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Kreatech FISH Probes

Instructions for use

Formalin-fixed paraffin-embedded tissue

Using Kreatech™ FISH probes

Fluorescent in situ hybridization (FISH) is used to identify, or label,
target genomic sequences so that their location can be studied.

DNA sequences from appropriate, chromosome specific probes are
first labeled with reporter molecules. The labeled DNA probe is then
hybridized to the target DNA in the nuclei of the tissue. After washing,
the specimen is screened for the reporter molecules by fluorescence
microscopy.

KREATECH REPEAT-FREE FISH probes do not contain Cot-1 DNA.
Hybridization efficiency is therefore increased and background, due
to unspecific binding, is greatly reduced.

For optimal results on paraffin embedded tissue sections it is advised
to use Kreatech's complete Pre-treatment kits (KBI-60004, KBI-60007)
which include a specially optimized “Instruction for Use” protocol.
For more info It our website: http://www.leicabiosy com/
ihc-ish/kreatech-fish-probes/

As an alternative the following protocols can also be used:

Slide pretreatment:

1. Mount 4 - 6 ym formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue
sections on positively charged slides.

2. Bake mounted FFPE tissue sections for 2 hours at 80 °C or 16
hours at 56 °C.
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3. De-paraffinize slides in xylene or xylene substitute, incubate for 2 x
10 minutes (min) at room temperature (RT).

4. Re-hydrate slides in 100%, 85% and 70% ethanol, incubate for 3 min
each at RT.

5. Place slides in deionized H,0 (dH,0), incubate for 3 min at RT.

Proceed with Protocol | or Protocol II.

Protocol | (standard protocol, if not satisfactory use protocol Il)

1. Pre-warm 0.01 M sodium citrate pH 6.0 to 96 - 98 °C.

2. Pre-warm 0.01 M HCl to 37 °C (if not using Ready-to-Use (RtU)
pepsin (LK-101A)).

3. Place slides in 0.01 M sodium citrate pH 6.0 at 96 - 98 °C, incubate
for 15 min.

4. Place slides in dH,0, incubate for 2 min at RT.

5. Add pepsin to pre-warmed 0.07 M HCI to reach a final concentra-
tion of 0.025%. (if not using RtU pepsin (LK-101A)).

6. Digest slides in 0.025% pepsin in 0.01 M HCl at 37 °C or cover
tissue in RtU pepsin (LK-101A) at RT, incubate for 5 - 45 min, (time
depending on tissue fixation and tissue type).

7. Place slides in dH,0, incubate for 1 min at RT.

8. Place slides in 1 x PBS, pH 7.4 or 2 x SSC, pH 7.0, incubate for
5min at RT.

9. Dehydrate slides in 70%, 85%, and 100% ethanol, incubate for 1 min
each at RT. Air-dry at RT.

Proceed with probe preparation.

Protocol Il (for heavily cross-linked samples)
. Pre-warm 8% sodium thiocyanate to 80 °C.
. Pre-treat slides with 0.2 M HCI, incubate for 20 min at RT.
. Place slides in dH,0, incubate for 3 min at RT.
. Pre-warm 0.01 M HCl to 37 °C (if not using RtU pepsin (LK-101A)).
. Place slides in pre-warmed 8% sodium thiocyanate in dH,0 at
80 °C, incubate for 30 min.

s wWwN =
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6. Place slides in 2 x SSC, pH 7.0, incubate for 3 min at RT.

7. Add pepsin to pre-warmed 0.01 M HCl to a final concentration of
0.025% (if not using RtU pepsin (LK-101A)).

8. Digest slides in 0.025% pepsin in 0.01 M HCl at 37 °C or cover
tissue in RtU pepsin (LK-101A) at RT, incubate for 5 - 45 min, (time
depending on tissue fixation and tissue type).

9. Place slides in dH,0, incubate for 1 min at RT.

10.Place slides in 1 x PBS, pH 7.4 or 2 x SSC, pH 7.0, incubate for
5 min at RT.

11.Dehydrate slides in 70%, 85%, and 100% ethanol, incubate for 1 min
each at RT. Air-dry at RT.

Proceed with probe preparation.

Probe preparation:

Briefly spin down probe vial, vortex probe vial and briefly spin down
again before use. Allow probe to reach RT before use.

Kreatech FISH probes are supplied RtU unless specified otherwise in
the product documentation. Consult label on vial and specific probe
pack insert for dilution specifics.

Co-denaturation:

1. Apply 10 pl of probe or probe-mix per 22 x 22 mm field.

2. Cover with glass coverslip and seal with Fixogum (LK-071A) or
rubber cement.

3. Denature sample and probe on a ThermoBrite (TS-01/02) for 5 min
at 80 °C.

Hybridization:
Incubate overnight at 37 °C in a ThermoBrite (TS-01/02) or in a
humidified chamber.

Post-hybridization wash:
1. Pre-warm Wash Buffer | (0.4 x SSC / 0.3% Igepal) (LK-102A) to 72 °C.
2. Remove rubber cement.
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3. Place up to 14 slides in 200 ml of Wash Buffer Il (2 x SSC/ 0.1%
Igepal) (LK-103A), incubate for 2 min at RT. Slide off coverslips.
Re-use only once for a total of 28 slides.

4. Place up to 14 slides in 200 ml of pre-warmed Wash Buffer | (0.4 x
SSC / 0.3% Igepal) (LK-102A), incubate for 2 min at 72 °C (1 °C)
without agitation. Re-use only once for a total of 28 slides.

5. Place up to 14 slides in 200 ml of fresh Wash Buffer Il (2 x SSC /
0.1% Igepal) (LK-103A), incubate for 1 min at RT without agitation.
Re-use only once for a total of 28 slides.

6. Dehydrate in fresh 70%, 85% and 100% ethanol, incubate for 1 min
each at RT. Air-dry at RT and proceed to Counterstaining.

Counterstaining:

Apply 15 pl DAPI counterstain (LK-095A (0.1 pg/ml) or LK-096A (1 pg/
ml)) and apply glass coverslip. DAPI can be diluted in counterstain
diluent (LK-097A) to obtain desired concentration. Place slides in the
dark and allow 10 - 15 min for counterstain to develop. Proceed with
microscopy.

Recommendations for fluorescence microscopy:

For optimal visualization use a well maintained and regularly calibrated
microscope equipped with a T00W mercury lamp or other appropriate
light source and a 63x or 100x fluorescence objective. Triple band-
pass filters (DAPI/FITC/Cy3 or DAPI/FITC/TRITC) are used to view
multiple colors, single band-pass filters are used for individual color
visualization.
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Suitable excitation and emission range for Kreatech fluorophores:

Fluorophore Excitation Emission

DAPI 360420 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 49510 nm 517 £10 nm

PlatinumBright ™ 550 550 £10 nm 580 +10 nm

Troubleshooting

Check protein digestion and pre-treatment by applying 15 pl DAPI
counterstain and evaluate slides using a fluorescence microscope
equipped with a DAPI filter. A 15 min protein digestion is normally suf-
ficient for a wide range of breast tumors. Remove coverslip and soak
tissue in 2 x SSC, pH 7.4 for 2 min at RT. Prolong protein digestion by 2
- 20 min if sample is not sufficiently digested. Use a fresh sample and
reduce protein digestion time if the sample is over-digested.

Alternative protocol for probe denaturation (separate probe and

sample denaturation):

1. Denature slide in 70% formamide / 2 x SSC, pH 7.0 at 72 °C (¢1 °C)
for 2 min.

2. Dehydrate in ice cold (-20 °C) 70%, 85%, and 100% ethanol for 2 min
each. Air-dry.

3. Denature probe mix at 90 °C for 10 min and then place on ice.

4. Briefly spin down probe vial, vortex probe vial and then spin down
probe vial again.

5. Apply probe to denatured slide, cover with glass coverslip, seal with
rubber cement and continue with Hybridization.

Frequently asked questions
| have weak or no signals
+  Re-hybridize making sure that the probe has been mixed correctly




8 Kreatech FISH Probes

and that it is at room temperature before use.

*  Re-hybridize making sure that the stringency wash (Wash Buffer I)
is at the right temperature (72 °C (¢1 °C)).

+ Account for temperature drop when adding slides to pre-warmed
reagents.

+ Tissue digestion not optimal (under-digested) - soak off cover slip
in 2 x SSC, pH 7.0 for 2 min at RT. Prolong protein digestion by
2-20 min.

Tissue digestion not optimal (over-digested) - Discard slide and
start with fresh section. Reduce protein digestion by at least
10 min.

+ Use a minimum of 10 pl of probe per 22 x 22 mm coverslip.
Check microscope filters and light source are correct and in full
working order.

| have high background.
Tissue digestion not optimal. Under-digested tissue increase
background. Soak off cover slip in 2 x SSC, pH 7.0 for 2 min at RT.
Prolong protein digestion by 2 - 20 min.

+ Increase the temperature of the stringency wash (Wash Buffer I)
when washing slides.

| have cross-hybridization when using Centromeric probes.
+ Increase the temperature of the stringency wash (Wash Buffer I)
when washing slides.

Minimum probe application:
22x 22 mm 10 pl
22 x 32 mm 15l
22 x 50 mm 23 ¢l
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Procedural recommendations:

Temperature and buffer concentration (stringency) of hybridization and
washing are important, as lower stringency can result in non-specific
binding of the probe to other sequences, and higher stringency can
result in a lack of signal. Incomplete denaturation of target DNA and/
or probe DNA can result in lack of signal.

Material required, but not supplied: Reagents:

. Xylene

. Formamide

. Ethanol 100%, 85% and 70%

0.01 M sodium citrate pH 6.0 or 8% sodium thiocyanate
0.01 M HCl and 0.2M HCI

. Pepsin Solution RtU (LK-101A)

. 1xPBS,pH7.4

. 2xSSC,pH7.0

9. Wash Buffer | (0.4 x SSC / 0.3% Igepal) (LK-102A)
10.Wash Buffer Il (2 x SSC / 0.1% Igepal) (LK-103A)
11.DAPI counterstain (LK-095A (0.1 pg/ml) or LK-096A (1 pg/ml))
12.Counterstain diluent (LK-097A)

13.Fixogum (LK-071A) or rubber cement

©®NoO A WN =

Material required, but not supplied: equipment:

1. ThermoBrite (TS-01/02) or ThermoBrite Elite
(See www.Leicabiosystems.com for more information)

. Incubator at 37 °C

. Water bath with accurate temperature from 37 °C to 90 °C

. Plastic or glass Coplin jar

. Variable micropipettes (1 pl - 200 pl)

. Fluorescence microscope equipped with suitable filters (see recom-
mendations for fluorescence microscopy)

s wWwN
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Warnings and precautions:

1. For in vitro use only. For professional use only. In case of emergen-
cies check SDS sheets for safety information.

2. DNA probes and hybridization buffers contain formamide which is
a teratogen; do not inhale or allow skin contact. Wear gloves and a
lab coat when handling DNA probes and DAPI counterstain.

3. All materials should be disposed of according to your institution's
guidelines for hospital waste disposal.

4. Labelling according Regulation (EC) No 1272/2008

Pictogram

Signal word: Danger

Hazard statement(s)

H357 Suspected of causing cancer.

H360D May damage the unborn child.

H373 May cause damage to organs (Blood) through prolonged or
repeated exposure if swallowed.

Precautionary statement(s)

P201 Obtain special instructions before use.

P281 Use personal protective equipment as required.

P308 + P313 IF exposed or concerned: Get medical advice/ attention.

Supplemental Hazard Statements: none
Restricted to professional users
Patents: These products or the use of these products is subject to

proprietary rights. The probes in these products are produced using the
Janssen Diagnostics, LLC REPEAT- FREE™ technology and labeled with
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the Universal Linkage System (ULS™).

The fluorophore used in the PlatinumBright - 415 labeling compound is
subject to patents, owned or controlled, and manufactured by DYOMICS
GmbH. US and International patents pending for Janssen Diagnostics,
LLC REPEAT-FREE™ technology.

The ULS™ technology and products are covered by one or more of the
following US patents 5,580,990; 5,714,327, 5,985,566; 6,133,038, US RE
40,557, 6,797,818, 7,217,813. KREATECH is a trade name of KREATECH
Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™, are trademarks of KREATECH
Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ is a trademark of Janssen Diagnostics,
LLC.

ThermoBrite™ is a registered trademark of Leica Biosystems.
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Cell Preparations

Using Kreatech™ FISH probes

Fluorescent in situ hybridization (FISH) is used to identify, or label,
target genomic sequences so that their location can be studied. DNA
sequences from appropriate, chromosome specific probes are first
labeled with reporter molecules. The labeled DNA probe is then hybrid-
ized to the metaphase chromosomes or interphase nuclei on a slide.
After washing, the specimen is screened for the reporter molecules by
fluorescence microscopy.

KREATECH REPEAT-FREE FISH probes do not contain Cot-1 DNA.
Hybridization efficiency is therefore increased and background, due to
unspecific binding, is greatly reduced.

For use on metaphase and interphase cells from peripheral blood and
bone marrow cultures or direct preparations prepared by standard
cytogenetic methods, see: The AGT genetics laboratory manual, 3rd
ed. New York: Raven Press; 1996.

For optimal results it is advised to use Kreatech’s complete Pre-treat-
ment kits (KBI-60005, KBI-60006) which include a specially optimized
“Instruction for Use” protocol.
For more info It our website: http:/www.leicabiosy com/
ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Pretreatment:

Protocol | (standard protocol, if not satisfactory use protocol l)

1. To age the slides, bake the slides for 10 minutes (min) at 80 °C,
then allow slides to cool down to room temperature (RT).

2. Place slides in freshly prepared 70% acetic acid (in deionized H,0
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(dH,0)), incubate for 1 min at RT.
3. Place slides in 1 x PBS, pH 7.4, incubate for 30 seconds (s) at RT.
4. Place slides in 1 x PBS, pH7.4, incubate for 5 min at RT.
5. Dehydrate slide in 70%, 85% and 100% ethanol, incubate for 1 min
each at RT. Air-dry at RT.
Proceed with Probe preparation.

Protocol Il (for slides with high cytoplasmic background or direct preps

(amniotic fluid or chronic villi))

1. Pre-warm 2 x SSC, pH 7.0 and 0.01 M HCl at 37 °C

2. Place dry sample slides in pre-warmed 2 x SSC, pH 7.0, incubate at
37 °C for 2 min.

3. Add pepsin to the pre-warmed 0.01 M HCl to a final concentration
of 0.005%.

4. Place slides in 0.005% pepsin solution in 0.01 M HCI and incubate
at 37 °C for 5- 15 min (depending on the amount of cytoplasmic
background).

5. Place slides in 1 x PBS, pH 7.4, incubate for 3 min at RT.

6. Post-fix slides by incubating in 1% buffered formaldehyde in 1 x
PBS / 20 mM MgCl, for 10 min at RT.

7. Place slides in 1 x PBS, pH 7.4, incubate for 3 min at RT.

8. Dehydrate slide in 70%, 85% and 100% ethanol, incubate for 1 min
each at RT. Air-dry at RT.

Proceed with Probe preparation.

Probe preparation:

Briefly spin down probe vial, vortex probe vial and briefly spin down
again before use. Allow probe to reach RT before use.

Most Kreatech FISH probes are supplied Ready-to-Use (RtU). Cen-
tromere, Subtelomere and Whole chromosome FISH probes are provid-
ed in 5 x concentrated formats and must be diluted with the provided
hybridization buffer and/or other concentrated probes. Consult label on
vial and specific probe package insert for dilution specifics.
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Co-denaturation:

1. Apply 10 pl of probe or probe-mix per 22 x 22 mm field.

2. Cover with glass coverslip and seal with Fixogum (LK-071A) or
rubber cement.

3. Denature sample and probe on a ThermoBrite (TS-01/02) for 5 min
at75°C.

Hybridization:
Incubate overnight at 37 °C in a ThermoBrite (TS-01/02) orina
humidified chamber.

Post-hybridization wash:

1. Pre-warm Wash Buffer I (0.4 x SSC / 0.3% Igepal) (LK-102A) to 72 °C.

2. Remove rubber cement.

3. Place up to 14 slides in 200 ml of Wash Buffer Il (2 x SSC/0.1%
Igepal) (LK-103A), incubate for 2 min at RT. Slide off coverslips.
Re-use only once for a total of 28 slides.

4. Place up to 14 slides in 200 ml of pre-warmed Wash Buffer 1 (0.4 x
SSC / 0.3% Igepal) (LK-102A), incubate for 2 min at 72 °C (¢1 °C)
without agitation. Re-use only once for a total of 28 slides.

5. Place up to 14 slides in 200 ml of fresh Wash Buffer Il (2 x SSC /
0.1% Igepal) (LK-103A), incubate for 1 min at RT without agitation.
Re-use only once for a total of 28 slides.

6. Dehydrate slides in 70%, 85% and 100% ethanol, incubate for 1 min
each at RT. Air-dry at RT.

Proceed to Counterstaining.

Counterstaining:

Apply 15 pl DAPI counterstain (LK-095A (0.1 pg/ml) or LK-096A (1 pg/
ml)) and apply glass coverslip. DAPI can be diluted in counterstain
diluent (LK-097A) to obtain desired concentration. Place slides in the
dark and allow 10 - 15 min for counterstain to develop. Proceed with
microscopy.
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Recommendations for fluorescence microscopy:

For optimal visualization use a well maintained and regularly calibrated
microscope equipped with a 100 W mercury lamp or other appropriate
light source and a 63x or 100x fluorescence objective. Triple band-
pass filters (DAPI/FITC/Cy3 or DAPI/FITC/TRITC) are used to view
multiple colors, single band-pass filters are used for individual color
visualization.

Suitable excitation and emission range for Kreatech FISH fluorophores:

Fluorophore Excitation Emission
DAPI 360 +20 nm 46030 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15nm 470 £15 nm

PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 #10 nm 580 10 nm

Troubleshooting:

Alternative protocol for cytology specimens:

1. Pre-warm 50 ml of 2 x SSC / 0.5% Igepal (LK-105B) in a Coplin jar
to 37 °C in a water bath. Place prepared slides in the Coplin jar and
incubate for 15 minutes.

2. Dehydrate slides in 70%, 85%, and 100% ethanol, incubate for 1 min
each at RT. Air-dry at RT.

Proceed with Probe preparation.

Alternative protocol for probe denaturation (separate probe and

sample denaturation):

1. Prewarm 70% formamide / 2 x SSC, pH 7.0 to 72 °C.

2. Denature slides in 70% formamide / 2 x SSC, pH 7.0, incubate at
72 °C (£1 °C) for 2 min.

3. Dehydrate slides in ice cold (-20 °C) 70%, 85%, and 100% ethanol,
incubate for 2 min each. Air-dry at RT.

4. Denature probe mix at 90 °C for 10 min and directly place on ice.

5. Briefly spin down probe vial, vortex probe vial and then spin down
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probe vial again.

6. Apply probe to denatured slide, cover with glass coverslip, seal with
rubber cement.

Proceed with Hybridization.

Frequently asked questions

| have weak or no signals

+  Re-hybridize making sure that the probe has been mixed correctly
and that is at room temperature before use.

+ Re-hybridize making sure that the stringency wash (Wash Buffer 1)
is at the right temperature (72 °C (¢1 °C)).

+Account for temperature drop when adding slides to pre-warmed
reagents.

+ Use a minimum of 10 pl of probe per 22 x 22 mm coverslip.

+ Check microscope filters and light source are correct and in full
working order.

| have high background or a-specific cross-hybridization when using

Centromeric or Subtelomeric probes.

+ Increase the temperature of the stringency wash (Wash Buffer I)
when washing slides.

Minimum probe application:

Glass cover slip size Minimum probe application
22 x22 mm 10 pl
22 x 32 mm 15 pl
22 x 50 mm 23 pl

Procedural recommendations:

Temperature and buffer concentration (stringency) of hybridization and
washing are important, as lower stringency can result in non-

specific binding of the probe to other sequences, and higher stringency
can result in a lack of signal. Incomplete denaturation of target DNA



Kreatech FISH Probes 17
and/or probe DNA can result in lack of signal.

Material required, but not supplied: reagents:

. FISH reagent Kit (KBI-60005)

. FISH digestion Kit (KBI-60006)

. 1% buffered formaldehyde / 1 x PBS / 20 mM MgCl,
. 1xPBS,pH7.4

. 2xSSC,pH7.0

. Pepsin solution (LK-101A)

. Wash buffer 1 (0.4 x SSC / 0.3% Igepal) (LK-102A)

. Wash buffer Il (2 x SSC / 0.1% Igepal) (LK-103A)

9. Igepal

10.0.01 M HCI

11.Carnoys fixative (methanol : acetic acid = 3: 1)
12.70% acetic acid (in deionized H,0)

13.DAPI counterstain (LK-095A (0.1 pg/ml) or LK-096A (1 pg/ml))
14.Counterstain diluent (LK-097A)

15.Formamide

16.Ethanol 100%, 85% and 70%

17.Fixogum (LK-071A) or rubber cement

NG AWN =

Material required, but not supplied: equipment:

1. ThermoBrite (TS-01/02).

. Incubator at 37 °C

. Water bath with accurate temperature from 37 °C to 90 °C

. Plastic or glass Coplin jar

. Variable micropipettes (1 pl - 200 pl)

. Fluorescence microscope equipped with suitable filters (see
Recommendations for fluorescence microscopy)

v s wN

Warnings and precautions:

1. For in vitro use only. For professional use only. In case of emergen-
cies check SDS sheets for safety information.

2. DNA probes and hybridization buffers contain formamide which is
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a teratogen; do not inhale or allow skin contact. Wear gloves and a
lab coat when handling DNA probes and DAPI counterstain.

3. All materials should be disposed of according to your institution’s
guidelines for hospital waste disposal.

4. Labelling according Regulation (EC) No 1272/2008

Pictogram

Signal word: Danger

Hazard statement(s)

H351 Suspected of causing cancer.

H360D May damage the unborn child.

H373 May cause damage to organs (Blood) through prolonged or
repeated exposure if swallowed.

Precautionary statement(s)

P201 Obtain special instructions before use.

P281 Use personal protective equipment as required.

P308 + P313 IF exposed or concerned: Get medical advice/ attention.
Supplemental Hazard Statements: none

Restricted to professional users

Patents: These products or the use of these products is subject to
proprietary rights. The probes in these products are produced using the
Janssen Diagnostics, LLC REPEAT- FREE™ technology and labeled with
the Universal Linkage System (ULS™).

The fluorophore used in the PlatinumBright - 415 labeling compound is
subject to patents, owned or controlled, and manufactured by DYOMICS
GmbH. US and International patents pending for Janssen Diagnostics,
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LLC REPEAT-FREE™ technology.

The ULS™ technology and products are covered by one or more of the
following US patents 5,580,990; 5,714,327; 5,985,566; 6,733,038; US RE
40,557E, 6,797,818; 7,217,813. KREATECH is a trade name of KREATECH
Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™, are trademarks of KREATECH
Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ is a trademark of Janssen Diagnostics,
LLC.

ThermoBrite™ is a registered trademark of Leica Biosystems
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Mode d'emploi

Tissus inclus dans la paraffine et fixés au formol

Lhybridation in situ fluorescente (FISH pour Fluorescent In Situ
Hybridization -) identifie ou marque des séquences génomiques cibles
afin d'étudier leur localisation. Les séquences d'ADN, issues de sondes
chromosomiques spécifiques et adéquates, sont d'abord marquées a
I'aide de molécules rapporteuses. La sonde ADN marquée est ensuite
hybridée a 'ADN cible, dans les noyaux tissulaires. Aprés lavage, on
identifie les molécules rapporteuses sur I'échantillon, a l'aide d'un
microscope a fluorescence

Les sondes KREATECH REPEAT-FREE FISH ne contiennent pas d'ADN
Cot-1. Lefficacité de I'hybridation est ainsi accrue et le bruit de fond
dii aux hybridations non spécifiques est fortement réduit.

Pour des résultats optimaux sur les coupes tissulaires incluses dans
la paraffine, nous vous conseillons d'utiliser les kits de pré-traitement
complets Kreatech (Réf. KBI-60004, KBI-60007) incluant un protocole
de type « Mode d'emploi » spécialement optimisé.

Pour en savoir plus, rendez-vous sur notre site Internet : http://www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Sinon, vous pouvez également utiliser les protocoles suivants :

Traitement des lames :

1. Montez des coupes de tissus de 4 - 6 um, fixées au formol et incluses
dans la paraffine (FFPE), sur des lames chargées positivement.

2. Faites cuire les coupes tissulaires FFPE montées pendant 2 heures
280 °C, ou pendant 16 heures a 56 °C.

3. Retirez la paraffine des lames dans du xyléne ou un substitut du
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4.

5.
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xylene, puis faites incuber pendant 2 x 10 minutes (min) a Tempéra-
ture Ambiante (TA).

Réhydratez les lames dans de I'éthanol a 100 %, 85 % et 70 %,
pendant 3 min chaque a TA. Laisser sécher a l'air a TA.

Placez les lames dans de I'eau (H,0) désionisée (dH,0), puis faites
incuber pendant 3 min a TA.

Continuez-en suivant le Protocole | ou le Protocole II.

Protocole | (protocole standard - si pas suffisant, utilisez le Protocole 1)

1.
2.

3.

8.

9.

Préchauffez du citrate de sodium 0,01 M (pH 6,0) 4 96 - 98 °C.
Préchauffez de I'HCI 0,01 M a 37 °C (Sauf si vous utiliser de la
pepsine « Préte a l'emploi (RtU) » (Réf. LK-101A).

Placez les lames dans le citrate de sodium 0,01 M (pH 6,0) a 96 -
98 °C, puis faites incuber pendant 15 min.

. Placez les lames dans de la dH,0, puis faites incuber pendant 2

min a TA.

. Ajoutez la pepsine a I'HCI 0,01 M préchauffé pour obtenir une

concentration finale de 0 025 %. (sauf si vous utiliser de la pepsine
RtU (Réf. LK-101A).

. Digérez les lames dans de la pepsine 0,01 M a 0,025 %, a 37 °C ou

couvrir les lames de pepsine RtU (Réf. LK-101A) a TA, puis faites
incuber pendant 5 - 45 min, (la durée dépendant de la fixation et du
type tissulaire).

. Placez les lames dans de dH,0, puis faites incuber pendant 1 min a

TA.

Placez les lames dans 1 x PBS (pH 7,4) ou dans 2 x SSC (pH 7,0),
puis faites incuber pendant 5 min a TA.

Déshydratez les lames dans de I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 %,
pendant 1 min chaque a TA. Laisser sécher a I'air a TA.

Passez a la préparation de la sonde.

Protocole Il (pour les échantillons complexes)

1.

Préchauffez du thiocyanate de sodium 8 % a 80 °C.
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2. Prétraitez les lames avec de I'HCI 0,2 M, puis faites incuber 20 min
aTA.

3. Placez les lames dans de la dH,0, puis faites incuber pendant 3
minaTA.

4. Préchauffez de I'HCI 0,01 M & 37°C (a sauf si vous utiliser de la
pepsine RtU (Réf. LK-101A)

5. Placez les lames dans une solution préchauffée de thiocyanate de
sodium 8 % dans dH,0 a 80 °C, pendant 30 min.

6. Rincez les lames dans 2 x SSC (pH 7,0), pendant 3 min a TA.

7. Ajoutez la pepsine dans I'HCI 0,01 M préchauffé, pour obtenir une
concentration finale de 0,025 % (sauf si vous utiliser de la pepsine
RtU (Réf. LK-101A).

8. Digérez les lames dans la pepsine 0,01 M & 0,025 %, a 37 °C ou
couvrir les lames de pepsine RtU (Réf. LK-101A) a TA, puis faites
incuber pendant 5 - 45 min, (la durée dépendant de la fixation et du
type tissulaire).

9. Rincez les lames dans de la dH,0 pendant 1 min a TA.

10.Placez les lames dans 1 x PBS (pH 7,4) ou dans 2 x SSC (pH 7,0)
pendant 5 min a TA.

11.Déshydratez les lames dans de I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 %,
pendant 1 min chaque a TA. Laisser sécher a l'air libre a TA.

Passez a la préparation de la sonde.

Préparation de la sonde :

Avant utilisation, centrifuger rapidement le tube contenant la sonde,
puis passer le brievement au Vortex et centrifuger de nouveau rapide-
ment le tube. Laissez la sonde parvenir a TA avant utilisation.

Les sondes Kreatech FISH sont fournies sous forme RtU, sauf mention
contraire dans la notice du produit. Pour connaitre les caractéristiques
de dilution, consultez I'étiquette du flacon et la notice figurant sur
I'emballage de la sonde concernée.
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Co-dénaturation :

1. Appliquez 10 pl de sonde ou de mélange-sonde par surface de 22 x
22 mm.

2. Recouvrez d'une lamelle en verre puis scellez au Fixogum (Réf.
LK-071A) ou a la colle au caoutchouc.

3. Dénaturez I'échantillon et la sonde sur un ThermoBrite (Réf. TS-
01/02), pendant 5 min, a 80 °C.

Hybrydation :
Faites incuber toute la nuit a 37 °C dans un ThermoBrite (Réf. TS-
01/02) ou dans une chambre humide.

Lavage post-hybrydation :

1. Préchauffez le tampon de lavage Wash Buffer | (0,4 x SSC / Igepal
0,3 %) (Réf. LK-102A) 3 72 °C.

2. Retirez la colle au caoutchouc.

3. Placez 14 lames maximum dans 200 ml de tampon de lavage Wash
Buffer Il (2 x SSC / Igepal 0,1 %) (Réf. LK-103A), puis faites incuber
pendant 2 min & TA. Retirez les lamelles en les faisant glisser. A
réutiliser une seule fois pour un total de 28 lames.

4. Placez 14 lames maximum dans 200 ml de tampon de lavage
préchauffé Wash Buffer I (0,4 x SSC / Igepal 0,3 %) (Réf. LK-102A),
puis faites incuber pendant 2 min & 72 °C (1 °C) sans agiter. A
réutiliser une seule fois pour un total de 28 lames.

5. Placez 14 lames maximum dans 200 ml de tampon de lavage frais
Wash Buffer Il (2 x SSC / Igepal 0,1 %) (Réf. LK-103A), puis faites
incuber pendant 1 min a TA, sans agiter. A réutiliser une seule fois
pour un total de 28 lames.

6. Déshydratez dans I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 % frais, pendant
1 min a chaque fois a TA. Faites sécher a I'air libre a TA, puis
passez a la contre-coloration.

Contre-coloration :
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Appliquez 15 pl de contre-colorant DAPI (Réf. LK-095A (0,1 pg/ml) ou
Réf. LK-096A (1 pg/ml) puis appliquez la lamelle en verre. Le DAPI peut
étre dilué dans un diluant pour contre-colorant (Réf. LK-097A) pour
obtenir la concentration souhaitée. Mettez les lames dans le noir puis
patientez 10 - 15 min pour que le contre-colorant se diffuse. Passez a
la microscopie.

Recommandations concernant la micr pie a fluor

Pour bénéficier d'une visualisation optimale, utilisez un mlcroscope
soigneusement entretenu et régulierement étalonné, équipé d'une
lampe a mercure de 100 W ou de toute autre source de lumiére
adéquate, ainsi que d'un objectif de 63 x 100 x. Utilisez des filtres
passe-bande triples (DAPI/FITC/Cy3 ou DAPI/FITC/TRITC) pour voir
plusieurs couleurs, ou des filtres passe-bande uniques pour voir une
seule couleur.

Excitation souhaitable et gamme d'émission pour les fluorophores
Kreatech :

Fluorophore Excitation Emission

DAPI 360120 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 15 nm
PlatinumBright ™ 495 495110 nm 517 £10 nm

PlatinumBright ™ 550 550 10 nm 580 +10 nm

Evaluation de la digestion.

Vérifiez le prétraitement et |a digestion protéique en appliquant 15 pl de
contre-colorant DAPI, puis évaluez les lames a |'aide d'un microscope a
fluorescence équipé d'un filtre DAPI. Une digestion protéique de 15 min
est généralement suffisante pour la plupart des tumeurs du sein. Retirez
la lamelle et rincez les tissus dans du 2 x SSC (pH 7,4) pendant 2 min

a TA. Dans le cas d'une digestion insuffisante, prolongez la digestion
protéique pendant 2 - 20 min. Dans le cas de tissu trop digéré, utilisez
un échantillon frais et réduisez la durée de digestion protéique.
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Autre protocole possible pour la dénaturation de la sonde (dénatura-

tion de la sonde séparée de celle de I'échantillon) :

1. Dénaturez la lame dans de la formamide a 70 % / 2 x SSC (pH 7,0),
a72°C (21 °C), pendant 2 min.

2. Déshydratez les lames dans de I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 %, glacé
(-20 °C), pendant 2 min chaque. Faites sécher a |'air libre a TA.

3. Dénaturez le mélange de sonde & 90 °C pendant 10 min, puis
mettez-le sur de la glace.

4. Centrifugez rapidement le tube contenant la sonde, puis passer le
brievement au Vortex et centrifuger de nouveau rapidement le tube.

5. Appliquez la sonde sur la lame dénaturée, recouvrez d'une lamelle
en verre, scellez a 'aide d'une colle au caoutchouc, puis passez a
I'hybridation.

Foire Aux Questions (FAQ)

J'obtiens des signaux faibles, voire pas de signal du tout

+ Refaites I'hybridation en vous assurant, avant utilisation, que la
sonde a été bien mélangée et qu'elle est a température ambiante.

+ Refaites I'hybridation en vous assurant que la stringence du lavage
(tampon de lavage Wash Buffer I) est a la bonne température (72 °C
(¢1°C).

+ Tenez compte de la chute de la température lorsque vous ajoutez
des lames aux réactifs préchauffés.

+ Ladigestion des tissus n'est pas optimale (ils sont sous-digérés)

- Plongez la lamelle dans 2 x SSC (pH 7,0) pendant 2 min a TA.
Prolongez la digestion des protéines pendant 2 - 20 min.

+ Ladigestion des tissus n'est pas optimale (ils sont trop digérés) -
Jetez la lame et recommencez avec une coupe fraiche. Réduisez la
digestion des protéines d'au moins 10 min.

+ Utilisez au minimum 10 pl de sonde par lamelle de 22 x 22 mm.

+ Assurez-vous que les filtres et la source de lumiére du microscope
sont adéquats et en bon état de marche.
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J'ai un bruit de fond trés présent.

+ Ladigestion des tissus n'est pas optimale. Les tissus sous-digérés
accentuent le bruit de fond. Plongez la lamelle dans 2 x SSC (pH
7,0) pendant 2 min a TA. Prolongez la digestion des protéines
pendant 2 - 20 min.

+ Augmentez la température du lavage de stringence (tampon de
lavage Wash Buffer I) lors du lavage des lames.

J'obtiens une hybridation croisée lorsque j'utilise des sondes centro-
mériques.
Augmentez la température du lavage de stringence (tampon de
lavage Wash Buffer I) lors du lavage des lames.

Qté minimale de sonde a appliquer :

Taille de la lamelle en verre Qté minimale de sonde a
appliquer

22x22 mm 10 pl

22 x 32 mm 15l

22 x 50 mm 23 pl

Recommandations concernant la procédure :

La température et la concentration du tampon (stringence) de I'hybri-
dation et du lavage sont importantes car une faible stringence peut
entrainer une liaison non-spécifique de la sonde a d'autres séquences,
et une forte stringence peut entrainer |'absence de signal. Une
dénaturation incompléte de I'ADN cible et/ou de I'ADN de la sonde peut
entrainer I'absence de signal.

Matériel requis mais non fourni : Réactifs :

1. Xyléne

2. Formamide

3. Ethanol 4100 %, 85 % et 70 %

4. Citrate de sodium 0,01 M (pH 6,0) ou thiocyanate de sodium 8 %
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. HCI 0,01 MetHCI0,2M

. Solution de pepsine RtU (Réf. LK-101A)

. 1xPBS (pH 7,4)

. 2% SSC (pH 7,0)

. Tampon de lavage Wash Buffer 1 (0,4 x SSC / Igepal 0,3 %) (Réf.

LK-102A)

10.Tampon de lavage Wash Buffer Il (2 x SSC / Igepal 0,1 %) (Réf.
LK-103A)

11.Contre-colorant DAPI (Réf. LK-095A (0,1 ug/ml) ou Réf. LK-096A (1
pg/ml)

12.Diluant pour contre-colorant (Réf. LK-097A)

13.Fixogum (Réf. LK-071A) ou colle au caoutchouc

oo~y u

Matériel requis mais non fourni : équipement :

1. ThermoBrite (Réf. TS-01/02) ou ThermoBrite Elite (Consultez le site
Internet www. Leicabiosystems.com pour en savoir plus)

. Incubateur a 37 °C

. Bain-marie avec température précise de 37 °Ca 90 °C

. Récipient de type Coplin en plastique ou en verre

. Micropipettes a volume variable (1 a 200 pl)

. Microscope a fluorescence doté des filtres adéquats (Cf. « Recom-
mandations concernant la microscopie a fluorescence »)

g wN

Avertissement et précautions :

1. Réservé a une utilisation in vitro. Réservé aux professionnels. En
cas d'urgence, consultez les fiches FDS pour prendre connaissance
des informations liées a la sécurité.

2. Les sondes ADN et les tampons d'hybridation contiennent du
formamide (une substance tératogéne) ; ne les inhalez pas et ne
les mettez pas en contact avec la peau. Portez des gants et une
blouse de laboratoire quand vous manipulez des sondes ADN et du
contre-colorant DAPI.
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3. Tous les articles/produits doivent étre jetés conformément aux
directives de votre établissement en matiére d'élimination des
déchets hospitaliers.

4. Etiquetage en accord avec la réglementation (CE) n° 1272/2008

Pictogramme

Mention d'avertissement : Danger

Mention de danger

H351 Susceptible de provoquer le cancer.

H360D Peut nuire au feetus.

H373 Risque présumé d'effets graves pour les organes (sang) a la
suite d'expositions répétées ou d'une exposition prolongée en cas
d'ingestion.

Conseils de prudence

P201 Se procurer les instructions avant utilisation.

P281 Utiliser I'équipement de protection individuel requis.

P308 + P313 EN CAS d'exposition prouvée ou suspectée : consulter
un médecin.

Informations additionnelles sur les dangers : aucune
Réservé aux utilisateurs professionnels

Brevets : ces produits ou | utilisation de ces produits sont soumis

a des droits de propriété. Les sondes contenues dans ces produits
sont produites a l'aide de la technologie REPEAT- FREE™ de Janssen
Diagnostics, LLC et marquées a l'aide du dispositif Universal Linkage
System (ULS™).
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Le fluorophore utilisé pour le composé de marquage PlatinumBright - 415
est protégé par des brevets, détenu ou contrélé, et fabriqué par DYOMICS
GmbH. Brevets US et internationaux en cours d’homologation concernant
la technologie REPEAT-FREE™ de Janssen Diagnostics, LLC.

La technologie et les produits ULS™ sont couverts par un ou plusieurs
de ces brevets US : 5,580,990 ; 5,714,327, 5,985,566 ; 6,133,038 ; US RE
40,557, 6,797,818, 7,217,813.

KREATECH est le nom commercial de KREATECH Biotechnology BV.
ULS™, PlatinumBright™ sont des marques commerciales de KREATECH
Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ est une marque commerciale de
Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ est une marque déposée de Leica Biosystems.
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Des préparations de cellules

Utilisation de sondes Kreatech™ FISH

Lhybridation in situ fluorescente (FISH pour Fluorescent In Situ
Hybridization -) identifie ou marque des séquences génomiques

cibles afin d'étudier leur localisation. Les séquences d’ADN, issues

de sondes chromosomiques spécifiques et adéquates, sont d'abord
marquées a l'aide de molécules rapporteuses. La sonde ADN marquée
est ensuite hybridée aux chromosomes en métaphase ou aux noyaux
en interphase sur une lame. Aprés lavage, on identifie les molécules
rapporteuses sur I'échantillon, a l'aide d'un microscope a fluorescence.

Les sondes KREATECH REPEAT-FREE FISH ne contiennent pas d'ADN
Cot-1. Lefficacité de I'hybridation est ainsi accrue et le bruit de fond
di aux hybridations non spécifiques est fortement réduit.

Pour utilisation sur des cellules en métaphase ou en interphase,
issues de cultures de sang périphérique ou de moelle osseuse, ou de
préparations directes effectuées par des méthodes cytogénétiques
standard, consultez : The ACT genetics laboratory manual, 3rd ed. New
York: Raven Press; 1996.

Pour des résultats optimaux, nous vous conseillons d'utiliser les kits
de prétraitement complets Kreatech (Réf. KBI-60005, KBI-60006)
incluant un protocole « Mode d'emploi » spécialement optimisé.

Pour en savoir plus, rendez-vous sur notre site Internet : http:/www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Prétraitement :

Protocole | (protocole standard - si pas suffisant, utilisez le Protocole 1)

1. Pour vieillir les lames, faites les cuire pendant 10 minutes (min) a
80 °C, puis laissez-les refroidir a Température Ambiante (TA).
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2. Incuber les lames pendant 1 min a TA dans de |'acide acétique a 70
% fraichement préparé dans de I'H,0 désionisée (dH,0).

3. Incuber les lames pendant 30 secondes a TA dans 1 x PBS (pH 7,4)

4. Incuber les lames pendant 5 min a TA dans 1 x PBS (pH 7,4).

5. Déshydratez les lames dans de I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 %,
pendant 1 min chaque a TA. Laisser sécher a l'air a TA.

Procéder a la préparation de la sonde.

Protocole Il (pour des lames présentant beaucoup de cytoplasme

ou pour des préparations directes (liquide amniotique ou villosités

choriales)

1. Préchauffez 2 x SSC (pH 7,0) et HCI 0,01 M a37 °C

2. Incuber les lames séches dans du 2 x SSC (pH 7,0) a 37 °C pendant
2 min.

3. Ajoutez la pepsine a I'HCI 0,01 M préchauffé pour obtenir une
concentration finale de 0,005 %.

4. Placez les lames pendant 5 - 15 min (durée dépendante de I'échan-
tillon) dans la solution de 0,005 % de pepsine dans 'HCI 0,01 M,
puis faites incuber a 37 °C

5. Placez les lames pendant 3 min a TA dans 1 x PBS (pH 7,4)

6. Post-fixez les lames dans une solution de formaldéhyde 1 % dans 1
x PBS / MgCl 20 mM2 pendant 10 min a TA.

7. Placez les lames pendant 3 min a TA dans 1 x PBS (pH 7,4)
Déshydratez les lames dans de I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 %,
pendant 1 min chaque a TA. Laisser sécher a l'air a TA.

Procéder a la préparation de la sonde.

Préparation de la sonde :

Avant utilisation, centrifuger rapidement le tube contenant la sonde,
puis passer le brievement au Vortex et centrifuger de nouveau rapide-
ment le tube. Laissez la sonde parvenir a TA avant utilisation.

La plupart des sondes FISH sont fournies « prétes a 'emploi » (RtU).
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Les sondes centromériques, subtélomériques et chromosome complet
sont fournies en formats concentrés 5 x ; elles doivent étre diluées

a l'aide du tampon d'hybridation fourni et/ou avec d'autres sondes
concentrées. Pour connaitre les caractéristiques de dilution, consultez
I'étiquette du flacon et la notice figurant sur I'emballage de la sonde
concernée.

Co-dénaturation :

1. Appliquez 10 pl de sonde ou de mélange-sonde par surface de 22 x
22 mm.

2. Recouvrez d'une lamelle en verre puis scellez au Fixogum (Réf.
LK-071A) ou de la colle au caoutchouc

3. Dénaturez I'échantillon et la sonde sur un ThermoBrite (Réf. TS-
01/02), pendant 5 min, a 75 °C.

Hybrydation :
Faites incuber toute la nuit @ 37 °C dans un ThermoBrite (Réf. TS-
01/02) ou dans une chambre humide.

Lavage post-hybrydation :

1. Préchauffez le tampon de lavage Wash Buffer | (0,4 x SSC / Igepal
0,3 %) (Réf. LK-102A) a 72 °C.

2. Retirez la colle au caoutchouc.

3. Placez 14 lames maximum dans 200 ml de tampon de lavage Wash
Buffer Il (2 x SSC / Igepal 0,1 %) (Réf. LK-103A), puis faites incuber
pendant 2 min & TA. Retirez les lamelles en les faisant glisser. A
réutiliser une seule fois pour un total de 28 lames.

4. Placez 14 lames maximum dans 200 ml de tampon de lavage
préchauffé Wash Buffer 1 (0,4 x SSC / Igepal 0,3 %) (Réf. LK-102A),
puis faites incuber pendant 2 min & 72 °C (1 °C) sans agiter. A
réutiliser une seule fois pour un total de 28 lames.

5. Placez 14 lames maximum dans 200 ml de tampon de lavage frais
Wash Buffer Il (2 x SSC / Igepal 0,1 %) (Réf. LK-103A), puis faites
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incuber pendant 1 min a TA, sans agiter. A réutiliser une seule fois
pour un total de 28 lames.

6. Déshydratez les lames dans I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 % pendant
1 min a chaque fois a TA. Faites sécher a l'air libre a TA.

Passez a la contre-coloration.

Contre-coloration :

Appliquez 15 pl de contre-colorant DAPI (Réf. LK-095A (0,1 pg/ml) ou
Réf. LK-096A (1 pg/ml) puis appliquez la lamelle en verre. Le DAPI peut
étre dilué dans un diluant pour contre-colorant (Réf. LK-097A) pour
obtenir la concentration souhaitée. Mettez les lames dans le noir puis
patientez 10 - 15 min pour que le contre-colorant se diffuse. Passez a
la microscopie.

Recommandations concernant la microscopie a fluorescence :
Pour bénéficier d'une visualisation optimale, utilisez un microscope
soigneusement entretenu et régulierement étalonné, équipé d'une
lampe a mercure de 100 W ou de toute autre source de lumiére
adéquate, ainsi que d'un objectif de 63 x 100 x. Utilisez des filtres
passe-bande triples (DAPI/FITC/Cy3 ou DAPI/FITC/TRITC) pour voir
plusieurs couleurs, ou des filtres passe-bande uniques pour voir une
seule couleur.

Excitation souhaitable et gamme d'émission pour les fluorophores
Kreatech FISH :

Fluorophore Excitation Emission
DAPI 360 +20 nm 460 £30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15nm 470 £15 nm

PlatinumBright ™ 495 495 10 nm 517 £10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 10 nm 58010 nm

Protocole alternatif pour les échantillons Cytologie :
1. Préchauffez 50 ml de 2 x SSC / Igepal 0,5 % (Réf. LK-105B) dans
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un récipient de type Coplin, a 37 °C, dans un bain-marie. Placez
les lames préparées dans un récipient de type Coplin, puis faites
incuber pendant 15 min.

. Déshydratez les lames dans I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 %,

pendant 1 min a chaque fois a TA. Faites sécher a I'air libre a TA.

Autre protocole possible pour la dénaturation de la sonde (dénatura-
tion de la sonde séparée de celle de I'échantillon) :

1.
2.

3.

4.

5.

6.

Préchauffez la formamide 70 % / 2 x SSC (pH 7,0) a 72 °C.
Dénaturez les lames dans de la formamide 70 % / 2 x SSC (pH 7,0),
puis faites incuber a 72 °C (1 °C), pendant 2 min.

Déshydratez les lames dans de I'éthanol a 70 %, 85 % et 100 %, glacé
(-20 °C), pendant 2 min chaque. Faites sécher a l'air libre a TA.
Dénaturez le mélange de sonde a 90 °C pendant 10 min et met-
tez-le directement sur de la glace.

Centrifugez rapidement le tube contenant la sonde, puis passer le
brievement au Vortex et centrifuger de nouveau rapidement le tube.
Appliquez la sonde sur la lame dénaturée, recouvrez d'une lamelle
en verre, Scellez a I'aide d'une colle au caoutchouc.

Passez a I'hybridation.

Foire Aux Questions (FAQ)
J'obtiens des signaux faibles, voire pas de signal du tout

Refaites I'hybridation en vous assurant, avant utilisation, que la
sonde a été bien mélangée et qu'elle est a température ambiante.
Refaites I'hybridation en vous assurant que la stringence du lavage
(tampon de lavage Wash Buffer I) est a la bonne température (72 °C
(¢1°C).

Tenez compte de la chute de la température lorsque vous ajoutez
des lames aux réactifs préchauffés.

Utilisez au minimum 10 pl de sonde par lamelle de 22 x 22 mm.
Assurez-vous que les filtres et la source de lumiére du microscope
sont adéquats et en bon état de marche.
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J'ai un bruit de fond trés présent ou une hybridation croisée spécifique

quand jutilise des sondes centromériques ou subtélomériques.
Augmentez la température de stringence du lavage (tampon de
lavage Wash Buffer 1) lors du Lavage des lames.

Qté minimale de sonde a appliquer :
Taille de la lamelle en verre Qté minimale de sonde a appliquer

Taille de la lamelle en verre Qté minimale de sonde a
appliquer

22 x 22 mm 10l

22 x 32 mm 15yl

22 x 50 mm 23l

Recommandations concernant la procédure :

La température et la concentration du tampon (stringence) de I'hybri-
dation et du lavage sont importantes car une faible stringence peut
entrainer une liaison non-spécifique de la sonde a d'autres séquences,
et une forte stringence peut entrainer |'absence de signal. Une
dénaturation incompléte de I'ADN cible et/ou de I'ADN de la sonde peut
entrainer I'absence de signal.

Matériel requis mais non fourni : réactifs :
1. Kit de réactif FISH (Réf. KBI-60005)
2. Kit de digestion FISH (Réf. KBI-60006)

3. Formaldéhyde tamponné 1 % / 1 x PBS / MgCl, 20 mM

4. 1xPBS (pH 7,4)

5. 2x SSC (pH 7,0)

6. Solution de pepsine (Réf. LK-101A)

7. Tampon de lavage Wash Buffer | (0,4 x SSC / Igepal 0,3 %) (Réf.
LK-102A)

8. Tampon de lavage Wash Buffer Il (2 x SSC / Igepal 0,1 %) (Réf.
LK-103A)

9. Igepal
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10.HCI 0,01 M

11.Fixateur de type Carnoy (méthanol : acide acétique = 3: 1)

12.Acide acétique 70 % (dans H,0 désionisée)

13.Contre-colorant DAPI (Réf. LK-095A (0,1 ug/ml) ou Réf. LK-096A
(1 pg/ml)

14.Diluant pour contre-colorant (Réf. LK-097A)

15.Formamide

16.Ethanol & 100 %, 85 % et 70 %

17.Fixogum (Réf. LK-071A) ou colle au caoutchouc

Matériel requis mais non fourni : équipement :

1. ThermoBrite (TS-01/02).

2. Incubateura 37 °C

3. Bain-marie avec température précise de 37 °C a 90 °C

4. Récipient de type Coplin en plastique ou en verre

5. Micropipettes a volume variable (1 a 200 pl)

6. Microscope a fluorescence doté des filtres adéquats (Cf. « Recom-
mandations concernant la microscopie a fluorescence »)

Avertissement et précautions :

1. Réservé a une utilisation in vitro. Réservé aux professionnels. En
cas d'urgence, consultez les fiches FDS pour prendre connaissance
des informations liées a la sécurité.

2. Les sondes ADN et les tampons d'hybridation contiennent de la
formamide (une substance tératogene) ; ne les inhalez pas et ne
les mettez pas en contact avec la peau. Portez des gants et une
blouse de laboratoire quand vous manipulez des sondes ADN et du
contre-colorant DAPI.

3. Tous les articles/produits doivent étre jetés conformément aux
directives de votre établissement en matiére d'élimination des
déchets hospitaliers.

4. Etiquetage en accord avec la réglementation (CE) n° 1272/2008
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Pictogramme

Mention d'avertissement : Danger

Mention de danger

H357 Susceptible de provoquer le cancer.

H360D Peut nuire au feetus.

H373 Risque présumé d'effets graves pour les organes (sang) a la
suite d'expositions répétées ou d'une exposition prolongée en cas
d'ingestion.

Conseils de prudence

P201 Se procurer les instructions avant utilisation.

P281 Utiliser I'équipement de protection individuel requis.

P308 + P313 EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée : consulter
un médecin.

Informations additionnelles sur les dangers : aucune
Réservé aux utilisateurs professionnels

Brevets . ces produits ou |'utilisation de ces produits sont soumis

a des droits de propriété. Les sondes contenues dans ces produits
sont produites a l'aide de la technologie REPEAT- FREE™ de Janssen
Diagnostics, LLC et marquées a l'aide du dispositif Universal Linkage
System (ULS™).

Le fluorophore utilisé pour le composé de marquage PlatinumBright - 415
est protégé par des brevets, détenu ou controlé, et fabriqué par DYOMICS
GmbH. Brevets US et internationaux en cours d'homologation concernant
la technologie REPEAT-FREE™ de Janssen Diagnostics, LLC.
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La technologie et les produits ULS™ sont couverts par un ou plusieurs
de ces brevets US : 5,580,990 5,714,327 ; 5,985,566 , 6,133,038 ; US RE
40,557E, 6,797,818, 7,217,813.

KREATECH est le nom commercial de KREATECH Biotechnology BV.
ULS™, PlatinumBright™ sont des marques commerciales de KREATECH
Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ est une marque commerciale de
Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ est une marque déposée de Leica Biosystems
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Gebrauchsanleitung
Formalinfixierte, in paraffin eingebettete gewebeprobe
Verwendung von Kreatech™ FISH-Sonden

Die Technik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wird zur
Identifizierung oder Markierung von Ziel-Gensequenzen eingesetzt, um
deren Lokalisierung zu untersuchen. Zunachst werden DNA-Sequenzen
aus geeigneten spezifischen chromosomalen Strukturen mit Repor-
termolekiilen markiert. Die markierte DNA-Sonde wird dann mit der
Ziel-DNA im Zellkern des Gewebes hybridisiert. Nach dem Waschen
wird die Probe mittels Fluoreszenzmikroskopie auf die Reportermole-
kiile berpriift.

KREATECH REPEAT-FREE FISH-Sonden enthalten keine Cot-1 DNA.
Die Hybridisierungseffizienz ist daher hoher und unspezifische
Bindungen, die zu einem hohen Hintergrundrauschen fiihren, werden
deutlich reduziert.

Zur Erzielung optimaler Ergebnisse fiir formalinfixierte, in Paraffin
eingebettete Gewebeschnitte wird die Verwendung der kompletten
Kreatech Vorbehandlungskits (KBI-60004, KBI-60007) empfohlen, die
ein speziell optimiertes Gebrauchsanleitungsprotokoll enthalten.

Weitere Informationen finden Sie auf unserer Website: http:/www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Alternativ dazu konnen auch die folgenden Protokolle verwendet
werden:

Objekttrager-vorbehandlung:
1. 4-6 pm dicke formalinfixierte, in Paraffin eingebettete (FFPE)
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Gewebeschnitte auf positiv geladene Objekttrager aufziehen.

2. Aufgezogene FFPE-Gewebeschnitte 2 Stunden lang bei 80 °C oder
16 Stunden lang bei 56 °C anbacken.

3. Objekttrager in Xylol oder Xylol-Ersatz entparaffinieren, 2 x 10
Minuten (Min.) bei Raumtemperatur (RT) inkubieren.

4. Objekttrager in einer Folge von Ethanolkonzentrationen (100 %,
85 % und 70 %) rehydrieren, jeweils 3 Min. lang bei RT inkubieren.

5. Objekttrdger in deionisiertes H,0 (dH,0) legen, 3 Min. bei RT
inkubieren.

Mit Protokoll | oder Protokoll Il fortfahren.

Protokoll I (Standardprotokoll, wenn nicht zufriedenstellend, Protokoll

Il verwenden)

1. 0,01 M Natriumcitrat pH 6,0 auf 96 - 98 °C vorwarmen.

2. 0,01 M HCl auf 37 °C vorwérmen (sofern nicht gebrauchsfertiges
(Ready-to-Use, RtU) Pepsin (LK-101A) verwendet wird).

3. Objekttrager in 0,01 M Natriumcitrat pH 6,0 bei 96 - 98 °C legen,
15 Min. inkubieren.

4. Objekttrager in dH,0 legen, 2 Min. bei RT inkubieren.

5. Pepsin zu vorgewarmtem 0,01 M HCI hinzugeben, um finale
Konzentration von 0,025 % zu erreichen. (Sofern nicht RtU Pepsin
(LK-101A) verwendet wird).

6. Objekttrager in 0,025 % Pepsin in 0,01 M HCI bei 37 °C inkubieren
oder Gewebe mit RtU Pepsin (LK-101A) bei RT bedecken, 5 - 45 Min.
inkubieren (Dauer ist abhzngig vom Fixierungsgrad des Gewebes
und vom Gewebetyp).

7. Objekttrager in dH,0 legen, 1 Min. bei RT inkubieren.

8. Objekttragerin 1 x PBS, pH 7,4, oder 2 x SSC, pH 7,0, legen, 5 Min.
bei RT inkubieren.

9. Objekttrager in einer Folge von Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 %
und 100 %) dehydrieren, jeweils 1 Min. lang bei RT inkubieren. Bei
RT an der Luft trocknen lassen.

Mit der Sondenvorbereitung fortfahren.
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Protokoll 11 (fiir Proben mit starkem Cross-Linking)

1. 8%iges Natriumthiocyanat auf 80 °C vorwarmen.

2. Objekttrager mit 0,2 M HCI vorbehandeln, 20 Min. bei RT inkubieren.

3. Objekttrager in dH,0 legen, 3 Min. bei RT inkubieren.

4. 0,01 M HCI auf 37 °C vorwarmen (sofern nicht RtU Pepsin (LK-
101A) verwendet wird).

5. Objekttrager in vorgewadrmtes 8%iges Natriumthiocyanat in dH,0
bei 80 °C legen, 30 Min. lang inkubieren.

6. Objekttrdger in 2 x SSC, pH 7,0, legen, 3 Min. lang bei RT inkubieren.

7. Pepsin zu vorgewarmtem 0,01 M HCI hinzugeben, um eine finale
Konzentration von 0,025 % zu erreichen (sofern nicht RtU Pepsin
(LK-101A) verwendet wird).

8. Objekttrager in 0,025 % Pepsin in 0,01 M HCI bei 37 °C inkubieren
oder Gewebe mit RtU Pepsin (LK-101A) bei RT bedecken, 5 - 45 Min.
inkubieren (Dauer ist abhangig vom Fixierungsgrad
des Gewebes und vom Gewebetyp).

9. Objekttrager in dH,0 legen, 1 Min. bei RT inkubieren.

10.0bjekttrager in 1 x PBS, pH 7,4, oder 2 x SSC, pH 7,0, legen, 5 Min.
bei RT inkubieren.

11.0bjekttrager in einer Folge von Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 %
und 100 %) dehydrieren, jeweils 1 Min. lang bei RT inkubieren. Bei
RT an der Luft trocknen lassen.

Mit der Sondenvorbereitung fortfahren.

Sondenvorbereitung:

Sonden-Réhrchen kurz herunterzentrifugieren, Sonden-Rhrchen vorte-
xen und vor Gebrauch noch einmal kurz herunterzentrifugieren. Sonde
vor Gebrauch RT erreichen lassen.

Kreatech FISH-Sonden werden gebrauchsfertig geliefert, sofern in der
Produktdokumentation nicht anders angegeben. Nahere Angaben zur
Verdiinnung sind auf dem Etikett des Rohrchens und in der Packungs-
beilage zur jeweiligen Sonde zu finden.
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Co-denaturierung:

1. 10 pl Sonde oder Sondenmix pro 22 x 22-mm-Feld aufbringen.

2. Deckglas auflegen und mit Fixogum (LK-071A) oder Gummildsung
versiegeln.

3. Probe und Sonde in einem ThermoBrite (TS-01/02) 5 Min. lang bei
80 °C denaturieren.

Hybridisierung:
Uber Nacht bei 37 °C in einem ThermoBrite (TS-01/02) oder in einer
feuchten Kammer inkubieren.

Post-hybridisierungs-waschschritte:

1. Waschpuffer 1 (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A) auf 72 °C
vorwarmen.

2. Gummildsung entfernen.

3. Bis zu 14 Objekttréger in 200 ml Waschpuffer Il (2 x SSC / 0,1 % Ige-
pal) (LK-103A) legen, 2 Min. bei RT inkubieren. Deckgléser ablosen.
Nur einmal fiir insgesamt 28 Objekttrager verwenden.

4. Bis zu 14 Objekttrager in 200 ml vorgewéarmten Waschpuffer | (0,4
x SSC /0,3 % Igepal) (LK-102A) legen, 2 Min. lang bei 72 °C (1 °C)
ohne Schiitteln inkubieren. Nur einmal fiir insgesamt 28 Objekttra-
ger verwenden.

5. Bis zu 14 Objekttrager in 200 ml frischen Waschpuffer Il (2 x SSC /
0,1 % Igepal) (LK-103A) legen, 1 Min. bei RT ohne Schiitteln inkubie-
ren. Nur einmal fiir insgesamt 28 Objekttréger verwenden.

6. Objekttrager in einer Folge von frischen Ethanolkonzentrationen
(70 %, 85 % und 100 %) dehydrieren, jeweils 1 Min. lang bei RT in-
kubieren. Bei RT an der Luft trocknen lassen und mit Gegenfarbung
fortfahren.

Gegenfarbung:
15 pl DAPI-Gegenfarbemittel (LK-095A (0,1 pg/ml) oder LK-096A (1 pg/
ml} aufbringen und mit einem Deckglas verschlieRen. DAPI kann in



Kreatech FISH Probes 45

Gegenfarbungslosung (LK-097A) verdiinnt werden, um die gewiinschte
Konzentration zu erhalten. Objekttrdger im Dunkeln platzieren und

10 - 15 Min. warten, bis sich die Gegenféarbung entwickelt. Mit der
Mikroskopie fortfahren.

Empfehlungen fiir die fluoreszenzmikroskopie:

Fiir eine optimale Visualisierung empfehlen wir ein gut gewartetes und
regelmaRig kalibriertes Mikroskop, das mit einer 100-Watt-Quecksilber-
lampe oder einer anderen geeigneten Lichtquelle und einem 63x- oder
100x-Fluoreszenzobjektiv ausgestattet ist. Dreifach-Bandpassfilter
(DAPI/FITC/Cy3 oder DAPI/FITC/TRITC) werden zur Beobachtung
mehrerer Farben und einfache Bandpassfilter fiir die Visualisierung
einzelner Farben verwendet.

Geeignete Anregungs- und Emissionsspektren fiir Kreatech Fluoro-
phore:

Fluorophor Anregung Emission

DAPI 36020 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 15 nm
PlatinumBright ™ 495 495110 nm 517 £10 nm

PlatinumBright ™ 550 550 10 nm 580 +10 nm

Fehlerbehebung.

Priifen Sie den Proteinaufschluss und die Vorbehandlung durch Auftra-
gen von 15 pl DAPI Gegenfarbemittel und werten Sie die Objekttrager
mittels eines Fluoreszenzmikroskops mit DAPI-Filter aus. 15 Minuten
Proteinaufschluss reichen bei den meisten Brusttumoren normalerwei-
se aus. Deckglas entfernen und Gewebe fiir 2 Minuten in 2 x SSC, pH
7,4 bei RT waschen. Proteinaufschluss um 2 - 20 Minuten verlangern,
falls die Probe nicht geniigend aufgeschlossen ist. Eine frische Probe
nehmen und die Proteinaufschlusszeit verkiirzen, falls die Probe zu
stark aufgeschlossen ist.
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Alternatives Protokoll fiir die Sonden-Denaturierung (getrennte Denatu-

rierung von Sonde und Probe):

1. Objekttrager 2 Min. lang in 70%igem Formamid / 2 x SSC, pH 7,0,
bei 72 °C (¢1 °C) denaturieren.

2. In einer Folge eiskalter (-20 °C) Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 % und
100 %) jeweils fiir 2 Min. dehydrieren. An der Luft trocknen lassen.

3. Sondenmix bei 90 °C 10 Min. lang denaturieren und dann auf Eis
legen.

4. Sonden-Rdhrchen kurz herunterzentrifugieren, Sonden-Réhrchen
vortexen und Sonden-Rohrchen dann noch einmal kurz herunterzen-
trifugieren.

5. Die Sonde auf den denaturierten Objekttrager auftragen, Deckglas
auflegen, mit Gummildsung versiegeln und mit der Hybridisierung
fortfahren.

Haufig gestellte Fragen

Ich erhalte schwache oder gar keine Signale.

+  Fiihren Sie eine Re-Hybridisierung durch und stellen Sie dabei
sicher, dass die Sonde richtig gemixt wurde und vor Verwendung
Raumtemperatur erreicht hat.

+ Fiihren Sie eine Re-Hybridisierung durch und stellen Sie dabei
sicher, dass der Stringenzwaschpuffer (Waschpuffer I) die richtige
Temperatur (72 °C (¢1 °C} hat.

+ Beriicksichtigen Sie den Temperaturabfall, wenn Objekttrager in
vorgewdrmte Reagenzien gelegt werden.

+  Bei nicht optimalem Gewebeaufschluss (zu wenig aufgeschlossen):
Deckglas abnehmen und Gewebe in 2 x SSC, pH 7,0, 2 Min. lang bei
RT waschen. Proteinaufschluss um 2 - 20 Min. verlangern.

+ Bei nicht optimalem Gewebeaufschluss (zu stark aufgeschlossen):
Objekttrager entsorgen und mit frischem Schnitt starten. Protein-
aufschluss um mindestens 10 Min. verkiirzen.

+ Verwenden Sie mindestens 10 pl Sonde pro 22 x 22-mm-Deckglas.

+ Vergewissern Sie sich, dass die Mikroskopfilter und die Lichtquelle
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richtig ausgewahlt und voll funktionsfahig sind.

Ich habe ein hohes Hintergrundrauschen.

+  Der Gewebeaufschluss ist nicht optimal. Zu wenig aufgeschlosse-
nes Gewebe erhdht das Hintergrundrauschen. Deckglas entfernen
und Gewebe fiir 2 Minuten in 2 x SSC, pH 7,0, bei RT waschen.
Proteinaufschluss um 2 - 20 Min. verlangern.

+  Erhghen Sie die Temperatur des Stringenzwaschpuffers (Waschpuf-
fer I) beim Waschen der Objekttréager.

Ich habe eine hohe Kreuzhybridisierung bei Verwendung von Zentro-
mer-Sonden.
Erhdhen Sie die Temperatur des Stringenzwaschpuffers (Waschpuf-
fer I) beim Waschen der Objekttrager.

Mindestsondenauftragung:

22 x 22 mm 10 pl
22 x 32 mm 15l
22 x 50 mm 23 pl

Verfahrensempfehlungen:

Temperatur und Pufferkonzentration der Losungen (Stringenz) der
Hybridisierung und Waschschritte sind wichtig, da eine geringere Strin-
genz zu einer unspezifischen Bindung der Sonde an andere Sequenzen
und eine hohere Stringenz zu schwacheren Signalen fiihren kann. Eine
unvollstandige Denaturierung der Ziel-DNA und/oder der Sonden-DNA
kann zum vollstandigen Fehlen von Signalen fiihren.

Erforderliches Material (nicht mitgeliefert): Reagenzien:
1. Xylol
2. Formamid
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. Ethanol 100 %, 85 % und 70 %

. 0,017 M Natriumcitrat, pH 6,0 oder 8 % Natriumthiocyanat
. 0,01 MHClund 0,2 M HCI

. Pepsinlosung RtU (LK-101A)

. 1xPBS,pH74

. 2xSSC,pH7,0

9. Waschpuffer 1 (0,4 x SSC/ 0,3 % Igepal) (LK-102A)
10.Waschpuffer Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103A)
11.DAPI-Gegenfarbemittel (LK-095A (0,1 ug/ml) oder LK-096A (1 pg/
ml}

12.Gegenfarbungslosung (LK-097A)

13.Fixogum (LK-071A) oder Gummildsung

o N U AW

Erforderliches material (nicht mitgeliefert):

ausriistung:

1. ThermoBrite (TS-01/02) oder ThermoBrite Elite (weitere Informatio-
nen siehe www.Leicabiosystems.com)

. Brutschrank bei 37 °C

. Wasserbad mit genauer Temperatur zwischen 37 °C und 90 °C

. Coplin-Kiivetten aus Kunststoff oder Glas

. Verschiedene Mikropipetten (1 pl - 200 pl)

. Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten Filtern (siehe Empfehlungen
fiir die Fluoreszenzmikroskopie)

o wN

Warnhinweise und vorsichtsmassnahmen:

1. Nur fiir den In-vitro-Gebrauch bestimmt. Nur fiir den professionellen
Einsatz. Im Notfall Sicherheitsinformationen in den SDS-Datenblt-
tern priifen.

2. DNA-Sonden und Hybridisierungspuffer enthalten Formamid, das
teratogen wirkt; nicht einatmen und nicht in Kontakt mit der Haut
bringen. Bei der Handhabung von DNA-Sonden und DAPI-Gegenfar-
bemittel Handschuhe und Laborkittel tragen.

3. Alle Materialien miissen gemaR den Richtlinien lhrer Einrichtung fiir
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die Entsorgung von Krankenhausabfillen entsorgt werden.
4. Kennzeichnung gemaR Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Piktogramm ‘

Signalwort: Gefahr

Gefahrenbezeichnung(en)

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

H360D Kann das Kind im Mutterleib schadigen.

H373 Kann die Organe (Blut) schadigen bei ldngerer oder wiederholter
Exposition durch Verschlucken.

Vorsichtsmanahmen

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P281 Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.
P308 + P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einho-
len/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Ergdnzende Gefahrenhinweise: kein(e,er)
Nur fiir gewerbliche Anwender.

Patente: Diese Produkte oder der Gebrauch derselben sind
eigentumsrechtlich geschiitzt. Die in diesen Produkten enthaltenen
Sonden werden unter Verwendung der Janssen Diagnostics, LLC REPEAT-
FREE™-Technologie hergestellt und mit dem Universal Linkage System
(ULS™) markiert.

Das in der Markierungsverbindung PlatinumBright - 415 verwendete
Fluorophor ist durch Patente geschiitzt, die Eigentum oder unter der
Kontrolle der DYOMICS GmbH sind, und wird von diesem Unternehmen
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hergestellt. Die Janssen Diagnostics, LLC REPEAT-FREE™-Technologie ist
durch US- und internationale Patente geschiitzt.

Die ULS™-Technologie und -Produkte unterliegen folgenden Patenten:
US-Patente 5,580,990; 5,714,327, 5,985,566, 6,133,038; US RE 40,557,
6,797,818; 7,217,813. KREATECH ist ein Handelsname der KREATECH
Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™ sind Marken der KREATECH
Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ ist eine Marke der Janssen
Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ ist eine eingetragene Marke von Leica Biosystems.
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Zellprdparate
Verwendung von Kreatech™ FISH-Sonden

Die Technik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wird zur
Identifizierung oder Markierung von Ziel-Gensequenzen eingesetzt, um
deren Lokalisierung zu untersuchen. Zunéchst werden DNA-Sequenzen
aus geeigneten spezifischen chromosomalen Strukturen mit Reporter-
molekiilen markiert. Die markierte DNA-Sonde wird auf Metapha-
se-Chromosomen oder Interphasenzellkernen, die auf einem Objekttra-
ger fixiert sind, hybridisiert. Nach dem Waschen wird die Probe mittels
Fluoreszenzmikroskopie auf die Reportermolekiile tiberpriift.

KREATECH REPEAT-FREE FISH-Sonden enthalten keine Cot-1 DNA.
Die Hybridisierungseffizienz ist daher hoher und unspezifische
Bindungen, die zu einem hohen Hintergrundrauschen fiihren, werden
deutlich reduziert.

Informationen zum Einsatz auf Metaphasen- und Interphasenzellen
aus fixierten Kulturen peripheren Bluts oder auf durch zytogenetische
Standardmethoden hergestellten Direktpraparaten siehe: The AGT
genetics laboratory manual, 3. Ausgabe, New York: Raven Press; 1996.

Zur Erzielung optimaler Ergebnisse wird die Verwendung der komplet-
ten Kreatech Vorbehandlungskits (KBI-60005, KBI-60006) empfohlen,
die ein speziell optimiertes Gebrauchsanleitungsprotokoll enthalten.

Weitere Informationen finden Sie auf unserer Website: http:/www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/
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Vorbehandlung:

Protokoll I (Standardprotokoll, wenn nicht zufriedenstellend, Protokoll

Il verwenden)

1. Die Objekttrager zum Altern 10 Minuten (Min.) lang bei 80 °C
backen. AnschlieBend bei Raumtemperatur (RT) abkiihlen lassen.

2. Objekttrager in frisch angesetzte 70%ige Essigsaure (in deionisier-
tes H,0 (dH,0} legen, 1 Min. bei RT inkubieren.

3. Objekttrager in 1 x PBS, pH 7,4, legen, 30 Sekunden (s) lang bei RT
inkubieren.

4. Objekttragerin 1 x PBS, pH 7,4, legen, 5 Min. lang bei RT inkubieren.

5. Objekttrager in einer Folge von Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 %
und 100 %) dehydrieren, jeweils 1 Min. lang bei RT inkubieren. Bei
RT an der Luft trocknen lassen.

Mit der Sondenvorbereitung fortfahren.

Protokoll II (fiir Objekttrager mit hohem Zytoplasmagehalt oder Direkt-

préaparaten (Fruchtwasser oder Chorionzotten}

1. 2xSSC, pH 7,0, und 0,01 M HCl bei 37 °C vorwarmen.

2. Getrocknete Prdparate in vorgewarmtes 2 x SSC, pH 7,0, legen,

2 Min. lang bei 37 °C inkubieren.

3. Pepsin zu vorgewarmtem 0,01 M HCI hinzugeben, um finale
Konzentration von 0,005 % zu erreichen.

4. Objekttrager in 0,005 % Pepsin-Lsung in 0,01 M HCl legen und 5 -
15 Min. lang bei 37 °C inkubieren (je nach Menge des Zytoplasma-
gehalts).

5. Objekttrager in 1 x PBS, pH 7,4, legen, 3 Min. lang bei RT inkubieren.

6. In einer Losung aus 1 % gepuffertem Formaldehyd in 1 x PBS /

20 mM MgCl, 10 Min. bei RT nachfixieren.

7. Objekttragerin 1 x PBS, pH 7,4, legen, 3 Min. lang bei RT inkubieren.

8. Objekttrager in einer Folge von Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 %
und 100 %) dehydrieren, jeweils 1 Min. lang bei RT inkubieren. Bei
RT an der Luft trocknen lassen.

Mit der Sondenvorbereitung fortfahren.
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Sondenvorbereitung:

Sonden-Réhrchen kurz herunterzentrifugieren, Sonden-Rhrchen vorte-
xen und vor Gebrauch noch einmal kurz herunterzentrifugieren. Sonde
vor Gebrauch RT erreichen lassen.

Die meisten Kreatech FISH-Sonden werden gebrauchsfertig (Ready-
to-Use, RtU) geliefert. Zentromer-, Subtelomer- und Ganzchromoso-
men-FISH-Sonden werden in 5x konzentrierter Form geliefert und
miissen mit den bereitgestellten Hybridisierungspuffern und/oder
anderen konzentrierten Sonden verdiinnt werden. Nahere Angaben zur
Verdiinnung sind auf dem Etikett des Rohrchens und in der Packungs-
beilage zur jeweiligen Sonde zu finden.

Co-denaturierung:

1. 10 pl Sonde oder Sondenmix pro 22 x 22-mm-Feld aufbringen.

2. Deckglas auflegen und mit Fixogum (LK-071A) oder Gummildsung
versiegeln.

3. Probe und Sonde in einem ThermoBrite (TS-01/02) 5 Min. lang bei
75 °C denaturieren.

Hybridisierung:
Uber Nacht bei 37 °C in einem ThermoBrite (TS-01/02) oder in einer
feuchten Kammer inkubieren.

Post-hybridisierungs-waschschritte:

1. Waschpuffer | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A) auf 72 °C
vorwarmen.

2. Gummilosung entfernen.

3. Bis zu 14 Objekttrager in 200 ml Waschpuffer Il (2 x SSC /0,1 % Ige-
pal) (LK-103A) legen, 2 Min. bei RT inkubieren. Deckglaser ablgsen.
Nur einmal fiir insgesamt 28 Objekttrager verwenden.

4. Bis zu 14 Objekttrager in 200 ml vorgewéarmten Waschpuffer | (0,4
x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A) legen, 2 Min. lang bei 72 °C (+1 °C)
ohne Schiitteln inkubieren. Nur einmal fiir insgesamt 28 Objekttra-
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ger verwenden.

5. Bis zu 14 Objekttrager in 200 ml frischen Waschpuffer Il (2 x SSC /
0,1 % Igepal) (LK-103A) legen, 1 Min. bei RT ohne Schiitteln inkubie-
ren. Nur einmal fiir insgesamt 28 Objekttrager verwenden.

6. Objekttrager in einer Folge von Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 %
und 100 %) dehydrieren, jeweils 1 Min. lang bei RT inkubieren. Bei
RT an der Luft trocknen lassen.

Mit Gegenfarbung fortfahren.

Gegenfarbung:

15 pl DAPI-Gegenfarbemittel (LK-095A (0,1 pg/ml) oder LK-096A (1
pg/ml} aufbringen und mit einem Deckglas verschlieBen. DAPI kann in
Gegenfarbungsldsung (LK-097A) verdiinnt werden, um die gewiinschte
Konzentration zu erhalten. Objekttrager im Dunkeln platzieren und

10 - 15 Min. warten, bis sich die Gegenfarbung entwickelt. Mit der
Mikroskopie fortfahren.

Empfehlungen fiir die fluoreszenzmikroskopie:

Fiir eine optimale Visualisierung empfehlen wir ein gut gewartetes und
regelmaBig kalibriertes Mikroskop, das mit einer 100-Watt-Quecksilber-
lampe oder einer anderen geeigneten Lichtquelle und einem 63x oder
100x Fluoreszenzobjektiv ausgestattet ist. Dreifach-Bandpassfilter
(DAPI/FITC/Cy3 oder DAPI/FITC/TRITC) werden zur Beobachtung
mehrerer Farben und einfache Bandpassfilter fiir die Visualisierung
einzelner Farben verwendet.

Geeignete Anregungs- und Emissionsspektren fiir Kreatech FISH
Fluorophore:

Fluorophor Anregung Emission
DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 +15nm 470 £15 nm

PlatinumBright ™ 495 495410 nm 517 10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 10 nm 580 +10 nm
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Fehlerbehebung:
Alternatives Protokoll fiir Zytologieproben:

1.

50 ml 2 x SSC/ 0,5 % Igepal (LK-105B) in einer Coplin-Kiivette in
einem Wasserbad auf 37 °C erwarmen. Préparierte Objekttrager in
die Coplin-Kiivette stellen und 15 Minuten lang inkubieren.

. Objekttrager in einer Folge von Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 %

und 100 %) dehydrieren, jeweils 1 Min. lang bei RT inkubieren. Bei
RT an der Luft trocknen lassen.

Mit der Sondenvorbereitung fortfahren.

Alternatives Protokoll fiir die Sonden-Denaturierung (getrennte Denatu-
rierung von Sonde und Probe):

1.
2.

3.

6.

70%iges Formamid / 2 x SSC, pH 7,0, auf 72 °C erwdrmen.
Objekttrager 2 Min. lang in 70%igem Formamid / 2 x SSC, pH 7,0
denaturieren, bei 72 °C (¢1 °C) inkubieren.

In einer Folge eiskalter (-20 °C) Ethanolkonzentrationen (70 %, 85 %
und 100 %) dehydrieren, jeweils fiir 2 Min. inkubieren. Bei RT an der
Luft trocknen lassen.

. Sondenmix bei 90 °C 10 Min. lang denaturieren und dann direkt auf

Eis legen.

. Sonden-Réhrchen kurz herunterzentrifugieren, Sonden-RGhrchen

vortexen und Sonden-Rohrchen dann noch einmal kurz herunterzen-
trifugieren.

Die Sonde auf den denaturierten Objekttrager auftragen, Deckglas
auflegen und mit Gummildsung versiegeln.

Mit der Hybridisierung fortfahren.

Haufig gestellte Fragen
Ich erhalte schwache oder gar keine Signale.

Fiihren Sie eine Re-Hybridisierung durch und stellen Sie dabei
sicher, dass die Sonde richtig gemixt wurde und vor Verwendung
Raumtemperatur erreicht hat.

Fiihren Sie eine Re-Hybridisierung durch und stellen Sie dabei
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sicher, dass der Stringenzwaschpuffer (Waschpuffer 1) die richtige

Temperatur (72 °C (£1 °C} hat.

Beriicksichtigen Sie den Temperaturabfall, wenn Objekttrager in

vorgewdrmte Reagenzien gelegt werden.

Verwenden Sie mindestens 10 pl Sonde pro 22 x 22-mm-Deckglas.
+ Vergewissern Sie sich, dass die Mikroskopfilter und die Lichtquelle

richtig ausgewahlt und voll funktionsfahig sind.

Ich habe ein hohes Hintergrundrauschen oder eine spezifische

Kreuzhybridisierung bei Verwendung von Zentromer- oder Subtelo-

mer-Sonden.

+  Erhghen Sie die Temperatur des Stringenzwaschpuffers (Waschpuf-
fer I) beim Waschen der Objekttrager.

Mindestsondenauftragung:

Deckglasgrofle Mindestsondenauftragung

22 x22 mm 10 pl
22 x32mm 15yl
22 x 50 mm 23 pl

Verfahrensempfehlungen:

Temperatur und Pufferkonzentration der Losungen (Stringenz) der
Hybridisierung und Waschschritte sind wichtig, da eine geringere Strin-
genz zu einer unspezifischen Bindung der Sonde an andere Sequenzen
und eine hohere Stringenz zu schwacheren Signalen fiihren kann. Eine
unvollsténdige Denaturierung der Ziel-DNA und/oder der Sonden-DNA
kann zum vollsténdigen Fehlen von Signalen fiihren.

Erforderliches material (nicht mitgeliefert): reagenzien:
1. FISH Reagenz-Kit (KBI-60005)

2. FISH Zellaufschluss-Kit (KBI-60006)

3. 1% gepuffertes Formaldehyd / 1 x PBS / 20 mM MgCl,
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4. 1xPBS,pH74

5. 2xSSC, pH 7,0

6. Pepsinlosung (LK-101A)

7. Waschpuffer | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A)
8. Waschpuffer Il (2 x SSC /0,1 % Igepal) (LK-103A)
9. Igepal

10.0,01 M HCI

11.Carnoy-Fixativ (Methanol : Essigsaure = 3: 1)
12.70%ige Essigsaure (in deionisiertem H,0)
13.DAPI-Gegenfarbemittel (LK-095A (0,1 pg/ml) oder LK-096A (1 pg/
ml}

14.Gegenfarbungslosung (LK-097A)

15.Formamid

16.Ethanol 100 %, 85 % und 70 %

17 Fixogum (LK-071A) oder Gummildsung

Erforderliches material (nicht mitgeliefert): ausriistung:

. ThermoBrite (TS-01/02)

. Brutschrank bei 37 °C

. Wasserbad mit genauer Temperatur zwischen 37 °C und 90 °C

. Coplin-Kiivetten aus Kunststoff oder Glas

. Verschiedene Mikropipetten (1 pl - 200 pl)

. Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten Filtern (siehe Empfehlungen
fiir die Fluoreszenzmikroskopie)

oA wWN =

Warnhinweise und vorsichtsmassnahmen:

1. Nur fiir den In-vitro-Gebrauch bestimmt. Nur fiir den professionellen
Einsatz. Im Notfall Sicherheitsinformationen in den SDS-Datenblat-
tern priifen.

2. DNA-Sonden und Hybridisierungspuffer enthalten Formamid, das
teratogen wirkt; nicht einatmen und nicht in Kontakt mit der Haut
bringen. Bei der Handhabung von DNA-Sonden und DAPI-Gegenfar-
bemittel Handschuhe und Laborkittel tragen.
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3. Alle Materialien miissen gemaR den Richtlinien Ihrer Einrichtung fiir
die Entsorgung von Krankenhausabfallen entsorgt werden.
4. Kennzeichnung gemaR Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Piktogramm

Signalwort: Gefahr

Gefahrenbezeichnung(en)

H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.

H360D Kann das Kind im Mutterleib schadigen.

H373 Kann die Organe (Blut) schadigen bei langerer oder wiederholter
Exposition durch Verschlucken.

VorsichtsmaRnahmen

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P281 Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.
P308 + P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einho-
len/drztliche Hilfe hinzuziehen.

Erganzende Gefahrenhinweise: kein(e,er)
Nur fiir gewerbliche Anwender.

Patente: Diese Produkte oder der Gebrauch derselben sind
eigentumsrechtlich geschiitzt. Die in diesen Produkten enthaltenen
Sonden werden unter Verwendung der Janssen Diagnostics, LLC REPEAT-
FREE™-Technologie hergestellt und mit dem Universal Linkage System
(ULS™) markiert.

Das in der Markierungsverbindung PlatinumBright - 415 verwendete
Fluorophor ist durch Patente geschiitzt, die Eigentum oder unter der
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Kontrolle der DYOMICS GmbH sind, und wird von diesem Unternehmen
hergestellt. Die Janssen Diagnostics, LLC REPEAT-FREE™-Technologie ist
durch US- und internationale Patente geschiitzt.

Die ULS™-Technologie und -Produkte unterliegen folgenden Patenten:
US-Patente 5,580,990, 5,714,327, 5,985,566; 6,133,038 US RE 40,557E,
6,797,818;7,217,813. KREATECH ist ein Handelsname der KREATECH
Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™ sind Marken der KREATECH
Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ ist eine Marke der Janssen
Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ ist eine eingetragene Marke von Leica Biosystems.
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Istruzioni per I'uso
Tessuto fissato con formalina e incluso in paraffina

Uso delle sonde Kreatech™ FISH

Libridazione fluorescente in situ (FISH) viene usata per identificare,
0 marcare, sequenze genomiche bersaglio in modo da studiarne la
posizione. Le sequenze DNA da sonde appropriate, specifiche del
cromosoma, vengono innanzitutto marcate con molecole reporter.
La sonda DNA marcata viene quindi ibridata con il DNA bersaglio nei
nuclei del tessuto. Dopo il lavaggio, il campione viene scandito con
microscopio a fluorescenza per individuare le molecole reporter.

Le sonde KREATECH FISH REPEAT-FREE non contengono DNA Cot-1.
Lefficienza dell'ibridazione viene quindi aumentata, riducendo ampia-
mente il sottofondo dovuto a legami aspecifici.

Per ottenere risultati ottimali su sezioni di tessuto incluse in paraffina
si consiglia di utilizzare i kit di pretrattamento completo Kreatech
(KBI-60004, KBI-60007) che includono un protocollo particolarmente
ottimizzato di “Istruzioni per ['uso”.

Per ulteriori informazioni, consultare il nostro sito web: http:/www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

In alternativa, possono essere utilizzati anche i seguenti protocolli:

Pretrattamento dei vetrini:

1. Montare le sezioni di tessuto da 4 - 6 pm fissate in formalina e
incluse in paraffina (FFPE) su vetrini caricati positivamente.

2. Cuocere le sezioni di tessuto FFPE montate per 2 ore a 80 °C o per
16 ore a 56 °C.
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3.

4.

5.

Kreatech FISH Probes

Deparaffinare i vetrini in xylene o suo sostituto, incubare per 2 x 10
minuti (min) a temperatura ambiente (TA).

Reidratare i vetrini in etanolo al 100%, 85% e 70%, incubare per 3
min ciascuno a TA.

Collocare i vetrini in H,0 deionizzata (dH,0), incubare per 3 min a TA.

Procedere con il Protocollo | o con il Protocollo II.

Protocollo | (protocollo standard, se i risultati non sono soddisfacenti,
usare il protocollo I1)

1.
2.

3.

7.
8.

9.

Preriscaldare il sodio citrato 0,01 M, pH 6,0, 2 96 - 98 °C.
Preriscaldare I'HCI 0,01 M a 37 °C (se non si utilizza pepsina RtU
(Ready-to-Use) (LK-101A}.

Collocare i vetrini in sodio citrato 0,01 M, pH 6,0, 2 96 - 98 °C,
incubare per 15 min.

. Collocare i vetrini in dH,0, incubare for 2 min a TA.
. Aggiungere pepsina all'HCI 0,01 M pre-riscaldato per raggiungere

una concentrazione finale dello 0,025%. (se non si utilizza pepsina
RtU (LK-101A}.

. Digerire i vetrini in pepsina allo 0,025% in HCI 0,01 M a 37 °C o

coprire il tessuto con pepsina RtU (LK-101A) a TA, incubare per
5-45 min, (tempo dipendente dal fissaggio del tessuto e dal tipo di
tessuto).

Collocare i vetrini in dH,0, incubare for 1 min a TA.

Collocare i vetriniin 1 x PBS, pH 7,4 0 2 x SSC, pH 7,0, incubare per
SminaTA.

Disidratare i vetrini in etanolo al 70%, 85% e 100%, incubare per

1 min ciascuno a TA. Asciugare all'aria a TA.

Procedere con la preparazione della sonda.

Protocollo Il (per campioni con legami crociati resistenti)

1.
2.
3.

Pre-riscaldare in sodio tiocianato all'8% a 80 °C.
Pretrattare i vetrini con HCI 0,2 M, incubare per 20 min a TA.
Collocare i vetrini in dH,0, incubare for 3 min a TA.
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4. Preriscaldare HCI 0,01 M a 37 °C (se non si utilizza pepsina RtU
(LK-101A}.

5. Collocare i vetrini in una soluzione all'8% di sodio tiocianato in
dH,0 80 °C, incubare per 30 min.

6. Collocare i vetriniin 2 x SSC a pH 7,0 per 3 min a TA.

7. Aggiungere pepsina all'HCI 0,01 M pre-riscaldato per una
concentrazione finale dello 0,025% (se non si utilizza pepsina RtU
(LK-101A}.

8. Digerire i vetrini in pepsina allo 0,025% in HCI 0,01 M a 37 °C o
coprire il tessuto con pepsina RtU (LK-101A) a TA, incubare per
5-45 min, (tempo dipendente dal fissaggio del tessuto e dal tipo di
tessuto).

9. Collocare i vetrini in dH,0, incubare for 1 min a TA.

10.Collocare i vetrini in 1 x PBS, pH 7,4 0 2 x SSC, pH 7,0, incubare per
5 minaTA.

11.Disidratare i vetrini in etanolo al 70%, 85% e 100%, incubare per
1 min ciascuno a TA. Asciugare all'aria a TA.

Procedere con la preparazione della sonda.

Preparazione della sonda:

Centrifugare brevemente il flaconcino della sonda, agitare a vortice il
flaconcino della sonda, quindi centrifugare di nuovo brevemente prima
dell'uso. Lasciare che la torni a TA prima dell'uso.

Nelle sonde Kreatech FISH viene aggiunta RtU, se non altrimenti
specificato nella documentazione del prodotto. Consultare I'etichetta
del flaconcino e l'inserto specifico nella confezione della sonda per le
specifiche di diluizione.

Co-denaturazione:

1. Applicare 10 pl di sonda o miscela di sonda per ogni campo di 22 x
22 mm.

2. Coprire con un coprivetrino in vetro e sigillare con Fixogum (LK-
071A) o colla per montaggio.
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3. Denaturare il campione e la sonda su ThermoBrite (TS-01/02) per 5
min a 80 °C.

Ibridazione:
Incubare durante la notte a 37 °C in ThermoBrite (TS-01/02) o in a
camera umidificata.

Lavaggio post-ibridazione:

1. Preriscaldare il Tampone di lavaggio | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal)
(LK-102A) a 72 °C.

2. Rimuovere la colla per montaggio.

3. Collocare fino a 14 vetrini in 200 ml di Tampone di lavaggio Il (2 x
SSC/0,1% Igepal) (LK-103A), incubare per 2 min a TA. Staccare i
coprivetrini facendoli scorrere. Riutilizzare una sola volta per un
totale di 28 vetrini.

4. Collocare fino a 14 vetrini in 200 ml di Tampone di lavaggio Il
preriscaldato (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102A), incubare per 2
min a 72 °C (1 °C) senza agitare. Riutilizzare una sola volta per un
totale di 28 vetrini.

5. Collocare fino a 14 vetrini in 200 ml di Tampone di lavaggio Il (2
x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103A), incubare per 1 min a TA senza
agitare. Riutilizzare una sola volta per un totale di 28 vetrini.

6. Disidratare in etanolo fresco al 70%, 85% e 100%, incubare per
1 min ciascuno a TA. Asciugare all'aria a TA e procedere con la
colorazione di contrasto.

Colorazione di contrasto:

Applicare 15 pl di colore di contrasto DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) o
LK-096A (1 pug/ml} quindi applicare il coprivetrino di vetro. DAPI pud
essere diluito con un diluente per colore di contrasto (LK-097A) per
ottenere la concentrazione richiesta. Collocare i vetrini al buio e
lasciare sviluppare il colore di contrasto per 10 - 15 min. Procedere
con la microscopia.
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Raccomandazioni per la microscopia a fluorescenza:

Per una visualizzazione ottimale, usare un microscopio ben mantenuto
e regolarmente calibrato, dotato di lampada al mercurio da 100W, o di
un'altra sorgente luminosa appropriata, e di un obiettivo per fluorescen-
za 63x 0 100x. Per visualizzare piu colori si usano filtri passa-banda
tripli (DAPI/FITC/Cy3 o DAPI/FITC/TRITC), mentre per la visualizzazio-
ne di un unico colore si usano filtri a banda passante singola.

Intervallo di eccitazione ed emissione idoneo per i fluorocromi
Kreatech:

Fluorocromo Eccitazione Emissione

DAPI 36020 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15 nm 470 15 nm
PlatinumBright ™ 495 495110 nm 517 +10 nm

PlatinumBright ™ 550 550 #10 nm 580 +10 nm

Risoluzione dei problemi.

Controllare |a digestione delle proteine e il pre-trattamento applicando
15 pl di colore di contrasto DAPI e valutare i vetrini con un microscopio
a fluorescenza dotato di filtro DAPI. Una digestione delle proteine di

15 min & normalmente sufficiente per un'ampia gamma di tumori del
seno. Rimuovere il coprivetrino e imbevere il tessuto di 2 x SSC a pH
7,4 per 2 min a TA. Prolungare la digestione delle proteine di 2-20
minuti se il campione non & stato digerito a sufficienza. Se il campione
& sovra-digerito, utilizzare un campione fresco e ridurre il tempo di
digestione delle proteine.

Protocollo alternativo per la denaturazione della sonda (separare la

denaturazione della sonda e del campione):

1. Denaturare il vetrino in formammide al 70% / 2 x SSC, pH 7,0 a
72 °C (£1 °C) per 2 min.

2. Disidratare in etanolo al 70%, 85% e 100% ghiacciato (-20 °C) per
2 min ciascuno. Asciugare all'aria.
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. Denaturare la miscela della sonda a 90 °C per 10 minuti e collocare

su ghiaccio.

. Centrifugare brevemente il flaconcino della sonda, agitare a vortice

il flaconcino della sonda, quindi centrifufare di nuovo il flaconcino
della sonda.

. Applicare la sonda al vetrino denaturato, coprirlo con il coprivetrino

in vetro, sigillare con la colla per montaggio e proseguire con
l'ibridazione.

Domande frequenti
Rilevo un segnale debole o il segnale & assente

Reibridare assicurandosi che la sonda sia stata miscelata corretta-
mente e che sia a temperatura ambiente prima dell'uso.

Reibridare assicurandosi che il lavaggio di stringenza (Tampone di
lavaggio 1) sia alla temperatura corretta (72 °C (¢1 °C}.

Tener conto della diminuzione di temperatura quando si aggiungo-
no i vetrini ai reagenti preriscaldati.

Digestione non ottimale del tessuto (sotto-digestione) - immergere
il coprivetrino in 2 x SSC, pH 7,0 per 2 min a TA. Prolungare la
digestione delle proteine di 2 - 20 min.

Digestione non ottimale del tessuto (sovra-digestione) - Scartare il
vetrino e iniziare con una nuova sezione. Ridurre la digestione delle
proteine di almeno 10 min.

Usare almeno 10 pl di sonda per un coprivetrino di 22 x 22 mm.
Controllare che i filtri del microscopio e la sorgente luminosa siano
corretti e perfettamente funzionali.

Ho un sottofondo elevato.

Digestione non ottimale del tessuto. Un tessuto sotto-digerito
aumenta il sottofondo. Immergere il coprivetrino in 2 x SSC a pH 7,0
per 2 min a TA. Prolungare la digestione delle proteine di 2 - 20 min.
Aumentare la temperatura del lavaggio di stringenza (Tampone di
lavaggi I) per il lavaggio dei vetrini.
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Utilizzando le sonde Centromeriche ottengo un'ibridazione crociata.
+Aumentare la temperatura del lavaggio di stringenza (Tampone di
lavaggi I) per il lavaggio dei vetrini.

Minima applicazione di una sonda:
Dimensioni del coprivetrino Minima applicazione di una

in vetro sonda
22 x 22 mm 10 pl
22 x 32 mm 15 pl
22 x 50 mm 23 pl

Raccomandazioni procedurali:

La concentrazione e la temperatura del tampone (stringenza) dell'ibri-
dazione e il lavaggio sono importanti, in quanto una minore stringenza
puo produrre legami aspecifici della sonda ad altre sequenze, mentre
una stringenza piu alta puo generare una perdita di segnale. Lincom- =
pleta denaturazione del DNA bersaglio e/o della sonda DNA possono
generare una perdita di segnale.

Materiale richiesto, ma non fornito: Reagenti:

1. Xilene

. Formammide

. Etanolo 100%, 85% e 70%

. Sodio citrato 0,01 M a pH 6,0 o sodio tiocianato all'8%

. HCI 0,01 M e HCI 0,2M

. Soluzione di pepsina RtU (LK-101A)

. 1xPBS,pH74

. 2xSSC,pH 7,0

9. Tampone di lavaggio | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102A)
10.Tampone di lavaggio Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103A)
11.Colore di contrasto DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) o LK-096A (1 pg/ml}
12.Diluente per colore di contrasto (LK-097A)

13.Fixogum (LK-071A) o colla per montaggio

© NG WN
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Materiale richiesto, ma non fornito: apparecchiature:

1. ThermoBrite (TS-01/02) o ThermoBrite Elite (Vedere www.Leica-
biosystems.com per ulteriori informazioni)

2. Incubatore a 37 °C

3. Bagnomaria con controllo accurato della temperatura da 37 °C a
90°C

4. Vaso Coplin in plastica o vetro

5. Micropipette variabili (1 pl - 200 pl)

6. Microscopio a fluorescenza dotato di filtri adeguati (vedere le
raccomandazioni per la microscopia a fluorescenza)

AVVERTENZE E PRECAUZIONI:

1. Solo per uso diagnostico in vitro. Solo per uso professionale. In
caso di emergenza, consultare le SDS per le informazioni sulla
sicurezza.

2. Le sonde DNA e i tamponi di ibridazione contengono formammide,
che & un composto teratogeno; non inspirare né consentire in
contatto con la pelle. Quando si manipolano sonde DNA e colore di
contrasto DAPI, indossare i guanti e il camice da laboratorio.

3. Tutti i materiali devono essere smaltiti secondo le direttive del
proprio istituto per lo smaltimento di rifiuti ospedalieri.

4. Etichettatura conforme alla normativa (EC) N. 1272/2008

Pittogramma

Parola di segnalazione: Pericolo

Dichiarazioni di pericolo

H351 Sospetta causa di cancro.

H361D Puo arrecare danni fetali.

H373 Se ingerito pud causare danni agli organi (sangue) a seguito di
esposizione prolungata o ripetuta.
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Dichiarazioni precauzionali

P201 Prima dell'uso, procurarsi le istruzioni speciali.

P281 Usare i dispositivi di protezione individuale secondo necessita,
P308 + P313 IN CASO di esposizione o dubbi: Consultare un medico /
farsi visitare.

Dichiarazioni aggiuntive sui pericoli: nessuna
Limitato all'uso da parte di utenti professionali

Brevetti: Questi prodotti, o I'uso di questi prodotti sono soggetti a

diritti esclusivi. Le sonde in questi prodotti sono generate utilizzando la
tecnologia LLC REPEAT- FREE™ di Janssen Diagnostics e marcate con lo
Universal Linkage System (ULS™).

Il fluorocromo usato per il composto di marcatura PlatinumBright - 415
e soggetto a brevetti posseduti o controllati, ed é prodotto da DYOMICS
GmbH. Esistono brevetti USA e internazionali in corso di rilascio per la
tecnologia REPEAT-FREE™ di Janssen Diagnostics, LLC.

La tecnologia e i prodotti ULS™ sono coperti da uno o piu dei sequenti
brevetti USA 5.580.990; 5.714.327; 5.985.566; 6.133.038; US RE 40.557E,
6.797.818; 7,217,813. KREATECH é una denominazione commerciale

di KREATECH Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™ sono marchi
commerciali di KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ é un
marchio commerciale di Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ & un marchio registrato di Leica Biosystems.



70 Kreatech FISH Probes
Preparazioni cellulari

Uso delle sonde Kreatech™ FISH

Libridazione fluorescente in situ (FISH) viene usata per identificare, o
marcare, sequenze genomiche bersaglio in modo da studiarne la posizio-
ne. Le sequenze DNA da sonde appropriate, specifiche del cromosoma,
vengono innanzitutto marcate con molecole reporter. La sonda DNA
marcata viene quindi ibridata su un vetrino con cromosomi in metafase
o nuclei in interfase. Dopo il lavaggio, il campione viene scandito con
microscopio a fluorescenza per individuare le molecole reporter.

Le sonde KREATECH FISH REPEAT-FREE non contengono DNA Cot-1.
Lefficienza dell'ibridazione viene quindi aumentata, riducendo ampia-
mente il sottofondo dovuto a legami aspecifici.

Per uso su cellule in metafase e interfase da colture di sangue peri-
ferico e midollo osseo o da preparazioni dirette ottenute con metodi
citogenetici standard, vedere: The AGT genetics laboratory manual, 3rd
ed. New York: Raven Press; 1996.

Per ottenere risultati ottimali si consiglia di utilizzare i kit di pretratta-
mento completo Kreatech (KBI-60005, KBI-60006) che includono un
protocollo particolarmente ottimizzato di “Istruzioni per I'uso”.

Per ulteriori informazioni, consultare il nostro sito web: http:/www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Pretrattamento:

Protocollo | (protocollo standard, se i risultati non sono soddisfacenti,

usare il protocollo I1)

1. Per invecchiare i vetrini, cuocere i vetrini per 10 minuti (min) a 80 °C,
quindi lasciar raffreddare i vetrini a temperatura ambiente (TA).
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2. Collocare i vetrini in una preparazione fresca di acido acetico al
70% (in H,0 deionizzata (dH,0}, incubare per 1 min a TA.

3. Collocare i vetrini in 1 x PBS, a pH 7,4, incubare per 30 secondi (s) a
TA.

4. Collocare i vetriniin 1 x PBS a pH 7,4 per 5 min a TA.

5. Disidratare il vetrino in etanolo al 70%, 85% e 100%, incubare per
1 min ciascuno a TA. Asciugare all'aria a TA.

Procedere con la preparazione della sonda.

Protocollo Il (per vetrini con notevole sottofondo citoplasmatico o

preparazioni dirette (fluido amniotico o villi corionici}

1. Preriscaldare 2 x SSC, pH 7,0, e HCI 0,01 M a 37 °C

2. Collocare i vetrini dei campioni asciutti in 2 x SSC, pH 7,0 preriscal-
dato, incubare a 37 °C per 2 min.

3. Aggiungere pepsina all'HCI 0,01 M preriscaldato per una concentra-
zione finale dello 0,005%.

4. Collocare i vetrini in una soluzione di pepsina allo 0,005% in HCI
0,01 M e incubare a 37 °C per 5- 15 min (a seconda della quantita
di sottofondo citoplasmatico).

5. Collocare i vetriniin 1 x PBS, pH 7,4 per 3 min a TA.

6. Post-fissare i vetrini per incubazione in formaldeide tamponata
all'1%in 1 x PBS / MgCl, 20 mM per 10 min a TA.

7. Collocare i vetriniin 1 x PBS, pH 7,4 per 3 min a TA.

8. Disidratare il vetrino in etanolo al 70%, 85% e 100%, incubare per
1 min ciascuno a TA. Asciugare all'aria a TA.

Procedere con la preparazione della sonda.

Preparazione della sonda:

Centrifugare brevemente il flaconcino della sonda, agitare a vortice il
flaconcino della sonda, quindi contrifugare di nuovo brevemente prima
dell'uso. Lasciare che la torni a TA prima dell'uso.

La maggior parte delle sonde Kreatech FISH & fornita RtU (Ready-to-U-
se). Le sonde FISH per Centromeri, Subtelomeri e cromosomi Interi
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sono fornite in formati concentrati 5 x e devono essere diluite con il
tampone di ibridazione fornito /o altre sonde concentrate. Consultare
I'etichetta del flaconcino e l'inserto specifico nella confezione della
sonda per le specifiche di diluizione.

Co-denaturazione:

1. Applicare 10 pl di sonda o miscela di sonda per ogni campo di 22 x
22 mm.

2. Coprire con un coprivetrino in vetro e sigillare con Fixogum (LK-
071A) o colla per montaggio.

3. Denaturare il campione e la sonda su ThermoBrite (TS-01/02) per
5mina?75°C.

Ibridazione:
Incubare durante la notte a 37 °C in ThermoBrite (TS-01/02) o in a
camera umidificata.

Lavagglo post-ibridazione:

. Preriscaldare il Tampone di lavaggio | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal)
(LK-102A) a 72 °C.

2. Rimuovere la colla per montaggio.

3. Collocare fino a 14 vetrini in 200 ml di Tampone di lavaggio Il (2 x
SSC/0,1% Igepal) (LK-103A), incubare per 2 min a TA. Staccare i
coprivetrini facendoli scorrere. Riutilizzare una sola volta per un
totale di 28 vetrini.

4. Collocare fino a 14 vetrini in 200 ml di Tampone di lavaggio Il preri-
scaldato (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102A), incubare per 2 min a
72 °C (11 °C) senza agitare. Riutilizzare una sola volta per un totale
di 28 vetrini.

5. Collocare fino a 14 vetrini in 200 ml di Tampone di lavaggio Il (2
x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103A), incubare per 1 min a TA senza
agitare. Riutilizzare una sola volta per un totale di 28 vetrini.

6. Disidratare i vetrini in etanolo al 70%, 85% e 100%, incubare per
1 min ciascuno a TA. Asciugare all'aria a TA.
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Procedere con la colorazione di contrasto.

Colorazione di contrasto:

Applicare 15 pl di colore di contrasto DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) o
LK-096A (1 pg/ml} quindi applicare il coprivetrino di vetro. DAPI puo
essere diluito con un diluente per colore di contrasto (LK-097A) per
ottenere la concentrazione richiesta. Collocare i vetrini al buio e
lasciare sviluppare il colore di contrasto per 10 - 15 min. Procedere
con la microscopia.

Raccomandazioni per la microscopia a fluorescenza:

Per una visualizzazione ottimale, usare un microscopio ben mantenuto
e regolarmente calibrato, dotato di lampada al mercurio da 100W, o di
un'altra sorgente luminosa appropriata, e di un obiettivo per fluorescen-
za 63x 0 100x. Per visualizzare piu colori si usano filtri passa-banda
tripli (DAPI/FITC/Cy3 o DAPI/FITC/TRITC), mentre per la visualizzazio-
ne di un unico colore si usano filtri a banda passante singola.

Intervallo di eccitazione ed emissione idoneo per i fluorocromi FISH
Kreatech:

Fluorocromo Eccitazione Emissione

DAPI 360 £20 nm 460 30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15nm 470 £15 nm
PlatinumBright ™ 495 49510 nm 517 10 nm
PlatinumBright ™ 550 550410 nm 580 10 nm

Risoluzione dei problemi:

Protocollo alternativo per campioni di citologia:

1. Preriscaldare 50 ml di 2 x SSC / 0,5% Igepal (LK-105B) in un vaso
Coplin a 37 °C a bagnomaria. Collocare i vetrini preparati nel vaso
Coplin e incubati per 15 minuti.

2. Disidratare i vetrini in etanolo al 70%, 85% e 100%, incubare per
1 min ciascuno a TA. Asciugare all'aria a TA.

Procedere con la preparazione della sonda.
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Protocollo alternativo per la denaturazione della sonda (separare la

denaturazione della sonda e del campione):

1. Preriscaldare formammide al 70% / 2 x SSC, pH 7,0, a 72 °C.

2. Denaturare i vetrini in formammide al 70% / 2 x SSC, pH 7,0, incuba-
re a 72 °C (1 °C) per 2 min.

3. Disidratare i vetrini in etanolo al 70%, 85% e 100% ghiacciato
(-20 °C), incubare per 2 min ciascuno. Asciugare all'aria a TA.

4. Denaturare la miscela della sonda a 90 °C per 10 minuti e collocare
direttamente su ghiaccio.

5. Cantrifugare brevemente il flaconcino della sonda, agitare a vortice
il flaconcino della sonda, quindi centrifugare di nuovo il flaconcino
della sonda.

6. Applicare la sonda al vetrino denaturato, coprirlo con il coprivetrino
in vetro, sigillare con la colla per montaggio.

Proseguire con l'ibridazione.

Domande frequenti

Rilevo un segnale debole o il segnale & assente

+ Reibridare assicurandosi che la sonda sia stata miscelata corretta-
mente e che sia a temperatura ambiente prima dell'uso.

+ Reibridare assicurandosi che il lavaggio di stringenza (Tampone di
lavaggio 1) sia alla temperatura corretta (72 °C (¢1 °C}.

+Tener conto della diminuzione di temperatura quando si aggiungo-
no i vetrini ai reagenti preriscaldati.

+ Usare almeno 10 pl di sonda per un coprivetrino di 22 x 22 mm.

+ Controllare che i filtri del microscopio e la sorgente luminosa siano
corretti e perfettamente funzionali.

Ottengo un sottofondo elevato o un'ibridazione crociata specifica

utilizzando le sonde Centromeriche o Subtelomeriche.

+Aumentare |a temperatura del lavaggio di stringenza (Tampone di
lavaggi I) per il lavaggio dei vetrini.
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Minima applicazione di una sonda:
Dimensioni del coprivetrino Minima applicazione di una

in vetro sonda
22x22mm 10 pl
22 x32mm 15 pl
22 x50 mm 23 pl

Raccomandazioni procedurali:

La concentrazione e |a temperatura del tampone (stringenza) dell'ibri-
dazione e il lavaggio sono importanti, in quanto una minore stringenza
puo produrre legami aspecifici della sonda ad altre sequenze, mentre
una stringenza piu alta pud generare una perdita di segnale. Lincom-
pleta denaturazione del DNA bersaglio e/o della sonda DNA possono
generare una perdita di segnale.

Materiale richiesto, ma non fornito: reagenti:
1. Kit reagenti FISH (KBI-60005)

2. Kit digestione FISH (KBI-60006)

3. Formaldeide tamponata all'1% / 1 x PBS / 20 mM MgCl,
4. 1xPBS,pH74

5. 2xSSC,pH7,0

6. Soluzione di pepsina (LK-101A)

7. Tampone di lavaggio | (0,4 x SSC / 0,3% Igepal) (LK-102A)
8. Tampone di lavaggio Il (2 x SSC / 0,1% Igepal) (LK-103A)
9. Igepal

10.HCI 0,01 M

11.Fissativo Carnoys (metanolo : acido acetico =3 : 1)

12.Acido acetico al 70% (in H,0 deionizzata)

13.Colore di contrasto DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) o LK-096A (1 pg/ml}
14.Diluente per colore di contrasto (LK-097A)

15.Formammide

16.Etanolo 100%, 85% e 70%
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17.Fixogum (LK-071A) o colla per montaggio

Materiale richiesto, ma non fornito: apparecchiature:

1. ThermoBrite (TS-01/02).

2. Incubatore a 37 °C

3. Bagnomaria con controllo accurato della temperatura da 37 °C a
90 °C

4. Vaso Coplin in plastica o vetro

5. Micropipette variabili (1 pl - 200 pl)

6. Microscopio a fluorescenza dotato di filtri adeguati (vedere le
raccomandazioni per la microscopia a fluorescenza)

Avvertenze e precauzioni:

1. Solo per uso diagnostico in vitro. Solo per uso professionale. In
caso di emergenza, consultare le SDS per le informazioni sulla
sicurezza.

2. Le sonde DNA e i tamponi di ibridazione contengono formammide,
che & un composto teratogeno; non inspirare né consentire in
contatto con la pelle. Quando si manipolano sonde DNA e colore di
contrasto DAPI, indossare i guanti e il camice da laboratorio.

3. Tutti i materiali devono essere smaltiti secondo le direttive del
proprio istituto per lo smaltimento di rifiuti ospedalieri.

4. Etichettatura conforme alla normativa (EC) N. 1272/2008

Pittogramma

Parola di segnalazione: Pericolo

Dichiarazioni di pericolo

H351 Sospetta causa di cancro.

H361D Puo arrecare danni fetali.

H373 Se ingerito puo causare danni agli organi (sangue) a seguito di
esposizione prolungata o ripetuta.
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Dichiarazioni precauzionali

P201 Prima dell'uso, procurarsi le istruzioni speciali.

P281 Usare i dispositivi di protezione individuale secondo necessita,
P308 + P313 IN CASO di esposizione o dubbi: Consultare un medico /
farsi visitare.

Dichiarazioni aggiuntive sui pericoli: nessuna
Limitato all'uso da parte di utenti professionali

Brevetti: Questi prodotti, o I'uso di questi prodotti sono soggetti a

diritti esclusivi. Le sonde in questi prodotti sono generate utilizzando la
tecnologia LLC REPEAT- FREE™ di Janssen Diagnostics e marcate con lo
Universal Linkage System (ULS™).

Il fluorocromo usato per il composto di marcatura PlatinumBright - 415
e soggetto a brevetti posseduti o controllati, ed é prodotto da DYOMICS
GmbH. Esistono brevetti USA e internazionali in corso di rilascio per la
tecnologia REPEAT-FREE™ di Janssen Diagnostics, LLC.

La tecnologia e i prodotti ULS™ sono coperti da uno o piu dei sequenti
brevetti USA 5.580.990; 5.714.327; 5.985.566; 6.133.038; US RE 40.557E,
6.797.818; 7,217,813. KREATECH é una denominazione commerciale

di KREATECH Biotechnology BV. ULS™, PlatinumBright™ sono marchi
commerciali di KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ é un
marchio commerciale di Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ & un marchio registrato di Leica Biosystems.
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Instrucciones de uso
Tejido embebido en parafina y fijado en formalina

Uso de sondas FISH de Kreatech™

La hibridacién fluorescente in situ (FISH) se emplea para identificar o
etiquetar secuencias gendmicas especificas para poder estudiar su
ubicacién. Las secuencias de ADN de sondas adecuadas y especificas
para cromosomas se etiquetan en primer lugar con moléculas infor-
mantes. A continuacion, la sonda de ADN etiquetada se hibridiza con
el DNA especifico en los ndcleos del tejido. Tras el lavado, la muestra
se examina para detectar las moléculas informantes mediante micros-
copia de fluorescencia.

Las sondas FISH REPEAT-FREE de KREATECH no contienen ADN Cot-
1. De este modo, la eficacia de la hibridacion aumenta y el fondo se
reduce en gran medida debido a una fijacion no especifica.

Para obtener resultados 6ptimos en cortes de tejido embebido en

parafina, se recomienda emplear kits de pretratamiento completos
de Kreatech (KBI-60004, KBI-60007), que incluyen un protocolo de

"Instrucciones de uso" especialmente optimizado.

hi,

Para mas informaci | sitio web: http://
www.leicabiosystems. com/lhc ish/kreatech-fish-probes/

Como alternativa, pueden usarse también los protocolos siguientes:

Pretratamiento con portaobjetos:

1. Colocar cortes de tejido embebido en parafina y fijado en formalina
(FFPE) de 4 - 6 ym en portaobjetos con carga positiva.

2. Someter los cortes de tejido FFPE colocados a 80 °C durante 2
horas, 0 a 56 °C durante 16 horas.
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4.

5.

Kreatech FISH Probes

. Desparafinar los portaobjetos mediante xileno o un sustituto del

xileno e incubarlos durante 2 x 10 minutos (min) a temperatura
ambiente (TA).

Rehidratar los portaobjetos con etanol al 100 %, 85 %y 70 % e
incubar cada uno de ellos durante 3 min a TA.

Colocar los portaobjetos en H,0 desionizada (dH,0) e incubarlos
durante 3 min a TA.

Continde con el protocolo | o el protocolo II.

Protocolo I (protocolo esténdar; si no resulta satisfactorio, siga el
protocolo II)

1.
2.

3.

Precalentar 0,01 M de citrato de sodio con pH 6.0 a 96 - 98 °C.
Precalentar 0,01 M de HCI a 37 °C (si no se utiliza pepsina lista
para usar [LPU] [LK-101A]).

Colocar los portaobjetos en 0,01 M de citrato de sodio con pH 6.0 a
96 - 98 °C e incubarlos durante 15 min.

. Colocar los portaobjetos en dH,0 e incubarlos durante 2 min a TA.
. Afadir pepsina al 0,01 M de HCI precalentado para alcanzar una

concentracion final del 0,025 % (si no se utiliza pepsina LPU [LK-
101A]).

. Digerir los portaobjetos en pepsina al 0,025 % en 0,01 M de HCl a

37 °C o cubrir el tejido con pepsina LPU (LK-101A) a TA e incubarlo
durante 5 - 45 min (el tiempo dependerd de la fijacién del tejido y
del tipo de tejido).

. Colocar los portaobjetos en dH,0 e incubarlos durante 1 min a TA.
. Colocar los portaobjetos en 1 x PBS con pH 7.4 0 en 2 x SSC con

pH 7.0 e incubarlos durante 5 min a TA.

. Deshidratar los portaobjetos con etanol al 70 %, 85 %y 100 % e

incubar cada uno de ellos durante 1 min a TA. Dejar secar al aire a
TA.

Continde con la preparacién de las sondas.
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Protocolo Il (para muestras muy reticuladas)

1. Precalentar tiocianato de sodio al 8 % a 80 °C.

2. Pretratar los portaobjetos mediante 0,2 M de HCI e incubarlos
durante 20 min a TA.

3. Colocar los portaobjetos en dH,0 e incubarlos durante 3 min a TA.

4. Precalentar 0,01 M de HCl a 37 °C (si no se utiliza pepsina LPU
[LK-101A]).

5. Colocar los portaobjetos en tiocianato de sodio al 8 % precalentado
en dH,0 a 80 °C e incubarlos durante 30 min.

6. Colocar los portaobjetos en 2 x SSC con pH 7.0 e incubarlos
durante 3 min a TA.

7. Afiadir pepsina a 0,01 M de HCI precalentado para obtener una
concentracion final del 0,025 % (si no se utiliza pepsina LPU [LK-
101A]).

8. Digerir los portaobjetos en pepsina al 0,025 % en 0,01 M de HCl a
37 °C o cubrir el tejido con pepsina LPU (LK-101A) a TA e incubarlo
durante 5 - 45 min (el tiempo dependera de la fijacion del tejido y
del tipo de tejido).

9. Colocar los portaobjetos en dH,0 e incubarlos durante 1 min a TA.

10.Colocar los portaobjetos en 1 x PBS con pH 7.4 0 en 2 x SSC con
pH 7.0 e incubarlos durante 5 min a TA.

11.Deshidratar los portaobjetos con etanol al 70 %, 85 % y 100 % e
incubar cada uno de ellos durante 1 min a TA. Dejar secar al aire a
TA.

Continde con la preparacién de las sondas.

Preparacion de las sondas:

Centrifugue brevemente el vial de la sonda, realice un centrifugado con
una agitadora vorticial y vuelva a centrifugarlo brevemente después de
su uso. Espere a que la sonda alcance la TA antes de usarla.

Las sondas FISH de Kreatech se suministran LPU a no ser que se
especifique de otro modo en la documentacién del producto. Consulte
la etiqueta del vial y el folleto especifico suministrado con la sonda
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para obtener informacidn detallada sobre la dilucion.

Co-desnaturalizacion:

1. Aplicar 10 pl de una sonda o de una mezcla de sondas por campo
de 22 x 22 mm.

2. Cubrirlo con un cubreobjetos de vidrio y sellarlo mediante Fixogum
(LK-071A) o cemento de caucho.

3. Desnaturalizar la muestra y la sonda en una placa ThermoBrite
(TS-01/02) durante 5 min a 80 °C.

Hibridacion:
Incube durante la noche a 37 °C en una placa ThermoBrite (TS-01/02)
o0 en una cdmara himeda.

Lavado tras hibridacion:

1. Precalentar el buffer de lavado | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal)
(LK-102A) hasta alcanzar 72 °C.

2. Extraer el cemento de caucho.

3. Colocar un maximo de 14 portaobjetos en 200 ml de buffer de
lavado I1 (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103A) e incubar durante 2 min
a TA. Extraer los cubreobjetos. Reutilizar una sola vez para un total
de 28 portaobjetos.

4. Colocar un maximo de 14 portaobjetos en 200 ml de buffer de
lavado I (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A) precalentado e incubar
durante 2 min a 72 °C (£1 °C) sin agitacion. Reutilizar una sola vez
para un total de 28 portaobjetos.

5. Colocar un méximo de 14 portaobjetos en 200 ml de buffer de
lavado Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103A) nuevo e incubar durante
1 min a TA sin agitar. Reutilizar una sola vez para un total de 28
portaobjetos.

6. Deshidratar en etanol nuevo al 70 %, 85 % y 100 % e incubar cada
uno de ellos durante 1 min a TA. Secar al aire a TAy proceder a la
contratincion.
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Contratincién:

Aplique 15 pl de contratincion DAPI (LK-095A [0,1 pg/ml] o LK-096A
[1 pg/ml]) y coloque el cubreobjetos de vidrio. DAPI se puede diluir
mediante un diluyente de contratincién (LK-097A) para obtener la
concentracién deseada. Coloque los portaobjetos en un lugar oscuro
durante 10 - 15 min para que se desarrolle la contratincion. Realice la
microscopia.

Recomendaciones para la microscopia de fluorescencia:

Para lograr una visualizacion dptima, se recomienda utilizar un
microscopio con un mantenimiento y una calibracién adecuados y
equipado con una ldmpara de mercurio de 100 W u otra fuente de
iluminacién adecuada, asi como un objetivo de fluorescencia de 63x
0 100x. Se emplean filtros de paso de banda triples (DAPI/FITC/Cy3 o
DAPI/FITC/TRITC) para visualizar miltiples colores, mientras que los
filtros de paso de banda sencillos se emplean para la visualizacion de
un solo color.

Intervalo aceptable de excitacion y emision para fluoréforos Kreatech:

Fluoréforo Excitacion Emision

DAPI 360 £20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 15 nm 470 15 nm
PlatinumBright ™ 495 49510 nm 517410 nm
PlatinumBright ™ 550 550 10 nm 580 £10 nm

Solucion de problemas.

Compruebe la digestion de proteinas y el pretratamiento mediante la
aplicacion de 15 pl de contratincion DAPIy evaluar los portaobjetos
mediante un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro
DAPI. Normalmente, una digestion de proteinas de 15 min suele ser
suficiente para una amplia gama de tumores de mama. Extraiga el
cubreobjetos y sumerja el tejido en 2 x SSC con pH 7.4 durante 2 min
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a TA. Prolongue la digestion de proteinas durante 2 - 20 min si la
muestra atin no esta suficientemente digerida. Utilice una muestra
reciente y reduzca el tiempo de digestion de proteinas si la muestra
estd excesivamente digerida.

Protocolo alternativo para la desnaturalizacién de sondas (desnaturali-

zacion de la sonda y la muestra por separado):

1. Desnaturalizar el portaobjetos en formamida al 70 % / 2 x SSC con
pH 7.0 @72 °C (¢1 °C) durante 2 min.

2. Deshidratar cada uno con etanol al 70 %, 85 % y 100 % a temperatu-
ra de congelacion (-20 °C) durante 2 min. Dejar secar al aire.

3. Desnaturalizar la mezcla de las sondas a 90 °C durante 10 miny, a
continuacién, introducir en hielo.

4. Centrifugar brevemente el vial de la sonda, realizar un centrifugado
con una agitadora vorticial y volver a centrifugar.

5. Colocar la sonda en el portaobjetos desnaturalizado, tapar con el
cubreobjetos de vidrio, sellar con cemento de caucho y continuar
con la hibridacién.

Preguntas frecuentes

Las sefiales son débiles o inexistentes

+ Vuelva a realizar la hibridacion y asegurese de que la sonda se
ha mezclado correctamente y de que se encuentra a temperatura
ambiente antes de su uso.

+ Vuelva arealizar la hibridacién y asegurese de que el lavado astrin-
gente (buffer de lavado 1) se encuentra a la temperatura adecuada
(72 °C [21 °C]).

+ Tenga en cuenta la caida de temperatura al afiadir portaobjetos a
los reactivos precalentados.

+ Digestion de tejido inadecuada (digestion insuficiente); empape el
cubreobjetos en 2 x SSC con pH 7.0 durante 2 min a TA. Prolongue
la digestion de proteinas durante 2 - 20 min.
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Digestion de tejido inadecuada (digestién excesiva); deseche el
portaobjetos y comience con un corte nuevo. Reduzca la digestion
de proteinas en al menos 10 min.

+ Utilice un minimo de 10 pl de sonda por cubreobjetos de 22 x 22
mm.

+ Compruebe que los filtros del microscopio y la fuente de luz son
correctos y funcionan perfectamente.

Hay demasiado fondo.

+ Digestion de tejido inadecuada. El tejido con digestion insuficiente
hace aumentar el fondo. Sumerja el cubreobjetos en 2 x SSC con
pH 7.0 durante 2 min a TA. Prolongue la digestién de proteinas
durante 2 - 20 min.

+ Aumente la temperatura del lavado astringente (buffer de lavado I)
al lavar los portaobjetos.

Se produce una hibridacién cruzada al emplear sondas centrométri-
cas.
Aumente la temperatura del lavado astringente (buffer de lavado I)
al lavar los portaobjetos.

Aplicacion de sonda minima:

Tamaiio del cubreobjetos de  Aplicacion de sonda minima
vidrio

22x22mm 10 pl
22 x32mm 15 pl
22 x50 mm 23 pl

Recomendaciones acerca del procedimiento:

La temperatura y la concentracion del buffer (astringencia) durante la
hibridacidn y el lavado son importantes, ya que una astringencia mas
baja puede provocar una fijacién no especifica de la sonda con otras
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secuencias, mientras que una astringencia mas alta puede provocar
una ausencia de sefial. La desnaturalizacién incompleta del ADN espe-
cifico o del ADN de la sonda puede provocar una ausencia de sefial.

Material necesario que no se suministra: Reactivos:

1. Xileno

. Formamida

. Etanol al 100 %, 85 %y 70 %

. 0,01 M de citrato de sodio con pH 6.0 o tiocianato de sodio al 8 %
. 0,01 MdeHCly 0,2 M de HCI

. Solucion de pepsina LPU (LK-101A)

. TxPBSconpH7.4

. 2xSSCconpH7.0

9. Buffer de lavado | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A)
10.Buffer de lavado Il (2 x SSC/ 0,1 % Igepal) (LK-103A)
11.Contratincion DAPI (LK-095A [0,1 pg/ml] o LK-096A [1 pg/ml])
12.Diluyente de contratincion (LK-097A)

13.Fixogum (LK-071A) o cemento de caucho

N U WN

Material necesario que no se suministra: equipo:

1. Placa ThermoBrite (TS-01/02) o ThermoBrite Elite (consulte www.
Leicabiosystems.com para obtener mds informacion)

. Incubadora a 37 °C

. Bafio Maria con una temperatura precisa de entre 37 °Cy 90 °C

. Cubeta Coplin de vidrio o plastico

. Micropipetas variables (1 pl - 200 pl)

. Microscopio de fluorescencia equipado con filtros adecuados
(consulte las recomendaciones para microscopia de fluorescencia)

o hwN

Advertencias y precauciones:

1. Para uso exclusivo in vitro. Para uso exclusivo profesional. En caso
de emergencia, consulte las hojas de datos de seguridad para
obtener informacién sobre la seguridad.

2. Las sondas de ADN y los buffers de hibridacién contienen formami-
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da, que es un teratégeno; no inhalar y evitar el contacto con la piel.
Utilice guantes y una bata de laboratorio al manipular sondas de
ADN y contratincion DAPI.

3. Todos los materiales se deberan eliminar segun las directrices del
centro para la eliminacién de desechos hospitalarios.

4. Etiquetado de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008

Pictograma

Palabra de advertencia: Peligro

Indicacidn(es) de peligro

H351 Se sospecha que provoca céncer.

H360D Puede dafiar al feto

H373 Puede perjudicar a determinados 6rganos (Sangre) por exposi-
cion prolongada o repetida en caso de ingestion.

Declaracion(es) de prudencia

P201 Pedir instrucciones especiales antes del uso.

P281 Utilizar el equipo de proteccion individual obligatorio.

P308 + P313 en caso de exposicion manifiesta o presunta: Consultar
a un médico.

Declaracion Suplementaria del Peligro: ninguno(a)
Reservado exclusivamente a usuarios profesionales.

Patentes: £stos productos o el uso de estos productos deberan

respetar los derechos registrados. Las sondas de estos productos se

han fabricado mediante tecnologia LLC REPEAT- FREE™ de Janssen
Diagnostics y poseen la marca de Universal Linkage System (ULS™).

El fluoréforo empleado en el compuesto del etiquetado de PlatinumBright
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- 415 estd fabricado y es propiedad de DYOMICS GmbH, quien ejerce
el control sobre el producto y posee sus patentes. Hay patentes
estadounidenses pendientes para la tecnologia LLC REPEAT-FREE™ de
Janssen Diagnostics.

La tecnologia y los productos de ULS™ estdn cubiertos por una de las
patentes estadounidenses siguientes: 5,580,990; 5,714,327, 5,985,566,
6,133,038; US RE 40,557, 6,797,818,7,217,813. KREATECH es una marca
comercial de KREATECH Biotechnology BV. ULS™ y PlatinumBright™ son
marcas comerciales de KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ es
una marca comercial de Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ es una marca comercial registrada de Leica Biosystems.
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Preparacion de las células

Uso de sondas FISH de Kreatech™

La hibridacin fluorescente in situ (FISH) se emplea para identificar o
etiquetar secuencias gendmicas especificas para poder estudiar su
ubicacion. Las secuencias de ADN de sondas adecuadas y especificas
para cromosomas se etiquetan en primer lugar con moléculas infor-
mantes. A continuacion, la sonda de ADN etiquetada se hibridiza con
cromosomas en metafase o nicleos en interfase en un portaobjetos.
Tras el lavado, la muestra se examina para detectar las moléculas
informantes mediante microscopia de fluorescencia.

Las sondas FISH REPEAT-FREE de KREATECH no contienen ADN Cot-
1. De este modo, la eficacia de la hibridacion aumenta y el fondo se
reduce en gran medida debido a una fijacion no especifica.

Para obtener instrucciones sobre el uso de células en metafase e
interfase en cultivos de sangre periférica y médula dsea o preparacio-
nes directas obtenidas a través de métodos citogenéticos estandar,
consulte: The AGT genetics laboratory manual, 3rd ed. New York:
Raven Press; 1996.

Para obtener resultados 6ptimos, se recomienda emplear kits de pretra-
tamiento completos de Kreatech (KBI-60005, KBI-60006), que incluyen un
protocolo de "Instrucciones de uso" especialmente optimizado.

Para obt mas infor 3 sitio web:
http://www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Pretratamiento:
Protocolo | (protocolo esténdar; si no resulta satisfactorio, siga el
protocolo I1)
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1. Para envejecer los portaobjetos, someterlos durante 10 minutos
(min) a 80 °C y, a continuacién, dejar que se enfrien hasta alcanzar
la temperatura ambiente (TA).

2. Colocar los portaobjetos en &cido acético al 70 % recién preparado
(en H,0 desionizada [dH,0]) e incubarlos durante 1 min a TA.

3. Colocar los portaobjetos en 1 x PBS con pH 7.4 e incubarlos
durante 30 segundos (s) a TA.

4. Colocar los portaobjetos en 1 x PBS con pH 7.4 e incubarlos
durante 5 min a TA.

5. Deshidratar los portaobjetos con etanol al 70 %, 85 %y 100 % e
incubar cada uno de ellos durante 1 min a TA. Dejar secar al aire a
TA.

Continde con la preparacién de las sondas.

Protocolo Il (para portaobjetos con fondo citoplasmatico elevado o

preparaciones directas [liquido amniético o vellosidad coriénica])

1. Precalentar 2 x SSC con pH 7.0y 0,01 M HCl a 37 °C.

2. Colocar portaobjetos de muestras secos en 2 x SSC precalentado
con pH 7.0 e incubar a 37 °C durante 2 min.

3. Afadir pepsina al 0,01 M de HCI precalentado para alcanzar una
concentracion final del 0,005 %.

4. Colocar los portaobjetos en solucién de pepsina al 0,005 % en
0,01 M de HCl e incubar a 37 °C durante 5 - 15 min (en funcion de la
cantidad de fondo citoplasmatico).

5. Colocar los portaobjetos en 1 x PBS con pH 7.4 e incubarlos
durante 3 min a TA.

6. Fijar con posterioridad los portaobjetos mediante su incubacién
en formaldehido tamponado al 1 % en 1 x PBS / 20 mM de MgCl,
durante 10 min a TA.

7. Colocar los portaobjetos en 1 x PBS con pH 7.4 e incubarlos
durante 3 min a TA.

8. Deshidratar los portaobjetos con etanol al 70 %, 85 %y 100 % e
incubar cada uno de ellos durante 1 min a TA. Dejar secar al aire a
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TA.
Continte con la preparacion de las sondas.

Preparacion de las sondas:

Centrifugue brevemente el vial de la sonda, realice un centrifugado con
una agitadora vorticial y vuelva a centrifugarlo brevemente después de su
uso. Espere a que la sonda alcance la TA antes de usarla.

La mayoria de las sondas FISH de Kreatech se suministran listas para usar
(LPU). Las sondas FISH de cromosomas completos, centromeros y subte-
|6meros se suministran en formatos de concentracion x 5y se deben diluir
con el buffer de hibridacién incluido u otras sondas de concentrados.
Consulte la etiqueta del vial y el folleto especifico suministrado con la
sonda para obtener informacién detallada sobre la dilucion.

Co-desnaturalizacion:

1. Aplicar 10 pl de una sonda o de una mezcla de sondas por campo
de 22 x 22 mm.

2. Cubrirlo con un cubreobjetos de vidrio y sellarlo mediante Fixogum
(LK-071A) o cemento de caucho.

3. Desnaturalizar la muestra y la sonda en una placa ThermoBrite
(TS-01/02) durante 5 min a 75 °C.

Hibridacion:
Incube durante la noche a 37 °C en una placa ThermoBrite (TS-01/02)
0 en una camara himeda.

Lavado tras hibridacién:

1. Precalentar el buffer de lavado | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal)
(LK-102A) hasta alcanzar 72 °C.

2. Extraer el cemento de caucho.

3. Colocar un maximo de 14 portaobjetos en 200 ml de buffer de
lavado I (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103A) e incubar durante 2 min
a TA. Extraer los cubreobjetos. Reutilizar una sola vez para un total
de 28 portaobjetos.
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4. Colocar un maximo de 14 portaobjetos en 200 ml de buffer de
lavado | (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A) precalentado e incubar
durante 2 min a 72 °C (£1 °C) sin agitacion. Reutilizar una sola vez
para un total de 28 portaobjetos.

5. Colocar un méximo de 14 portaobjetos en 200 ml de buffer de
lavado Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103A) nuevo e incubar durante
1 min a TA sin agitar. Reutilizar una sola vez para un total de 28
portaobjetos.

6. Deshidratar los portaobjetos con etanol al 70 %, 85 %y 100 % e
incubar cada uno de ellos durante 1 min a TA. Dejar secar al aire a
TA.

Proceda a realizar la contratincion.

Contratincion:

Aplique 15 pl de contratincion DAPI (LK-095A [0,1 pg/ml] o LK-096A
[1 pg/ml]) y coloque el cubreobjetos de vidrio. DAPI se puede diluir
mediante un diluyente de contratincién (LK-097A) para obtener la
concentracion deseada. Coloque los portaobjetos en un lugar oscuro
durante 10 - 15 min para que se desarrolle la contratincion. Realice la
microscopia.

dq

Recom para la micr pia de fluorescencia:

Para lograr una visualizacion dptima, se recomienda utilizar un
microscopio con un mantenimiento y una calibracién adecuados y
equipado con una ldmpara de mercurio de 100 W u otra fuente de
iluminacién adecuada, asi como un objetivo de fluorescencia de 63x
0 100x. Se emplean filtros de paso de banda triples (DAPI/FITC/Cy3 o
DAPI/FITC/TRITC) para visualizar miltiples colores, mientras que los
filtros de paso de banda sencillos se emplean para la visualizacion de
un solo color.
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Intervalo aceptable de excitacion y emision para fluoréforos FISH de
Kreatech:

Fluoréforo Excitacion Emision

DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15nm 470 15 nm
PlatinumBright ™ 495 49510 nm 517 £10 nm

PlatinumBright ™ 550 550 +10 nm 580110 nm

Solucion de problemas:

Protocolo alternativo para muestras de citologia:

1. Precalentar 50 ml de 2 x SSC / 0,5 % Igepal (LK-105B) en una
cubeta Coplin a 37 °C al bafio Maria. Colocar los portaobjetos
preparados en la cubeta Coplin e incubar durante 15 minutos.

2. Deshidratar los portaobjetos con etanol al 70 %, 85 %y 100 % e
incubar cada uno de ellos durante 1 min a TA. Dejar secar al aire a
TA.

Continde con la preparacion de las sondas.

Protocolo alternativo para la desnaturalizacion de sondas (desnaturali-

zacion de la sonda y la muestra por separado):

1. Precalentar formamida al 70 % / 2 x SSC con pH 7.0 a 72 °C.

2. Desnaturalizar los portaobjetos en formamida al 70 % / 2 x SSC con
pH 7.0 e incubar a 72 °C (1 °C) durante 2 min.

3. Deshidratar cada uno de los portaobjetos con etanol al 70 %, 85 %
y 100 % a temperatura de congelacion (-20 °C) durante 2 min. Dejar
secar al aire a TA.

4. Desnaturalizar la mezcla de las sondas a 90 °C durante 10 min e
introducir en hielo directamente.

5. Centrifugar brevemente el vial de la sonda, realizar un centrifugado
con una agitadora vorticial y volver a centrifugar.

6. Colocar la sonda en el portaobjetos desnaturalizado, tapar con el
cubreobjetos de vidrio y sellar con cemento de caucho.

Realice la hibridacion.
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Preguntas frecuentes

Las sefales son débiles o inexistentes

+ Vuelva arealizar la hibridacién y asegurese de que la sonda se
ha mezclado correctamente y de que se encuentra a temperatura
ambiente antes de su uso.

+ Vuelva a realizar la hibridacion y asegurese de que el lavado astrin-
gente (buffer de lavado I) se encuentra a la temperatura adecuada
(72 °C [+1 °C]).

+ Tenga en cuenta la caida de temperatura al afiadir portaobjetos a
los reactivos precalentados.

+ Utilice un minimo de 10 pl de sonda por cubreobjetos de 22 x 22
mm.

+ Compruebe que los filtros del microscopio y la fuente de luz son
correctos y funcionan perfectamente.

Hay demasiado fondo o se produce una hibridacién cruzada al

emplear sondas centrométricas o subteloméricas.

+ Aumente la temperatura del lavado astringente (buffer de lavado I)
al lavar los portaobjetos.

Aplicacién de sonda minima:

Tamaiio del cubreobjetos de  Aplicacion de sonda minima

vidrio

22 x22 mm 10l
22 x 32 mm 15l
22 x 50 mm 23 pl

Recomendaciones acerca del procedimiento:

La temperatura y la concentracién del buffer (astringencia) durante la
hibridacién y el lavado son importantes, ya que una astringencia mas
baja puede provocar una fijacién no especifica de la sonda con otras



Kreatech FISH Probes 95

secuencias, mientras que una astringencia mds alta puede provocar una
ausencia de sefial. La desnaturalizacion incompleta del ADN especifico
o del ADN de la sonda puede provocar una ausencia de sefial.

Material necesario que no se suministra: reactivos:

. Kit de reactivos FISH (KBI-60005)

. Kit de digestion FISH (KBI-60006)

. Formaldehido tamponado al 1 % / 1 x PBS / 20 mM de MgCl,
. 1xPBSconpH 7.4

. 2xS8SCconpH7.0

. Solucion de pepsina (LK-101A)

. Buffer de lavado I (0,4 x SSC / 0,3 % Igepal) (LK-102A)

. Buffer de lavado Il (2 x SSC / 0,1 % Igepal) (LK-103A)

9. Igepal

10.0,01 M de HCI

11.Fijador de Carnoy (metanol: dcido acético = 3: 1)

12.Acido acético al 70 % (en H,0 desionizada)

13.Contratincion DAPI (LK-095A [0,1 pg/ml] o LK-096A [1 pg/ml])
14.Diluyente de contratincion (LK-097A)

15.Formamida

16.Etanol al 100 %, 85 %y 70 %

17.Fixogum (LK-071A) o cemento de caucho

NG WN =

Material necesario que no se suministra: equipo:

1. Placa ThermoBrite (TS-01/02).

2. Incubadora a 37 °C

. Bafo Maria con una temperatura precisa de entre 37 °Cy 90 °C

. Cubeta Coplin de vidrio o plastico

. Micropipetas variables (1 pl - 200 pl)

. Microscopio de fluorescencia equipado con filtros adecuados
(consulte las recomendaciones para microscopia de fluorescencia)

ov s w

Advertencias y precauciones:
1. Para uso exclusivo in vitro. Para uso exclusivo profesional. En caso
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de emergencia, consulte las hojas de datos de seguridad para
obtener informacién sobre la seguridad.

2. Las sondas de ADN y los buffers de hibridacién contienen formami-
da, que es un teratdgeno; no inhalar y evitar el contacto con la piel.
Utilice guantes y una bata de laboratorio al manipular sondas de
ADN y contratincion DAPI.

3. Todos los materiales se deberan eliminar segun las directrices del
centro para la eliminacion de desechos hospitalarios.

4. Etiquetado de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008

Pictograma

Palabra de advertencia: Peligro

Indicacién(es) de peligro

H351 Se sospecha que provoca cancer.

H360D Puede dafiar al feto

H373 Puede perjudicar a determinados 6rganos (Sangre) por exposi-
cion prolongada o repetida en caso de ingestion.

Declaracion(es) de prudencia

P201 Pedir instrucciones especiales antes del uso.

P281 Utilizar el equipo de proteccién individual obligatorio.

P308 + P313 en caso de exposicion manifiesta o presunta: Consultar
a un médico.

Declaracion Suplementaria del Peligro: ninguno(a)
Reservado exclusivamente a usuarios profesionales.

Patentes: Estos productos o el uso de estos productos deberdn
respetar los derechos registrados. Las sondas de estos productos se
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han fabricado mediante tecnologia LLC REPEAT- FREE™ de Janssen
Diagnostics y poseen la marca de Universal Linkage System (ULS™).

El fluoréforo empleado en el compuesto del etiquetado de PlatinumBright
- 415 estd fabricado y es propiedad de DYOMICS GmbH, quien ejerce

el control sobre el producto y posee sus patentes. Hay patentes
estadounidenses pendientes para la tecnologia LLC REPEAT-FREE™ de
Janssen Diagnostics.

La tecnologia y los productos de ULS™ estdn cubiertos por una de las
patentes estadounidenses siguientes: 5,580,990; 5,714,327; 5,985,566,
6,133,038; US RE 40,557E, 6,797,818;7,217,813. KREATECH es una marca
comercial de KREATECH Biotechnology BV. ULS™ y PlatinumBright™ son
marcas comerciales de KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ es
una marca comercial de Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ es una marca comercial registrada de Leica Biosystems.
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Instrugdes de utilizagao
Tecido fixado em formalina e embebido em parafina (FFPE)

Como utilizar sondas FISH da Kreatech™

A hibridizagéo fluorescente in situ (FISH) é utilizada para identificar ou
etiquetar sequéncias genémicas alvo para estudar a sua localizagao.
As sequéncias de ADN de sondas adequadas e especificas para cro-
mossomas sdo etiquetadas em primeiro lugar com moléculas repdrter.
A sonda etiquetada de ADN &, em seguida, hibridizada para o ADN alvo
no ntcleo do tecido. Apés lavagem, a amostra é examinada para pro-
cura de moléculas repérter através de microscopia de fluorescéncia.

As sondas FISH KREATECH REPEAT-FREE nao contém ADN Cot-1. A
eficiéncia da hibridizagéo é aumentada e o ruido de fundo, devido a
ligagdes ndo-especificas, € reduzido consideravelmente.

Para obter resultados ideais em secgdes de tecido embebido em
parafina, aconselha-se a utilizagdo dos Kits completos de pré-trata-
mento da Kreatech (KBI-60004, KBI-60007), que incluem um protocolo
especialmente melhorado de “Instrugdes de utilizagdo”.

Para obter mais informagdes, consulte o nosso Web site: http:/www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Em alternativa, também pode utilizar os seguintes protocolos:

Pré-tratamento de laminas:
1. Monte seccdes de tecido fixado em formalina e embebido em
parafina (FFPE) de 4 a 6 pm em laminas com carga elétrica positiva.
2. Coloque no forno as secgdes de tecido FFPE montado durante
2 horas a 80 °C ou 16 horas a 56 °C.
3. Deparafinize as [aminas em xileno ou um substituto de xileno e
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4.

5.

incube durante 2 x 10 minutos (min) a temperatura ambiente.
Reidrate as laminas em etanol a 100%, 85% e 70% e incube durante
3 min cada uma a temperatura ambiente.

Coloque as laminas em H,0 desionizado (dH,0) e incube durante
3 min a temperatura ambiente.

Continue com o Protocolo | ou o Protocolo II.

Protocolo | (protocolo padréo; caso ndo seja satisfatorio, utilize o
protocolo II)

1.
2.

3.

Preaqueca 0,01 m de citrato de sédio, pH 6,0 entre 96 e 98 °C.
Preaquega 0,01 m de acido cloridrico a 37 °C (se ndo utilizar
pepsina para uso imediato (LK-101A)).

Coloque as laminas em 0,01 m de citrato de sédio, pH 6,0 entre 96
€98 °C e incube durante 15 min.

. Coloque as laminas em dH,0 e incube durante 2 min a temperatura

ambiente.

. Adicione pepsina a 0,01 m de 4cido cloridrico preaquecido para

obter uma concentracdo final de 0,025% (se ndo utilizar pepsina
para uso imediato (LK-101A)).

. Hidrolise as laminas em pepsina a 0,025% em 0,01 m de acido

cloridrico a 37 °C ou cubra o tecido em pepsina para uso imediato
(LK-101A) a temperatura ambiente e incube entre 5 e 45 min (o
tempo depende da fixagdo do tecido e do tipo do tecido).

. Cologue as laminas em dH,0 e incube durante 1 min a temperatura

ambiente.

. Coloque as laminas em 1 x solugdo salina de fosfato tamponado,

pH 7,4 ou 2 x solugdo salina de citrato de sddio, pH 7,0 e incube
durante 5 min a temperatura ambiente.

. Desidrate as laminas em etanol a 70%, 85% e 100% e incube

durante 1 min cada uma a temperatura ambiente. Seque ao ar a
temperatura ambiente.

Continue com a preparacéo da sonda.
Protocolo Il (para amostras fortemente reticuladas)
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1. Preaquega tiocianato de sédio a 8% a 80 °C.

2. Execute pré-tratamento as laminas com 0,2 m de 4cido cloridrico e
incube durante 20 min a temperatura ambiente.

3. Cologue as laminas em dH,0 e incube durante 3 min a temperatura
ambiente.

4. Preaquega 0,01 m de 4cido cloridrico a 37 °C (se néo utilizar
pepsina para uso imediato (LK-101A)).

5. Cologue as laminas em tiocianato de s6dio a 8% preaquecido em
dH,0 a 80 °C e incube durante 30 min.

6. Cologue as Iaminas em 2 x solucéo salina de citrato de sédio, pH
7,0 e incube durante 3 min a temperatura ambiente.

7. Adicione pepsina a 0,01 m de 4cido cloridrico preaquecido para
obter uma concentragdo final de 0,025% (se ndo utilizar pepsina
para uso imediato (LK-101A)).

8. Hidrolise as laminas em pepsina a 0,025% em 0,01 m de 4cido
cloridrico a 37 °C ou cubra o tecido em pepsina para uso imediato
(LK-101A) a temperatura ambiente e incube entre 5 e 45 min (o
tempo depende da fixago do tecido e do tipo do tecido).

9. Coloque as laminas em dH,0 e incube durante 1 min a temperatura
ambiente.

10.Coloque as laminas em 1 x solugéo salina de fosfato tamponado,
pH 7,4 ou 2 x solugdo salina de citrato de sddio, pH 7,0 e incube
durante 5 min a temperatura ambiente.

11.Desidrate as |aminas em etanol a 70%, 85% e 100% e incube
durante 1 min cada uma a temperatura ambiente. Seque ao ar a
temperatura ambiente.

Continue com a preparagéo da sonda.

Preparagao da sonda:

Centrifugue brevemente o frasco da sonda, agite o frasco da sonda e
centrifugue brevemente antes de utilizar de novo. Deixe que a sonda
atinja a temperatura ambiente antes de a utilizar.

As sondas FISH da Kreatech estao preparadas para uso imediato,
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salvo indicagdo em contrdrio na documentagéo do produto. Consulte o
rétulo no frasco e o folheto informativo especifico da sonda para obter
informagdes sobre diluigéo.

Co-desnaturagao:

1.

2.

3.

Aplique 10 pl de sonda ou de mistura de sonda por campo de 22 x
22 mm.

Cubra com uma lamela de vidro e vede com Fixogum (LK-071A) ou
cola de borracha.

Desnature a amostra e a sonda num ThermoBrite (TS-01/02)
durante 5 min a 80 °C.

Hibridizagao:
Incube de um dia para o outro a 37 °C num ThermoBrite (TS-01/02) ou
numa camara humidificada.

Lavagem pos-hibridizagao:

1.

2.
3.

Preaqueca Wash Buffer | (0,4 x solugéo salina de citrato de sédio /
Igepal a 0,3%) (LK-102A) a 72 °C.

Remova a cola de borracha.

Coloque o maximo de 14 laminas em 200 ml de Wash Buffer Il (2
x solugdo salina de citrato de sédio / Igepal a 0,1%) (LK-103A) e
incube durante 2 min a temperatura ambiente. Retire as lamelas.
Reutilize apenas para um total de 28 laminas.

. Coloque o maximo de 14 [aminas em 200 ml de Wash Buffer I (0,4

x solugdo salina de citrato de sédio / Igepal a 0,3%) (LK-102A)
preaquecido e incube durante 2 min a 72 °C (+ 1 °C) sem agitagao.
Reutilize apenas para um total de 28 laminas.

. Coloque o maximo de 14 [aminas em 200 ml de Wash Buffer Il (2 x

solugdo salina de citrato de sédio / Igepal a 0,1%) (LK-103A) puro
e incube durante 1 min a temperatura ambiente sem agitagao.
Reutilize apenas para um total de 28 laminas.

. Desidrate em etanol a 70%, 85% e 100% puro e incube durante 1
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min cada uma a temperatura ambiente. Seque ao ar a temperatura
ambiente e continue com a Contracolorag&o.

Contracoloragao:

Aplique 15 pl de contracoloragdo DAPI (LK-095A (0,1 ug/ml) ou LK-
-096A (1 pg/ml)) e coloque a lamela de vidro. O DAPI pode ser diluido
em diluente de contracoloragéo (LK-097A) para obter a concentragéo
pretendida. Coloque as ldminas num local escuro. A contracoloragdo
ocorre entre 10 e 15 min. Continue com a microscopia.

Recomendagdes para a micr pia de fluor

Para conseguir a visualizagao ideal, utilize um microscépio preservado
adequadamente e regularmente calibrado equipado com uma lampada
de mercdrio de 100 W ou outra fonte de iluminagdo adequada e uma
objetiva de fluorescéncia de 63x ou 100x. Séo utilizados filtros triplos
de banda (DAPI/FITC/Cy3 ou DAPI/FITC/TRITC) para visualizagéo de
multiplas cores e filtros Unicos de banda para visualizagao de cores
linicas.

Excitacdo adequada e alcance de emisséo para fluoréforos Kreatech:

Fluoréforo Excitacdo Emissédo

DAPI 360 £20 nm 460 30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15nm 470 15 nm
PlatinumBright ™ 495 49510 nm 517 10 nm
PlatinumBright ™ 550 550 10 nm 580 £10 nm

Resolugao de problemas.

Verifique o pré-tratamento e a hidrélise da proteina ao aplicar 15 pl de
contracoloragao DAPI e avalie as laminas ao utilizar um microscépio
de fluorescéncia equipado com um filtro DAPI. Uma hidrdlise de protei-
na de 15 min é suficiente para detegdo de varios tumores mamarios.
Remova a lamela e embeba o tecido em 2 x solugéo salina de citrato
de sédio, pH 7,4 durante 2 min a temperatura ambiente. Estenda o
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periodo de hidrélise da proteina entre 2 e 20 min se a amostra ndo
apresentar hidrélise suficiente. Utilize uma amostra limpa e reduza
o periodo de hidrélise da proteina se a amostra apresentar hidrolise
excessiva.

Protocolo alternativo para desnaturagdo de sonda (desnaturagéo de

amostra e sonda em separado):

1.

2.

3.

4.

5.

Desnature a lamina em formamida a 70% / 2 x solugéo salina de
citrato de sddio, pH 7,0 a 72 °C ( 1 °C) durante 2 min.

Desidrate em etanol a 70%, 85% e 100% gelado (- 20 °C) durante

2 min cada uma. Seque ao ar.

Desnature a mistura da sonda a 90 °C durante 10 min e, em segui-
da, coloque em gelo.

Centrifugue brevemente o frasco da sonda, agite o frasco da sonda
e, em seguida, centrifugue o frasco da sonda novamente.

Aplique a sonda a uma lamina desnaturada, cubra com uma lamela
de vidro, vede com cola de borracha e continue com a Hibridizag&o.

Perguntas mais frequentes
Obtive resultados fracos ou ndo obtive resultados

Hibridize novamente, assegurando-se de que a sonda foi misturada
corretamente e que se encontra a temperatura ambiente antes da
utilizagdo.

Hibridize novamente, assegurando-se de que a lavagem de estrin-
géncia (Wash Buffer I) é realizada a temperatura correta (72 °C (¢
1°C)).

Tenha em consideragdo a queda da temperatura ao adicionar
laminas a reagentes preaquecidos.

Hidrélise incorreta de tecido (hidrélise insuficiente) - embeba a
lamela em 2 x solugdo salina de citrato de sddio, pH 7,0 durante
2 min a temperatura ambiente. Estenda o periodo de hidrdlise de
proteina entre 2 e 20 min.

Hidrélise incorreta de tecido (hidrdlise excessiva) - elimine a
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lamina e recomece com uma secgdo limpa. Reduza a hidrélise da
proteina, pelo menos, 10 min.
Utilize 10 pl de sonda, pelo menos, por lamela de 22 x 22 mm.

+ Verifique se os filtros microscépicos e a fonte de iluminagao estdo
corretos e a funcionar corretamente.

Obtive ruido de fundo elevado.

+ Hidrélise incorreta de tecido. Um tecido com hidrélise insuficiente
aumenta o ruido de fundo. Embeba a lamela em 2 x solugéo salina
de citrato de sédio, pH 7,0 durante 2 min a temperatura ambiente.
Estenda o periodo de hidrélise de proteina entre 2 e 20 min.

+ Aumente a temperatura da lavagem de estringéncia (Wash Buffer 1)
ao lavar as laminas.

Obtive hibridizag&o cruzada ao utilizar sondas centroméricas.
+ Aumente a temperatura da lavagem de estringéncia (Wash Buffer 1)
ao lavar as laminas.

Aplicagdo minima da sonda:

Tamanho da lamela de vidro Aplicagdo minima da sonda

22x22 mm 10 pl
22 x 32 mm 15l
22 x 50 mm 23 pl

Recomendagdes processuais:

A temperatura e a concentragdo da solugdo tamponada (estringéncia)
da hibridizagao e a lavagem s&o importantes, uma vez que uma estrin-
géncia mais baixa pode resultar numa ligagdo ndo-especifica da sonda
a outras sequéncias e uma estringéncia mais elevada pode resultar em
auséncia de resultados. Uma desnaturagao incompleta do ADN alvo e/
ou do ADN da sonda pode resultar em auséncia de resultados.
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Materiais necessarios nao fornecidos: reagentes:

1. Xileno

. Formamida

. Etanol a 100%, 85% e 70%

. 0,01 m de citrato de sédio, pH 6,0 ou tiocianato de sédio a 8%

. 0,01 m de 4cido cloridrico e 0,2 m de &cido cloridrico

. Solugdo de pepsina para uso imediato (LK-101A)

. 1xsolucéo salina de fosfato tamponado, pH 7,4

. 2 x solugdo salina de citrato de sédio, pH 7,0

. Wash Buffer | (0,4 x solug&o salina de citrato de sddio / Igepal a
0,3%) (LK-102A)

10.Wash Buffer Il (2 x solugéo salina de citrato de sédio / Igepal a

0,1%) (LK-103A)

11.Contracoloragéo DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) ou LK-096A (1 pg/ml))

12.Diluente de contracoloragdo (LK-097A)

13.Fixogum (LK-071A) ou cola de borracha

© N U WN

Materiais necessarios nao fornecidos: equipamentos:

1. ThermoBrite (TS-01/02) ou ThermoBrite Elite (consulte www.
Leicabiosystems.com para obter mais informagdes)

. Incubadora a 37 °C

. Banho de 4gua com temperatura precisa de 37 °Ca 90 °C

. Tina de coloragdo Coplin de plastico ou vidro

. Micropipetas diversas (1 pl a 200 pl)

. Microscopio de fluorescéncia equipado com filtros adequados
(consulte as recomendagdes para microscopia de fluorescéncia)

o hwN

Adverténcias e precaugoes:

1. Apenas para utilizagao in vitro. Apenas para utilizagao profissional.
Em caso de emergéncia, verifique as fichas de dados de seguranga
para obter informagdes de seguranga.

2. As sondas de ADN e as solugdes tamponadas de hibridizagéo
contém formamida, uma substancia teratogénica; ndo inale nem
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permita contacto cutaneo. Utilize luvas e uma bata de laboratério
ao manusear sondas de ADN e contracoloragdo DAPI.

3. Todos os materiais devem ser eliminados de acordo com as
diretrizes da sua institui¢&o relativamente a eliminagéo de residuos
hospitalares.

4. Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) 1272/2008

Pictograma

Palavra-sinal: Perigo

Declaragdo de perigo

H351 Suspeito de provocar cancro.

H360D Pode afetar o nascituro.

H373 Pode afetar os 6rgédos (sangue) apés exposigdo prolongada ou
repetida por ingestao.

Declaragdo de precaugéo

P201 Pedir instrugées especificas antes da utilizagao.

P281 Usar o equipamento de protegdo individual exigido.

P308 + P313 EM CASO DE exposi¢do ou suspeita de exposigao:
consulte um médico.

Declaragdes de perigo adicionais: nenhum(a)

Apenas para utilizadores profissionais

Patentes: estes produtos ou a utilizagdo destes produtos estdo sujeitos
ao direito de propriedade. As sondas nestes produtos sdo produzidas

utilizando a tecnologia REPEAT- FREE™ da Janssen Diagnostics, LLC e
etiquetadas com o Universal Linkage System (ULS™).
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0 fluoréforo utilizado no composto de etiquetagem PlatinumBright -
415 estd sujeito a patentes, detidas ou controladas, e € fabricado pela
DYOMICS GmbH. Patentes nos E.U.A. e internacionais pendentes para a
tecnologia REPEAT-FREE™ da Janssen Diagnostics, LLC.

0Os produtos e a tecnologia ULS™ estdo abrangidos por uma ou mais
das seguintes patentes nos E.U.A.: 5580,990; 5,714,327, 5,985,566,
6,133,038; US RE 40,557E, 6,797,818; 7,217,813. KREATECH é um nome
comercial da KREATECH Biotechnology BV. ULS™ e PlatinumBright™ sdo
marcas registadas da KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ é
uma marca registada da Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ € uma marca registada da Leica Biosystems.
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Preparagdes celulares

Como utilizar sondas FISH da Kreatech™

A hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) € utilizada para identificar ou
etiquetar sequéncias genémicas alvo para estudar a sua localizagéo.
As sequéncias de ADN de sondas adequadas e especificas para
cromossomas sao etiquetadas em primeiro lugar com moléculas
reporter. A sonda etiquetada de ADN é, em seguida, hibridizada para
os cromossomas em metafase ou para os ndcleos em intérfase,
numa lamina. Apds lavagem, a amostra é examinada para procura de
moléculas repdrter através de microscopia de fluorescéncia.

As sondas FISH KREATECH REPEAT-FREE nao contém ADN Cot-1. A
eficiéncia da hibridizagao é aumentada e o ruido de fundo, devido a
ligagdes nao-especificas, é reduzido consideravelmente.

Para utilizar em células em intérfase e em metéfase de culturas de
sangue periférico e de medula espinal ou para preparagdes diretas
através de métodos citogenéticos padrdo, consulte: The AGT genetics
laboratory manual, 3rd ed. New York: Raven Press; 1996.

Para obter resultados ideais, aconselha-se a utilizagdo dos Kits
completos de pré-tratamento da Kreatech (KBI-60005, KBI-60006), que
incluem um protocolo especialmente melhorado de “Instrugdes de
utilizagéo”.

Para obter mais informagdes, consulte o nosso Web site: http:/www.
leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

Pré-tratamento:
Protocolo | (protocolo padréo; caso ndo seja satisfatdrio, utilize o
protocolo I1)
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1. Para envelhecer as laminas, coloque-as no forno durante 10 minu-
tos (min) a 80 °C e, em seguida, deixe as laminas arrefecerem até a
temperatura ambiente.

2. Coloque as laminas numa solugdo de écido acético a 70% (em H,0
desionizado (dH,0 )) recentemente preparada e incube durante
1 min a temperatura ambiente.

3. Coloque as laminas em 1 x solugéo salina de fosfato tamponado,
pH 7,4 e incube durante 30 segundos (s) a temperatura ambiente.

4. Coloque as laminas em 1 x solugéo salina de fosfato tamponado,
pH 7,4 e incube durante 5 min a temperatura ambiente.

5. Desidrate a lamina em etanol a 70%, 85% e 100% e incube durante
1 min cada a temperatura ambiente. Seque ao ar a temperatura
ambiente.

Continue com a Preparag&o da sonda.

Protocolo Il (para ldminas com ruido de fundo citoplasmatico elevado

ou preparagdes diretas (fluido amnidtico ou vilosidade crénica))

1. Preaquega 2 x solucéo salina de citrato de sédio, pH 7,0 € 0,01 M
de 4cido cloridrico a 37 °C

2. Coloque laminas secas de amostra em 2 x solugéo salina de citrato
de sédio preaquecida, pH 7,0 e incube a 37 °C durante 2 min.

3. Adicione pepsina a solug&o preaquecida de 0,01 M de 4cido
cloridrico para obter uma concentragao final de 0,005%.

4. Coloque as laminas numa solugdo de pepsina a 0,005% em 0,01 M
de acido cloridrico e incube a 37 °C entre 5 e 15 min (dependendo
da quantidade de ruido de fundo citoplasmatico).

5. Coloque as laminas em 1 x solugéo salina de fosfato tamponado,
pH 7,4 e incube durante 3 min a temperatura ambiente.

6. Fixe as laminas, posteriormente, incubando em solugéo de
formaldeido tamponado a 1% em 1 x solug&o salina de fosfato tam-
ponado / 20 mm de MgCl, durante 10 min a temperatura ambiente.

7. Coloque as laminas em 1 x solugdo salina de fosfato tamponado,
pH 7,4 e incube durante 3 min a temperatura ambiente.
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8. Desidrate a lamina em etanol a 70%, 85% e 100% e incube durante
1 min cada a temperatura ambiente. Seque ao ar a temperatura
ambiente.

Continue com a Preparagao da sonda.

Preparagao da sonda:

Centrifugue brevemente o frasco da sonda, agite o frasco da sonda e
centrifugue brevemente antes de utilizar de novo. Deixe que a sonda
atinja a temperatura ambiente antes de a utilizar.

A maioria das sondas FISH da Kreatech é fornecida para uso imediato.
As sondas FISH de cromossoma completo, centrémero e subtelémero
sédo fornecidas em 5 unidades de formatos concentrados e devem

ser diluidas com a solugdo tamponada de hibridizagao fornecida e/
ou com outras sondas concentradas. Consulte o rétulo no frasco e o
folheto informativo especifico da sonda para obter informagdes sobre
diluigdo.

Co-desnaturagao:

1. Aplique 10 pl de sonda ou de mistura de sonda por campo de 22 x
22 mm.

2. Cubra com uma lamela de vidro e vede com Fixogum (LK-071A) ou
cola de borracha.

3. Desnature a amostra e a sonda num ThermoBrite (TS-01/02)
durante 5mina 75 °C.

Hibridizagao:
Incube de um dia para o outro a 37 °C num ThermoBrite (TS-01/02) ou
numa camara humidificada.

Lavagem pés-hibridizagao:

1. Preaqueca Wash Buffer | (0,4 x solugéo salina de citrato de sddio /
Igepal a 0,3%) (LK-102A) a 72 °C.

2. Remova a cola de borracha.
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3. Coloque 0 méaximo de 14 ldminas em 200 ml de Wash Buffer ||
(2 x solugéo salina de citrato de sodio / Igepal a 0,1%) (LK-103A)

e incube durante 2 min a temperatura ambiente. Retire as lamelas.
Reutilize apenas para um total de 28 laminas.

4. Coloque o méaximo de 14 laminas em 200 ml de Wash Buffer | (0,4
x solugdo salina de citrato de sédio / Igepal a 0,3%) (LK-102A)
preaquecido e incube durante 2 min a 72 °C (+ 1 °C) sem agitagao.
Reutilize apenas para um total de 28 laminas.

5. Cologue 0 méaximo de 14 laminas em 200 ml de Wash Buffer Il (2 x
solugdo salina de citrato de sodio / Igepal a 0,1%) (LK-103A) puro
e incube durante 1 min a temperatura ambiente sem agitagéo.
Reutilize apenas para um total de 28 laminas.

6. Desidrate as |aminas em etanol a 70%, 85% e 100% e incube
durante 1 min cada uma a temperatura ambiente. Seque ao ar a
temperatura ambiente.

Continue com a Contracolorag&o.

Contracoloragao:

Aplique 15 pl de contracoloragdo DAPI (LK-095A (0,1 pug/ml) ou LK-
-096A (1 pg/ml)) e coloque a lamela de vidro. O DAPI pode ser diluido
em diluente de contracoloragdo (LK-097A) para obter a concentragéo
pretendida. Coloque as laminas num local escuro. A contracoloragdo
ocorre entre 10 e 15 min. Continue com a microscopia.
Recomendagbdes para a micr pia de fluorescéncia:

Para conseguir a visualizagdo ideal, utilize um microscépio preservado
adequadamente e regularmente calibrado equipado com uma lampada
de mercdrio de 100 W ou outra fonte de iluminagdo adequada e uma
objetiva de fluorescéncia de 63x ou 100x. S&o utilizados filtros triplos
de banda (DAPI/FITC/Cy3 ou DAPI/FITC/TRITC) para visualizagéo de
mdltiplas cores e filtros Gnicos de banda para visualizagao de cores
Gnicas.
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Excitagdo adequada e alcance de emisséo para fluoréforos FISH da
Kreatech:

Fluoréforo Excitacdo Emissédo

DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 £15nm 470 15 nm
PlatinumBright ™ 495 49510 nm 517 £10 nm

PlatinumBright ™ 550 550 +10 nm 580110 nm

Resolugao de problemas:

Protocolo alternativo para amostras de citologia:

1. Preaqueca 50 ml de 2 x solugdo salina de citrato de sddio / Igepal
a 0,5% (LK-105B) numa tina de coloragdo Coplin até 37 °C num
banho de dgua. Coloque laminas preparadas na tina de coloragdo
Coplin e incube durante 15 minutos.

2. Desidrate as laminas em etanol a 70%, 85% e 100% e incube
durante 1 min cada uma a temperatura ambiente. Seque ao ar a
temperatura ambiente.

Continue com a Preparagao da sonda.

Protocolo alternativo para desnaturagdo de sonda (desnaturagéo de

amostra e sonda em separado):

1. Preaquega uma solugdo de formamida a 70% / 2 x solugdo salina
de citrato de sddio, pH 7,0 a 72 °C.

2. Desnature as laminas em solugdo de formamida a 70% / 2 x
solugdo salina de citrato de sodio, pH 7,0 e incube a 72 °C (£ 1 °C)
durante 2 min.

3. Desidrate as laminas em etanol a 70%, 85% e 100% gelado (- 20 °C)
e incube cada uma durante 2 min. Seque ao ar a temperatura
ambiente.

4. Desnature a mistura da sonda a 90 °C durante 10 minutos e colo-
que diretamente em gelo.

5. Centrifugue brevemente o frasco da sonda, agite o frasco da sonda
e, em seqguida, centrifugue o frasco da sonda novamente.
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6. Aplique a sonda a lamina desnaturada, cubra com uma lamela de
vidro e vede com cola de borracha.
Continue com a Hibridizagao.

Perguntas mais frequentes

Obtive resultados fracos ou ndo obtive resultados

+ Hibridize novamente, assegurando-se de que a sonda foi misturada
corretamente e que se encontra a temperatura ambiente antes da
utilizagéo.

+ Hibridize novamente, assegurando-se de que a lavagem de estrin-
géncia (Wash Buffer I) é realizada a temperatura correta (72 °C (¢
1°C)).

+ Tenha em consideragdo a queda da temperatura ao adicionar
laminas a reagentes preaquecidos.

+ Utilize 10 pl de sonda, pelo menos, por lamela de 22 x 22 mm.

+ Verifique se os filtros microscépicos e a fonte de iluminagéo estdo
corretos e a funcionar corretamente.

Obtive um ruido de fundo elevado ou uma hibridizag&o cruzada néo-es-

pecifica ao utilizar sondas centroméricas ou subteloméricas.

+ Aumente a temperatura da lavagem de estringéncia (Wash Buffer I)
ao lavar as laminas.

Aplicagdo minima da sonda:

Tamanho da lamela de vidro Aplicacdo minima da sonda

22x22mm 10 pl
22 x32mm 15l
22 x50 mm 23 pl

Recomendagdes processuais:

A temperatura e a concentragdo da solugdo tamponada (estringéncia)
da hibridizagéo e a lavagem sdo importantes, uma vez que uma estrin-
géncia mais baixa pode resultar numa ligagdo ndo-especifica da sonda
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a outras sequéncias e uma estringéncia mais elevada pode resultar em
auséncia de resultados. Uma desnaturagéo incompleta do ADN alvo e/
ou do ADN da sonda pode resultar em auséncia de resultados.

Materiais drios nao fornecidos: reagentes:

1. Kit de reagentes FISH (KBI-60005)

2. Kit de hidrélise FISH (KBI-60006)

3. Solugdo de formaldeido tamponado a 1% / 1 x solugdo salina de
fosfato tamponado / 20 mM de MgCl,

4. 1 x solugdo salina de fosfato tamponado, pH 7,4

5. 2 x solugéo salina de citrato de sédio, pH 7,0

6. Solugdo de pepsina (LK-101A)

7. Wash buffer | (0,4 x solugéo salina de citrato de sddio / Igepal a
0,3%) (LK-102A)

8. Wash buffer Il (2 x solugdo salina de citrato de sodio / Igepal a
0,1%) (LK-103A)

9. Igepal

10.0,01 M de &cido cloridrico

11.Solugéo fixadora de Carnoy (metanol : dcido acético = 3: 1)

12.Acido acético a 70% (em H,0 desionizado)

13.Contracoloragdo DAPI (LK-095A (0,1 pg/ml) ou LK-096A (1 pg/ml))

14.Diluente de contracoloragdo (LK-097A)

15.Formamida

16.Etanol a 100%, 85% e 70%

17.Fixogum (LK-071A) ou cola de borracha

s

Materiais arios nao for
1. ThermoBrite (TS-01/02).

. Incubadora a 37 °C

. Banho de dgua com temperatura precisa de 37 °Ca 90 °C

. Tina de coloragdo Coplin de pléstico ou vidro

. Micropipetas diversas (1 pl a 200 pl)

. Microscépio de fluorescéncia equipado com filtros adequados

equipamentos:

s wN
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(consulte as Recomendagdes para microscopia de fluorescéncia)

Adverténcias e precaugdes:

1. Apenas para utilizagdo in vitro. Apenas para utilizagao profissional.
Em caso de emergéncia, verifique as fichas de dados de seguranga
para obter informagdes de seguranga.

2. As sondas de ADN e as solugées tamponadas de hibridizagéo
contém formamida, uma substéncia teratogénica; ndo inale nem
permita contacto cutaneo. Utilize luvas e uma bata de laboratdrio
ao manusear sondas de ADN e contracoloragdo DAPI.

3. Todos os materiais devem ser eliminados de acordo com as
diretrizes da sua instituigdo relativamente a eliminagéo de residuos
hospitalares.

4. Rotulagem de acordo com o Regulamento (CE) 1272/2008

Pictograma

Palavra-sinal: Perigo

Declaragdo de perigo

H351 Suspeito de provocar cancro.

H360D Pode afetar o nascituro.

H373 Pode afetar os 6rgéos (sangue) apds exposigéo prolongada ou
repetida por ingestao.

Declaragdo de precaugdo

P201 Pedir instruges especificas antes da utilizagéo.

P281 Usar o equipamento de protegao individual exigido.

P308 + P313 EM CASO DE exposigéo ou suspeita de exposigéo:
consulte um médico.

Declaragdes de perigo adicionais: nenhum(a)
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Apenas para utilizadores profissionais

Patentes: estes produtos ou a utilizagdo destes produtos estéo sujeitos
ao direito de propriedade. As sondas nestes produtos sdo produzidas
utilizando a tecnologia REPEAT- FREE™ da Janssen Diagnostics, LLC e
etiquetadas com o Universal Linkage System (ULS™).

0 fluordforo utilizado no composto de etiquetagem PlatinumBright -
415 estd sujeito a patentes, detidas ou controladas, e € fabricado pela
DYOMICS GmbH. Patentes nos E.U.A. e internacionais pendentes para a
tecnologia REPEAT-FREE™ da Janssen Diagnostics, LLC.

Os produtos e a tecnologia ULS™ estdo abrangidos por uma ou mais
das seguintes patentes nos E.U.A.: 5580,990; 5,714,327, 5,985,566,
6,133,038; US RE 40,557E, 6,797,818; 7,217,813. KREATECH é um nome
comercial da KREATECH Biotechnology BV. ULS™ e PlatinumBright™ s&o
marcas registadas da KREATECH Biotechnology BV. REPEAT-FREE™ é
uma marca registada da Janssen Diagnostics, LLC.

ThermoBrite™ é uma marca registada da Leica Biosystems
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Kullanim Talimatlar
Formalinle sabitlenip parafine gémiilmus doku

Kreatech™ FISH problarini kullanma

Yerleriniinceleyebilmekamaciylahedefgenomdizilislerinitanimlamak
veyaetiketlemekicinfloresaninsituhibridizasyon (FISH) kullanilir.Kro-
mozomadzgliuygunproblardaneldeedilenDNAdizilislerioncehaberci
(raportor)molekiillerileetiketlenir.Etiketlenen DNA probudahasonra
dokununcekirdeklerindekihedefDNA'yahibritlenir.Yikamasonrasinda
ornek, floresans mikroskopisiile haberci molekiiller agisindan taranir.

KREATECH REPEAT-FREE FISH problari Cot-1 DNA igermez. Bu ne-
denle hibridizasyon etkisi artmigtir ve spesifik olmayan baglanma
nedeniyle arka plan sesi fazlasiyla diigiiktiir.

Parafinegémilmiisdokukesitleritizerindeeniyisonugicin, 6zelolarak
optimizeedilmis"KullanimTalimati"protokoltiniiceren,Kreatecheksik-
siz On islem kitlerinin (KBI-60004, KBI-60007) kullanilmasi énerilir.

Daha fazla bilgi icin web sitemize basvurun: http://
www.leicabiosystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-pro-
bes/

Alternatif olarak asagidaki protokoller de kullanilabilir:

Lam 6n islemi:
1. 4-6 um formalinle sabitlenip parafine gomulmiis (FFPE) doku
kesitlerini, pozitif yiiklii lamlara yerlestirin.
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2. Yerlestirilen FFPE doku kesitlerini 80 °Csicaklikta 2 saat veya 56 °C
sicaklikta 16 saat sureyle firmlayin.

3. Ksilen ya da ksilen ikamesi icinde lamlari parafinden arindirin ve
oda sicakliginda 2 x 10 dakika (dak.) enkiibe edin.

4. Lamlari %100, %85 ve %70 etanol icinde yeniden hidrate edin ve
her birini oda sicakliginda 3 dak. enkube edin.

5. Lamlarideiyonize H,0O (dH,0) icine koyup oda sicakliginda 3 dak.
enkiibe edin.

Protokol | veya Protokol Il ile islemden gegirin.

Protokol | (standart protokol; tatmin edici olmazsa protokol Il'yi

kullanin)

1. 0,01 M sodyum sitrat pH 6,0'ya 6n i1sitma uygulayip 96 - 98 °C'ye
getirin.

2. 0,01 MHCl'ye6nisitmauygulayip 37°C'yegetirin (KullanimaHazir
() pepsin (LK-101A) kullanilmiyorsa).

3. Lamlari96-98°C'deki0,01 M sodyum sitrat pH 6.0 icine koyun ve
15 dak. enkiibe edin.

4. Lamlari dH,Oicine koyun ve oda sicakliginda 2 dak. enkiibe edin.

5. Onisitmauygulanmis0,01 MHCl'ye pepsinekleyerek%0,025nihai
konsantrasyona ulasmasini saglayin. (kullanima hazir pepsin (LK-
101A) kullaniimiyorsa).

6. Lamlari 37 °C'de 0,01 M HCl icindeki %0,025 pepsinde veya oda
sicakhiginda kullanima hazir pepsin (LK-101A) icindeki 6rtti doku-
sundaparcalayinve5-45dak.(bustire,dokufiksasyonunavedoku
tlruine gore degisir) enkiibe edin.

7. LamlaridH,Oicine koyun ve oda sicakliginda 1 dak. enkiibe edin.

8. Lamlari 1 x PBS, pH 7,4 veya 2 x SSC, pH 7,0 icine koyun ve oda
sicakhiginda 5 dak. enkiibe edin.
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9. Lamlari %70, %85 ve %100 etanol icinde dehidrate edin ve her
biriniodasicakliginda1dak.enkiibeedin.Odasicakligindahavayla
kurutun.

Prob hazirlama islemiyle devam edin.

Protokol Il (yogun sekilde capraz bagh numuneler)

1. %8 sodyum tiyosiyanata on isitma uygulayip 80 °C'ye getirin.

2. Lamlara0,2MHClile6nislemuygulayinveodasicakliginda20dak.
enkibe edin.

3. LamlaridH,Oicine koyun ve oda sicakliginda 3 dak. enkiibe edin.

4. 0,01 MHCl'ye6nisitmauygulayip 37 °C'ye getirin (kullanima hazir
pepsin (LK-101A) kullaniimiyorsa).

5. dH,0 icinde lamlari 80 °C'de 6n i1sitma uygulanmis %8 sodyum
tiyosiyanata koyup 30 dak. enkiibe edin.

6. Lamlari 2 x SSC, pH 7,0 icine koyun ve oda sicakliginda 3 dak.
enkiibe edin.

7. Onisitma uygulanmis 0,01 M HCl'ye pepsin ekleyip %0,025 nihai
konsantrasyonagetirin(kullanimahazirpepsin (LK-101A)kullanil-
miyorsa).

8. Lamlari 37 °C'de 0,01 M HCl icindeki %0,025 pepsinde veya oda
sicakliginda kullanima hazir pepsin (LK-101A) igindeki 6rtti doku-
sundaparcalayinve5-45dak.(bustre,dokufiksasyonunavedoku
tlriine gore degisir) enkiibe edin.

9. LamlaridH,Oicine koyun ve oda sicakliginda 1 dak. enkiibe edin.

10.Lamlari 1 x PBS, pH 7,4 veya 2 x SSC, pH 7,0 icine koyun ve oda

sicakhiginda 5 dak. enkiibe edin.

11.Lamlar %70, %85 ve %100 etanol icinde dehidrate edin ve her

biriniodasicakliginda 1dak.enklbeedin.Odasicakligindahavayla
kurutun.

Prob hazirlama islemiyle devam edin.
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Prob hazirlama:

prob flakonunu kisa bir stireligine hizlica calkalayin; prob flakonunu
dondurerek karistirin ve kullanmadan 6nce tekrar kisa bir sireligine
hizlicagalkalayin.Kullanmadan&nce probunodasicakliginaulasmasini
bekleyin.
Urlinbelgelerindeaksibelirtilmedikce,KreatechFISHproblarikullanima
hazirolaraksaglanir.Ozeldilisyonbilgileriicinflakoniizerindekietikete
ve Ozel prob prospektustine basvurun.

Birlikte denatlrasyon:

1. 22x22mm'likalanbasina 10 ul prob veya prob karisimiuygulayin.

2. CamlamelilekapatinveFixogum(LK-071A)yadalastiksoliisyonile
sizdirmazligini saglayin.

3. Numuneyi ve probu ThermoBrite (TS-01/02) cihazinda 80 °C'de
5 dak. denatdire edin.

Hibridizasyon:
37 °C'de, ThermoBrite (TS-01/02) cihazinda veya nemli haznede
gece boyunca enkuibe edin.

Hibridizasyon sonrasi yikama:

1. YikamaTamponul'ye (0,4xSSC/%0,3 Igepal) (LK-102A) 6nisitma
uygulayip 72 °C'ye getirin.

2. Lastik soltsyonu cikarin.

3. 200mlYikamaTamponull(2xSSC/%0,1lgepal) (LK-103A)icine 14
lamkoyunveodasicakliginda2dak.enkiibeedin.Lamellericikarin.
Toplam 28 lam i¢in yalnizca bir kez yeniden kullanin.

4. Onisitmauygulanmis 200 mlYikamaTamponul'e (0,4xSSC/%0,3
Igepal) (LK-102A) 14 lam koyun; 72 °C'de (+1 °C) karistirmadan
2 dak. enkiibe edin. Toplam 28 lam icin yalnizca bir kez yeniden
kullanin.

5. 200 ml taze Yikama Tamponu Il (2 x SSC/ %0,1 Igepal) (LK-103A)
icine 14 lam koyun; oda sicakliginda karistirmadan 1 dak. enkibe
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edin. Toplam 28 lam icin yalnizca bir kez yeniden kullanin.

6. Taze %70, %85 ve %100 etanol icinde dehidrate edin ve her birini
oda sicakliginda 1 dak. enkiibe edin. Oda sicakliginda havayla
kurutun ve Karsit Boyama islemine gegin.

Karsit boyama:

15 pl DAPI karsit boya (LK-095A (0,1 pg/ml) veya LK-096A (1 pg/ml)
uygulayinvecamlameliyerlestirin.DAPI,istenenkonsantrasyonuelde
etmekiizerekarsitboyaseyreltici(LK-097A)icindeseyreltilebilir.Lamlari
karanlik ortama koyun ve karsit boyanin olusmast icin 10 - 15 dak.
bekleyin. Mikroskopi ile devam edin.

Floresans mikroskopisi icin éneriler:

enuygungdriintilemeicin, 100Wcivabuharlilambaveyadigeruygun
1sik kaynagt ile donatilmis, bakimi iyi yapilan ve diizenli araliklarla ka-
libreedilenbirmikroskopve 63xyada 100xfloresans mercegikullanin.
Birden fazla rengi goriintilemekigin ticli bant geciricifiltreler (DAPI/
FITC/Cy3veyaDAPI/FITC/TRITC)kullanilirken, tekrenkgériintiilemeicin
tekli bant gegirici filtreler kullanilir.

Kreatech floroforlar icin uygun eksitasyon ve emisyon araligi:

Florofor Eksitasyon Emisyon

DAPI 360 = 20 nm 460 + 30 nm
PlatinumBright ™ 415 429 +15nm 470 +15nm
PlatinumBright ™495 ~ 495+10nm 517+10nm

PlatinumBright ™ 550 550+ 10 nm 580+ 10 nm




124 Kreatech FISH Probes

Sorun giderme.

15 pl DAPI karsit boya uygulayarak protein sindirimini ve 6n islemi
kontrol edin ve DAPI filtresiyle donatiimis bir floresans mikroskobu
kullanarak lamlari degerlendirin. Cok cesitli meme timorleri icin
normalde 15 dak. protein sindirimiyeterlidir. Lameligikarin ve dokuyu
oda sicakliginda 2 dak. stireyle 2 x SSC, pH 7,4 iginde i1slatin. Numune
yeterince parcalanmamissa protein sindirimini 2 - 20 dak. uzatin. Nu-
muneasiriparcalanmissa, tazebirnumunekullaninveproteinsindirimi
sliresini azaltin.

Prob denattirasyonu icin alternatif protokol (ayri prob ve numune

denatirasyonu):

1. Lami%70formamid/2xSSC, pH7,0icinde, 72°C'de (+1°C) 2 dak.
denatiire edin.

2. Buzsoguklugundaki(-20°C)%70,%85ve%100etanoligindeikiser
dak. dehidrate edin. Havayla kurutun.

3. Probkarisimini90°C'de 10 dak.denatire edin ve ardindan buzun
Uzerine koyun.

4. Probflakonunukisabirsireliginehizlicagalkalayin;probflakonunu
dondurerekkaristirinvesonraprobflakonunutekrarhizlicacalkala-
yin.

5. Probudenatiirelamauygulayin,camlamelileértiiplastiksoltisyon
ile sizdirmazhgini saglayin ve Hibridizasyon ile devam edin.

Sik sorulan sorular.

Zayif sinyaller aliyorum ya da hig sinyal almiyorum

«  Probun dogru sekilde karistirildigindan ve kullanim 6ncesinde
odasicakligindabulundugundaneminolaraktekrarhibridizasyon
uygulayin.

«  Sikilik yikamasinin (Yikama Tamponu I) dogru sicaklikta (72 °C
(£1°Clbulundugundaneminolaraktekrarhibridizasyonuygulayin.

«  Lamlanénisitmauygulanmisreaktiflereeklerkensicaklikdististini
hesaba katin.
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«  Dokusindirimioptimumdiizeydedegil(yeterinceparcalanmamis)
—lameliodasicakhginda2xSSC,pH7,0icinde 2 dak.islatipgikarin.
Protein sindirimini 2 - 20 dak. uzatin.

«  Dokusindirimioptimum diizeyde degil (asiri parcalanmis) - Lami
atin ve taze kisim ile isleme baslayin. Protein sindirimini en az 10
dak. kisaltin.

«  22x22mm lamel basina en az 10 pl prob kullanin.

«  Mikroskop filtrelerinin ve isik kaynaginin dogru ve tam calisir
durumda oldugunu kontrol edin.

Arka plan cok yutksek.

«  oku sindirimi optimum dlzeyde degil. Yeterince parcalanmamis
doku arka plant artirir. Lameli oda sicakliginda 2 dak. stireyle 2
x SSC, pH 7,0 iginde islatip ¢ikarin. Protein sindirimini 2 - 20 dak.
uzatin.

«  Lamlanyikarkensikilikytkamasinin(YikamaTamponul)sicakhigini
artirin.

Sentromerik problari kullanirken ¢apraz hibridizasyon oluyor.
«  Lamlanyikarkensikilikytkamasinin(YikamaTamponul)sicakhigini

artirin.

Minimum prob uygulamasi:

Cam lamelin boy: Minimum prob uygulamasi

22x22mm 10yl

22x32mm 15 pl
22 x50 mm 23 pl
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Proseddirle ilgili 6neriler:

dusuk sikilik probun diger dizilere spesifik olmayan baglanmasina ve
yuiksek sikilik da sinyal kaybina neden olabileceginden, hibridizasyon
ve yikama islemlerinin sicakligi ve tampon konsantrasyonu (sikilik)
onemlidir.HedefDNA'ninve/veyaprobDNA'sinineksikdenattirasyonu
sinyal kaybina neden olabilir.

Gerekli, ancak saglanmayan materyal: reaktifler:
1. Ksilen

2. Formamid

3. Etanol %100, %85 ve %70

4. 0,01 M sodyum sitrat pH 6,0 veya %8 sodyum tiyosiyanat

5. 0,01 MHClve 0,2 MHCI

6. Pepsin Cozeltisi kullanima hazir (LK-101A)

7. 1xPBS,pH74

8. 2xSSC,pH7,0

9. Yikama Tamponu | (0,4 x SSC/ %0,3 Igepal) (LK-102A)

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

11. DAPI karsit boya (LK-095A (0,1 pg/ml) veya LK-096A
(1 pg/ml}

12. Karsit boya seyreltici (LK-097A)

13. Fixogum (LK-071A) veya lastik sollisyon

Gerekli, ancak saglanmayan materyal: ekipman:

1. ThermoBrite (TS-01/02) veya ThermoBrite Elite (Daha fazla
bilgi icin bkz. www.Leicabiosystems.com)

37 °C'de enkiibator

37 °Cile 90 °C arasinda dogru sicakligi saglayan su banyosu
Plastik veya cam sale (Coplin kavanoz)

Degisken mikropipetler (1 pl - 200 pl)

Uygun filtreler ile donatilmis floresans mikroskobu (floresans
mikroskopisi igin 6nerilere bakin)

ounswnN
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Uyarilar ve énlemler:

1. Yalnizca in vitro kullanim igindir. Yalnizca profesyonel kullanima
yoneliktir. Acil durumlarda glivenlik bilgileri icin SDS sayfalarina
bakin.

2. DNA problari ve hibridizasyon tamponlari formamid icerir ve bu
maddeteratojendir;solumayinyadaciltletemasinaizinvermeyin.
DNA problari ve DAPI karsit boya ile islem yaparken eldiven ve
laboratuvar 6nltgu giyin.

3. Tum materyaller, kurumunuzun hastane atiklarini elden ¢ikarma
yonergelerine uygun olarak elden ¢ikariimalidir.

4. (EC) No 1272/2008 [CLP] yonetmeligine gore etiketleme.

Piktogram ‘

Uyari kelimesi: Tehlike

Tehlike agiklama(lar)

H351 Kansere yol agma sliphesi var.

H360D Dogmamis ¢ocukta hasara yol acabilir.

H373 Yutulmasi halinde uzun stireli veya tekrarl maruz kalma sonucu
organlarda hasara yol acar (Kan).

Onlem agiklama(lan):

P201 Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari okuyun.

P281 Kisisel koruyucu ekipman kullanin.

P308 + P313 Maruz kalinma veya etkilesme halinde ISE: Tibbi yardim/
bakim alin.

Ek Tehlike Agiklamalari: hi¢

Profesyonel kullanicilar harici kullanimi yasaktir.
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Patentler:Buiriinlerveyabutrinlerinkullanimimdilkiyethaklarinatabidir.
BudrnlerdekiproblarJanssenDiagnostics,LLCREPEAT-FREE™teknolojisi
kullanilarak tretilmis olup Universal Linkage System (ULS™) etiketini
tasimaktadir.

PlatinumBright-415etiketlemebilesigindekullanilanflorofor, DYOMICS
GmbH sirketinin sahibiolduguveyadenetiminielinde bulundurdugu
patentleretabidirvebusirkettarafindanuretilir.JanssenDiagnostics,LLC
REPEAT-FREE™teknolojisiicinABDveUluslararasipatentlerbeklemektedir.

ULS™ teknolojisi ve Urtinleri asagidakilerden biri veya daha fazlasinin
kapsamindadir:

ABDpatentleri5,580,990;5,714,327;5,985,566;6,133,038;USRE40,557E,
6,797,818;7,217,813.KREATECH ifadesi, KREATECH Biotechnology BV
sirketininticariunvanidir.ULS™vePlatinumBright™markalari, KREATECH
BiotechnologyBVsirketininticarimarkalaridir. REPEAT-FREE™markasi,
Janssen Diagnostics, LLC sirketinin ticari markasidir.

ThermoBrite™ markasi, Leica Biosystems sirketinin tescilli ticari
markasidir.
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Hiicre Preparatlari

Kreatech™ FISH problarini kullanma

Yerleriniinceleyebilmekamaciylahedefgenomdizilislerinitanimlamak
veya etiketlemek icin floresan in situ hibridizasyon (FISH) kullanilir.
Kromozoma 6zgii uygun problardan elde edilen DNA dizilisleri 6nce
haberci(raportér)molekdillerileetiketlenir.EtiketlenenDNAprobudaha
sonra, bir lam tizerinde bulunan interfaz cekirdeklerine veya metafaz
kromozomlarinahibritlenir.Yikamasonrasindadrnek,floresansmikros-
kopisi ile haberci molekiiller agisindan taranir.

KREATECH REPEAT-FREE FISH problari Cot-1 DNA igermez. Bu ne-
denle hibridizasyon etkisi artmistir ve spesifik olmayan baglanma
nedeniyle arka plan fazlasiyla diigiiktiir.

Periferalkanvekemikiligikiltirlerindeneldeedilenmetafazveinterfaz
hiicrelerindeveyastandartsitogenetikyontemlerilehazirlanmisdogru-
danpreparatlardakullanimicinbkz.:AGTgenetiklaboratuvarikilavuzu,
3. bs. New York: Raven Press; 1996.

En iyi sonug icin, 6zel olarak optimize edilmis "Kullanim Talimat1"
protokoliinii iceren, Kreatech eksiksiz On islem kitlerinin (KBI-60005,
KBI-60006) kullaniimasi énerilir.

Daha fazla bilgi igin web sitemize basvurun: http:/www.leicabi-
osystems.com/ihc-ish/kreatech-fish-probes/

ON ISLEM:

Protokol | (standart protokol; tatmin edici olmazsa protokol Il'yi

kullanin)

1. Lamlari olgunlastirmak icin 80 °C'de 10 dakika (dak.) firinlayin ve
ardindan oda sicakligina kadar sogumalarini bekleyin.
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Lamlari taze hazirlanmis %70 asetik aside (deiyonize H,0 (dH,0)
icinde) koyup oda sicakliginda 1 dak. enkiibe edin.

Lamlari 1x PBS, pH 7,4 icine koyun ve oda sicakliginda 30 saniye
(sn.) enkiibe edin.

Lamlari 1 x PBS, pH7,4 icine koyun ve oda sicakliginda 5 dak.
enkiibe edin.

Lami %70, %85 ve %100 etanolicinde dehidrate edin ve her birini
oda sicakliginda 1 dak. enkiibe edin. Oda sicakliginda havayla
kurutun.

Prob Hazirlama islemiyle devam edin.

Protokol Il (yiiksek sitoplazmik arka plan veya dogrudan prep. iceren
lamlar icin (amniyotik sivi veya koryonik villGsler}

1.
2.

2 xSSC, pH 7,0 ve 0,01 M HCl'ye 37 °C'de 6n 1sitma uygulayin.
Kurunumune lamlarini énisitma uygulanmis 2x SSC, pH 7,0 icine
koyun ve 37 °C'de 2 dak. enkiibe edin.
Onisitmauygulanmis0,01 MHCl'ye pepsinekleyerek%0,005 nihai
konsantrasyona gelmesini saglayin.

Lamlari 0,01 M HCl icinde %0,005 pepsin ¢ozeltisine koyun ve
37°C'de 5- 15 dak. (sitoplazmik arka plan miktarina bagli olarak)
enkiibe edin.

Lamlari 1 x PBS, pH 7,4 icine koyun ve oda sicakliginda 3 dak.
enkiibe edin.

1xPBS/20 mMMgCl, icinde %1 tamponlu formaldehitte 10 dak.
oda sicakliginda enkiibe ederek lamlara sabitleme sonrasi islem
(post-fix) uygulayin.

Lamlari 1 x PBS, pH 7,4 icine koyun ve oda sicakliginda 3 dak.
enkiibe edin.

Lami %70, %85 ve %100 etanol icinde dehidrate edin ve her
birini oda sicakliginda 1 dak. enkiibe edin. Oda sicakliginda
havayla kurutun.
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Prob Hazirlama islemiyle devam edin.

Prob hazirlama:
probflakonunukisabirsureliginehizlicacalkalayin;probflakonunudéndiire-
rekkanstirnvekullanmadandncetekrarkisabirstreliginehizlicacalkalayin.
Kullanmadan 6nce probun RT'ye ulasmasini bekleyin.

Cogu Kreatech FISH probu kullanima hazir halde saglanir. Sentromer,
SubtelomerveTam kromozom FISH problari 5 x konsantre bicimlerde
saglanirve saglanan hibridizasyon tamponu ve/veya diger konsantre
problar ile seyreltilmeleri gerekir. Ozel diliisyon bilgileri igin flakon
Uizerindeki etikete ve 6zel prob prospekttistine basvurun.

Birlikte denatlrasyon:

1. 22x22mm'likalanbagina 10 ul prob veya prob karisimiuygulayin.

2. CamlamelilekapatinveFixogum(LK-071A)yadalastiksoltsyonile
sizdirmazligini saglayin.

3. Numuneyi ve probu ThermoBrite (TS-01/02) cihazinda 75 °C'de
5 dak. denatdire edin.

Hibridizasyon:
37 °C'de, ThermoBrite (TS-01/02) cihazinda veya nemli haznede
gece boyunca enkiibe edin.

Hibridizasyon sonrasi yikama:

1. YikamaTamponul'ye (0,4xSSC/%0,3 Igepal) (LK-102A) 6nisitma
uygulayip 72 °C'ye getirin.

2. Lastik sollisyonu gikarin.

3. 200mlYikamaTamponull(2xSSC/%0,1Igepal) (LK-103A)icine 14
lamkoyunveodasicakliginda2dak.enkiibeedin.Lamellericikarin.
Toplam 28 lam icin yalnizca bir kez yeniden kullanin.
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4. Onsitma uygulanmis 200 ml Yikama Tamponu I'e (0,4 x SSC /
%0,3 Igepal) (LK-102A) 14 lam koyun; 72 °C'de (1 °C) karistir-
madan 2 dak. enkiibe edin. Toplam 28 lam igin yalnizca bir kez
yeniden kullanin.

5. 200 ml taze Yikama Tamponu Il (2 x SSC/ %0,1 Igepal) (LK-103A)
icine 14 lam koyun; oda sicakliginda karistirmadan 1 dak. enkibe
edin. Toplam 28 lam icin yalnizca bir kez yeniden kullanin.

6. Lamlari %70, %85 ve %100 etanol icinde dehidrate edin ve her
biriniodasicakliginda1dak.enkiibeedin.Odasicakligindahavayla
kurutun.

Karsit Boyama islemine gegin.

Karsit boyama:

15 pl DAPI karsit boya (LK-095A (0,1 pg/ml) veya LK-096A (1 pg/ml)
uygulayin ve cam lameli yerlestirin. DAPI, istenen konsantrasyonu
elde etmek Uzere karsit boya seyreltici (LK-097A) icinde seyreltilebilir.
Lamlarikaranlikortamakoyunvekarsitboyaninolusmasticin 10-15dak.
bekleyin. Mikroskopi ile devam edin.

Floresans mikroskopisi icin éneriler:
enuygungoruntilemeigin, 100Wcivabuharlilambaveyadigeruygun
1sik kaynagi ile donatilmis, bakimi iyi yapilan ve diizenli araliklarla ka-
libreedilenbirmikroskopve63xyada100xfloresansobjektifikullanin.
Birden fazla rengi goriintiilemekicin ticli bant geciricifiltreler (DAPI/
FITC/Cy3veyaDAPI/FITC/TRITC)kullanilirken, tekrenkgdriintiilemeigin
tekli bant gecirici filtreler kullanihr.
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Uygun eksitasyon ve emisyon araligi ( Kreatech FISH floroforlar):

Florofor Eksitasyon Emisyon

DAPI 360 +20 nm 460 +30 nm
PlatinumBright ™ 415~ 429+ 15nm 470+ 15nm
PlatinumBright ™495 ~ 495+10nm 517£10nm
PlatinumBright ™ 550 550+ 10 nm 580+ 10nm

Sorun giderme:

sitoloji 6rnekleri icin alternatif protokol:

1. 50ml2xSSC/%0,5 Igepal'a (LK-105B) bir sale (Coplin kavanoz)
icindednisitmauygulayarak,subanyosunda37°C'yegetirin.Hazir-
lanan lamlari Coplin kavanoza koyun ve 15 dakika enkiibe edin.

2. Lamlari %70, %85 ve %100 etanol icinde dehidrate edin ve her
biriniodasicakliginda1dak.enkiibeedin.Odasicakligindahavayla
kurutun.

Prob Hazirlama islemiyle devam edin.

Prob denatiirasyonu icin alternatif protokol (ayri prob ve numune

denattirasyonu):

1. %70formamid/2xSSC,pH7,0'ye 6nisitma uygulayarak 72 °C'ye
getirin.

2. Lamlar %70 formamid /2 x SSC, pH 7,0 iinde, 72 °C'de (+1°C) 2
dak. enkiibe edin.

3. Lamlari buz soguklugundaki (-20 °C) %70, %85 ve %100 etanol
icinde dehidrate edin ve ikiser dak. enkiibasyon uygulayin. Oda
sicakliginda havayla kurutun.

4. Probkarisimini90°C'de 10dak.denattireedinvedogrudanbuzun
tizerine koyun.

5. Probflakonunukisabirsureliginehizlicacalkalayin;probflakonunu
dondurerekkaristirinvesonraprobflakonunutekrarhizlicacalkala-
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yin.
6. Probudenatiirelamauygulayin,camlamelileértiiplastiksoliisyon

ile sizdirmazhgini saglayin.
Hibridizasyon ile devam edin.

Sik sorulan sorular

Zayif sinyaller aliyorum ya da hig sinyal almiyorum

«  Probun dogru sekilde karistirildigindan ve kullanim 6ncesinde
odasicakligindabulundugundaneminolaraktekrarhibridizasyon
uygulayin.

« Sikilik yikamasinin (Yikama Tamponu I) dogru sicaklikta (72 °C
(£1°Clbulundugundaneminolaraktekrarhibridizasyonuygulayin.

«  LamlanénisitmauygulanmisreaktiflereeklerkensicaklikdtstistinG
hesaba katin.

«  22x22mm lamel basina en az 10 pl prob kullanin.

«  Mikroskop filtrelerinin ve 151k kaynaginin dogru ve tam calisir
durumda oldugunu kontrol edin.

Sentromerik veya Subtelomerik problari kullanirken ytiksek arka plan

veya spesifik capraz hibridizasyon oluyor.

«  Lamlanyikarkensikilikytkamasinin(YikamaTamponul)sicakhgini
artirin.

Minimum prob uygulamasi:

Cam lamelin boyutu Minimum prob uygulamasi

22x22mm 10ul

22 x32mm 15l
22 x50 mm 23 pl
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Prosedurle ilgili 6neriler:

dusutk sikilik probun diger dizilere spesifik olmayan baglanmasina ve
yuiksek sikilik da sinyal kaybina neden olabileceginden, hibridizasyon
ve yikama islemlerinin sicakligi ve tampon konsantrasyonu (sikilik)
onemlidir.HedefDNA'ninve/veyaprobDNA'sinineksikdenatiirasyonu
sinyal kaybina neden olabilir.

Gerekli, ancak saglanmayan materyal: reaktifler:
1. FISH reaktif Kiti (KBI-60005)

2. FISH sindirim Kiti (KBI-60006)

3. %1 tamponlu formaldehit / 1 x PBS / 20 mM MgCl,

4. 1xPBS,pH7,4

5. 2xSSC,pH7,0

6. Pepsin ¢ozeltisi (LK-101A)

7. Yikama tamponu | (0,4 x SSC/ %0,3 Igepal) (LK-102A)

8. Yikama tamponu Il (2 x SSC/ %O0,1 Igepal) (LK-103A)

9. Igepal

10. 0,01 MHCI

11. Carnoys fiksatif (metanol: asetik asit=3:1)

12. %70 asetik asit (deiyonize H,0 iginde)

13. DAPI karsit boya (LK-095A (0,1 pg/ml) veya LK-096A (1 pg/ml}
14. Karsit boya seyreltici (LK-097A)

15. Formamid

16. Etanol %100, %85 ve %70

17. Fixogum (LK-071A) veya lastik sollisyon

Gerekli, ancak saglanmayan materyal: ekipman:

1. ThermoBrite (TS-01/02).

2. 37°C'de enkiibator

3. 37°Cile 90 °C arasinda dogru sicakhgi saglayan su banyosu
4. Plastik veya cam sale (Coplin kavanoz)

5. Degisken mikropipetler (1 pl - 200 pl)
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6. Uygun filtreler ile donatilmis floresans mikroskobu (floresans
mikroskopisi icin Oneriler'e bakin)

Uyarilar ve énlemler:

1. Yalnizca in vitro kullanim igindir. Yalnizca profesyonel kullanima
yoneliktir. Acil durumlarda giivenlik bilgileri icin SDS sayfalarina
bakin.

2. DNA problari ve hibridizasyon tamponlari formamid icerir ve bu
maddeteratojendir;solumayinyadaciltletemasinaizinvermeyin.
DNA problari ve DAPI karsit boya ile islem yaparken eldiven ve
laboratuvar 6nltgu giyin.

3. Tum materyaller, kurumunuzun hastane atiklarini elden ¢ikarma
yonergelerine uygun olarak elden ¢ikarilmalidir.

4. (EC) No 1272/2008 [CLP] yonetmeligine gore etiketleme

Piktogram

Uyari kelimesi: Tehlike

Tehlike aciklama(lar)i

H351 Kansere yol agma sliphesi var.

H360D Dogmamis ¢ocukta hasara yol acabilir.

H373 Yutulmasi halinde uzun streli veya tekrarl maruz kalma sonucu
organlarda hasara yol acar (Kan).

Onlem aciklama(lar)i

P201 Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari okuyun.

P281 Kisisel koruyucu ekipman kullanin.

P308 + P313 Maruz kalinma veya etkilesme halinde ISE: Tibbi yardim/
bakim alin.

Ek Tehlike Aciklamalari: hig
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Profesyonel kullanicilar harici kullanimi yasaktir.

Patentler:Butrinlerveyabuuriinlerinkullanimimulkiyethaklarinatabidir.
BudrunlerdekiproblarJanssenDiagnostics,LLCREPEAT-FREE™teknolojisi
kullanilarak tretilmis olup Universal Linkage System (ULS™) etiketini
tasimaktadir.

PlatinumBright-415etiketlemebilesigindekullanilanflorofor, DYOMICS
GmbH sirketinin sahibioldugu veyadenetiminielinde bulundurdugu
patentleretabidirvebusirkettarafindan(iretilir.JanssenDiagnostics,LLC
REPEAT-FREE™teknolojisiicinABDveUluslararasipatentlerbeklemektedir.

ULS™teknolojisi ve Grtinleri asagidakilerden biri veya daha fazlasinin
kapsamindadir:ABDpatentleri5,580,990;5,714,327;5,985,566;6,133,038;,US
RE 40,557E, 6,797,818; 7,217,813.
KREATECHifadesi,KREATECHBiotechnologyBVsirketininticariunvanidir.
ULS™vePlatinumBright™markalar,KREATECHBiotechnologyBVsirketinin
ticarimarkalarnidirREPEAT-FREE™markasi,JanssenDiagnostics, LLCsirketinin
ticari markasidir.

ThermoBrite™ markas, Leica Biosystems sirketinin tescilli ticari
markasidir.




138

Kreatech FISH Probes



Kreatech FISH Probes

Notes

139




140 Kreatech FISH Probes

Notes




Advancing Cancer Diagnostics t M
Improving Lives ewa

BIOSYSTEMS

DANGER

FORMAMIDE

ﬂ 8°C

2°C long term
storage
Kreatech Biotechnology B.V.
Vlierweg 20
1032 LG Amsterdam

The Netherlands
www.LeicaBiosystems.com

For detailed information about European sales offices,
please visit our website: LeicaBiosystems.com

Man_KBI_Kreatech_FISH_probes_D8.0

95.13126 Rev B + 05/2022 « Copyright © by Leica Biosystems,
Amsterdam, 2014. Subject to modifications. LEICA and the Leica Logo
are registered trademarks of Leica Microsystems IR GmbH



