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PRODUKTINFORMATION

Zeichenerklarung

Name und Addresse des

REF| Katalognummer Herstellers

E

Autorisierter Vertreter in der
Europaischen Gemeinschaft

Enthalt ausreichende o~ . . s
V Reagenzien for < n > tests ‘\I% Biologische Risiken

LOT Chargennummer EE Gebrauchsanweisung beachten

IVD In vitro Diagnostikum EC | REP

15°C
2 Bis TT-MM-JJJJ verwenden -25°c1ﬂ, Minimum/Maximum Temperatur

& Nicht steril

Vorhergesehene Benutzer
CytoTest FISH-Sonden sind nur fiir die professionelle Anwendung bestimmt.

Gebrauchlicher Produktname
DNA-Fluoreszenz in situ Hybridisierungs-(FISH)-Sonden.

BestimmungsgemalRer Gebrauch
Die FISH-Sonde ist fir die Verwendung in Tests zur Detektion bekannter oder vermuteter
zytogenetischer oder Chromosomenanomalien vorgesehen.

Indikationen

Die Anfangsbewertung vieler hdmatologischer und anderer Malignomen umfasst typischerweise
morphologische, histologische, immunphanotypische (durchflusszytometrische und/oder
immunhistochemische) und konventionelle zytogenetische Analysen. Die FISH-Analyse kann ein
integraler Bestandteil der Diagnoseauswertung fur Erkrankungen sein, bei denen genomische
Aberrationen auftreten, zusatzlich zu oder im Anschluss an konventionelle Karyotypisierung, aber
insbesondere in Fallen von:

1. Anomalien mit einem niederfrequenten, aber gut dokumentierten Prozentsatz, der zu falsch-
negativen zytogenetischer Ergebnissen, insbesondere in Szenarien, in denen die klinischen,
hamatologischen und pathologischen Parameter auf eine spezifische Anomalie deuten.

2. Anomalien mit einer hohen Frequenz von "falsch-negativer" Zytogenetik.
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3. Interphasenanalyse , wenn herkdmmliche Zytogenetik versagt oder nicht mdglich ist,
beispielsweise an festem Gewebe.

4. Um anormale oder komplexe konventionelle karyotypische Befunde klarzustellen; und

5. als Surrogat-Marker fiir ein primares genetisches Ereignis.

Kontraindikationen
Das Gerat unterliegt den folgenden Beschrankungen:

1. Dieses Produkt ist nicht fir Hochrisiko-Gebrauch, wie beispielsweise Therapieauswahl,
therapeutische Reaktionsvorhersage oder Screening auf Krankheiten vorgesehen. Die
Verwendung dieser Vorrichtung zur Bewertung von Risiken, Krankheitsiberwachung, Diagnose
und Prognose wurde nicht ermittelt.

2. Kilinische, pathologische und andere relevante Informationen sollten immer mit FISH-Test-
Ergebnissen fur Patientenproben korreliert werden. Der klinische Zustand der Patienten sollte bei
der Durchfuhrung des Tests und Auswertung der Ergebnisse bericksichtigt werden.

3. Der FISH-Test ist nicht angebracht, um die folgenden Anomalien festzustellen:

a. Eine oder mehrere Punktmutationen im Ziel-DNA, oder

b. Irgendwelche anderen Einzelnukleotidebenen-Aberrationen,
c. Kleine (unterer kb-Bereich) Deletionen, Insertionen, Inversionen
d. Breakpoint-ldentifikation auf Basenpaarebenen-Genauigkeit

4. Dieser Test erlaubt keine Bestimmung der Genexpressionsebene oder des Transkripttyps, und
beinhaltet nicht die Messung des Genproduktbetrages oder Integritat.

5. Auswertung der Ergebnisse: ein ungewdhnlicher Spot/Signalmuster kann in seltenen Fallen
beobachtet werden. Solche unerwarteten Muster kdnnen von unbekannter Bedeutung sein und
nicht durch diesen Test allein interpretierbar sein. Metaphasenanalyse kann bei der
Charakterisierung von einigen atypischen oder unerwarteten Signalmustern hilfreich sein.

6. FISH-Sonden-Leistungsmerkmale wurden auf Proben menschlicher peripheren Blut-
Lymphozyten und Gewebeproben validiert.

7. Verwendung der Vorrichtung zur Prifung andere Probentypen wurde moglicherweise nicht
ausgiebig getestet und kann Protokolloptimierung und Anpassung erfordern.

Vorgehensprinzipien

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ist eine leistungsstarke Technik zur Detektion des
Vorhandenseins oder Fehlens, der Position, Integritdt und Menge der DNA oder RNA-Sequenzen in
Geweben, Zellen oder Chromosomen . FISH beruht auf dem Nachweis spezifischer Sequenzen durch
Basenpaarung (Hybridisierung) auf komplementaren Einzelstrangen von Nukleinsduren. Hier ist einer der
Strange ein fluoreszierend markiertes Sequenz-Fragment (Sonde), das sich nur mit den Teilen des
Genoms verbindet, dessen Sequenzen weitgehend oder vollstdndig komplementar zur Sondensequenz
sind, und der andere Strang ist in der Untersuchungsprobe enthalten, die analysiert werden soll.
Dementsprechend beginnt die in situ Hybridisierung beginnt mit der Vorbereitung der zu analysierenden
Probe und der Vorbereitung der Sonde. Das typischerweise doppelstrangige DNA in der Probe muss in
Einzelstrange geschmolzen (denaturiert) werden und die Sonde fluoreszierend markiert werden, um den
Nachweis zu ermoglichen.

Produktbeschreibung

CytoTest FISH-Sonden sind in-vitro-Diagnostika und aus genomischen DNA hergestellt, das je nach
Sondentyp entweder von mikrodissezierten menschlichen Chromosomen oder klonierten DNA-
Fragmenten erhalten wurde.

Fur optimale Ergebnisse missen Mikroskop Filtersatze ausgewahlt werden, die mit der Fluoreszenz der
Sonden kompatibel sind.

Exzitationsmaximum | Emissionsmaximum | Kombinierbarkeit mit anderen
Fluorophore (nm)
(nm) Farbstoffen
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™ Rot-Spektrum
CytoRed 583 605 Propidiumiodid (543-614)
CytoOrange™ 551 575 Orange-Spektrum
y g
CytoGold™ 523 549 Gold-Spektrum
Grin-Spektrum
CytoGreenT'\’I 495 518 Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)
CytoAquaT'\’I 422 471 Aquamarin-Spektrum
CytoBlue™ 402 421 Blau-Spektrum (400-450)

Warnhinweise und VorsichtsmafRnahmen

UbermaRige Einwirkung von Licht kann die Fluorophore der Sonde photobleichen. Bitte ergreifen Sie
entsprechende VorsichtsmalRnahmen beim Umgang mit Reagenzien und Objekttragern, die die Sonde
enthalten, um eine direkte und langere Lichtexposition zu vermeiden. Es wird empfohlen, die in dieser
Gebrauchsanweisung beschriebenen Anweisungen bei der Handhabung und Verwendung von CytoTest
FISH-Sonden zu befolgen.

Experiment-Betreiber sollten geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille /
Gesichtsschutz tragen. In FISH-Experimenten verwendete Reagenzien kénnen die Augen und Haut
reizen; vermeiden Sie Kontakt mit Haut und Augen. Bei Kontakt mit Augen sofort griindlich mit Wasser
abspllen und Arzt konsultieren.

Die unsachgemafRe Verwendung oder der unsachgemale Umgang wahrend des Transports oder der
Lagerung kann die Stabilitdt des Produkts vermindern oder die Leistungsfahigkeit des Produkts
beeintrachtigen. Etwaige kompromittierte Produkte sind gemafl der anwendbaren Gesetze oder
Vorschriften in lhrer Institution, Region und / oder lhrem Land zu entsorgen, und die Reagenzien sollten
nicht in weiteren Tests verwendet werden. Falls Sie Bedenken im Hinblick auf eine Verschlechterung der
Qualitat oder Funktionsfahigkeit des Produkts haben wenden Sie sich bitte an den Hersteller oder lhren
regionalen Handler.

Lagerung und Gebrauch

CytoTest FISH-Sonden sollten bei -15°C bis -25°C gelagert und vor Licht geschutzt werden. Vermeiden
Sie wiederholtes Einfrieren / Auftauen. Bitte Uberprifen Sie das Ablaufdatum auf dem Etikett vor dem
Gebrauch. Diese Lager- und Gebrauchsbedingungen gelten sowohl fiir gedffnete als auch ungeéffnete
Produkte.

Bereitgestellte Materialien
CytoTest DNA FISH-Sonden werden in gebrauchsfertiger Konzentration bereitgestellt.

Erforderliche aber nicht mitgelieferte Laborausriistung

* Mikroliterpipette (1 to 10 yL) und * Medienflaschen (250 mL)
saubere Spitzen e Kalibriertes thermometer
* und saubere Spitzen (0,5 mL * Vortex- Mischerréhrchen
oder 1,5 mL) *  Microzentrifuge
e 22 mm x 22 mm Deckglaser * Wasserbader (37 £ 2°C, 72 + 2°C,
*  Gummilésung und 80 + 2°C)
* Messzylinder e Luft-Inkubator (37 + 2°C)
e Diamant-besetzte Stift * Objekttrager-Warmer
e Timer * Phasenkontrast-Lichtmikroskop
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* Pinzette * Mit empfohlenen Filtern
* Coplin-Glaszylinder ausgestattetes
Fluoreszenzmikroskop

TESTVERFAHREN

(Die experimentellen Bedingungen in diesem Benutzerhandbuch sind die allgemeinen Empfehlungen und
kénnen sich je nach Zustand des Probenmaterials &ndern. Anpassungen an bestimmte Probentypen kénnen
erforderlich sein.)

FISH-Verfahren fiir FFPE-Proben

Erforderliche aber nicht mitgelieferte Reagenzien
* Paraffin-Vorbehandlung Reagenz-Kit (Bestellnummer: CT-ACC112-05):
o Vorbehandlungslésung (50 ml): Lagerung bei Raumtemperatur (RT)
o Protease Buffer (62,5 ml, pH 2,0): Lagerung bei RT
o Protease (250 mg): Lyophilisiert, Lagerung bei -20°C
* FISH Reagenz-Kit (Bestellnummer: CT-ACC101-20):
o 20X Natriumchlorid-Natriumcitratpuffer(SSC)-Salz: Lagerung bei RT, Feuchtigkeit
vermeiden
o 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Counterstain: Gegenfarbung: Lagerung bei 4°C im
Dunkeln
o NP-40 (Octylphenoxypolyethoxyethanol oder Nonidet P-40): Lagerung bei RT
* Xylene: Lagerung bei RT
* Ethanol (100%): Lagerung bei RT
* Gereinigtes Wasser: Lagerung bei RT
* Konzentriertes (12N) HCI: Lagerung bei RT

Herstellung von Gebrauchslésungen
1. 20X SSC-Lésung (pH 7.0)

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
SSC Salz 66 g 20X
Deionisiertes H,O (dH,0) 250 mi

GESAMTMENGE 250 ml

2. Protease Solution

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Protease, lyophilisiert 250 mg 4 mg/ml
Protease Puffer 62,5 ml

GESAMTMENGE 62,5 ml

3. 90% Ethanol

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Ethanol (100%) 90 ml 90%

dH,0 10 ml

GESAMTMENGE 100 ml

4. 70% Ethanol

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Ethanol (100%) 70 ml 70%
dH,0 30 ml
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GESAMTMENGE 100 ml

5. Post-hydridization Wash Solution (pH 7,0)

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
20X SSC-Lésung 10 ml 2X

NP-40 300 pl 0,3%
dH,0 90 ml

GESAMTMENGE 100 ml

FISH-Verfahren fir in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte
Objekttrdger-Vorbehandlung

1. Objekttrager 10 Minuten lang bei RT in Xylol eintauchen. Jedesmal zweimal mit frischem Xylol
wiederholen.

2. Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in 100% Ethanol dehydrieren. Einmal mit frischem 100%
Ethanol wiederholen.
Objekttrager 2-5 Minuten lang an der Luft trocknen lassen, falls erwunscht.

3
4. Objekttrager 10 Minuten lang bei 80°C in vorgewarmter Vorbehandlungslésung eintauchen.
5. Objekttrager 3 Minuten lang bei RT in gereinigtem Wasser eintauchen.

Protease-Vorbehandlung

1. Objekttrager 10-60 Minuten lang bei 37°C in Proteaseldsung eintauchen (je nach Zustand der
Proben) und den Zustand der Zellen unter einem Lichtmikroskop Gberwachen.

2. Objekttrager in 3 Minuten lang bei RT in gereinigtem Wasser eintauchen.
3. Objekttrager 2-5 Minuten lang an der Luft trocknen lassen.

Objekttrédger-Dehydration
1. Objekttrager 3 Minuten lang in 70% Ethanol eintauchen.
2. Objekttrager 3 Minuten lang in 90% Ethanol eintauchen.

3. Objekttrager 3 Minuten lang in 100% Ethanol eintauchen.
4. Objekttrager an der Luft trocknen lassen.

Sondenvorbereitung
1. Pre-warm the probe at RT for 20-30 minutes.
2. Briefly vortex and spin down the probe.

Co-Denaturierung und Hybridisierung

1. Tragen Sie 10 pl der Probe auf jeden Hybridisierungsbereich auf und decken Sie diese mit einem
22 mm x 22 mm Deckglas ab. Deckglas (n) mit Gummilésung abdichten.

2. Co-denaturieren Sie die Objekttrager 5 Minuten lang mit der Sonde bei 72°C.

3. Legen Sie die Objekttrager in eine vorgewarmte befeuchtete Hybridisierungskammer und
inkubieren Sie die Objekttrager bei 37 ° C tber Nacht (16 Stunden).

Nach-Hybridisierungs-Waschung

1. Markieren Sie jeden Hybridisierungsbereich auf der Rickseite der Objekttrager mit einem
Diamantspitzen-Stift.

2. Gummilésung sorgfaltig entfernen.

3. Objekttrager bei RT in die Nach-Hybridisierungswaschlésung eintauchen, um die Deckglaser zu
lockern. Vorsichtig schutteln, um die Deckglaser zu entfernen; die Deckgléaser nicht entfernen.

4. Objekttrager 2 Minuten lang bei 72°C in vorgewarmter Nach-Hybridisierungswaschlésung
eintauchen.

Seite 7 von 15 CytoTest Inc. V2015.08.01
MK-UM-001



Objekttrdger-Dehydratisierung
1. Objekttrager 2 Minuten lang in 70% Ethanol eintauchen.
2. Objekttrager 2 Minuten lang in 90% Ethanol eintauchen.

3. Objekttrager 2 Minuten lang in 100% Ethanol eintauchen.
4. Objekttrager im Dunkeln an der Luft trocknen.

Visualisierung

1. DAPI Gegenfarbung anwenden und die Objekttrager mit Deckglasern abdecken.
2. Prufen Sie die Objekttrager unter einem Fluoreszenzmikroskop mit den korrekten Filtersatzen.

FISH-Verfahren fiir zytologische Proben

Erforderliche aber nicht mitgelieferte Reagenzien

* FISH Reagenz-Kit (Bestellnummer: CT-ACC101-20):

o 20X SSC Salz: Lagerung bei RT, Feuchtigkeit vermeiden
o DAPI Gegenfarbung: Lagerung bei 4°C im Dunkeln
o NP-40: Lagerung bei RT

* Pepsin (Lyophilisiert): Lagerung bei -20°C oder weniger

* Salzsaure (1N): Lagerung bei RT

* Formaldehyd (37%): Lagerung bei RT

* 10X Phosphat-gepufferte Salz(PBS)-L6sung: Lagerung bei RT
* Ethanol (100%): Lagerung bei RT

Herstellung von Gebrauchsldsungen

1.

20X SSC-Lésung (pH 7.0)

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
SSC Salz 66 g 20X
dH,0 250 ml
GESAMTMENGE 250 ml

2. Pepsin-Stammlésung
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Pepsin, iyophilisiert 100 mg 100 mg/mi
dH,0 1 mi
GESAMTMENGE 1 mi
Hinweis: Auf Eis lassen. 20 pul Aliquots erstellen. Bei -20°C lagern.

3. Pepsin-Gebrauchslésung
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
HCI (1N) 1ml 0,01N
Pepsin, lyophilisiert 20 yl 0,02 pg/ul
dH,0 99 ml
GESAMTMENGE 100 ml

4. 2X SSC-Lésung

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
20X SSC-Lésung 10 ml 2X
dH,0 90 ml
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GESAMTMENGE 100 ml

5. 1XPBS-Lésung
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
10X PBS-Ldsung 10 ml 1X
dH,0 90 ml
GESAMTMENGE 100 ml

6. Formaldehyd-Lésung
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Formaldehyd (37%) 2,7 mi 1%
10X PBS-Ldsung 10 ml 1X
dH,0 89 ml
GESAMTMENGE 100 ml

7. 90% Ethanol
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Ethanol (100%) 90 ml 90%
dH,0 10 ml
GESAMTMENGE 100 ml

8. 70% Ethanol
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Ethanol (100%) 70 ml 70%
dH,0 30 ml
GESAMTMENGE 100 ml

9. Nach-Hybridisierungs-Waschlésung 1
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
20X SSC-Lésung 2ml 0,4X
NP-40 300 pl 0,3%
dH,0 98 ml
GESAMTMENGE 100 ml

10. Nach-Hybridisierungs-Waschlésung 2
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
20X SSC-Lésung 10 ml 2X
NP-40 100 pl 0,1%
dH,0 90 ml
GESAMTMENGE 100 ml

FISH-Verfahren fir Zytologie
Objekttrdgervorbereitung
1. Aquilibrieren Sie die Objekttrager 2 Minuten lang in einer 2X SSC-Lésung bei RT.
2. Objekttrager 1-10 Minuten lang (je nach Zustand der Proben) bei 37°C in vorgewarmter
3. Pepsin-Gebrauchslésung eintauchen und den Zustand der Zellen unter einem Lichtmikroskop
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4.
5.
6.

Uberwachen.

Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in 1X PBS-L&sung waschen.
Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in Formaldehyd-Ldsung nach-fixieren.
Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in 1X PBS-L6sung waschen.

Objekttrédger-Dehydratisierung

1.

Objekttrager 3 Minuten lang in 70% Ethanol eintauchen.

2. Objekttrager 3 Minuten lang in 90% Ethanol eintauchen.
3. Objekttrager 3 Minuten lang in 100% Ethanol eintauchen.
4. Objekttrager an der Luft trocknen lassen.
Sondenvorbereitung

1. Die Sonde 20-30 Minuten lang bei RT vorwarmen.

2. Kurzes Vortexen und Spin-down der Sonde.

Co-Denaturierung und Hybridisierung

1.

2.
3

Tragen Sie 10 pl der Probe auf jeden Hybridisierungsbereich auf und mit einem 22 mm x 22 mm
Deckglas abdecken. Deckglas mit Gummilésung abdichten

Co-denaturieren Sie die Objekttrager 2 Minuten lang mit der Sonde bei 72°C.

Legen Sie die Objekttrager in eine vorgewarmte, befeuchtete Hybridisierungskammer und
inkubieren Sie die Objekttrager bei 37 ° C uber Nacht (16 Stunden).

Nach-Hybridisierungs-Waschung

1.

Markieren Sie jeden Hybridisierungsbereich auf der Rickseite der Objekitrdger mit einem
Diamantspitzen-Stift.

2. Gummilésung sorgfaltig entfernen.

3. Objekttrager bei RT in der 2X SSC-Lésung einweichen, um das/die Deckglas/glaser zu lockern.
Deckglas/glaser nicht entfernen.

4. Objekttrager 1 Minute lang bei 72°C in vorgewarmter Nach-Hybridisierungswaschlésung 1
eintauchen.

5. Objekttrager 2 Minuten lang bei RT in Post-Hybridisierung Waschlésung 2 eintauchen.

6. Objekttrager an der Luft trocknen lassen.

Visualisierung
1. DAPI Gegenfarbung anwenden und die Objekttrager mit Deckglasern abdecken.
2. Prufen Sie die Objekttrager unter einem Fluoreszenzmikroskop mit den korrekten Filtersatzen.

FISH-Verfahren fiir Fruchtwasserproben

Erforderliche aber nicht mitgelieferte Reagenzien

FISH Reagenz-Kit:
o 20X SSC Salz: Lagerung bei RT, Feuchtigkeit vermeiden
o DAPI Gegenfarbung: Lagerung bei 4°C im Dunkeln
o NP-40: Lagerung bei RT
Pepsin (lyophilisiert): Lagerung bei -20°C oder weniger
Hydrochloric acid (1N): Lagerung bei RT
Formaldehyd (37%): Lagerung bei RT
10X PBS-LOsung: Lagerung bei RT
Ethanol (100%): Lagerung bei RT

Herstellung von Gebrauchslésungen

1. 20X SSC-Lésung (pH 7.0)

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
SSC Salz 66 g 20X
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dH,0 250 ml

GESAMTMENGE 250 ml

Pepsin-Stammlésung

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Pepsin, lyophilisiert 100 mg 100 mg/mi
dH,0 1 mi

GESAMTMENGE 1 mi

Note: Keep on ice. Make 20 pl aliquots, store at -20°C.

Pepsin Gebrauchslésung 1 (fir unkultivierte Proben)

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
HCI (1N) 1ml 0,01N
Pepsin-Stammlésung 50 pl 0,05 pg/pl
dH,0 99 ml

GESAMTMENGE 100 ml

Pepsin Gebrauchslésung 2 (fur kultivierte Proben)

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
HCI (1N) 1ml 0,01N
Pepsin-Stammlésung 20 yl 0,02 pg/pl
dH,0 99 ml

GESAMTMENGE 100 ml

2X SSC-Lésung

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
20X SSC-Lésung 10 ml 2X

dH,0 90 ml

GESAMTMENGE 100 ml

1X PBS-Lésung

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
10X PBS-Ldsung 10 ml 1X

dH,0 90 ml

GESAMTMENGE 100 ml

Formaldehyd-Lésung

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Formaldehyd (37%) 2,7ml 1%

10X PBS-Ldsung 10 ml 1X

dH,0 89 ml

GESAMTMENGE 100 ml

90% Ethanol

Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
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9.

11.

Ethanol (100%) 90 ml 90%
dH,0 10 ml
GESAMTMENGE 100 ml
70% Ethanol
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
Ethanol (100%) 70 ml 70%
dH,0 30 ml
GESAMTMENGE 100 ml

10. Post-Hybridisierungs-Waschlésung 1
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
20X SSC-Lésung 2ml 0,4X
NP-40 300 pl 0,3%
dH,0 98 ml
GESAMTMENGE 100 ml
Post-Hybridisierungs-Waschlésung 2
Reagenzien Zugabemenge Endkonzentration
20X SSC-Lésung 10 ml 2X
NP-40 100 pl 0,1%
dH,0 90 ml
GESAMTMENGE 100 ml
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FISH-Verfahren fir Amniozyten

Objekttrdgervorbereitung

Unkultivierte Proben:

1. Aquilibrieren Sie die Objekttrager 1 Stunde lang bei 37°C lang in einer 2X SSC-L&sung.

2. Objekttrager 1-10 Minuten lang (je nach Zustand der Proben) bei 37°C in vorgewarmter Pepsin-
Gebrauchslésung 1 eintauchen und den Zustand der Zellen unter einem Lichtmikroskop
Uberwachen.

3. Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in 1X PBS-Lésung waschen.

4. Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in Formaldehyd-L&sung nach-fixieren.

5. Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in 1X PBS-Lésung waschen.

Kultivierte Proben:

1. Aquilibrieren Sie die Objekttrager 2 Minuten lang in einer 2X SSC-L&sung bei RT.

2. Objekttrager 1-10 Minuten lang (je nach Zustand der Proben) bei 37°C in vorgewarmter Pepsin-
Gebrauchslésung 2 eintauchen und den Zustand der Zellen unter einem Lichtmikroskop
Uberwachen.

3. Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in 1X PBS-Lésung waschen.

4. Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in Formaldehyd-Lésung nach-fixieren.

5. Objekttrager 5 Minuten lang bei RT in 1X PBS-Lésung waschen.

Objekttrdger-Dehydratisierung

1. Objekttrager 3 Minuten lang in 70% Ethanol eintauchen.
2. Objekttrager 3 Minuten lang in 90% Ethanol eintauchen.
3. Objekttrager 3 Minuten lang in 100% Ethanol eintauchen.
4. Objekttrager an der Luft trocknen lassen.

Sondenvorbereitung

1. Die Sonde 20-30 Minuten lang bei RT vorwarmen.
2. Kurzes Vortexen und Spin-down der Sonde.

Co-Denaturierung und Hybridisierung

1. Tragen Sie 10 pl der Probe auf jeden Hybridisierungsbereich auf und decken Sie diese mit
einem 22 mm x 22 mm Deckglas ab. Deckglas/glaser mit Gummilésung abdichten.

2. Co-denaturieren Sie die Objekttrager mit der Sonde 2 Minuten lang bei 72°C.

3. Legen Sie die Objekttrager in eine vorgewadrmte befeuchtete Hybridisierungskammer und
inkubieren Sie die Objekttrager bei 37 ° C Uber Nacht (16 Stunden).

Nach-Hybridisierungs-Waschung

1. Markieren Sie jeden Hybridisierungsbereich auf der Riickseite der Objekttrager mit einem
Diamantspitzen-Stift.

2. Gummildsung sorgfaltig entfernen.

3. Objekttrager bei RT in der 2X SSC-L6sung einweichen, um die Deckglaser zu lockern.
Vorsichtig schiitteln, um das/die Deckglas/glaser zu entfernen; Deckglas/glaser nicht entfernen.

4. Objekttrager 1 Minute lang bei 72°C in vorgewarmter Nach-Hybridisierungswaschlésung 1
eintauchen.

5. Objekttrager 2 Minuten lang bei RT in vorgewarmter Nach-Hybridisierungswaschlésung 2
eintauchen.

6. Objekttrager an der Luft trocknen lassen.

Visualisierung
1. DAPI Gegenfarbung anwenden und die Objekttrager mit Deckglasern abdecken.
1. Prufen Sie die Objekttrager unter einem Fluoreszenzmikroskop mit den korrekten Filtersatzen.
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ERGEBNISAUSWERTUNG

Signalmuster flir Amplifikations-/ L6schungs-Sonden

Normale Muster
e 2 orange signale + 2 green signale (202G)

Farbschlissel
* Orange Signale werden durch dunkelgraue
Punkte dargestellt
e Grine Signale werden durch hellgraue
Punkte dargestellt

Abnormale Muster
* Alle anderen Muster

Signalmuster fiir Aufbrechsonden

Normale Muster
e 2 orange-grine uberlappende Signale (20G)

Farbschliissel
e Orange Signale werden durch dunkelgraue
Punkte dargestellt
® Grune Signale werden durch hellgraue
Punkte dargestellt
« Uberlappende orange und griine Signale

Abnormale Muster
* Alle anderen Muster

Signalmuster fiir Fusions-/ Translokations-Sonden

Normale Muster
e 2 orange signale + 2 green signale (202G)

Farbschlissel
* Orange Signale werden durch dunkelgraue
Punkte dargestellt

e Grine Signale werden durch hellgraue
Punkte dargestellt

Abnormale Muster

* Alle anderen Muster. Vereinte Signale (Uberlappung von orangefarbenen und griinenSignalen)
kénnen als gelbe Signale erscheinen.
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