoLight FISH Implementation Kits (Nr. kat. Z-2028-5/-20, lub
Z-2099-20).

Interpretacja wynikéw musi by¢ wykonana przez wykwalifikowanego
patologa w konteks cie klinicznej historii pacjenta w odniesieniu do
pozostatych klinicznych i patologicznych danych pacjenta.

2. Znaczenie kliniczne

Translokacje obejmuja ce geny immunoglobulin (IG) s powtarzaja cymi sie
zdarzeniami onkogenezy komérek B. We wszystkich tych translokacjach
onkogen jest aktywowany i nadekspresjonowany przez zestawienie tego
onkogenu z sekwencjami regulatorowymi IG. Chtoniak Burkitta (BL)
charakteryzuje sie wzajemnymi translokacjami obejmujacymi gen MYC i
jedno z loci IG. Wiekszo$ ¢ translokacji obejmuje locus taricucha ciez kiego
immunoglobuliny (IGH), podczas gdy niewielka czg$¢ obejmuje loci
taricucha lekkiego immunoglobuliny, albo tafcuch lekki kappa (IGK), albo
taricuch lekki lambda (IGL). Rearzanzacie IGK i IGL wynikajace z
translokacji wariantowych 1(2;8)(p11.2;924.21) i 1(8;22)(q24.21;911.2),
odpowiednio, wykryto do 25% przypadki BL. W chtoniaku nieziarniczym
(NHL) z rearanz acjami IG-MYC partnerem translokacji MYC jest IGK i IGL
odpowiednio w 8% i 22% przypadkéw. Translokacje IG opisywano w kilku
nowotworach z linii komérek B innych niz BL, w tym w nietypowym
chtoniaku Burkitta/Burkitta podobnym, rozlanym chtoniaku z duzych
komérek B, chtonioku grudkowym, chtoniaku z komérek ptaszcza i
szpiczaku mnogim. Inne zdarzenia rearanz acji obejmuja gen IGK i IGL z
onkogenami BCL2 i BCL6 jaoko partnerami translokacji. Wykrywanie
udziatu IGK i IGL w chtoniakach metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji /in
situ (FISH) moze okaza¢ sie cennym narzedziem diagnostycznym i
prognostycznym.
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3. Zasada festu

Technika fluorescencyjnej hybrydyzacji /n sifu (FISH) umoz liwia wykrywanie
i wizualizacje okres$ lonych sekwencji kwaséw nukleinowych w preparatach
komérkowych. Fluorescencyjnie oznakowane fragmenty DNA, nazwane
sondami, i ich komplementarne docelowe nici DNA w preparatach sa
wspdlnie denaturowane, a nastepnie facza sie podczas hybrydyzacii.
Niespecyficzne i niezwig zane fragmenty sondy sg usuwane przez stopniowe
przemywanie. Po barwieniu kontrastowym DNA za pomocg DAPI,
zhybrydyzowane fragmenty sondy sg zwizualizowane za pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego wyposaz onego w filiry wzbudzenia i emisji
specyficzne dla fluorochroméw, ktérymi fragmenty sondy FISH zostaly
oznakowane.

4. Dostarczone odczynniki

ZytoLight SPEC IGK Dual Color Break Apart Probe sktada sie z:

. ZyGreen (wzbudzenie 503 nm/emisja 528 nm) wyznakowane
polinukleotydy (~10.0 ng/ul), ktérych docelowe sekwencje sa
zmapowane w 2p11.2* (chr2:88,382,616-89,153,517) dystalnie do
regionu punktu przerwania IGK (patrz Rys. 1).

. ZyOrange (wzbudzenie 547 nm/emisja 572 nm) wyznakowane
polinukleotydy (~4.5 ng/ul), ktérych docelowe sekwencie sa
zmapowane w  2p11.2*  (chr2:89,246,977-89,609,390 i
chr2:89,853,315-90,089,156) proksymalnie do regionu punkitu
przerwania IGK (patrz Rys. 1). Ze wzgledu na segmenty sekwencji
homologicznych proksymalnie do regionu punktu przerwania IGK,
pomarariczowa sonda ma dwa regiony hybrydyzacji w bliskim
sgsiedziwie.

. Bufor do hybrydyzacji oparty na formamidzie
* zgodnie z Human Genome Assembly GRCh37/hg19

BV209599 SHGC-145092  SHGC-17726

RH109567 SHGC-1
L
Ty
IGK locus
————————
~770 kb ~ 365 kb ~235 kb
Tel 44— 2p11.2 —»Cen

Rys. 1: SPEC IGK Mapa sondy (bez skali)

ZytoLight SPEC IGK Dual Color Break Apart Probe jest dostepny w jednym
rozmiarze:

. Z-2288-50: 0.05 ml (5 reakeji po 10 ul kaz da)

5.  Materialy wymagane, ale nie dostarczane

. Pozytywny i negatywny preparat kontrolny

. Hybrydyzator lub ptyta grzewcza

Hybrydyzator lub komora wilgotno$ ciowa w cieplarce do
hybrydyzacji

Timer

Barwiacze

Skalibrowany termometr

Regulowane pipety (10 ul, 25 ul)

Etanol lub odczynnik alkoholowy

Dejonizowana lub destylowana woda

Szkietka nakrywkowe (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)
Rubber cement, np. Fixogum Rubber Cement

(Nr. kat. E-4005-50/-125) lub podobny

Odpowiednio utrzymany mikroskop fluorescencyjny (400-1000x)
. Olejek immersyjny zatwierdzony do mikroskopii fluorescencyjnej

. Odpowiedni zestaw filtrow
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Preparaty cytologiczne

. ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit (Nr. kat.
Z-2099-20)

. Szkietka mikroskopowe, niepokryte

. taz nia wodna (70°C)
. 2x Saline-Sodium Citrate (SSC), np., z 20x SSC Solution (Nr. kat.
WB-0003-50)

Preparaty FFPE

. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Nr. kat.
Z-2028-5/-20)

. Szkietka mikroskopowe, pozytywnie natadowane
. taz nia wodna (37°C, 98°C)
. Ksylen

6.  Przechowywanie i obstuga

Przechowywaé w temperaturze 2-8°C w pozycji pionowej chronigc przed
$ wiattem.

Uz ywaj chronigc przed $ wiattem. Powréé do warunkéw przechowywania
natychmiast po uzyciu. Nie nalezy uzywaé odczynnikéw po uplywie
terminu waz no$ ci podanego na etykiecie. Produkt jest stabilny do daty
waz nos ci podanej na etykiecie, gdy jest odpowiednio przechowywany.

7. Ostrzez enia i $ rodki ostroz nos ci

. Przeczytaj instrukcje uz ytkowania przed uz yciem!

. Nie stosowaé odczynnikéw po przekroczeniu daty waz nos cil

. Produkt ten zawiera substancje (w matym stez eniu i objetos ci), ktére
s3 szkodliwe dla zdrowia i potencjalnie zakazne. Unikaé

jakiegokolwiek bezpos redniego kontaktu z odczynnikami. Podejmij
odpowiednie $ rodki ochronne (stosuj rekawiczki ochronne, okulary
ochronne i odziez laboratoryjng)!

. Jes li odczynniki wejda w kontakt ze skéra, natychmiast optucz skére
duz 3 ilo$ cig wody!

. Karta charakterystyki substancji niebezpiecznej jest dostepna na
2 gdanie profesjonalnego uz ytkownika.

. Nie uz ywaj ponownie odczynnikéw.

. Unikaj krzyz owego zanieczyszczenia prébek, kiére moz e prowadzié

do btednych wynikéw.

. Sonda nie powinna byé eksponowana na $wiatto, zwlaszcza silne
$wiatto, przez dtuzszy okres czasu, np. wszystkie kroki powinny
zostaé wykonane, jesli to mozliwe, w ciemno$ci i/lub uzywajac
pojemnikéw odpornych na $ wiatto!

Zwroty wskazujace rodzaj zagroz enia i okres lajace $ rodki ostroz nos ci:

Sktadnik determinujacy zagroz enie to formamid.

Niebezpieczerstwo

H351 Podejrzewa sig, z e powoduje raka.

H360FD Moz e dziataé szkodliwie na ptodnos é. Moz e dziataé
szkodliwie na dziecko w fonie matki.

H373 Moz e powodowaé uszkodzenie narza déw poprzez
dtugotrwate lub powtarzane naraz enie.

P201 Przed uz yciem zapoznad sie ze specjalnymi § rodkami
ostroz no$ ci.

P202 Nie uz ywaé przed zapoznaniem sie i zrozumieniem
wszystkich § rodkéw bezpieczeristwa.

P260 Nie wdychaé pytu/dymu/gazu/mgly/par/rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowaé re kawice ochronne/odziez ochronng/ochrone

oczu/ochrone twarzy.

P308+P313 W przypadku naraz enia lub styczno$ ci: Zasiegngé
porady/zgtosié sie pod opieke lekarza.

P405 Przechowywaé pod zamknigciem.
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8. Ograniczenia

. Do zastosowari w diagnostyce in vitro.
. Tylko do vz ytku profesjonalnego.
. Interpretacja kliniczna jokiegokolwiek pozytywnego zabarwienia lub

jego braku musi by¢ wykonana w konteks cie historii klinicznej, morfologii,
innych  kryteriéw  histopatologicznych, o takze innych badan
diagnostycznych. Obowigzkiem  wykwalifikowanego patologa jest
zaznajomienie sie  z sondami FISH, odczynnikami, panelami
diagnostycznymi i metodami stosowanymi do wytwarzania barwionego
preparatu.  Barwienie musi  by¢é wykonane w certyfikowanym,
licencjonowanym laboratorium pod nadzorem patologa, ktéry jest
odpowiedzialny za przegla danie wybarwionych preparatéw i zapewnienie
odpowiedniej kontroli pozytywnej i negatywne;.

. Wybarwienie preparatéw, szczegdlnie intensywno$¢ sygnatu i
barwienie #a, zalez y od obrébki i przetwarzania prébki przed barwieniem.
Nieodpowiednie utrwalenie, zamrazanie, rozmrazanie, ptukanie,
suszenie, podgrzewanie, krojenie lub zanieczyszczenie innym preparatem
lub plynami moze by¢ zrédtem artefaktéw lub fatszywych wynikéw.
Niespéjne wyniki moga byé wynikiem réz nych odmian metod utrwalania i
zatapiania, a takz e obecnos cig nieprawidtowos ci w prébce.

. Sonda powinna byé uiyta do detekcji loci opisanej w czgéci 4
»Dostarczone odczynniki”.

. Wydaijno$ ¢ zostata zatwierdzona przy uz yciu procedur opisanych w
niniejszej instrukeji uz ytkowania. Modyfikacje tych procedur moga zmieni¢
wydajnos ¢ i musza zosta¢ zatwierdzone przez uz ytkownika.

9.  Substancje zaktécajace

Czerwone krwinki  krwi obecne w prébce moga wykazywaé
autofluorescencje, kiéra utrudnia rozpoznawanie sygnatu.

Naste pujg ce utrwalacze sa niekompatybilne z FISH:

. Utrwalacz Bouin'a

. Utrwalacz B5

. Utrwalacze kwas ne (np. kwas pikrynowy)

. Utrwalacz Zenker'a

. Alkohole (stosowane samodzielnie)

. Chlorek rteci

. Utrwalacz formaldehyd/cynk

. Utrwalacz Hollande'a

. Niezbuforowana formalina

10. Przygotowanie prébek
Preparaty cytologiczne

. Przygotuj prébki tak jak zostato to opisane w instrukeiji uz ycia
zestawu ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit.
Preparaty FFPE

. Utrwalanie w 10% neutralnej buforowanej formalinie przez 24 h w
temperaturze pokojowej (18-25°C).

. Rozmiar prébki < 0.5 cm?.

. Stosuj parafing jakos ci premium.

. Zatapianie powinno sie odbywaé w temperaturze poniz ej 65°C.

. Przygotuj skrawki o grubos ci 2-4 um.

. Stosuj szkietka mikroskopowe pozytywnie natadowane.

. Utrwalaj przez 2-16 h w 50-60°C.

11. Obrébka wstepna produktu

Produkt jest gotowy do uzycia. Nie jest wymagana rekonstrukca,
mieszanie lub rozcieficzanie. Przed uzyciem przenies sonde do
temperatury pokojowej (18-25°C), chronigc przed $wiattem. Przed
otwarciem fiolki zamieszaj w worteksie i krétko odwiruj.
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12. Procedura testu

Preparaty cytologiczne

Obrébka wste pna prébki
Przygotuj obrébke wstepng prébki zgodnie z instrukcjg uzycia zestawu
ZytoLight FISH-Cytology Implementation Kit.

Denaturacja i hybrydyzacja
1. Nanies pipeta 10 ul sondy na kazdy przygotowany wstepnie
preparat.

2. Nakryj preparat szkietkiem nakrywkowym 22 mm x 22 mm (unikaj
zamknigcia babli powietrza) i uszczelnij preparat.

Rekomendujemy stosowanie rubber cement (np. Fixogum) do uszczelniania
preparafow.

3. Umie$ ¢ szkietka na plycie grzewczej lub hybrydyzatorze i denaturuj
preparaty przez 5 min w 72°C.

4.  Przenie$ szkietka do komory wilgotnos ciowej i hybrydyzuj przez noc
w temperaturze 37°C (np. w cieplarce hybrydyzatora).

Istotne Jest, aby prébki nie wysychaly podczas etapu hybrydyzaci.

Obrébka po hybrydyzacji

Przygotuj obrébke po hybrydyzacji (ptukanie, barwienie konrastowe,
mikroskop fluorescencyjny) zgodnie z instrukcjg uz ycia zestawu ZytoLight
FISH-Cytology Implementation Kit.

Preparaty FFPE

Obrébka wste pna prébki
Przygotuj obréobke wstepna prébki (odparafinowanie, proteolize) zgodnie
z instrukeja vz ycia zestawu ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit.

Denaturacja i hybrydyzacja
1.  Nanie$ pipeta 10 ul sondy na kaidy przygotowany wstepnie
preparat.

2. Nakryj preparat szkietkiem nakrywkowym 22 mm x 22 mm (unikaj
zamkniecia babli powietrza) i uszczelnij preparat.

Rekomendujemy  stosowanie  rubber cement (np., Fixogum) do
uszczelniania preparatéw.

3. Umies ¢ szkietka na plycie grzewczej lub hybrydyzatorze i denaturuj
preparaty przez 10 min w 75°C.

4.  Przenies szkietka do komory wilgotnos ciowej i hybrydyzuj przez noc
w temperaturze 37°C (np. w cieplarce hybrydyzatora).

Istotne Jest, aby prébki nie wysychaly podczas etapu hybrydyzaci.

Obrébka po hybrydyzac;i

Przygotuj przeprowadzanie obrébki po hybrydyzacji (ptukanie, barwienie
réz nicujgce, mikroskop fluorescencyjny) zgodnie z instrukcja uzycia
zestawu Zyto Light FISH-Tissue Implementation Kit

13. Interpretacja wynikéw

Przy uz yciu odpowiednich zestawéw filtréw, sygnaty hybrydyzacji sondy sa
zielone (dystalnie do regionu punkiu przerwania IGK) i pomaranczowe
(proksymalnie do region punkiu przerwania IGK)

Sytuacja normalna: W interfazach normalnych komérek lub komérek bez
translokacji obejmujace] locus IGK, pojawiajg sie dwa zielono-
pomarariczowe sygnaty fuzji. Z powodu dwéch regionéw hybrydyzaciji
pomarariczowe| sondy, pomaraficzowe sygnaly moga pojawiaé sie jako
sparowane kropki sygnatu (patrz Rys. 2).

Sytuacija nieprawidtowa: Jeden locus IGK dotkniety translokacia jest
wskazany przez jeden oddzielny zielony sygnat i jeden oddzielny
pomarariczowy sygnal. Z powodu dwdch regionéw hybrydyzacji
pomarariczowe] sondy, pomarafczowe sygnaly moga pojawiaé sie jako
sparowane kropki sygnatu (patrz Rys. 2).
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Naktadajq ce sie sygnaty mogq byc wys wietlane jako z Stte sygnaty.

Filtr podwéjny dla pasma zielonego i pomaran czowego

Sytuacja normalna Sytuacja nieprawidtowa

Rys. 2: Oczekiwane wyniki w normalnych i nieprawidtowych ja drach komérkowych

Genomowe aberracje spowodowane matymi deleciomi, duplikacjami lub
inwersjami, moga skutkowaé niepozornymi wzorcami sygnatéw.

Inny rozklad sygnatu moze byé obserwowany w niektérych
nieprawidtowych prébkach, co moze skutkowaé innym wzorcem sygnatu
niz opisany powyzej, wskazujac na wariantowe rearanzacje. Nieoczekiwane
wzorce sygnatu powinny zostaé dalej zbadane.

Nalez y pamigtaé:

. Z powodu zdekondensowanej chromatyny pojedyncze sygnaty FISH
moga pojawi¢ sie jako mate skupienia sygnatéw. Zatem, dwa lub
trzy sygnaty o tym samym rozmiarze, oddzielone odlegtoscig < 1
$ rednicy sygnatu, powinny byé liczone, jako jeden sygnat.

. Nie nalezy oceniaé jader komérkowych zachodzgcych na siebie.

. Nie zlicza¢ ja der komdrkowych nadmiernie strawionych (rozpoznane
jako ciemne obszary widoczne w jgdrze komérkowym).

. Nie zlicza¢ jader komérkowych z silng autofluorescencja, co utrudnia
rozpoznawanie sygnatu.

. Negatywne lub nieoczekiwane wyniki mogg byé wynikiem wielu
czynnikéw (patrz cze$ ¢ 17).

. Aby poprawnie zinterpretowaé wyniki, uz ytkownik musi zatwierdzié¢
ten produkt przed uz yciem w procedurach diagnostycznych zgodnie
z wytycznymi krajowymi i/lub migdzynarodowymi.

14. Rekomendowane procedury kontroli jakos ci

W celu monitorowania prawidlowego przygotowania prébek i
odczynnikéw testowych do kazdego testu nalezy dotgczyé kontrole
wewnetrzne i zewnetrzne. Jes li wewnetrzne i/lub zewnetrzne kontrole nie
wykazuja odpowiedniego zabarwienia, wyniki z prébkami od pacjentéw
musza by¢ uznane za niewaz ne.

Kontrola wewngfrzna: Nienowotworowe komérki w obrebie prébki, ktére
wykazuja normalny wzorzec sygnatu.

Kontrola zewnetrzna: Walidowane preparaty z kontrola dodatnig i
ujemng.

15. Charakterystyka wydaijnos ci

Preparaty cytologiczne

Wydaijno$ ¢ zostata oceniona zgodnie z instrukcjg uz ycia zestawu ZytoLight
FISH-Cytology Implementation Kit.

Doktadnoséé: Lokalizacja hybrydyzacji sondy oceniona na metafazowych
wymazach kariotypéw normalnych samcéw. We wszystkich badanych
prébkach sonda hybrydyzowata wylgcznie z oczekiwanymi loci. Nie
zaobserwowano dodatkowych sygnatéw ani krzyz owych hybrydyzacji.
Dlatego doktadnos ¢ zostata obliczona na 100%.

Czuto$é analityczna: W celu oceny wrazliwosci analitycznej sonda byta
oceniana na podstawie metafazowych wymazach kariotypéw normalnych
samcéw. Wszystkie jadra komoérkowe wykazaty oczekiwany prawidtowy
wzorzec sygnatu we wszystkich badanych prébkach. Dlatego czutosé
analityczna zostata obliczona na 100%.

Specyficzno$ ¢é analityczna: W celu oceny specyficznos ci analitycznej sonda
byta oceniona na podstawie metafazowych wymazach kariotypéw
normalnych samcéw. We wszystkich badanych prébkach sonda
hybrydyzowata wylgcznie z oczekiwanymi loci i zadnymi innymi loci.
Dlatego specyficzno$ ¢ analityczna zostata obliczona na 100%.
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Preparaty FFPE

Wydajnos ¢ zostata oceniona zgodnie z instrukcjg uz ycia zestawu ZytoLight

FISH-Tissue Implementation Kit.

Doktadnoséé: Lokalizacja hybrydyzacji sondy oceniona na metafazowych
wymazach kariotypéw normalnych samcéw. We wszystkich badanych
prébkach sonda hybrydyzowata wytgcznie z oczekiwanymi loci. Nie
zaobserwowano dodatkowych sygnatéw ani krzyz owych hybrydyzacji.

Dlatego doktadnos ¢ zostata obliczona na 100%.

Czutosé analityczna: W celu oceny wrazliwosci analitycznej sonda byta
oceniana na podstawie metafazowych wymazach kariotypéw normalnych
samcéw. Wszystkie jadra komoérkowe wykazaty oczekiwany prawidtowy
wzorzec sygnatu we wszystkich badanych prébkach. Dlatego czutos ¢

analityczna zostata obliczona na 100%.

Specyficznos ¢ analityczna: W celu oceny specyficznos ci analitycznej sonda
byta oceniana na podstawie metafazowych wymazach kariotypéw

normalnych samcéw. We wszystkich badanych prébkach

sonda

hybrydyzowata wylgcznie z oczekiwanymi loci i zadnymi innymi loci.

Dlatego specyficzno$ ¢ analityczna zostata obliczona na 100%.

16. Utylizacja

Utylizacja odczynnikéw musi odbywaé¢ sie zgodnie z lokalnymi przepisami.

17. Rozwigzywanie probleméw

Kaz de odchylenie od instrukcji obstugi moze prowadzi¢ do gorszych
wynikéw barwienia lub braku zabarwienia. Niektére wskazéwki zawarte w
tej sekcji maja zastosowanie tylko w przypadku uz ywania zestawu Zyto Light

FISH-Tissue Implementation Kit.

Stabe sygnaly lub brak sygnatéw

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Niedoste pna sekwencja
docelowa

Zastosuj odpowiednia kontrole

Komérka lub tkanka nie
zostata prawidtowo
utrwalona

Zoptymalizuj czas utrwalania i
utrwalacz lub zastosuj dodatkowy
etap utrwalania jak to zostato opisane
w “procedurze testu” w instrukcji

vz ycia zestawu Zyto Light FISH-Tissue
Implementation Kit

wste pnej obrébki cieplnej,
proteolizy, denaturacii,
hybrydyzaciji, lub ptukania

Nieprawidtowa temperatura

Sprawd? temperature wszystkich
wykorzystywanych urzadzen
technicznych za pomoca
skalibrowanego termometru

Proteolityczna obrébka
wste pna nie zostata
przeprowadzona
prawidtowo

Zoptymalizuj czas inkubacji pepsyny,
wydtuz lub skréé jesli to konieczne

Odparowanie sondy

Gdy vz ywasz hybrydyzatora
obowigzkowe jest stosowanie
mokrych paséw / napetnionych woda
zbiornikéw. Gdy vz ywasz cieplarki
wymagane jest uz ycie komory
wilgotnos ciowej. W dodatku szkietko
nakrywkowe powinno by¢ doktadnie
uszczelnione, np. Fixogumem w celu
zabezpieczenia przed wyschnieciem
podczas hybrydyzacji

Zbyt niskie stez enie buforu
ptucza cego

Sprawdz stez enie buforu ptuczacego

Stare roztwory do
odwadniania

Przygotuj $ wiez e roziwory do
odwadniania

Nieprawidtowo ustawiony
mikroskop fluorescencyjny

Dostosuj poprawnie
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zestawow filtréw

Stosowanie nieodpowiednich

Stosuj zestawy filtréw odpowiednich
do fluorochroméw sondy.

Filtry z potréjnym pasmem
zapewniajg mnief s wiatta w
poréwnaniu z zestawami filfréw jedno
lub dwupasmowymi.

W konsekwencji sygnaty mogq
wydawac sie stabsze przy vz yciu tych
zestawdw filtréw z potrdjnym
pasmem.

Obraz sondy/fluorochromu
nieprawidtowy

Wykonaj etapy hybrydyzacji i ptukania
w ciemnos ci

Sygnaly krzyz owe hybrydyzaciji;

wysokie #o

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Niekompletne
odparafinowanie

Uzyj § wiez ych odczynnikéw; sprawd?
czas usuwania parafiny

Zbyt silna proteolityczna
obrébka wste pna

Zredukuj czas inkubacji z pepsyna

Zbyt duz a objeto$ ¢ sondy
w obszarze

Zredukuj objetos ¢ sondy na
materiale/obszarze, rozprowad?
sonde kroplami w celu uniknigcia
lokalnej koncentracji

Szkietka schtodzono do
temperatury pokojowej
przed hybrydyzacja

Przenie$ szybko szkietka do
temperatury 37°C

Zbyt wysokie stez enie
buforu ptucza cego

Sprawdz stez enie buforu ptuczacego

Zbyt niska temperatura
ptukania po hybrydyzaciji

Sprawdz temperature; podnies ja
je$ li to konieczne

Odwodnienie prébek
pomiedzy poszczegdlnymi
etapami inkubacji

Zapobiegaj odwodnieniu prébek
przez uszczelnienie szkietek i
przeprowadzanie inkubacji w
wilgotnym $ rodowisku

Zdegradowana morfologia

Moz liwa przyczyna

Dziatanie

Komérka lub tkanka nie
zostaty utrwalone
prawidtowo

Zoptymalizuj czas utrwalania i utrwalacz
lub zastosuj dodatkowy etap utrwalania
jak to zostato opisane w “procedurze
testu” w instrukciji uz ycia zestawu
ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit

Proteolityczna obrébka
wste pna nie zostata
przeprowadzona
prawidtowo

Zoptymalizuj czas inkubacji pepsyny,
wydtuz lub skréé jesli to konieczne

Niewystarczaijgce
wysuszenie przed
aplikacja sondy

Wydhuz suszenie

Zachodzace na siebie jadra komérkowe

Motz liwa przyczyna

Dziatanie

Niewtas ciwa grubos ¢
skrawkéw tkanek

Przygotuj skrawki o grubos ci 2-4 um

Preparat sptynat ze szkietka

Motz liwa przyczyna

Dziatanie

Szkietka z
nieodpowiednig powtoka

Zastosuj odpowiednie szkietka

Zbyt silna proteolityczna
obrébka wste pna

Zredukuj czas inkubacji z pepsyna
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Vers. 1.2 PL

Stabe barwienie kontrastowe

Moz liwa przyczyna Dziatanie

Niskie stez enie roztworu Zamiast tego uz yj DAPI/DuraTect-
DAPI Solution (ultra) (Nr. kat. MT-0008-0.8)
Zbyt krétki czas inkubacji Dostosuj czas inkubacji z DAPI

z DAPI
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Nasi eksperci s3 gotowi odpowiedzie¢ na Pafstwa pytania.
Prosimy o kontakt helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Germany
Telefon: +49 471 4832-300
Fox: +49 471 4832-509
Email: info@zytovision.com

Znaki towarowe:
ZytoVision®i ZytoLight® to znaki towarowe ZytoVision GmbH.
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