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primeFISH® DiGeorge N25 22q LS Prob Kiti

Uriin Kodu : 17-019

Spektrum : Kirmizi / Yesil

Raf Omrii : 28.02.2020

Lot : 180219-19

Saklama Sart . -20°C

Kullanima Hazir  : 10 test

Igerik : 100 ul Probe ve 100 pl DAPI
DNA probu

DiGeorge ve 22g13 lokus delesyon sendromlarinda submikroskobik deleyonlar
yaygin olarak goruilmektedir. Bu bolgelerden N25 lokusuna spesifik DNA FISH
probu, kromozom 22 de lokalize "N25" bolgesini iceren ve D22S1670 STS markirini
ve DGCR2 (DiGeorge kritik bolge-2) bolgesini kapsamaktadir. Kontrol olarak, 22q13
bdlgesinde D21S1575 STS markiri igeren prob kullaniimistir. DiGeorge "N25" DNA
FISH probu, kirmizi ile, 22913 probu ise yesil ile isaretlenmistir.

Sinyallerin incelenmesi ve yorumlanmasi

Uygun filtreli epifloresan mikroskopta preparat incelendiginde, hem normal diploid
interfaz cekirdeklerinde hem de metafaz kromozomlarinda, DiGeorge N25 bdlgesini
gosteren iki kirmizi sinyal (2K) ve kontrol olarak kullanilan 2213 bdlgesini gosteren
iki yesil (2Y) sinyalleri gozlenir (Sekil). N25 bolgesinin delesyonu durumunda ise bir
kirmizi ve iki yesil (2Y) sinyal gozlenir (Tablo).

Preparatta doku ve hucre artiklari istenmeyen spesifik olmayan ve artifak sinyallere
neden olabilir. Bu durumda, alternatif preparat hazirlama metotlari kullanilarak
informatik FISH sinyali alinmasina gidilmelidir.

Tablo.

Normal Delesyon
Beklenen sinyaller 2K2Y 1K2Y

Sekil-2. Metafaz ve interfaz nukleusuna iki N25 sinyali (kirmizi) ve iki kromozom
22qtel sinyali (yesil).
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Kit icerigi
DNA FISH probu, 5 test igin 50 pl veya 10 test igin 100 pl halinde

hazirlanmistir.

Problar, hibridizasyon tamponu ile karistinimis ve

kullanima hazirdir. Her bir preparat igin 10 pl prob karigimi ve 10 yl DAPI
kullanilmalidir. Kit icerigi asagidaki tabloda verilmistir.

Tup 5 test 10 test Renk
Prob karigimi 50 pl 100 pl Kirmizi kapak
DAPI Counterstain 50 pl 100 ul Mavi kapak

Kitin ve preparatlarin saklama kosullari

zamanda hibridizasyon yapilan preparat Ornekleri

Kit -20 °C’ de saklanmali ve direk igiktan uzak tutulmalidir. Ayni
de wuzun sire

saklanacaksa -20 °C de, kisa sireligine ise 4 °C de tutulmahdir. Hem
prob, hem de hibridizasyon yapilmis preparatlar tekrar tekrar dondurulup
¢ozulmemelidir.

Gerekli soliisyonlar (Kit iceriginde bulunmaz)

. 20xSSC . %0,4 Pepsin

. 2xSSC . 1% Formaldehit

. Etanol . 4xSSC-Tween20 (%0.5)
. 1xPBS o immersiyon yagi

Gerekli cihazlar ve malzemeler (Kit iceriginde bulunmaz)

Sale (En az 4 adet)

Lam / Lamel (22x22mm)
Pens

Epifuloresan mikroskop

(uygun floresan filtreler)

Su banyosu (2 adet) veya hot plate veya
hibridizasyon firini

Termometre

Mikropipet seti (10, 100, 200, 1000 pl)
Mikropipet uglari (10, 100, 200, 1000 pl)

Ceker ocak Hibridizasyon kabi
Mikrosantrifdj Mikrosantrifij tipleri
pH metre

Uyarilar ve 6nlemler

Kit, FISH ¢alisma egitimi almis kisiler tarafindan kullaniimalhdir.

Kit sadece uygun laboratuvar ekipmani ile kullaniimalidir.

Preparatlar ve preparatlarda fikse edilen hiicre ve dokular, FISH
calisma kalite standartlarina uygun olmalidir.

Uygun olmayan saklama kosullari ve kullanma sartlari, prob kalitesini
hizlica diiglrir ve deneyde basarisizliga neden olur.

Calismalar, kitin protokoliine gore yapiimaldir.

Calisma sirasinda laboratuvar 6nlugi ve eldiven kullaniimalidir.

Kitin igerigi direk deri temasindan sakiniimalidir.

Kit atiklari laboratuvar kurallarina uygun atilmahdir.

Calisilan 6rnekler potansiyel enfeksiyon kaynagi olarak dusinilmeli
ve laboratuvar risk faktorleri igin gerekli 6nlemler alinmalidir.

Raf émri gegen Urlnler kullaniimaz.

Tekrarlayan dondurma ve c¢6zdirme isleminden,
olmayan saklama kosullarindan kaginilmalidir.

ayrica uygun

FISH protokolii

kitin

FISH calismasi temel olarak 6rneklerden preparat hazirlama, hazir
kullaniimasi ve elde edilen sonuglarin  yorumlanmasi

basamaklarindan olusur.

Basarili bir FISH analizi i¢in probun kalitesi kadar incelenecek

materyalin kalitesi ve bunun preparat seklinde hazirlanmasina baglidir.
Bu nedenle, FISH cgalismalari igin farkh &rneklerden farkli optimize
preparat hazirlama protokolleri kullaniimalidir.

Preparat hazirlanmasi

Taze olarak sitogenetik amach hazirlanmis preparatlar kullanilir.

Preparatlar sitogenetik amaglara uygun hazirlandiktan sonra oda isisinda
1-2 saat veya 40-50 °C de 30 dakika tutulur. Daha sonra 1s1k mikroskobu
altinda, | hicre sikligi ve dagilimi dikkate alinarak lam uzerindeki
hibridizasyon yapilacak bodlge ya elmas yada cama yazar kalemle
isaretlenir. Preparatin doku ve sitoplazma artiklarindan arindiriimis
olmasina dikkat edilmelidir.

Kullanilacak preparatta hiicre nikleuslar kirli, stoplazmik ve doku

artiklari varsa veya histololojik doku kesitleri kullaniliyorsa, asagidaki

opsiyonel
Preparatlar

olarak verilen preparat hazirlama yontemi kullanilabilir.
parafin  bloklardan hazirlanirsa lamlardan  parafin

uzaklastirma metodu kullaniimalidir.

Opsiyonel pepsin uygulamasi

Preparatlarda sitoplazmik veya doku kalintilari varsa veya kullanilan

preparat histolojik bir preparat ise asagidaki protokol uygulanmalidir:

e 25-30 ml 0,01 N HCI c¢ozelti 37 °C’ de isitilir.

e %0.4 hazirlanan (distile suda) pepsinden 12 pl alinir ve 25-30 ml 0,01
N HCI c¢ozeltisi ile birlestirilir. Bu karigimda preparatlar 37 °C’ de 10
dakika tutulur.

Not: Preparattaki doku ve sitoplazmik kalintilar fazla ise bu siire uzatilabilir.

e Preparatlar surenin sonunda oda i1sisinda 2xSSC’ de veya 1xPBS’ de 3

dk 3 kez yikanir.

Preparatlar, %1 lik formaldehitte, oda isinda 5 dk tutulur.

Tekrar 2xSSC veya 1xPBS’de 5 dk 3 kez yikanir.

Preparatlar %70, 80 ve 100 alkol serilerinde 3 dk tutulur.

Preparatlar, havada 5-10 dk kurutulur ve FISH uygulamasina gegilir.

FISH probunun uygulanmasi, denatiirasyonu ve hibridizasyonu
Asagidaki basamaklarda, hem FISH probu hem de hibridizasyona alinan
preparatlar direk i1sikla temastan sakinilmaldir.

1. DNA FISH probu, -20 °C’ den alinarak kisaca vortekslenir ve
mikrosantrifujde kisaca santrifj edilir.

2. Mikropipet ile 10 pl alinir ve 24x24 veya 22x22 mm’ lik lamel Uzerine
konur.

3. Onceden hazirlanmis ve hibridizasyon bélgesi belirlenmis preparata,
Gizerinde 10 pl prob olan lamel yerlestirilir.

Not: Bu asamada hava kabarcidi kalmamasina ve lamin yéniine dikkat
edilmelidir.

4. Lamlar metal bir tepsi Uzerine yerlestirilerek 6nceden 65-70 °C’ ye
getirilmis su banyosunda 6-8 dakika tutulur. Burada prob ve hedef DNA
dizileri beraber denattire edilir.
Not:  Denatiirasyon, hotplate,
gerceklestirildiginde  lamellerin
kanigiminin buharlagmasi énlenir.
5. Preparatlar, denatiirasyon sonrasinda ©6nceden 37-42 °C’' vye
hazirlanmig su banyosunda veya nemli bir kap icinde 12-16 saat
hibridizasyona birakilir.

Yikama ve zit boyama

Hibridizasyon siresi tamamladiktan sonra, preparatlara asagidaki yikama
ve boyama basamaklari uygulanir ve isiktan korunur.

Not: Hibridizasyon hangi isida yapildi ise yikama islemleri de ayni i1sida
gerceklestiriimelidir.

1. Preparatlar, 6nceden 37-42 °C’ ye isitilmis 2xSSC’de 5 dakika yikanir.
Lameller dismemis ise, lam Uzerindeki doku ve hiicrelere zarar vermeden
ince uglu bir pens ile uzaklastirilir.

2. Birinci ylkama bir kez daha tekrarlanir.

3. Preparatlar, 37-42 °C’ deki 2 ayri 4xSSC-Tween20 iceren sollisyonda
ayri ayri yikanir.

Not: Gerekirse bu yikama 3 kez tekrarlanabilir.

4. Preparatlar, oda isindaki 4xSSC’ den gegirildikten sonra, preparat
Uzerindeki sivinin uzaklastiriimasi igin 1-2 dakika dik pozisyonda tutulur.

5. Her bir hibridizasyon alani igin 22x22 veya 24x24 mm temiz, seffaf
lameller diiz bir zemine konur ve Uzerine 10 pl zit boyama solusyonu ilave
edilir. Lamlarin hibridizasyona sokulan isaretli bélgesi, lamel lzerindeki zit
boyama solusyonu Uzerine yerlestirilir.

Preparatlar i1siktan korunarak ya bir kagit veya aliminyum folyo ile
sarilir veya 1sik gecirmeyen bir kutu igine alinir. Preparatlar hemen
incelenmeyecekse -20 °C’ de, hemen incelenecekse kisa sireligine 4 °C’
de tutulabilir.

firn vb nemsiz bir ortamda
etrafi  soliisyonla kapatilarak prob

Mikroskopta inceleme

Preparat lizerinden fazla olan zit boyama sollisyonu bir kagit yardimi
ile uzaklastirnildiktan sonra, epifloresan mikroskopta 10x biyltmeli objektifte
ve DAPI filtrede tiim preparat incelenir. Sonrasinda ise isaretli probun dalga
boyuna goére yesil, kirmizi ve gift renk (yesil-kirmizi) filtreler ve 100x
objektifte preparat analiz edilir.

Floresan mikroskop objektifleri ve floresan filtreler, kullanilan
problarin floresan boyalarina uygun olmalidir. Mevcut kitte kullanilan
boyalarin dalga boylari agagidaki tabloda verilmistir.

Floresan boyalarinin dalga boylari.

Floresan Boya Excitation (max) Emission (max)
Kirmizi (Red) 573 602
Portakal (Orange) 544 572
Altin (Gold) 532 552
Yesil (Green) 492 518
Turkuaz (Aqua) 432 472
DAPI 360 460
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