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 Si sta utilizzando un filtro multibanda.
L’intensita del DAPI & troppo elevata e

Utilizzare un filtro a singola banda.
Utilizzare DAPI/Antifade a concentrazioni minori.

Segnali Aqua o Green deboli

o fondo diffuso nel canale causa cross-talk con I'AQUA o il GREEN La XL FUS BA ¢ disegnata come sonda break apart. La sonda marcata in arancio, ibridizza sulla parte prossimale del punto di rottura nella
aus ‘? S . : . . . " . regione del gene FUS (locus 16q11); I'altra, marcata in verde, ibridizza sulla parte distale del breakpoint.
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basso. Alcuni fluorofori green sono molto sensibili a valori di pH
= = : . nferioria7.____ . Schema della sonda:
Elevato fondo aspecifico.  Le proteine citoplasmatiche residue * Pre-trattare i vetrini con la Pepsina.

possono influire negativamente
sull'ibridizzazione.
Se le raccomandazioni elencate non risolvono il problema, oppure il problema non ¢ indicato, si prega di contattare MetaSystems ltalia.

Assistenza Clienti

Si prega di contattare MetaSystems s.r.|. a socio unico (i contatti sono indicati di seguito).
MetaSystems Probes, in qualita di produttore, non riconosce alcun interesse proprietario nei marchi e nei nomi di terze parti.

MetaSystems s.r.I. a socio unico

Via Gallarate, 80
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Materiali Forniti

100ul di XL FUS BA, la sonda & disciolta in una soluzione di ibridizzazione pronta all’'uso.

Destinazione d'Uso

Le sonde FISH a DNA sono progettate per I'analisi delle aberrazioni cromosomiche su cellule fissate prelevate da campioni umani attraverso
la metodica dell'ibridizzazione in situ fluorescente (fluorescence in-situ hybridization o FISH) utile negli studi di Citogenetica. L'ibridizzazione
di nuclei interfasici e/o di metafasi con sonde FISH consente |'analisi della struttura dei cromosomi o della variazione del loro numero di
copie, allo scopo di individuare alterazioni genetiche acquisite, definite come dalla Nomenclatura Internazionale sui Dispositivi Medici CT929
(Global Medical Device Nomenclature - GMDN). L'analisi FISH & impiegata a supporto di altre metodiche diagnostiche e non deve essere
I'unica fonte informativa per decisioni terapeutiche o diagnostiche.

Istruzioni di sicurezza

Tutte le sonde prodotte da MetaSystems Probes sono esclusivamente per uso professionale e devono essere usate solo da personale
qualificato e opportunamente addestrato. Per garantire la sicurezza operativa e risultati riproducibili, si prega di osservare gli awisi di
sicurezza e i segnali di cautela descritti di seguito.

A CAUTELA: La formammide & tossica ed & un potenziale agente teratogeno!
Le sonde MetaSystems contengono formammide. La formammide & tossica e teratogena.
Puo causare danni al feto. Non inalarne i vapori; evitare che entri in contatto con la pelle!
Indossare guanti e camice da laboratorio. In caso di contatto con pelle oppure occhi, lavare immediatamente con acqua.

A CAUTELA: Bagno ad acqua calda e piastre riscaldantil
Per la denaturazione e I'ibridizzazione vengono utilizzati bagni ad acqua calda e piastre riscaldanti a temperature >37°C. Prestare
attenzione a non entrare in contatto diretto con superfici o liquidi caldi.
Indossare guanti e camice da laboratorio. In caso di contatto con pelle, lavare immediatamente con acqua fredda.

A ATTENZIONE: Pratiche di Laboratoriol
Utilizzare seguendo i comuni principi delle buone pratiche di Laboratorio o, se ne siete in possesso, delle linee guida GLP (Good
Laboratory Practice).

ii ATTENZIONE: Indicazioni per lo smaltimento!
Tutti i materiali pericolosi devono essere smaltiti in accordo con la regolamentazione locale/ nazionale in materia di smaltimento
dei rifiuti pericolosi.

Conservazione e Gestione

Le sonde devono essere conservate al buio a -20°C (+5°C). Le prestazioni della sonda sono risultate inalterate per un massimo di 20 cicli di
congelamento/ scongelamento.

Spedizione

Le sonde MetaSystems a DNA vengono spedite a temperatura ambiente.

Strumentazione necessaria ma non fornita

« Bagno termostatato con controllo « Piastra riscaldante a 75°C « Microscopio a fluorescenza con filtri adeguati
accurato della temperatura (£1°C), a piastra solida e (vedere di seguito)
controllo accurato della
temperatura fino a 80°C
* Micropipette calibrate con volumi * Freezera -20°C (+5°C) « Olio ad immersione per fluorescenza,
variabili, compresi tra 1 pl e 1 ml raccomandato dal produttore del microscopio
* Termometro * Camera umida a 37°C (£1°C) » Adeguato sistema di Analisi d’lmmagine, es.
MetaSystems Isis

* pH-metro calibrato * Pinzette « Copri-oggetto (vetro):
22 x 22 mm? e 24 x 32 mm?
* Timer * Guanti « Collante per vetrini
« Portavetrini Coplin (in vetro o « Microcentrifuga « DAPI/Antifade
plastica)

Raccomandazioni per il Microscopio a Fluorescenza

« llluminazione a fluorescenza: sistema di illuminazione ad alogenuri metallici oppure illuminatori a mercurio da 100 watt.
« Obbiettivi dedicati all'iluminazione in epi-fluorescenza.

Raccomandazioni per i Filtri a Fluorescenza
Si raccomanda I'impiego di filtri a singola banda a banda stretta con tutte le sonde multicolore, al fine di minimizzare (od evitare) effetti di
cross-talk tra i fluorocromi. MetaSystems raccomanda i seguenti set di filtri:

Filtro Codice Prodotto Filtro Codice Prodotto

©® MetaSystems DAPI C-3010-001-MS ©® MetaSystems ORANGE C-3010-003-MS
MetaSystems AQUA C-3010-004-MS MetaSystems RED C-3010-010-MS

© MetaSystems GREEN C-3010-002-MS MetaSystems FAR RED C-3010-006-MS

| sei filtri per mFISH raccomandati sono disponibili anche come unico set (C-3000-007-CR).

Raccomandazioni per il Sistema di Analisi d’Immagine
MetaSystems raccomanda il software Isis. Per le sonde da mFISH/mBAND sono richiesti i moduli di yograde per la cariotipizzazione a colori
e per I'analisi mFISH/mBAND.

Referenze
Le procedure di denaturazione sono state adattate (modificate) da: Fritz et al, Hum Genet (1998)103:441-449; Rieder et al, Leukemia
(1998)9:1473-1481).

Preparazione del Campione
Commenti Generali
* Le sonde MetaSystems sono disegnate per essere utilizzate su campioni di citogenetica fissati in metanolo/acido acetico 3:1 e
devono essere preparate in accordo con le linee guida del laboratorio o dell’Ente di appartenenza.
« Preparate i campioni seguendo le procedure standard di citogenetica.
Stabilita dei Vetrini lbridizzati
« | vetrini FISH ibridizzati possono essere analizzati per almeno due settimane se conservati al buio a -20°C (+5°C).
Raccomandazioni Addizionali per le Procedura
«  Viraccomandiamo vivamente I'impiego di un termometro calibrato per la misurazione della temperatura delle soluzioni, del
bagnomaria e degli incubatori, in quanto le corrette temperature sono fattori critici per ottenere risultati ottimali.
« Controllate attentamente la temperatura delle soluzioni preriscaldate.
«  Controllate attentamente il pH delle soluzioni.
« Laconcentrazione delle soluzioni di lavaggio (stringenza), il pH e la temperatura sono parametri importanti, poiché una bassa
stringenza puo risultare in un legame aspecifico della sonda, mentre un’elevata stringenza puo causare la perdita dei segnali.
«  Prima dell’apertura: Centrifugate brevemente per raccogliere la sonda sul fondo della provetta.

Denaturazione del vetrino
Soluzioni necessarie:
* SSC 0.1X, pH 7.0 - 7.5 (vi occorrera una soluzione a temperatura ambiente e una a 4°C)
* SSC 2X, pH 7,0 - 7.5 (vi occorrera una soluzione a 70°C e una a 4°C)
« NaOH 0.07mol/l, a temperatura ambiente
« Serie degli Etanoli: 100%, 95%, 70%, a temperatura ambiente
Procedura:
1. Mettete una vaschetta Coplin con SSC 0.1X e una con SSC 2X in frigorifero.
Preriscaldate una Coplin con SSC 2X a 70°C (x1°C) in un bagno termostatato.
Immergete il vetrino nel’SSC 2X a 70°C (+1°C) ed incubate per 30min.
Rimuovete la Coplin dal bagno termostatato e lasciatela raffreddare a temperatura ambiente per circa 20min.
Trasferite il vetrino nell’SSC 0.1X a temperatura ambiente per 1min.
Denaturate il vetrino con NaOH 0.07 N a temperatura ambiente per 1 min.
Immergete il vetrino nel’'SSC 0.1X a 4°C per 1min.
Immergete il vetrino nel’SSC 2X a 4°C per 1min.
Trasferite il vetrino in una Coplin con Etanolo 70% per 1 min.
0. Successivamente, trasferite il vetrino in una Coplin con Etanolo 95% e poi in una con Etanolo 100%, incubando in ciascuna
per 1 min.
11.  Lasciate che il vetrino asciughi all’aria.
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Denaturazione e Ibridazione della Sonda
Procedura:
1. Preparate la quantita di sonda adatta alla superfice di ibridizzazione: 7l per copri-oggetto 18x18 mm?, 10ul per copri-oggetto
22x22 mm? o 12yl per copri-oggetto 24x24 mm?.
Denaturate la sonda incubandola a 75°C (+1°C) per 5 min.
Mettete la sonda brevemente in ghiaccio.
Incubate a 37°C (+1°C) per 30 min.
Centrifugate brevemente per far precipitare la sonda.
Pipettate la sonda gia denaturata sul vetrino recante il preparato cromosomico anch’esso gia denaturato.
Coprite con un vetrino copri-oggetto e sigillate con collante per vetrini (es. rubber cement).
Incubate 1 — 2 giorni in camera umidificata a 37°C (+1°C).
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Lavaggi Post-Ibridizzazione
Soluzioni necessarie:
* SSC0.4X,pH 7.0 - 7.5, 72°C (+1°C)
¢ SSCT 2X (SSC 2X, pH 7.0 - 7.5 con 0.05% Tween20), a temperatura ambiente

Procedura:
1. Rimuovete con cura il collante e il vetrino copri-oggetto.
2. Immergete il vetrino nel’SSC 0.4X pre-riscaldato (72 °C, +1°C) per 2min.

3. Incubate il vetrino in SSCT 2X per 1/2 min.

Controcolorazione
Soluzioni necessarie:
« | DAPI/Antifade di MetaSystems (cod. D-0902-500-DA) oppure altro DAPI/antifade (250ng/ml)

Procedura:
1. Lavate rapidamente con acqua bidistillata per evitare la formazione di cristalli e lasciate asciugare all’aria.
2. Applicate 20pl di DAPI/Antifade e coprite con un vetrino copri-oggetto 24x60 mm?.
3. Lasciate che la miscela DAPI/Antifade penetri nel campione per 10 min. Adesso potete procedere con I'analisi al microscopio o

conservare il vetrino a -20°C (£5°C).

Risultati Attesi:



