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POVZETEK

Fluorescentna »in situ« hibridizacija (FISH) je elallarno citogenetska metoda za
cilino dolccanje kromosomskih sprememb. Temelji na hibridizanjed enoverizno
vzorkno DNA in enoverizno DNA izbrane sonde, ki je flascentno ozrigna. DNA-
sonda ima téno dol@eno zaporedje organskih baz, ¢sner ustreza specdinemu
kromosomskemu podéu. Ce je prisotna kromosomska sprememba, pride do spném
vzorca ali Stevila signalov. Rezultat hibridizacgpazujemo s pond fluorescetinega
mikroskopa.

Standardno fluorescentno »in situ« hibridizacijpajamo na predhodno kratkotrajno
gojenih celicah, ker se praviloma hitreje razmnejjmaligno spremenjene celice. Po
gojenju celice izoliramo in nanesemo na objektiekla. Na tako pripravljenih celicah
izvedemo fluorescentno »in situ« hibridizacijo.

Pri naSi nalogi smo fluorescentno »in situ« hilaadijo izvedli na gojenih celicah
venske krvi zdravih preiskovancev. Uporabili smst3azlénih DNA-sond proizvajalca
Vysis (Abbott Molecular). Preparate smo vrednatilje analitiki in na vsakem steklu
presteli skupaj po 500 celic. Za vsako od izbrasuhd smo dokili mejo okutljivosti, to
je delez lazno pozitivnih celic, ki jih dobimo prvedbi preiskave pri uporabi normalnih

celic.



SEZNAM OKRAJSAV

ALL akutna limfaténa levkemija

AML akutna mieloblastna levkemija

ATM mutiran gen ataksije telangiektazije
BAC umetni bakterijski kromosom

BCR/ABL fuziran (zliti) genrdzin-kinaza

clg FISH citoplazemski imunoglobulin FISH

CEP DNA-sormacentromero kromosoma
DAPI 4',6'-diamino-2-fenilindol dihidroklorid
del dejaci

DNA deoksiriingkleinska kisina

DP diseminirani plazmocitom

EtOH etanol

FISH fluoreatiea »in situ« hibridzacija

FBS fetalmvgji serum

g zemeljski pospesek

GTG G — proganjtripsin - Giemsa

ID ideetia

inv inveez

ISCN Mednarodistem za nomenklaturo v humani citogenetiki
bp bapar

KML krafma mieloéna levkemja

KLL kroni¢na limfocitna levkemija

LAMP 1 lizosomom gmuzeni membranski protein 1 (CD107a)
Lkci levkdici

LSI lokussapeciféna DNA-sonda

MRD minimalmieostanek bolezni

NP- 40 raztopreaspiranje, neionski detergent
PAC kromosdmsektor P1

PBS fosfapufrana slanica

PBT pufemaatopina za spiranje s Tweenom
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1 UVOD

Obdobje klinEne citogenetike se je &lo leta 1956. Takrat sta Tijo in Levan potrdila, d
ima ¢lovek 46 kromosomov. Sledila so odkritja sprememi§tevilu kromosomov pri
Downovem sindromu, Turnerjevem sindromu in tudiritgk kromosoma Philadelphia pri
kroni¢ni mieloi¢ni levkemiji. Leta 1960 so na konferenci v Denveagzporedili 23 parov
kromosomov v 7 skupin (A-G). Leta 1970 sta Casperssa Chaudhuri razvila prvo
tehniko proganja kromosomov, ki je om@da prowevanje strukturnih nepravilnosti in s
tem velik razvoj podrga (1, 2).

Zaradi izredno hitrega razvoja tehnik proganja kseomov in metod gojenja cétih
kultur, so napredovale tudi raziskave kromosomsigrememb v malignih celicah. Prav
zato je protevanje humanih tumorjev najhitreje razviggose podrge citogenetike, ki se

ukvarja s strukturo in funkcijo kromosomov (3).

1.1 Citogenetske preiskave v hematologiji

Standardna citogenetika prepoznava spremembe pmdsomih, ko je celica v fazi
mitoze o0z. v metafazi cehe delitve. Najv& podatkov o malignih kromosomskih
spremembah je znanih prav pri levkemijah in limfbnda postavitev pravilne diagnoze,
dolccitev napovednega pomena, za ustrezno izbiro terapigledenje njenecinkovitosti,
je klju¢nega pomena tudi dalbev kromosomskih nepravilnosti. Uspesnost teralaifego
dolotamo na osnovi doseganja t.i. citogenetske remidijgdi ob ponovitvi bolezni
pogosto odkrijemo enake kromosomske spremembep lalak so prisotne Se dodatne
nepravilnosti. Kromosomske preureditve pa ne pojoergdno slabe prognoze. Nekatere
preureditve pomenijo ugodno prognoZ@bela ) (3).

Med kromosomskimi spremembami pri levkemijah sgpogostejSe translokacije,
delecije in spremembe Stevila kromosomov (Slika 1).

Translokacije so lahko uravnoteZzene (recipn@) ali neuravnotezene. Tu gre
najpogosteje za prenos segmenta kromosoma na n&gmndkromosom. So glavni
mehanizem aktivacije protoonkogenov. Rezultat tokagije je bodisi sprememba ravni

izrazanja (deregulacija) protoonkogena bodisi gktn (3).



Delecijeso kromosomske spremembe, kjer pride do izgubaeioéga dela kromosoma.
Povzr&ijo maligno preobrazbo celic zaradi izgube t.i. mgorskih genov. Za
napredovanje maligne novotvorbe sta pomembni nmjataceostalega normalnega alela in
pomnozZitev predhodno mutiranega mesta, ki omiogazSiritev populacije malignih celic
(3).

Aneuploidnostje sprememba Stevila kromosomote gre za izgubo dolenega
kromosoma, govorimo o monosomijCe pa gre za dodatno kopijo posameznega
kromosoma, govorimo o trisomiji (5, 6). Lahko guelitiza spremembe v ploidnosti. Takrat

govorimo npr. o tri- ali tetra- ploidnem kariotipu.

TRANSLOKACIJA
DELECIJA DUPLIKACIJA INVERZIJA SPREMENUEN
KROMOSOM 20 KROMOSOM 20

X =>

SPREMENJEM
KROMOSOM 4

KROMOSOM 4

Slika 1:NajpogostejSe kromosomske spremembe (13).



Tabela | NajpogostejSe ponavljaje kromosomske preureditve pri nekaterih rakavih
krvnih boleznih (3).

BOLEZEN PREUREDITEV NAPOVEDNI VPLETENI GEN
POMEN
AML t(8;21) dober AML1/ETO
t(15;17) dober PML/RARA
preureditev 11923 | slab MLL
ALL t(9;22) slab BCR/ABL
t(8;14) slab IGH/MYC
t(12;21) dober TEL/AML1
KML 1(9;22) Kljucen za diagnozd BCR/ABL
LIMFOM t(14;18) IGH/BCL2
t(11;14) _ . BCL1
t(11;18) Kljucen za diagnoz BIRC3/MALT1
t(8;14) IGH/MYC
PLAZMOCITOM | del(13) slab RB1
t(4;14) slab IGH/FGFR3
t(11;14) dober BCL1
t(14;16) slab IGH/MAF
del(17)(p13) slab p53

1.2 Standardna citogenetska preiskava

Standardna citogenetska preiskava ostaja temghreprosto in ginkovito orodje za
vpogled v genom. Pomembna je v vseh obdobjih balezn opredelitev diagnoze, za
dolccitev velikosti malignega klona, posredno za napopeteka bolezni, za potrditev
remisije in ugotovitev ponovitve bolezni. Poleg tedposredno uporabnih rezultatov pa je
pomembna tudi na podijo osnovnih raziskav genov, ki so kiju za nastanek
novotvorbe. Ugotavljanje spegifih kromosomskih sprememb 2zgolj s patpo
fluorescekine »in situ« hibridizacije (FISH) lahko pov#rp da spregledamo dodatne

kromosomske preureditve, ki so prisotne ze ob ugtvidbolezni, ali pa nastanejo med ali
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po zdravljenju. Po smernicah ameriskih medicinglehetikov uporabimo preiskavo FISH
po predhodno opravljeni standardni citogenetskisgesi. Sterilno odvzet aspirat kostnega
mozga za citogenetsko preiskavo prenesemo v siegbjige, ki omogda ohranitev
vitalnosti celic med prenosom vzorca v citogenetakiratorij. Gojigu mora biti dodan
Na-heparin, ki v nasprotju z nekaterimi antikoagtilanpr. EDTA, ne deluje tok&no na
kasnejSo delitev celic v kulturi. Prenos do laborigg mora biti hiter, na vsak ta pa
izveden prej kot v 24-ih urah. Poteka lahko prirgolemperaturi, transport na ledu ni
priporciljiv. Kariotip navadno razkrije ponaviljaje in tudi preostale kromosomske
nepravilnosti (4).
Standardna citogenetska preiskava je zahteven pgmstri katerem mora biti vsaka

stopnja izvedena naté&mo in dosledno, da kéno pridemo do kariograma.
Klju¢ne stopnje citogenetske preiskave so:

a) gojenje celic,

b) odvzem in izolacija celic,

c) analiza kromosomov in izdelava kariograma.

Shematitno so vse stopnje citogenetske preiskave povzesékna.

1.2.1 Gojenje celic

Vzorec za citogenetsko analizo v hematologiji jekta kostni mozeg ali venska kri.
Najpogosteje gojimo kostni mozeg, ker je delezcgddi se Se lahko delijo v njem, gje
Pri gojenju kostnega mozga najveporabljamo kratkotrajno gojenje (24 ur). Vensko k
odvzamemo z antikoagulantom Na-heparinom, ker ingbira nadaljnje cedine rasti.
Vzorec za konstitutivni kariotip gojimo dolgotrajrifd8-96 ur), medtem ko ga pri krvnih
boleznih gojimo kratkotrajno, $tevilo levkocitov raobiti nad 1x181, vsaj 10 % celic
mora biti nezrelih, bodisi mieléme ali limfatine vrste. Celice gojimo na rastih goji&ih
z dodatkom tekgega seruma. Za stimulacijo razmnoZevanja T-lintiacvenske Kkrvi pri
nemalignih spremembah uporabljamo fitohemaglutikaltivacija poteka pod strogimi
pogoji aseptinega dela.

Kulture so lahko odprte ali zaprte. Pri odprtinKahpride do izmenjave plinov ¢On
CO,), medtem ko pri zaprtih to ni mog®. Pri zaprtih sistemih je zato manjSa verjetnost

kontaminacije, odprti sistemi pa omaggo celtnim kulturam, da izléajo plinske stranske
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produkte metabolizma, ki so lahko toksi V laboratoriju uporabljamo posodice za
gojenje, ki imajo na pokraku luknjice. Te so prekrite s tanko membrano @iy, ki
preprei okuzbo in hkrati dopu& izmenjavo plinov z okolico (2).

Obi¢ajna meSanica plinov v inkubatorju je 5% ££€15-18% @ oziroma 5% CQz 2-
5% O, ki je v ravnotezju z inertnim dusikom. GQravnava pH-vrednost cétiega medija
na 7,25-7,40 preko pufra, ki je dodan mediju. 2#B%Sanica kisika pa pospesi rast mnogo
razlicnih tipov celic.

Celicne kulture, ki jih pridobivamo izloveskih tkiv, najbolje rastejo pri fizioloSki tedei
temperaturi (37-37,5°C)Ce temperatura naraste nad 38°C, pride do odmrije, qei
temperaturi manjsi od 37°C, pa se rast zelaG:apoi.

Osnovni rastni medij poleg osnovnih hraniv (glukocaainokisline, vitamini) vsebuje Se
serum s proteini (fetalni goveji serum) in rastaktérje. Vedno vsebuje tudi antibiotike in
antimikotike, lahko pa Se selen, inzulin, itd. Rashedij je obtajno zapufran. Vrsta pufra
je odvisna od tega, ali je uporabljen zaprt alirbdicin gojenja (2,6).

1.2.2 Odvzem in izolacija celic

Priprava celic po gojenju je ¥stopenjski proces. Pomembne so predvsem tri faze, i
sicer ustavitev mitoze, prenos v hipotoro raztopino ter fiksacija celic. Pol ure pred
odvzemom celic dodamo v gaj& kolcemid, ki ustavi celno delitev v metafazi.
Kolcemid prepréi nastanek delitvenega vretena in povzimndenzacijo kromosomov, ki
je odvisna predvsem otihasa izpostavitve celic njegovemu delovanju in kobeeije
kolcemida (2).

Nadaljujemo z izolacijo celic, pri kateri celice jpi@] prenesemo v hipotaino
raztopino, da nabreknejo. To je najpomembnejSi adbtnega procesa, ker vpliva na
debelino in separacijo kromatid ter lizo eritrogitblipotonina raztopina mora biti segreta
na 37°C. Zaradi razlik v osmotskem tlaku voda vategelice skozi lipidne citoplazemske
membrane. Predolga izpostavljenost povzmorevelik vdor vode in celice popokajo.
Posledice so izguba kromosomov in hepopolne metdfgz

Delovanje hipotonije ustavimo z dodatkom nekaj Kkaplfiksacijske raztopine
(etanol/ocetna kislina), ki stabilizira oc&lo membrano. S postopnim dodajanjem
fiksacijske raztopine celice dok&mo fiksiramo. S tem iz njih odstranimo vodo in jih
konzerviramo. Pazimo, da je fiksacijska raztopiweze pripravljena, ker hitro absorbira
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vlago iz zraka. Sveze pripravljeno fiksacijsko ocgho postavimo v hladilnik, ker nizja

temperatura izboljSa morfologijo kromosomov in zjanzhlapevanje (2).

/KOSTNI MOZEG

— [

Kultura za Kratkotrajno gojenje

dolgotrajno gojenje
YYOXYRE XX
| | XX XX XX XK KXY | = {( X X Stikamo Zeljene
A MR XX XXM S A celice.
Inhibitor za ustavitev rasti celic v metafazi X% XX AA XX b X \
(Kolcemid)

Sestavimo jih v

oo S pomocjo racun.
kariotip. > P Jo ré

programa izreZzemo
kromosome.

Prestejemo in
analiziramo mitozo na
mikroskopu.

/ Barvanje stekel

/

N/ <7Knncmo kapljico suspenzije
na steklo in pustimo, da se
/ posusi.

Celice speremo 2 - 3krat.

Centrifugiramo in
odstranimo rastni
medij -
resuspendiramo

Po kapljicah
dodamo
hipotoni¢no

Centrifugiramo;
odstranimo
hipotoni¢no
raztopino

Raztopino
resuspendiramo

Dodamo fiksativ

Slika 2: Shema vseh stopenj citogenetske preiskave (1).

1.3 Fluorescentna »in situ« hibridizacija — FISH

Leta 1981 je skupina genetikov pruispela dokazati kopijo gena v metafazi s p&gmo
»in situ« hibridizacije in radioaktivno oz¢ene sonde. V letu 1986 pa se je rodila

preiskava FISH, ki jo je odlikovalo hitrejSe delbpljSa prostorska resolucija ter

obcutljivost.
Standardni postopek FISH lahko opiSemo v SestibKkiby vsak od njih pa je odidhega

pomena za doseganje uspesnega rezultata analide FIS

13



priprava vzorca

priprava sonde in oztavanje
denaturacija

hibridizacija

spiranje vzorcev po hibridizaciji

o 00k w0 N PE

pregled in vrednotenje (fluoresacem mikroskop)

Prednost analize FISH je, da lahko uporabljamoceeiudi v interfazi cetine delitve.
Priprava celic do metafaze je zlasti pri malignbbolenjih «asih zelo zahtevna (majhen
mitotski indeks). Pred uporabo te tehnike mora b#tiznana dolena okvara gena. Na
osnovi poznavanja tega gena o0z. zaporedja v gemko lastvarimo komplementarno
zaporedje DNA ali RNA, ki je ozrano radioaktivno ali fluorescentno. Tako sintetinio
DNA ali RNA imenujemosonda(l).

Tarcna molekula je DNA v interfaznem ali metafaznenryecklice, ta pa je pritrjena na
predmetno mikroskopsko steklo. S tako pritrjeno DN®ibridizira enoverizna
komplementarna DNA-sonda. Nukleotidi sonde so &nias fluorescentnim barvilom,
kar omog@i kasnejSo oceno ozéenih celic s pomgo fluorescetinega mikroskopa (4).

V hibridizacijsko meSanico je dodan presezek pgap¢ih DNA sekvenc, da blokirajo
nespeciftno vezavo sond na komplementarno DNA. PresezZeken#&gno vezanih sond
speremo po hibridizaciji s spiralnimi raztopinamsiergentov (NP-40 in PBT). Na preparat

nanesemo Se fluorokrom, ki je nasprotno obarvanRDASlika 4) (2).

Po zgradbi DNA-sond tmo razlcne izvedbe preiskave FISH. Pri dédmju
kompleksnejSih kromosomskih preureditev lahko upiona tudi t.i. v&ébarvni FISH (M-
FISH), pri katerem uporabimo 3 do 5 r&mlb obarvanih sond. Pri dalanju Steviénih
kromosomskih nepravilnosti (monosomije, diploidijgsomije) uporabljamo centromerne
sonde. Obenem FISH omago zaznavanje dolenih preureditev, ki jih s klagio
kariotipizacijo ne opazimo. Zato se je delez babwikpri katerih odkrijemo kromosomske
nepravilnosti, z uvedbo tehnike FISH zelo ptalePreiskava FISH je klfina predvsem ob
postavitvi diagnoze, v zatku zdravljenja ali ob ponovitvi bolezni, ko je lkmna
nenormalnih celic velika in je potrebna sorazmemajhna analitska @hotljivost. Za
ugotavljanje minimalnega preostanka bolezni (MRD)zgdravljenju pa je FISH premalo

ob¢utljiv, saj le pri najboljSih sondah obtljivost seze pod 1% . FISH lahko izvedemo
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neposredno na celicah krvi (odvzeta z dodatkom &hna) ali kostnega mozga, ki jih
izoliramo. Navadno pa jih predhodno kratkotrajngirgo kot za standardno citogen&to
preiskavo. FISH pa je zlasti pomembna pri tistiforeth, kjer klasina citogenetina

preiskava zaradi odsotnosti metafaz ni mag@!).
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Slika 3: Shematini prikaz FISH (6).

1.3.1 Princip dela

S pomgjo fluorescetinega mikroskopa in ustreznih filtrov ovrednotimoepmrat.
Ugotavljamo lahko spremembo Stevila signalov (zdamje ali povéanje) oziroma
spremembo vzorca signalov (pojav ali odsotnoshziignalov). Vzorec in Stevilo signalov
pri normalni in patoloski celici sta specifia za uporabljeno DNA-sondo. Zato pred
pricetkom Stetja za vsako sondo, ki smo jo uporabikyerimo oba nasSteta podatka. Pri
tem si pomagamo s katalogom proizvajalca sond @/Abbott), s slikami in podatki na

internetu oziroma s kratkim povzetkom.
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Pri vrednotenju fluorescentnih signalov se drzimavadil za Stetje pozitivnih in

negativnih celic, kot jih navaja proizvajalec sqfdika 4) (2).

Ne stejemo - prekrivanje jeder in
celotho podroéje jeder ni vidno.

o zelen signal

@ rdeé signal

Stejemo kot en rdeé in en zelen signal.
Rdeé signal je difuzen.

Me stejemo. Jedra so si preblizu
in ne moremo doloéiti njihovih
robov.

Stejemo kot en rdeé in en zelen signal.
Rdeé signal je prelomljen.

Slika 4: Stetje signalov pri analizi FISH (Vysis)
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1.3.2 FISH sonde

Za izvajanje analize FISH lahko uporabimo sonddidaih vrst. Laiimo jih na osnovi
tega, na katero podfig kromosoma se vezejo. Nekatere sonde obarvajotecel
kromosom, druge le spedifio podr@je kromosoma ali centromero kromosoma. Sonde
lahko oznaijo telomere na p in g kraku (TEL), CEP sonde @gonacentromero, nekatere
pa obarvajo posamezna spetih podrdja na kromosomskem segmentu. (Slika 4).
Medsebojno se razlikujejo tudi po dolzini baznihrgga Do 1 Mbp dolge sonde so
sekverine sonde, ki hibridizirajo na posamezno kopijo Dibporedja na dotenem delu
kromosoma (YAC, PAC, BAC, kozmidi, plazmidi in RNgonde). Vektorski kromosom
PAC je dolg od 130-150 kbp, vektorski kromosom B do 300 kbp, kozmid 40-50
kbp, plazmid in RNA sonda pa do 10 kbp. Uporablja@emligonukleotide, ki so najman;si
segmenti (do 0,10 kbp). Te so edine sintetsko pijdoe DNA-sonde, ki se uporabljajo za

prikaz sekvenc na centromerni in telomerni reggirkosoma (2,6).

1.3.2.1 Lokusno speciféne sonde

Pri vezavi lokusno speciéine sonde (LSI) na ustrezno kromosomsko pgdréahko
pride glede na razihe kromosomske preureditve do:

- fuzije (zlitja) signalov

- razcepa signalov

- izgube ali pomnozitve signalov

Fuzijo signalovahko opazimo pri translokacijah. Tu se amradel kromosoma odcepi
in veZe na drug (praviloma) nehomologni kromosomtd®n pride do zlitja dveh signalov:
¢e se zelen in oranzen signal prikrivata, opazintoraimeni signal.

Razcep signalowpazimo pri preureditvah, kjer opazujemo le en@masomsko
podraije. Normalna celica fluorescira z dvema zlitimansigma na obeh homolognih
kromosomih.Ce pride na enem do preureditve, se zliti signatepzna oranzen in zelen
signal.

Do izgube signaloyride pri delecijah oziroma pri monosomijah. Nohnaacelica sveti z
dvema signaloma enake barve na obeh homolognihdgomih. Ko pride do delecije dela
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kromosoma, izgubimo tudi en signal. Pri pomnozigenov ali povéanju Stevila
kromosomov, pa pride tudi do pomnozitve signaldy) (1

Sondo opazujemo pod fluores¢aimm mikroskopom s specénimi filtri za fluorokrom.
Odvisno od izbrane sonde opazujemo vzorce signdlalitko opazimo pomnozitev ali
zmanjSanje Stevila signalov oziroma pojav ali odsst zlitih signalov.

Tako lahko zaznamo izgubo ali pomnozitev celotibmosomov ali njihovih delov

oziroma prisotnost translokacij (1, 3).

Telomera o TEL
p-krak
WeP Centromera —CEP
g-krak —LSI
Telomera
Kromatidi

Slika 5: Kromosomska podtga, na katera se vezejo rarie DNA-sonde pri FISH (13).

LegendawCP — sonde za obarvanje celotnega kromosoma

TEL — telomerno spetife sonde
CEP - centromerno speaifi sonde

LSI — lokus spedifie sonde

1.4 Kontrola kakovosti

V medicinskih laboratorijin izvajamo analize bicke§a materiala. Rezultati analiz so
namenjeni ugotavljanju zdravstvenega stanja preehkcev, postavljanju diagnoz in/ali
spremljanju zdravljenja. Namen dosezende, nar@nikom storitev nudimo pravilne

diagnostine informacije ob praverasu in v primerni obliki — z ustrezno interpretacij
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Kakovost dela v klininih laboratorijin zagotavljamo z vzpostavitvijo ceiltega sistema
kakovosti, ki obsega predanalitp, analittno in poanalittno fazo procesa.

Notranja kontrola kakovosti (internal quality casljrpomeni analiziranje kontrolnega
materiala znanih vrednosti in primerjanje dobljergézultatov s ptiakovanimi (ciljnimi)
vrednostmi. Nadziramo ponovljivost oz nataast. Na tak nan laboratorijsko osebje
ocenjuje ali je rezultat dovolj zanesljiv za izdagb ne, zazna morebitne napake in jih
lahko odpravi preden Zae analizirati vzorce preiskovancev.

S pomajo postopkov notranje kontrole kakovosti zagotovimda so rezultati zanesljivi,
ponovljivi ter preverjamo kakovost dnevne rutinedizevno kontrolo odkrijemo sistemske

napake, pow&a se natainost. Ne moremo pa odkriti nakjoih napak.

Zunanja ocena kakovosti je sistem za retrogradmwepjanje in sledenje kakovosti
laboratorijskih rezultatov na osnovi medlaboratkg primerljivosti. Gre za programe,
kjer neka zunanja, neodvisna institucija, orgamiziabavo kontrolnega materiala in ga
poslje v analizo sodelujon laboratorijem. Laboratoriji analizirajo vzorcetk»neznanex,
na enak nén kot analizirajo vzorce preiskovancev. Rezultateejo organizatorju, ki jih
statisttno obdela in vrne laboratorijem z oceno o ustreznbkeje sprejemljivosti, to je
tisto obmdje v katerem morajo biti rezultati, da so v soglag rezultati drugih
laboratorijev, vhaprej dotomo. Razlike med rezultati laboratorijev so lahkddlikSne, da

ne vplivajo na interpretacijo rezultata.

1.4.1 Zagotavljanje kakovosti

Sistem zagotavljanja kakovosti (QA — quality aseugg je zbirka pisnih postopkov, ki
omogaajo sistematino spremljanje dejavnikov, ki lahko vplivajo na kakst rezultata.
Vsebuje navodila za delo, navodila za belezenjakagkrepanje in odpravljanje le-tetg
do njih pride, postopke za ovrednotenje procesakgekcijskin ukrepih in postopke
informiranja osebja o spremembabh v sistemu. Agatitikakovost zagotavljamo z uporabo
primernih validiranih metod, izvajanjem notranjenkmle kakovosti in sodelovanjem v
zunaniji oceni kakovosti. Kakovost dela pa je odaisindi od organizacije laboratorijske
dejavnosti — ustrezna razporeditev kadrov, zagt@wviprimernih prostorov, dobro

usposobljeno osebje z ustrezno izobrazbo in izlmsnjizbira instrumentov, pisna
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navodila za delo (standardni operativni postopl8OP ) in nenazadnje dobre fitae
osnove. Tako lahko prepgrgemo tudi nakljgne napake (8).

Lokacija in prostori medicinskega laboratorija morhiti primerni za delo, zagotovljena
mora biti varnost pred vstopom nepoobtash oseb. Aparature, ki se jih posluzujemo v

laboratoriju, morajo biti redno servisirane in dalane (7).

Evropske smernice narekujejo, da mora biti sisterkolosti vsakega citogenetskega
laboratorija v skladu z najnovejSimi nacionalnimirmednarodnimi standardi (1ISO).

Za vse postopke morajo biti napisani in dostopnPS(Prav tako mora biti zagotovljena
popolna sledljivost vzorca in dokumentiranje cedégia postopka (pisanje laboratorijskinh
dnevnikov). Preden pa ké&mo por@ilo zapusti laboratorij, ga je potrebno temeljito

pregledati in podati mnenje, kar je pristojnost@dgne osebe (7).

1.4.2 Kontrola kakovosti v citogenetskem laboratori ju

Laboratorij mora zagotoviti dostopnost ustrezniangportnih medijev za bioloski
material, ki prihaja v laboratorij. Z izjemo »tvegl vzorcev« naj bi bila optimalna
Stevikna koncentracija cele kulture 1x 10 /ml. Ce vzorec vsebuje dovolj celic, ga
gojimo vsaj v dveh paralelkah — na dveh gofiS Za Stetje in vrednotenje preparatov je
Stevilo celic sicer pripokeno, le-to pa se lahko prilagodi vsakemu prepgpagebejCe
je kvaliteta preparata slabSa, ali je analitik S®zkuSen na podtu vrednotenja
citogenetskih preparatov, Stevilo preStetih celiovggamo. Izvid izda poobl&én
citogenetik z ustrezno izobrazbo (specialist). \ésplor@ilo o rezultatih analize naj bi
vsebovalo tudi potrdilo, ki zagotavlja kontrolo kefosti med samo analizo in upoStevanje

razlogov napotitve (11).

1.4.2.1 Zagotavljanje kakovosti pri preiskavi FISH

Fluorescentna »in siu hibridizacija lahko daje zanesljive rezultate pazlicnih
patoloskih stanjih. Pripotgjiva je kontrola winkovitosti hibridizacije, kot tudi same sonde

s hibridizacijo na normalnih kromosomih. Velika his&a olEutljivost in specifénost sta
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pri dolotanju diagnoze zelo pomembni. Med posameznimi patpdahko opazimo
precejSnjo razliko med signali, kar je med drugimlvieno od starosti in kvalitete
preparata, nanosa vzorca itd. Prav tako se sigaalikujejo tudi pri enem preparatu.
NajboljSa kontrola ¢inkovitosti hibridizacije je, da FISH izvedemo narmalnih vzorcih.

S temi postopki se zagotovi tudi notranja kontimgtotnega postopka FISH. V primeru,
ko hibridizacija ni optimalna, se analiza ponoviasteje,ce je mozno, pa se rezultate
spremlja z analizo kariotipa. Vse preparate momateednotiti dva analitika. Za vsak

primer sonde 0z. pacienta morata biti ohranjenj 2datografiji celic.

Vsaka nova serija sond naj bi bila validirana, prede uporabi v diagno&te namene.
Validacija vkljuiiuje testiranje specifnosti vezave sonde na ¢apo mesto pri normalnih
0z. abnormalnih kromosomih, ter spefmifbst in olkutljivost same analize. Pri
komercialno dostopnih sondah vcug primerov proizvajalec sam poda vrednosti teh
parametrov.Ce pa le-te niso podane, moramauitjivost sonde doléiti z oceno razmerja
signalov v posameznem preparatu (razporejenosalsigmmed celicami). Spedifnost pa
dolaimo z razmerjem signalov, razporejenih n&nar mesta na kromosomih, glede na
ostale kromosomske regije. Postopek validacije $n nezultati morajo biti v celoti
dokumentirani (7, 10, 11). Stevilo pregledanih iifsenih jeder naj bi bilo v razinih
laboratorijin med 100 in 500 za posamezno sododeleZ celic z neustreznim Stevilom
ali vzorcem signalov presega mejno vrednost (cf)t-dbloceno z interno validacijo za
vsako sondo posebej, se izda pozitiven izvid zanskklonsko nepravilnost (17).

»Cut-off« je v sloven3ni prazna vrednost (iz praga, ki je dosezen), iatw cut off, ko
gre za vrednost, do katere Stémilrezultat ni pomemben vsebinsko, raje prevajamio k
prag oz. prazna vrednost (19). V naSem primerw iz@ut-off« pomeni spodnjo mejno
vrednost in je kot tak uporabljen tudi v tuji lisduari, zato smo povsod uporabljali izraz

»mejna vrednost«.

Porcilo o rezultatih analize FISH mora vsebovati reatdtv pisni obliki in njihovo
razlago za vsako uporabljeno sondo, z uporabo nklatene ISCN. V primeru, da se
naredi tudi kariotip, se izvid analize FISH podd #elni rezultat. 1zvid mora biti oddan v
najkrajSem mozneniasu, odvisno pa je tudi od stopnje nujnosti, najkpes pa v enem
dnevu po kodani analizi. Evropske smernice narekujejo, da je#zace kostnega mozga

priporciljivo izvid kariotipizacije oddati najkasneje v dneh, v urgentnih primerih in
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primerih vzorcev venske krvi pa jedas celo 7 dni. Vsa potta in ostala dokumentacija,
ter sami vzorci, se arhivirajo po standardnem apjskem postopku in se shranjujejo
najmanj 5 let ali vé& (7, 10, 11).

1.4.2.2 Vrednotenje preparatov

Dva preiskovalca preStejeta po 200 celic. Vsaktpe$o 100 celic v dveh denih
podraijih preparataCe je prvih 200 celic negativnih, je dovolj, da drymeiskovalec
presteje le 100 celic. Rezultat je povjpeeobeh Stetij. V primeru nenormalnega vzorca
signalov je pripordljivo, da se analizira vsaj pet metafaznih celie,so prisotne v danem
vzorcu.Ce se Stevilo pozitivnih izsledkov med preiskovaleerazlikuje za vé kot deset
odstotkov, mora Steti Se tretji preiskovalec. Re#yke povpréje tistih dveh vrednosti, ki
odstopata za manj kot 10%. Pri delezih pozitivndiiccpod 20% lahko rezultati med
obema preiskovalcema odstopajo #& celic (na 200 preStetih). V primeru, da Stejemo
samo doloeno vrsto celic (clg FISH), presStejemo vse celiggeparatu.

Ce uporabljamo analizo FISH za d&mje minimalnega preostanka bolezni, teje vsak

preiskovalec 500 celic.

1.4.2.3 Podajanje rezultatov

Stevikno podamo vrednost negativnih (z normalnim vzora®ali Stevilom signalov) in
delez pozitivnih (s preurejenim vzorcem in/ali $it@w signalov) celic. Rezultat podamo v
tabeli na skupno Stevilo 200 pregledanih celic sake uporablieno DNA-sondo. V
mnenju rezultat podamo kot delez (%) nenormalnilic ce vzorcu. V izvidu navedemo

tudi, katero DNA-sondo smo uporabili in njenegaiprajalca.

1.4.2.4 Kontrola kakovosti

Vsak preiskovalec vpisuje rezultate v svoj dnevrith. kotanem Stetju preiskovalca

preverita rezultateCe odstopajo od postavljenih kriterijev, ponovitatj ali péakata na

dnevnik preiskave. Oba preiskovalca se podpiSedagrultate.
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1.4.2.5 Ugotavljanje uspesnosti hibridizacije

Pri sondah z interno kontrolo so signali za po@rokjer ne prihaja do sprememb,
ustrezno merilo uspesnosti hibridizacije. DeleZzfed#jer ni signalov, mora biti manjsi kot
2% celic. Enako velja za sonde, ki se razcepijedk+apart), ali sonde, kjer prihaja do
fuzije signalov.

Pri sondah, kjer dotamo delecijo ali amplifikacijo brez notranje kor&pje potrebno
preveriti Stevilo neozri@nih jeder. Pri uporabi teh sond vedno delamo dgajpreparata
isto¢asno, sicer pripravimo kontrolni preparat z nano$iomocitov zdravega dajalcaCe
je neozn&enih jeder veé kot 2% pri obeh (ali g preparatih, jih ne vrednotimo, ampak
analizo ponovimo.

Analiticno speciftnost in olsutljivost podaja proizvajalec za vsako uporabljesumdo.
Potrdila shranjujemo ob prejemu sonde v mapi. Zasesde, ki so v trenutni uporabi ali v

rezervi, hranimo potrdila. Zavrzemo jih, ko je sammbrabljena.

1.4.3 Smernice proizvajalca za notranjo kontrolo ka  kovosti

Proizvajalec navaja nekatere prip&gne smernice za analizo FISH:

» Celice morajo biti enakomerno porazdeljene na ste®kupki celic na steklu
lahko nakazujejo na nepravilno predpripravo stekelzorca ter slabe nanose. V
vidnem polju pri 400-kratni powavi mora biti vidnih najmanj 8 celic.

* Jedra in kromosomi ne smejo »svetiti. Gre zacmoorefleksijo obsevane
svetlobe na povrsini samih celiCe opazimo, da celice »svetijo«, gre vedno za
napako v pripravi preparata. Pred obdelavo vzorgedno optimiziramo
postopek z uporabo kakovostnega preparata limfoggoske krvi.

» Okrog jeder in metafaz ne sme biti vidna citoplaziker le-ta lahko prepée

hibridizacijo. Hibridizacija je natinkovita in rezultati so posletho neténi.
Vsi delovni postopki morajo slediti navodilom, kio sprilozena sondam. Vedno

uporabljamo ustrezni fluoresaam mikroskop, filtre in postopke, kot so zapisani v

navodilih oz SOP-ih. Vse te zahteve in navodilgpgrebno izpolnjevati za optimalni
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postopek hibridizacije. Kontrolne vzorce analizimn/ vrednotimo 2z uporabo
fluorescednega mikroskopa. Vsak hibridiziran preparat mordi lmvrednoten s
kontrolnimi parametri, ki so doteni s strani laboratorija. Uporaba primernega
mikroskopa, svetlobni filtri, specifnost hibridizacije, intenziteta signalov sond igrsili
artefaktov ter ozadja, morajo biti ovrednoteni,lalako ugotovimo ali je bila hibridizacija
optimalna za nadaljnjo analizo. Vsaj 85% vseh jedednem polju se da zlahka presSteti —
mote&ie ozadje je minimalno, jedra ne svetijo. Vsi sigeahde morajo biti zlahka vidni pri
400-kratni poveavi. Jedra v preparatu ne smejo biti povezana #iskmi jedri, prav tako
ne smejo biti prekrita s citoplazmo. Prisotnosviitéh skupkov jeder (v& kot tri jedra
skupaj) prepréuje primerno homogeno porazdelitev jeder na preépamza t@&no
vrednotenje. Preparati, ki ne ustrezajo kriterijese@,za vrednotenje ne smejo uporabiti.
Stetje signalov izvajamo za vsako sondo posebejdare je signale nekaterih sond

smiselno presteti istasno (15).

1.4.3.1 Odpravljanje tezav

VYSIS navaja nekatere moZne napake in nepravilnostd samo analizo ter pri
vrednotenju preparatov, vzroke napak in kako jeakepmozno odpraviti. Podatki so

povzeti v tabeli, v Prilogi 1.

24



2 NAMEN DELA

Namen naloge je dotdi mejne vrednosti za izbrane sonde pri preiskaN8H. Gre za
nekatere sonde, ki so po dosedanjih izkuSnjah inskem delu bodisi teZzavne za
vrednotenje oziroma pogosteje uporabljene: DNA-soh&l p53 in LSI ATM, LSI
D13S319, LSI 13934, CEP 12 in LSI BCR/ABL ES. Meyradnost je v tem primeru tisti
delez pozitivnih celic, ki ga dottmo tudi pri zdravem preiskovancu brez maligne krvn
bolezni. Dobljene rezultate bomo primerjali s tigti ki jih proizvajalec navaja na

certifikatu posamezne sonde.

3 EKSPERIMENTALNI DEL

Analizirali smo 6 razlinih DNA-sond proizvajalca Vysis na vzorcih venskei kzdravih
preiskovancev. Nas namen je bil déto spodnjo mejno vrednost. To je tisti delez

pozitivnih celic, ki ga doléimo tudi pri zdravem preiskovancu brez maligne krolezni.

3.1 Materiali

3.1.1 Osnovne raztopine

» Hipotonkni KCI (Sigma, St.Louis, ZDA); 0,075M (5,59 g/l)
» Pepsin(2,5%) (Sigma, St.Louis, ZDA)
* 1 M MgCl, (Kemika, Zagreb, Hrvaska); 203,31 g/| Mg&bH,O
= 1 M HCI (Kemika, Zagreb, HrvasSka) 4.24 mL konc. HCI (36280 mL HO
» Raztopina SSC'sodium saline citrat”), raztopina za spiranje
20xSSC:
3 M NaCl (175,3 g/l) (Kemika, Zagreb, Hrvaska)
0,3 M NaCgHs0,%x2H,0 (88,25 g/l) (Kemika, Zagreb, Hrvaska)
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Dolilemo vodo, uravhamo pH-vrednost na 6,3 ali 5,3 M HCI in dopolnimo do
oznake. Raztopino prefiltriramo preko 0,45 umdiltn hranimo na sobni temperaturi.
Raztopina PBS

10xPBS:

NaCl (80 g/l)

KCI (2 g/l)

KH,PO, (2 g/l)

NaHPO, (11,5 g/l)

Proizvajalec vseh Stirih kemikalij je Kemika (Zalgrédrvaska).

Dolijlemo destilirano vodo do 900 ml ter uravhamo-yddnost na 7,4. Dopolnimo z
destilirano vodo do oznake in steriliziramo.

Fosfatni pufer

a) 245 ml 0,06 M NaHP O, (8,52 g/l NaHPO, (Kemika, Zagreb, Hrvaska))

b) 255 ml 0.06 M KHPQ, (8,16 g/l KHPO, (Kemika, Zagreb, Hrvaska))

pH vrednost uravnamo na 6,8 z dodajanjem enegiadiega fosfata in jo hranimo v
hladilniku.

3.1.2 Materiali za gojenje celic periferne krvi

3.1.2.1 Gojenje

Gojis¢e Chromosome medium + Phytohaemagglutinin (Gibkwjt(ogen, Kalifornija,
ZDA)

Timidin (0,025 M) (Sigma, St.Louis, ZDA)

Raztopino 0,025 M timidina pripravimo tako, da 1tigpidina raztopimo v 167 ml
raztopine Hank's-a.

Kolcemid(Invitrogen, New York, ZDA)

3.1.2.2 Odvzem kulture in fiksiranje celic

Hipotoniéna raztopina

Hipotonicno raztopino pripravimo vsaksvezo in sicer iz:
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- 7 ml 0,0075 M hipotornega KClI

- 6 ml destilirane vode

- 1 ml seruma FBS (Sigma, St.Louis, ZDA)
» Raztopina za fiksacijo celie fiksacijska raztopina:

Absolutni etanol (Riedel-de Haen AG, Seelze, djyam: Ocetna kislina 100% (Merck
Darmstadt, Nerija) = 3:1
Fiksacijsko raztopino vedno pripravimo svezo ingkoj po uporabi dobro pokrijemo s

parafilmom.

3.1.3 FISH

3.1.3.1 Predpriprava stekel za analizo FISH

= 2SSC

ZmeSamo 100 mL 20 SSC (pH=6.3) in 850 mL desOD.HJUravhamo pH na 740.2.
Dopolnimo z vodo do 1000 mL. Raztopino hranimo adilhiku.

= 1M MqgCl

1 M NaOH

1 M HCI

= PBS

= Raztopina pepsing,005%)

V 100 ml buiko nalijemo nekaj destilirane vode in dodamo 1 niM HCI. Z destilirano
vodo dopolnimo do oznake. Raztopino prelijemo Kist®o kiveto in dodamo 200 ul 2,5%
pepsina.
= Raztopina formaldehida

V 100 ml butko pripravimo 5 ml 1 M MgGlin 2,5 ml 37% formaldehida ter nalijemo

2xSSC (pH = 7) do oznake. Raztopino prelijemo \etavza objektna stekla.

= Raztopine etanola:

Absolutni etanol retimo do ustrezne koncentracije (70%, 90%)

27



3.1.3.2 Nanos sond

DNA sonde VysigAbbott, Illinois, ZDA)
Krovna stekla (Brand, Wertheim, Né&ija)

Gumijasti cement Fixo Gum (Marabu, Tamm, Nga)

3.1.3.3 Spiranje stekel po hibridizaciji

Raztopina za spiranje NP-40
V reagewno steklenico damo 0,9 g detergenta NP-40 (BDH Gt¢edmn Ltd, Poole,
Anglija), 60 ml 20xSSC (pH = 6,3) in 240 ml deséhe vode. Raztopino pustimo stati

¢ez na@, da se detergent zanesljivo raztopi. Naslednjijdarefiltriramo skozi 0,2 um

sterilni filter.

Raztopina za spiranje PBT
V 500 ml b&ko damo 2 ml BSA ("bovine serum albumin”, 6% raitap (Sigma,
St.Louis, ZDA) in 0,5 ml Tween 20 (Sigma, St.LouBDA). Z 1xPBS pufrom

dopolnimo do oznake in pustindez n@&, da se detergent zanesljivo raztopi. Naslednii

dan jo prefiltriramo skozi 0,2 um sterilni filter.
DAPI counterstain [[Abbott, lllinois, ZDA)

3.1.4 Aparature

= Za¥itna laminarna komora — vertikalna (Iskra Pio, g&ngj, Slovenija)
» CO; Inkubator, (Newbrunswick Scientific, New JersgipA)

= Vodna kopel GFL 1086 (Electra bema d.o.o., Brez\&lovenija)
= Vrtinénik (vorteks), Vibromix 10 (Tehtnica, Zelezniki,dskenija)

= pH meter (Mettler Toledo, Ohio, ZDA)

» Tehtnica AX in MX/UMX (Mettler Toledo, Ohio, ZDA)

= Invertni mikroskop (Opton, Zahodna Neéipa)

= Vodna kopel (Termoproc, Ljubljana, Slovenija)

» Grelna plog8a (Termoproc, Ljubljana, Slovenija)

= Centrifuga Labofuge 400 (Thermo, Manchester ZDA)

= Centrifuga — minispin (Eppendorf, Hamburg, Ni&ja)

= Hibridizator — Thermobrite (Abbott Molecular, llins, ZDA)
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» Fluorescedni mikroskop (OLYMPUS BX-41) s programsko opremo aigenetske
analize (Cytovision, Applied Imaging)

= Stevec za Stetje celic

3.1.5 Laboratorijski pribor

= Mikroskopska objektna stekla (Biognost, Zagreb,d%ka)

= Steklene kivete za objektna stekla

» Plasttne epruvete s kogmstim dnom, »centrifugirke«, 15 ml (Greiner Bio One
Frickenhausen, Netija)

» Pasteurjeve pipete 3 ml (Falcon, Kalifornija, ZDA)

= Bucka (100 ml, 500 ml, 1000 ml)

= Sterilne pipete Dispenser (10 ml)

= Pipete Eppendorf (10 ul, 20 pl, 2000ul)

» Easypet pipetor (Eppendorf, Hamburg, Nea)

= Sterilni nastavki za pipete (Eppendorf, Hamburgyiig)

= Crne mikrocentrifugirke (1,5 ml)

= Aluminijasta folija

=  Parafilm

= Merilni valji (50 ml, 200 ml)

= Crne Skatlice z dvojnim dnom

= Diamantni svignik za rezanje po steklu

3.1.6 Opis uporabljenih DNA sond

Pri svojem delu sem uporabljala DNA-sonde proizieajd/ysis (Abbott) (15).
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a) LSI BCR/ABL

Sonda LSI BCR/ABL se uporablja za d&dmje translokacije t(9;22)(q34;911.2)
(Philadelphia kromosom). Sonda za paje®q34 je ozn&na z oranznim barvilomABL
onkogen) (650 kb), za podfe 22g11.2 pa z zelenim barvilonBGR gen) (300 kb).
Translocirana celica s prelomom v glavnem pogrdluorescira z enim zelenim, enim
velikim oranznim in enim malim oranzZnim signalom #eenim zlitim signalom (rumen).
Ce je prelom pri translokaciji v manj$em potjtg pa fluorescira z enim zelenim, enim
oranznim in dvema zlitima signaloma. Normalna @elipa fluorescira z dvema zelenima
in dvema oranznima signaloma (Slika 6). Dalloje t(9;22) je kljgno pri diagnostiki

KML.

Centromere 9g34 region Telomeare
e L & =
ABS gene -58 ko u§.| ABL gene -228 kb u§.| Ig %
3l | 1 | K]
- B850 kb | -
‘ " e 2934 LSI ABI
LS| ASS-ABL

SpectrumOrange

Cenfromere 22q11.2 region Telomera

- o L]
-
£ g EoEet

m-ber region u§.| o 3 5
1

e 800k —————————————
LSIBCR

22q11.2 LSIBCR
= SpectrumGreen

Slika 6:Podra@je vezave sonde LS| BCR/ABL (15).

b) Panel 1 - LSI p53/LSIATM
Sonde v Panelu 1 uporabljamo za dalge delecije gen@53 in genaATM (ataxia

telangiectasia mutated gene). Oba gena sta supresonorjev in sodelujeta v DNA
popravljalnih mehanizmih. Sonda LSI p53 hibridizima podréju 17pl13.1 in pokriva
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celoten gemp53 ter obsega 145 kb. Oztena je z oranznim barvilom. Priblizno 500 kb
velika sonda LSI ATM hibridizira na podfipn 11922.3 kromosoma 11 in pokriva celoten
ATM gen (184 kb), ter nekatere druge gene. Cama je z zelenim barvilom (slika 7).
Normalna celica z dvema kopijama kromosomov 17linfllorescira z dvema oranznima
in dvema zelenima signalom&e se pojavi delecija enega ali drugega p&drma
omenjenih kromosomih, vidimo to kot izgubo signzdeto podrgje.

|=—17p13.1 LSI p53
SpectrumOrange ™

Telomara 17p13.1 region Cantromera

P53 gana

a5 ———»]

LSI p53

114223 region

Contromane Telomare

DS

[<—11g22.3 LS| ATM

LS ATM SpectrumGreen™

Slika 7:Podraje vezave sond LSI p53in LSI ATM (15)

c) Panel 2 -LSID13S319/LSI 13934/ CEP 12

Panel 2 vsebuje sonde, s katerimi dalmo morebitno delecijo na dolgem kraku
kromosoma 13 (poditfi 13q14.3 ter 13g34) in trisomijo kromosoma 12.1 1[5 3S319
hibridizira na priblizno 130 kb velikem podio 13g14.3 in je ozr#na z oranznim
barvilom, LS| 13934 hibridizira s 550 kb velikemdvocju 13934, ki zajema gebAMP1
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ter nekatere druge gene in je ozraa z modrim barvilom ter sondo CEP 12, ki hibiidiz
s centromero kromosoma 12 (pogeo12pll.1-g1l) in je oztana z zelenim barvilom.
Normalna celica z dvema normalnima kopijama kromo®o 13 in 12 fluorescira z dvema
oranznima, dvema modrima in dvema zelenima signal¢siika 8, 9).Ce je prisotna
delecija 13q14.3, vidimo en oranzen, dva modrdvia zelena signala. Pri monosomiji 13
vidimo en oranzen, en moder in dva zelena signata.deleciji homozigotnih genov
(13g14.3) pa samo dva modra in dva zelena sigQage prisotno spremenjeno Stevilo

kopij kromosoma 12 (monosomija, trisomija), viditiwokot enega ali tri zelene signale.

13034 region
Centromera bt Telomere

=
o £
@ § 'l"
o £ o |
d @ 3 L.
[u] = |
i e z BER
[ ==
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| | |
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LSl 1334 SpectrumAgua™
Centromera 13q14.3 region Telomara
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l l SpectrumOrange
|"I'-\‘iSEIkIJ‘I"|
LS| D135319

f=—12q11.1-q11
CEP® 12 alpha satellite
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Slika Q Podra@je vezave sonde CEP 12.
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3.1.7 Vzorci

Vsi preiskovani vzorci so bili venska kri zdravilroptovoljcev, brez hematoloSke
bolezni. Vsi preiskovanci, ki sem jih izbrala naklo, so prostovoljno soglasali, da se
njihova venska kri uporabi za analizo FISH v okuiliplomske naloge. Povphea starost
je bila 27,8 let. Izbrali smo mlajSo populacijo isk®vancev, da smo dodatno izKiju
moznost morebitnih kromosomskih sprememb zaradistgvljenosti mutagenom. Podatki

so zbrani v tabeli Il.

Tabela II: Podatki o preiskovancih in njihovih vzorcih tgrasabljenih sondah

Stevilo UPORABLJENA SONDA **

levkocitov LSl
ID Starost Spol x10%/L KLL Panel 1* | KLL Panel 2° | BCR/ABL
1 24 7 6,8 1x 1x ND*
2 27 7 6,7 1x 1x ND*
3 26 7 9,7 2X 2X 2X
4 27 7 4,9 2X 2X 2X
5 25 z 6,7 2X 2X 2X
6 24 z 9,7 2X 2X 2X
7 27 m 4,7 1x 1x 2X
8 25 m 8,0 1x 1x 2X
9 22 m 7,2 2X 2X 2X
10 29 m / 2X 2X 2X
11 23 m 57 1x 1x 1x
12 26 m 9,7 2X 2X 2X
13 24 z 8,8 1x 1x 1x
14 24 7 12,5 1x 1x 1x
15 45 7 8,8 1x 1x 1x
16 24 7 5,8 1x 1x 1x
17 54 z 8,3 1x 1x 1x
18 25 m 6,6 1x 1x 1x
* - nidelano

** . §tevilo nanosov posamezne sonde na vzorecgastpreiskovanca (kontrola
ponovljivosti sonde)

'KLL Panel 1: LSI ATM, LSI p53
2KLL Panel 2: CEP 12, LSI D13S319, LSI 13934
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3.2 Metode

3.2.1 Odvzem vzorcev

Vzorce venske krvi je odvzela medicinska sestra emdttoloski ambulanti, po
standardnem postopku za odvzem venske krvi. Vzeribili odvzeti v epruveto
(Vacutainer, UK) z antikoagulantom Na-heparin. \akem vzorcu smo s hematolosSkim

analizatorjem izmerili Stevilo levkocitov.

3.2.2 Gojenje celic periferne krvi

Za gojenje smo uporabili komercialno pripravljenopplno gojige Chromosome
medium A, ki vsebuje fitohemaglutinin (PHA). Vzoreenske krvi je bil odvzet v
epruveto z Na-heparinom in prenesen v laboratarggboni temperaturi.

V sterilne centrifugirke smo sterilno odpipetir@liml| goji&a. Postavili smo jih za nekaj
minut v vodno kopel na 37°C. Nato smo vanje odpigket0,5 ml polne krvi. Na
centrifugirke smo napisali ime in priimek preiskaea, tip gojiga, datum incas z&etka
kultivacije. Gojenje je potekalo v inkubatorju @Bi7°C, 5% CQ, v vlazni atmosferi.
Centrifugirke so bile poloZene nekoliko vzdignjepre pokrowku, ki je le rahlo privit, da
je med gojenjem omogen prehod plinov v gojie. Po 48 urah smo dodali v vsako
goji&e 400 ul timidina. Po 70 urah smo dodali Se fil0kolcemida in pustili v inkubatorju
Se 2 uri (2).

3.2.3 Odvzem kulture, prenos v hipotoni €éno raztopino in fiksiranje
celic

Celice razlkénih tkiv smo po gojenju po predpisanem postopkuig®lirali in trajno
fiksirali za nadaljnjo citogenetsko analizo. S hgrocno obdelavo smo dosegli ustrezno
nabrekanje celic, da so se kromosomi primerno &g medtem ko smo s fiksacijo
obdelali celice na tak &m, da smo lahko z njimi izvajali nadaljnje postepkObenem smo

jih s tem konzervirali za dolgotrajno hranjenje.

34



Centrifugirke smo prenesli iz inkubatorja, jih dolbraprli in vzorec premesali, nato ga
odcentrifugirali na 500 g (10 min). Odstranili smmopernatant in temeljito premesali z
vrtincnikom (18). Dodali smo 8 mL hipotatrie raztopine, ki smo jo predhodno segreli na
37°C. Prve 2-3 mL hipototine raztopine smo dodajali po kapljicah, zamasituegte in
jin pustili stati v vodni kopeli pri 3 25 min. Ob izteku¢asa smo dodali v vsako
centrifugirko 3 kaplje fiksativa, nato odcentrifuai pri 500g (8 min). Odstranili smo
supernatant in temeljito premesali (veimk). Nato smo dodali 8 mL fiksativa, prve 2-3
mL po kapljicah. Pustili smo na sobni temperattaiisl5 min, nato spet odcentrifugirali
na 500 g (8 min). Odstranili smo supernatant ineigta premesali (vrtitinik). Paasi smo
dodali 8 ml fiksativa. Zadnji postopek smo ponoviiaj Se dvakrat oziroma dokler ni bila
raztopina prozorna.

Po zadnjem centrifugiranju smo pustili v epruveibfizno pol ml supernatanta in dobro
premesali, ter shranili v zamrzovalnik (°8). Tam smo pustili najmanj dve uri pred

nanosom na stekla (2).

3.2.4 Nanosi na stekla

Citogenetsko analizo smo izvajali le na nanositpenzije celic na objektna stekla.
Uporabili smo predhodno ustrezno izolirane in figaae celice. Celice so pred nanosi na

stekla vsaj dve uri mirovale v zamrzovalniku pi0°Q (2).

3.2.4.1 Priprava objektnih stekel za nanos

Nova stekla smo pred uporabo zloZili v ledekaditko za objektna stekla. Na dno
kadicke smo nalili priblizno 1 cm Kemexa A in do vrhditionla¢no vodo. Kadike smo
pokrili in pustili staticez n@&. Naslednji dan smo stekla najprej dobro spraliasiio
tekato vodo, nato pustili 20 min do pol ure spirati pdg vodo in na koncu Se 10 min z
mrzlo vodo. Sprana stekla smo nato sprali Se Zlid@sb vodo in jih, povsem pokrita z

destilirano vodo, postavili v hladilnik (2).
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3.2.4.2 Nanos vzorca

Vzorce smo dali iz zamrzovalnika in jih odcentrifiédi 500 g (10 min). Odlili smo
supernatant in k sedimentu dodali nekoliko fiksatitako da smo dobili ustrezno gostoto
celic.

Stekla smo vzeli iz vode in rahlo odcedili na ceaunli vati (stanievini). Proti svetlobi
smo preverili,¢ée voda ni odtekala le v eno smer. NanaSali smopaad. S konico
nastavka za avtomatsko pipeto z vzorcemBGmo se rahlo dotaknili sredine stekla,
nato z visine (nekaj cm) kanili preostanek vzorca abjektno steklo, da se je
enakomerno razlezel po celotni povrSini. Ko se zergc na steklu posusil, smo pod
invertnim mikroskopom preverilte je gostota celic ustrezn@e je bil vzorec preredek,
smo nekoliko pow&li uporabljen volumen (3QuL), nekatere pa smo ponovno
centrifugirali in odstraniti nekaj supernatantaedPmanosom smo nato ponovno dobro

premesaliCe je bil vzorec pregost, smo dodali nekoliko fiksat(2).

3.2.4.3 Staranje nanosov

Stekla smo starali pol ure na®&) nato pa $e pol ure na@na grelni plo&.

3.2.5 FISH

3.2.5.1 Predpriprava stekel s t&éno DNA

Pod invertnim mikroskopom smo preveritie je preparat primeren za hibridizacijo.
Celice so bile razporejene enakomerno, vidnih je lprecej metafaz, celice so bile
puhastega videza in niso svetile. Z diamantnim logzi (svircnikom) smo oznéli
podraije na steklu, ki je najustreznejSe za izvedbo Hibacije, priblizno 2cm x 2cm.

V vodni kopeli, temperature 37°C, smo segreli 2ekivza objektna stekla s 100 ml
raztopin 2SSC in pepsina. V vsaki smo zaporedorstlipobjektna stekla 5 min.

Na sobni temperaturi pa smo pripravili raztopine sgaranje, v katere smo nato
zaporedoma pomakali stekla z vzorcem.

2xSSC; 2 min

2xSSC; 2 min
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2xSSC; 2 min
formaldehidna raztopina; 10 min
2xSSC; 2 min
2xSSC; 2 min
2xSSC; 2 min
70% etanol; 2 min
90% etanol; 2 min
100% etanol; 2 min
Stekla smo pustili na sobni temperaturi, da socsei§ila.

V temi (v centrifugi) smo odtalili sonde, ki smd jpredhodno vzeli iz zamrzovalnika.
Na hitro smo jih premeSali z vrtinikom in jih odcentrifugirali. V ¢rno
mikrocentrifugirko smo odpipetirali:

7 ul hibridizacijskega pufra

2 ul redestilirane vode

1 pl sonde

Vsebino smo dobro premesali in odcentrifugirali.ldde koli¢cino hibridizacijske
meSanice smo odpipetirali na sredino @éemeega polja na steklu, nanjo polozili krovno
stekelce, pricemer smo pazili, da ne nastanejocmramehutki in robove zalili z
gumijastim cementom za tesnjenje krovnega stektakl®& smo polozili na pld@®
hibridizatorja, ki je bila segreta na 37°C in plishibridizirati 16 ur ¢ez n@&) na
ustreznem programu, ki smo ga nastavili na apafd&maturacija 1 min na 75°C,
hibridizacija 16 ur na 37°C) (2).

3.2.5.2 Spiranje stekel po hibridizaciji

S stekel, ki so bil&ez n& v hibridizatorju, smo odstranili krovna stekla.sBavili smo
jih v raztopino za spiranje NP-40 za 4 min, ki gstavljena v vodni kopeli na 73°C. Stekla
smo nato postavili za 4 min v posodico s PBT nanstdmperaturi. Na mokro steklo, ki
smo ga odcedili na stamvini, smo nanesli 10 ul DAPI counterstain Il nadsno
oznaenega polja, ter ga prekrili z velikim krovnim dtak.

S stantevino smo ovili steklo in ga dobro popivnali terussi. Stekla smo polozili v
plastEne temne posode s pokrovom. Za pol ure smo jibapiist hladilnik.

Vzorce smo pregledali pod fluores¢aim mikroskopom (2).
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3.2.6 Vrednotenje preparatov FISH

3.2.6.1 Vzorec za analizo

Ustrezno pripravljene preparate smo do analizeilhratemni komori. Pri vrednotenju
preparatov smo uposStevali podatke proizvajalca idapovanem vzorcu signalov pri
normalnih in patoloskih celicah (Tabela III).

Proizvajalec Vysis je izdelal kontrolni list, s katn si pomagamo pri oceni ustreznosti
preparata za preiskavo FISH. (Priloga 2: Kontralbirazec za spremljanje kakovosti pri
analizi FISH)

Kontrolni list je sestavljen iz treh delov. V prvedelu vrednotimo ustreznost samega
preparata - nanos celic, ozadje, nepotrebnémialn drugi drobci, ki so vidni v preparatu in
so motgi za nadaljnje vrednotenje. V drugem delu vrednotimtenziteto sonde in
signalov, obarvanje jeder z »Dapi ll«, ozadje somdena sploSno celotno kakovost
preparataCe je le-ta ovrednotena kot slaba, preparata zge S@nalov in nadaljnjo
analizo ne smemo uporabiti. V tretiem delu pa zabeio identiteto vzorca, ime sonde, ki
je bila uporabljena, vrsto filtra, ki smo ga updliaba Stetje signalov te sonde in Stevilo
pret&enih ur UV Zarnice, ki ne sme presegati 200 ur. &@mmo Stevilko posameznega
stekla in zapiSemo, koliko celic smo presteli ma &eklu in koliko signalov smo presteli
na posamezni celici (1 signal, 2 signala, 3 sigvali kot trije signali).

Tako izpolnjen kontrolni list nam sluzi kot kontackakovosti celotnega postopka analize

FISH za vsak preparat posebe.

Tabela Ill: Vzorci in Stevilo signalov pri DNA-sondah

NORMALEN
KROMOSOMSKO VZOREC VZOREC SIGNALOV PRI
IME SONDE PODROCJE DIAGNOZA | SIGNALOV SPREMEMBI
BCR/ABL 9934/22q11.2 KML 20, 27 20,17, 1F
LSID13S319 13q14.3 DP/KLL | 20 10 alieni
LSI 13¢34 13934 KLL 2M 1M ali i
LSI p53 17p13.1 VSl 20 10 ali ¥
CEP 12 12p11qg1l KLL 27 3z
LSI ATM 11g22.3 KLL 27 17

O — oranzni signal
Z — zeleni signal

M — moder signal
F — fuziran (zliti) signa
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3.2.6.2 Delovni postopek

V naSem primeru smo na skupno 500 celicah signeliet§je tehniki. Eden po 300 celic,
dva pa naknadno vsak po 100 celic. Signale smdgategali s pomgo fluorescetinega
mikroskopa in jih vrednotili v skladu z navodili@zvajalca. Uporabili smo 4 razhe
filtre: zelen, oranzen in moder za vsako sondo Ipgseer kombiniran za pregledovanje
oranznih in zelenih signalov hkrati (rumeni sighaRezultate smo vpisovali na poseben

obrazec, ki ga pripot@ Vysis za kontrolo kakovosti pri analizi FISH (Bga 2).

3.2.7 Obdelava rezultatov

Pri ratunanju mejnih vrednosti za posamezne sonde smabificstatisttno funkcijo
inverzija (16).

Mejna vrednost smo daldi s statisttno oceno, z uporabo binomske porazdelitve. Ker
podatki niso porazdeljeni v tgno zvonasto (Gaussovo) krivuljo, mejne vrednosti ne
morejo temeljiti na izréunih standardne deviacije (SD). Mejne vrednosti sznaunali s
pomaijo programa Microsoft Excel s statigsio funkcijo »BETAINV«. Ta funkcija
izratuna enostransko zgornjo mejo zaupanja na podldgnimega izréduna za binomsko
porazdelitev. To lahko naredimo s preverjanjem ltaiv za 20 normalnih vzorcev iste
vrste in z identifikacijo vzorca z najgjen Stevilom napanih pozitivnih celic (jeder) za
kateri koli vzorec signala. Stevilo laznih pozitikncelic, smo vstavili vB inverzno
funkcijo za dolgitev mejne vrednosti za odkrivanje rest nenormalnih klonov. Za
izratun mejnih vrednosti smo izbrali 95% interval zaypamri cemer smo potrebovali
Stevilo vseh prestetih celic (100 do 500) in Stevdzno pozitivnih celic s katerimkoli

nenormalnim vzorcem signalov (16).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Vsi preparati so bili pripravijeni po standardnemeracijskem postopku za preiskavo
FISH, po 72 h gojenju venske krvi za konstitutikariotip. Vsi vzorci so bili periferna kri
zdravih dajalcev.

Preparate smo vrednotili trije analitiki, tako da&cs skupno vrednotili po 500 celic za
vsako sondo. Uporabili smo 4 razie barvne filtre na fluoresc&mem mikroskopu.
Rezultate smo obdelali s potjo statisténe funkcije $ inverzijac s pomgo programa

Microsoft Exel.

4.1 Kakovost preparatov

Vse rezultate smo vpisovali v posebne kontrolngeliki jih pripor@a Vysis za
spremljanje kakovosti analize FISH. Podroben opisttolnega lista je naveden v poglavju
3.2.6 (vrednotenje preparatov FISH), primer komiegla lista pa je v prilogi (Priloga 2).

»Odlicen« preparat ima primerno porazdeljenost celicsekine prekrivajo, signali so
lepo vidni na vseh jedrih, njihova intenziteta jeama, ni artefaktov in nespedifie vezave
sonde. »Dobri« preparati imajo nekoliko slabSe rezlkejSe nanose, ¥eartefaktov in
nespeciftne vezave sonde, signali so slabSe intenzitetajareso Se vedno ustrezni za
Stetje/vrednotenje. Celice in signali so Se vedsmolvidni, tako da se ti preparati Se
smatrajo kot ustrezni za vrednotenje. »Slabih« gmapv ni bilo. Le-ti se izlgjo in ne
Stejejo, vendar je takSnih preparatov malo.

Tako smo pri skupni oceni kakovosti 75 preparatobild 63 (84%) odlnih in 12 (16%)
dobrih preparatov, kar pomeni, da smo nalogo izveipreparatih primerne kakovosti. K
delezu »dobrih« preparatov je naj\@ispevala sonda LSI P53 v Panelu 1 (58,3%).

Na 28 (37,3%) preparatih je bilo nekoliko bolj zemo ozadje sonde. Predvsem je Slo za
nespeciftno vezavo sond v okolici jeder in izven »cilin€ke« (slika 11b), ter za razpadla
jedra, na katere se veze Dapill (slika 10b). Initete je bila najslabSa pri sondi LSI p53.
Od skupno 26 preparatov, ki so bili ocenjeni kabbiik glede intenzitete signalov, zajema
LSI p53 kar 65,4% le-teh. Sledijo mu BCR/ABL (19,p%r LSI D13S319 in LSI ATM
(15,4%). Pri »Panelih« se je v 65% vseh »dobriheparatov pojavila delna slabsa

intenziteta signalov, predvsem pri sondah LSI ps3L$l D13S319 (oranzni signali),
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medtem, ko smo pri CEP12 in ATM zabeleZili precglj3o intenziteto signalov. Kvaliteta
preparatov FISH je Steviho povzeta v tabeli IV.

Tabela IV:Kvaliteta preparatov FISH

&t vseh INTENZITETA CELOTNA
SONDA SIG. OZADJE KVALIT.
preparatov < < =
ODLICNI | DOBRI | ODLICNI | DOBRI [ ODLICNI | DOBRI
Panel |LSI p53 8 17
1 LS| ATM 25 o1 4 14 11 18 7
LSl
oanel |D138319 21 4
> LSI 25 o5 0 13 12 22 3
13934
CEP12 25 0
BCR/ABL 25 20 5 20 5 23 2

4.2 Dolo éanje mejnih vrednosti

4.2.1 LSI BCR/ABL

Pri omenjeni sondi smo na skupno 25 preparatihhlgreiskovancev dobili v povptjel
rezultat je bil 3,3%, ki pa ga je dgible en tehnik. Odstotke smo za vsako sondo
izracunali za vsak preparat posebej glede na Steviltglik celic in Stevilo dobljenih
signalov (Tabela V.)

Pri sondi LSI BCR/ABL ES vidimo pri zdravem preislamcu dva oranzna signala in dva
zelena signala. Pri translokaciji t(9;22) vidimagorabo kombiniranega filtra alajno dva
oranzna signala, en zelen signal in en zliti — nursignal, kar potrjuje translokacijo med
kromosomoma 9 in 22 (slika 10). Pri naSih prepharaismo zasledili nobenega ttpega
pozitivhega vzorca signalov (1F201Z2), kar pomenjedanejna vrednost za tii signal

0, za atiptni, ki se pojavlja pri terminalni deleciji 9q (1F1@) pa smo doldli 5 oz 3

(diplomant) takSne signale pri zdravih preiskovanci
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a)
Slika 10 Sonda LSI BCR/ABL za dot@nje t(9;22). a) normalni vzorec signalov (na jedru
levo zgoraj vidimo dodatni zeleni signal, ki pagjefakt); b) spremenjen vzorec signalov

pri translokaciji ali kolokalizaciji signalov

Tabela V:Rezultati vrednotenja preparatov z uporabo DNAJsoBCR/ABL.

BCR/ABL
D Stevilo prestetih celic jtti%\ilcl:lr?ir? CS)IZE;tI;\;Tg\]/
T1 T2 D T1 T2 D
3 100| 100| 300 3 1 5
100 200| 300 2 0 3
4 100| 100| 300 1 2 9
100| 100| 300 0 0 2
5 100| 100| 300 2 2 0
100| 100| 300 2 0 4
6 100| 100| 300 2 1 2
100 100| 300 0 0 3
7 100| 100| 300 1 0 10
100 100| 300 1 2 1
8 100| 100| 300 0 1 7
100| 100| 300 3 1 4
9 100| 100| 300 1 1 4
100 100| 300 0 1 5
10 100| 100| 300 0 2 6
100 100| 300 1 0 1
11 100| 100| 300 1 2 4
12 ni St. 200| 300}/ 2 7
100 100| 300 1 0 4
13 100| 100| 300 2 1 9
14 100 100| 300 2 2 3
15 100| 100| 300 1 2 4
16 100 100| 300 1 2 4
17 100 100| 300 1 2 3
18 100| 100| 300 1 0 1

- (T1, T2, D) — tehnik 1, tehnik 2, diplomant; atipi¢ni signal: 1 zlit, 1 oranzen, 1 zelen
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4.2.2 PANEL 1: LSI ATM in LSI p53

Pri sondi LSI ATM smo na skupno 25 preparatih 1§biskovancev, dobili v povpig
0,8% celic z enim signalom, 0,3% celic s tremi aigrter 98,9% celic z normalnim
vzorcem signalov; — 2 zelena signala. N&jveelez celic z enim signalom je bil 3%, s
tremi pa 4%.

Pri sondi LSI p53 smo na skupno 25 preparatih lj8-diskovancev, dobili v povpig 1,2
% celic z enim signalom, 0,6 % celic s tremi sigimaP8,2 % celic z normalnim vzorcem
signalov — dva oranzna signala. Najveelez celic z enim signalom je bil 3,3%, s tiem
signali pa kar 6 %. Ker pri omenjenem preparatielikim delezem ostala dva analitika
nista dobila znatnega odstopanja od normale, sklepaa je teh 6% abnormalnih celic
posledica subjektivhega vpliva (Tabela VI).

Pri sondi LSI ATM vidimo pri zdravem preiskovancuz&lena signala. Pri patoloSkem
vzorcu signalov vidimo na zelenem filtru bodisililvec kot 2 signala (slika 11a).

Pri sondi LSI p53, pri kateri je Stetje najtezjeazh Sibkih signalov, vidimo pri zdravem
preiskovancu 2 oranzna signala Signali niso intemzzato so nekoliko slabse vidni.
Pri patoloSkem vzorcu signalov vidimo na oranzndtrufen signal, lahko tudi wekot 2
(slika 11b).

delecija ATM

a) b)
Slika 11:a) Delecija ATM (vidimo en zeleni signal), p5S3npegativen (normalen vzorec

signalov); b) delecija podém p53 — vidimo en oranzen signal (ATM je negatijven
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Tabela VI: Rezultati vrednotenja preparatov z uporabo B¥dAd v PANELU 1

LSI ATM

LSI p53

Stevilo prestetih celic

Stevilo pozitivnih
atipi¢nih signalov

Stevilo pozitivnih atipi¢nih

ID signalov
T1 T2 D T1 T2 D
T1 T2 D [1s|3s|1s 3s|1s |3s|1s 3s |1s 3s |1s |3s
1 100 | ni St. 500 1| O/ |/ 11| 2 0 41/ / 13 3
2 100 | ni St. 500 1| O/ |/ 11| 5 0 210/ / 13 4
3 100 100| 300 O| O| O O] 2| 1 0 2 1] O 9 3
100 100| 300 O| 4| 1| O] 2| 1 0 1 2| 0 3 1
4 100 100| 300 O| O| O 1| 0| O 0 6 0| O 3 8
100 100| 300 O O 1| o 7| 1 0 0 0| O 9 1
5 100 100| 300 O O 1| O| 5| 3 1 0 0| O 3 1
100 100| 300 O| O| O| O] 8| O 1 0 0| O 9 5
6 100 100| 300 O| O| O O] O 3 0 4 3| 0 6 2
100 100| 300 1| O| O 2| 4| O 2 0 0| 0] 10| O
7 100 100| 300 O O 2| O 3| 2 0 1 0| O 7 6
8 100 100| 300 2| O 1| O 4| 3 1 1 0|l O 8 4
9 100 100| 300 1| O| 1| O] 6| 1 1 0 2| 0 6 1
100 100| 300 1| O| 1| O] 2| O 0 0 0| O 6 0
10 100 100| 300 1| O 3| Ol 5| O 1 3 2| 0 5 4
100 100| 300 O O Of 1| 2| 4 3 3 0| O 2 0
11 100 100| 300 1| O Of O 2| O 0 0 3| 0 9 2
12 ni St. 200| 300(/ |/ 1| 0| 5| 1]/ / 1] 0O 3 2
100 100| 300 O| O| 2| O] 4| 2 1 0 0| O 6 1
13 100 100| 300 O O 2| O 5| 1 3 0 0| O 3 3
14 100 100| 300 O 3| O O 2| O 0 0 3] 0 5 1
15 100 100| 300 O O O O 2| 1 0 1 2| 0 0 1
16 100 100| 300 1| O| 1| O| 4| 2 1 0 2| 0 7 0
17 100 100| 300 O 1| 2| O 1| 2 0 0 1] 0 6 0
18 100 100| 300 1| O Of O 1| 2 0 0 2| 0 4 1

-(T1, T2, D) — tehnik 1, tehnik 2, diplomant

- atipiéni signal: ATM: 1zelen oz 3zeleni, p53: loranzerBoranzni

- s — signal

4.2.3 PANEL 2: LSI D13qg14.3, LSI D13g34, CEP 12

Pri sondah za delecijo na dolgem kraku kromosoman@ na skupno 25 preparatih 18-ih

preiskovancev dobili v povpepu:

- za sondo D13S319 (13q14.3) 1,1 % celic z engnadom, 0,4 % celic s tremi signali in
98,6 % celic z normalnim vzorcem signalov — dvanérea signala. Najw§ delez celic z

enim signalom je bil 2,7 %, s tremi signali pa 3 %
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- za sondo D13g34 pa 1,3 % celic z enim signalgdh %0 celic s tremi signali in 98,3 %
celic z normalnim vzorcem signalov — dva modra aignNajveji delez celic z enim
signalom je bil 5 %, s tremi signali pa 4%.

Pri sondi CEP 12 pa smo na skupno 25 preparatilih I@-eiskovancev dobili v
povpr&ju 2,2 % celic z enim signalom, 0,1% celic s tresignali in 97,7% celic z
normalnim vzorcem signalov — dva zelena signalgvéda delez celic z enim signalom je
bil 6%, s tremi signali pa 3% (Tabela VII).

Pri sondi LSI D13g14.3 vidimo pri zdravem preiskoga 2 oranzna signala.. Pri sondi LSI
D13q34 pa vidimo 2 modra signala. Oranzni signalnskoliko manj intenzivni, ampak Se
vedno lepo vidni, medtem ko so modri signali botgnzivni.

Pri patoloSkem vzorcu signalov vidimo odsotnostpaisotnost enega ali ¥eranznih oz
modrih signalov.

Pri sondi CEP 12 vidimo pri zdravem preiskovanceelena signala. PatoloSki vzorec
signalov vidimo kot eden oz. ¥&ot dva signala (slika 12).

a)

Slika 12:a) normalno prisotni obe kopiji celotnega kromoaoh3 — dva oranzna in dva
modra signala, ter kromosoma 12 — dva zelena sighaltrisomija 12, delecija podia
13914.3 in normalen vzorec signalov za popgrd.3934.
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Tabela VII :Rezultati vrednotenja preparatov z uporabo DNAJsdRANEL 2

CEP 12 LSI D13S319 LSI 13934
5t. prestetih celic St. pozit_ivnih atipiénih | St. pozitjvnih atipi¢nih | St. pozit_ivnih atipi¢nih
signalov signalov signalov
ID T1 T2 D T1 T2 D T1 T2 D
Tl | T2 | D [1s|3s|1s|3s|1s|3s|1s|3s|1s|3s|1s|3s|1s|3s|1s|3s|1s|3s
1] 100|nist |500) 3| O}/ [/ |20| of 1| 2|/ |/ 10| 6] O 2|/ |/ |l |/
2| 100 | nist. [ 500 4] o/ |/ 9| 2 0] 0}/ |/ 91 91 2] 0|/ |/ |l |/
3 100| 100|300 1| 0| O| O] 9/ 0| O| O| O] O| 6| 4 2| 0] O] O}/ [/
100| 100|300f 1| 0| 2/ 0| 3] 0) 1|/ 0| 0] O] 2/ 2{0|]0]O0O] O] 4|3
4 100| 100|300 2| 0| 2/ 0| 6| O) O] 3| 1] 0| O] 3[ 0] 2] 3] 0]/ |/
100| 100|300f 1| 0| O| O] 4]/ 0) O| O] 1| O] 5/ 0f0] 0] 2]0] 3]0
5 100| 100|300 3| 0) O| O] 3] 0) 2|/ 0|10/ 12]21[{0]0]0]0O]0O]O
100| 100|300 3| 0| O| 3| 6| O) O] O] O] O 3| 1[5, 0/0]0] 1|02
6 100| 100|300 6| O| 2| 0| 6| O) O] O] 2| O] 4| 2 2] 0] 3] 0]/ |/
100| 100|300f 4{ 0| 2/ 0| 7|/ 0)O| O] 2| 0| 4] 2{0]12]2]0]2]1
7| 100| 100|300f 3| O] 2| O] 6/ O] O] O] 3] O] 3| 2] 1] 0] 0] O}/ |!
8| 100| 100|300f 2| O| 1| O] 4| 1| 3| 21| 0] 7] 2] 3] 0]0]0]|/ |/
9 100| 100|300f 3| 0| 2| 0| 4]/ 0) O] 2| 2] 0| 5] 1[{ 0] 3] 1] 0]/ |/
100| 100|300 5| 0| O| O|10| O) 2| O] 1] 0] 3] 0f 2] 0] 2]0]3]0
10 100| 100|300 3| 0| 6/ O] 4]/ 0) 2| 0| 2] 0| 4| 2{ 0] 2] 2] 0]/ |/
100| 100|300 0| 0| 2| O] 8] 1) 2| 0] 1| 0| 3] 0f0O]12/0]0] 20
11] 100| 100|300| 4| O| 4/ 0] 4] 0| 2| 0| 1| O] 4| 1| 4| 2| 2] 0]/ [/
12 nist.| 200|300f/ |/ 11 0] 6] 0}/ |/ 0| 0] 5] 0/ |/ 0|l o/ |/
100| 100|300f 4{ 0| 2/ 0| 3] 0) 2/ 0] 0] 2| 2/2[{0]0/]0]0]12]1
13] 100| 100|300| 3] 0| 2] O] 7| 0] O] 2| 2| 0] 8] 2| 3] 0] 3] 0]/ |/
14] 100| 100|300| 6| O 3] O] 1| 0] 0] O] 2| O] 3| 1| 2] 0] 2] 0]! |/
15| 100| 100|300| 3| 0| 3] 0] 2| 0] 0| O] 2| 0] 2| O] 1] 0] 0] O}/ |/
16| 100| 100|300| 3| O| 3] O] 4] 3] 0/ 0| 1| 0] 4] 3] 1]0]0] 0]/ |/
17] 100| 100|300| 1| 0| 3] 0] 9| 1] 0J 0| 2| 0] 4] 110 12]o0]) |/
18| 100| 100|300| 2| O| 5| O] 5| 0] O| O] O| O 2| 1| 1| 4| 0| 0|/ |/

- (T1, T2, D) — trije raztini analitiki
- atipicni signali: CEP12: 1Z oz. 3Z, D13S319: 10 oz. 38q34: 1M oz. 3M
- s —signal

4.3 Izraéun mej ob ¢utljivosti za izbrane sonde

V tabeli VIII so prikazane mejne vrednosti laznapienih rezultatov za izbrane sonde,
izratunane s statisino funkcijo inverzija. V programu Microsoft Exel izberemo fuijk
»BETAINV«, v katero vnesemo interval zaupanja, @#pozitivne celice +1 in Stevilo
prestetih celic. Lazno pozitivhe celice so bile,yse katerih je Stevilo ali vzorec signalov
odstopal od normalnega. Primefe pri pregledanih 100 celicah najdemo 5 laZzno
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pozitivnih, potem je vrednost BETAINV(0,95, 5, 100P85851, kar pomeni 8,59% lazno

pozitivnih celic. Tudi v naSem primeru smo uporainilerval zaupanja 95%.

Tabela VIII: l1zracun mejnih vrednosti

posameznega tehnika za vsako sondo

iz najegh vrednosti

prestetih  signalov

Vzorec Stevilo Mejna vrednost za posamezno sondo (%)
. preStetih| Analitik
signalov celic LSI
LSI LSI LSI BCR/ABL
LSI ATM | D13S319 13934 | p53 | CEP12 #

100 T1 6,04 7,36 9,75 7,34 10,8y 7,36

1 signal 100 T2 7,36 7,40 7,36 7,34 10,8y 8,59
300 D 4,64 2,82 2,99 5,41 3,30 5,41
100 T1 8,58 7,36 8,59 10,87 0,00

3signali| 100 T2 6,04 6,00 0,00 | 000 7,36
300 D 2,99 1,81 2,54 4,64 1,53

# - razlcen vzorec signalov (1 zliti signal)

V tabeli IX so povzeti rezultati vseh izianov, skupno za oba tehnika, ki sta prestela

vsak po 100 celic in za diplomanta, ki je za vsakodo preStel 300 celic. Povpne

vrednosti iz tabele VIIl. smo zaokrozZili, ker putinskem delu potrebujemo kot mejno

vrednost celo Stevilo, kakor podajamo tudi rezultat

Tabela IX Dolo¢ene mejne vrednosti za testirane sonde

Stevilo DNA —sonda
<. ... | Vzorec
prestetin| .
lic signalov
ce LS| LSI LS
LSI ATM | D13S319| 13g34 | P53 | CEP12| BCR/ABL
100 celic 1 signal 7 7 9 7 11 8
3 signali 7 7 4 5 4
300 1 signal 5 3 3 5 3 5
celic* ; )
3 signali 3 2 3 5 2

* - Stetje diplomanta
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Vrednosti so podane za 1 in za 3 signale pri Pah@luPanelu 2, ter za pozitiven rezultat z
enim zlitim signalom pri sondi LS| BCR/ABL. Za vsakeorec signalov je navedena

vrednost za Stetje tehnikov (100 celic) in za 8tdiplomanta (300 celic).

4.4 Primerjava dolo éenih mejnih vrednosti z deklariranimi
vrednostmi proizvajalca

Pri sondah PANELA1, Kkjer v rutini pri B-KLL &mo delecijo gena ATM in/ali delecijo
gena p53, je v naSem primeru bolj pomemben rezukiasmo ga dobili za 1 signal
(delecija). Prav tako za podie 13g14.3 in 13934 v Panelu 2. S sondo CEP 1Zdoio
trisomijo kromosoma 12 in je zato pomembnejSi reguki smo ga dobili za 3 signale.
Stevilo jeder z enim signalom je pravilomajee kot je celic s tremi signali.

Vsaki sondi je priloZzen certifikat o analizi, khjipoda proizvajalec in vsebuje podatke o
zgornjih in spodnjih mejnih vrednostih za posamegorede ter Stevilko serije (»lot«) in

sledljivost komponent, informacija o testiranju denin deklaracija o kakovosti. Primeri

certifikatov sond, ki smo jih uporabili pri naserala, so v prilogi 4 in 5. Proizvajalec za

sondo BCR/ABL navaja, da pri prestetin 200 jedrih gyeparatu venske krvi zdravega
dajalca, ni lazno pozitivnih rezultatov, za prepar&ostnega mozga pa rezultati niso
podani (priloga 5).

Za Panele 1 in 2 pa podatki o rezultatih Stetja nsvedeni (Priloga 4). Nekatere sonde, ki
so zajete v Panelih, uporabljamo tudi kot posamelswe pa imajo svoje certifikate

(priloga 6). Tako za sondo LSI p53 proizvajaleccedifikatu navaja, da pri 200 presStetih
celicah lahko obstaja 0,33 celic (0,17%) z enimisamsignalom in 1,33 celic (0,67%) s

tremi signali (priloga 6¢). Za sondo LSI D13S31®67 celic (0,34%) z enim signalom in

0,67 celic (0,34%) s tremi signali (priloga 6b).i Bondi CEP 12 pa proizvajalec za
normalne vzorce venske krvi navaja vrednosti 2,24€n signal in 0,36% za 3 signale

(priloga 6a).
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4.5 Ponovljivost rezultatov

Nakljutno smo izbrali nekaj vzorcev, na katerih smo pol@vializo FISH z isto DNA-
sondo. Izkazalo se je, da do bistvenih sprememixgtopanj ni prislo pri nobeni sondi.
Ceprav je kar nekaj vrednosti nad dsoo mejo obutljivosti tako pri prvi, kot pri drugi
ponovitvi. Rezultati za posamezne vzorce, na kagmo analizo FISH izvedli dvakrat, so

prikazani v tabeli X.

Tabela X Ponovljivostrezultatov

1 signal 3 signali

vzorec ponovitev (povp. %) ponovitev (povp. %)

sonda (ID) 1. 2. 1. 2.
3 0,2 0,6 0,1 1,4
4 0 1,1 0,3 0,1
ATM 5 0,9 0,9 0,3 0
6 0 0,8 0,3 0,7
9 1,3 0,9 0,1 0
10 1,9 0,2 0 0,8
3 1,3 1 1 0,4
4 0,3 1 2,9 0,1
P53 5 0,7 1,3 0,1 0,6
6 1,7 1,8 1,6 0
9 1,7 0,7 0,1 0
10 1,6 1,2 1,4 1
3 1,3 1,3 0 0
4 2 0,8 0 0
CEP12 5 1,3 1,7 0 1
6 3,3 2,4 0 0
9 2,1 2,8 0 0
10 3,4 1,6 0 0,1
3 0,7 0,7 0,4 0,2
4 0,3 1,2 1,3 0
D13q14.3 5 1,2 0,5 0,2 0,2
6 1,1 1,3 0,2 0,2
9 1,2 1,5 0,8 0
10 1,4 1,5 0,2 0
3 1 1,3 0 1
4 1,5 1,7 0,5 0
D13q34 5 0 2 0 0,7
6 2,5 1,3 0 0,7
9 0,5 2,3 1,5 0
10 1 0,7 1 0,3
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pozitivni signal
vzorec (ID) 1.ponov.(%) | 2.ponov. (%)
3 1,9 1
4 2 0,2
5 1,3 1,1
BCR/ABL 6 1.2 0.3
7 14 1,1
8 1,1 1,8
9 1,1 0,9
10 1,3 0,4

Za vrednotenje ponovljivosti metode sta dve mey@malo. Analizo FISH smo z isto
sondo na istem preiskovancu izvedli dvakrat zgdj imformacijo o primerljivosti
rezultatov posamezne sonde, za primer bistveneg@mahja med meritvami, vendar pa

Stevilo podatkov ne zadés za statistino vrednotenje.

4.6 Skupne ugotovitve

Pri nasSi nalogi smo uporabljali vzorce venske kagravih preiskovancev. Vensko kri
smo gojili po protokolu za konstitutivni KkariotipFiksirane celice smo hranili v
zamrzovalniku in jih nato uporabili za analizo FISH

Celice smo nanaSali pri relativni Zra vlagi 50%, ki naj bi bila najprimernejSa za
nanose. Vlaznost lahko le delno reguliramo (upargvaklimatske naprave), se pa v
prostoru hitro spreminja. Pred nanosom smo urawalcentracijo celic, tako da se na
steklu niso prekrivaleCe je bil vzorec preredek, smo nanesli dvakrat, asgér oz
dodajanje sveZega fiksativa, pa ni bilo potrebnampbenem vzorcu. Celice so bile puhaste
(niso svetile), prisotnih je bilo tudi precej mitd2ri nanosih nismo imeli ¥gh tezav, ker
je Slo za vzorce gojenih celic venske krvi povsednaxih preiskovancev. PatoloSko
spremenjene celice, ki jih gojimo iz kostnega mozga po kakovosti velikokrat
medsebojno precej razlikujejo.

Nanasanje sond, hibridizacija in spiranje preparai hibridizaciji je v celoti potekalo
po predpisanem protokolu za analizo FISH. Prepas® do Stetja shranjevali v
zamrzovalniku. Stetje signalov je potekalo iznteni s tremi analitiki, brez posebnega
vrstnega reda. Osvetljevanje preparatov vplivanmanziteto signalov in ta se z vsakim
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naslednjim vrednotenjem preparata, manjSa. Tako egsnanalitiki imeli v povpré&u
enake pogoje, kar secdl intenzitete signalov. Omeniti velja tudi, da kezen analitik
porabi za Stetje 100 celic bistvenoéu@sa, kot izkuSen analitik. Ravno zaradi tega smo
preparate Steli izmegno.

Pri rezultatih analize FISH (tako pri naSi nalogot pri rutinskem delu) moramo
upoStevati, da je v vseh fazah postopka prisoteliv \loveSkega faktorja. Priprava
vzorcev poteka v celoti &oo, prav tako Stetje signalov pod mikroskopom. Avadizirana
je le kodenaturacija vzorca in sonde ter hibridjzacki potekata v hibridizatorju.
Predvsem pri Stetju signalov lahko prihaja do mbangi vesjih odstopanj. Pri manjSih
odstopanjih potrdimo rezultat tako, da preStej@alig) Se tretja oseb& pa so odstopanja
vedja, analizo ponovimo. Nasi preparati so bili zetoe kakovosti, zato lahko napake, ki
bi bile posledica slabih nanosov ali neuspesSnaditacije, izkljuimo.

Proizvajalec sond (Vysis) ponuja lastne kontrolmepprate na podlagi katerih tudi
navaja smernice za kontrolo kakovosti in postopkeigpesno analizo FISH. Te smernice
so odltno za&etno izhodige za vzpostavitev kvalitetnin laboratorijskih postov pri
uporabi CEP oz LSP FISH-sond.

Pri naSi nalogi smo skupno ovrednotili 75 nanosawergev in ugotovili, da so bili v
sploSnem preparati zelo dobre kakovosti (PrilogaS3samimi vzorci nismo imeli tezav,
celice so bile ustrezno gojene, nanosi dovolj gostielice niso svetile. Vse to vpliva na
kasnejSo hibridizacijo, ki pa je pri naSih vzorgbtekala zelo uspesno. Pri vrednotenju
preparatov smo se zgledovali po kriterijih, ki jifavaja prizvajalec, in tudi mi smo
uporabili tristopenjsko ocenjevanje preparatov bgladobro, odtino). Ocenili smo
intenziteto signalov za posamezne sonde, ozadj@saan celokupno kakovost preparatov.
Pri slednjem smo uposStevali celoten mikroskopsied preparata, ki zajema nanos celic,
hibridizacijo sonde in tudi moznost Stetja signalov
V literaturi (12) so mejne vrednosti za n&pa pozitivhe vrednosti dobali na 5-ih vzorcih
kostnega mozga Stirje tehniki, na prestetin 200cakl Podali so vrednosti s tremi
standardnimi deviacijami (SD). Podatki so stareggSegtuma (2005), uporabljene sonde pa
se razlikujejo od naSih. Zato smo se @dip da bomo za izré&un mejnih vrednosti
uporabili statistino funkcijo B inverzija, ki jo za tovrstne izéane priporéa novejsSa
literatura eksplicitno za validacijo DNA-sond zadpaije hematologije (16).

Za vse preizkuSane sonde smo diilanejne vrednosti, ki so viSje, kot zagotavlja

proizvajalec, se pa dobro skladajo s tistimi, Rifiavaja literatura (16). l1zkazalo se je, da
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so te veéje pri manjSem Stevilu presStetih celic, zato biobdl prihodnje najprimerneje

validirati sonde s Stetjem 200 celic, kolikor ja&no Stevilo vrednotenih celic. Smiselno
bi bilo tudi ponoviti poskuse Se na patoloskih wior za katere vemo, da izbrana
citogenetska sprememba ni prisotna. Preparati eekisk zdravih preiskovancev, gojene
po protokolu za konstitutivni kariotip, so v pov@ge namreé lepsi in ustreznejSi za Stetje
kot preparati kostnega mozga preiskovancev s hdéositw boleznijo, zato je verjetno, da
so mejne vrednosti za kostni mozegjee

Ponovljivost Stetja med posameznimi tehniki je kaaovoljiva.
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5 SKLEPI

Sklepi naSe naloge so:

- Z metodop-inverzije, smo doléli mejne vrednosti za 6 DNA-sond. Mejne vrednosti
znasSajo za sondo LSI ATM pri prestetih 100 celigéh in pri 300 celicah 5%, iste
vrednosti smo dobili pri sondi LSI p53. Za sondd D83S319 smo pri prestetih 100
celicah dolgili mejno vrednost 7%, pri 300 celicah pa 3%, mndi 13934 so bile
vrednosti pri 100 preStetih celicah 9%, pri 300ica#d pa prav tako 3%. Pri sondi
CEP12, kjer dolsamo trisomijo, znaSajo mejne vrednosti pri 100 tetd$ celicah
4%, pri 300 pa 2%. Za sondo LSI BCR/ABL smo adlo8% pri 100 preStetih
celicah in pri 300 celicah 5%, oboje za atpisignal. Pri omenjeni sondi timih
lazno pozitivnih signalov nismo zasledili pri noleemvzorcu.

- Mejne vrednosti so e kot jih navaja proizvajalec za nekatere DNA-sgnda]

zatrjuje, da lazno pozitivnih celic ni.
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7 PRILOGE

Priloga 1: Odpravljanje tezav pri analizi FISH (Vysis)

TEZAVA MOZEN VZROK MOZNA RESITEV
Poskodovana Vzorci so Sli prehitro skozi Pove&amo temperaturo vodne kopeli (2eeno relativno
morfologija raztopine vlago) med nanaSanjem vzorcev na stekla
kromosomov

ZmanjSamo temperaturo grelne gBs

Susimo stekla vségz n@ pri sobni temperaturi in jih
nato staramo najmanj 24 ur pri sobni temperaturi.

Ne staramo stekel pri visoki temperaturi.

Preparati niso dovolj temeljito
posuseni pred denaturacijo

Pred denaturacijo preparate segrejemo na 45-50°C
jih dehidriramo po eno minuto v seriji alkoholowgs,
85%, 100%).

Preparati so pregessvezi«
pred denaturacijo

Staramo preparate najmanj 24 ur pri sobni temperdtu

Moc¢no ozadje in
artefakti

Stekla pred nanosom niso
dovolj ¢ista

Pred nanosi pondomo stekla v EtOH in jih obriSemo s
celulozno vato.

celiéni drobci v preparatu,
metafaze vsebujejo citoplazmg

Speremo celice v sveZem fiksativu in ponovno
nanesemo vzorce
PodaljSam@as denaturacije na 10 minut

Nezadostno sprani preparati p
denaturaciji

oPoskrbimo da so spiralne raztopine pripravljene po
priloZenih navodilih.

Poskrbimo da sta pH vrednost in temperatura siiraln
tekatin ustrezna.
QOdstranimo krovna stekla in ponovimo spiranje.

Spiralne raztopine so predolgd
v uporabi ali so nepravilno
shranjene

Vse spiralne raztopine po 1 dnevu zavrZzemo

Hibridizirane preparate
pregledujemo z napaim
filtrom.

Izberemo ustrezen filter

Sibki signali ali
jih sploh ni

Preparati niso zadostno
denaturirani

ZviSamo temperaturo denaturacije raztopine na 74°Q

PodaljSam&as denaturacije na 2-4
minute.

Preparati niso ustrezno
pripravljeni za FISH

Preverimo pri Vysis-ovi tehtini sluzbi protokole za
pripravo preparatov za analizo FISH.

Preparati so nepravilno staran
po nanosih vzorca na stekla

Staramo preparate 24 ur na sobni temperaturi pred
izvedbo FISH (ali jih damo v 2XSSC za 2 min na 7)3°

Preparati niso temeljito
posudeni pred denaturacijo

Pred denaturacijo segrejemo stekla na 45-50°@hali j
dehidriramo po eno minuto v seriji alkoholov (70%,
85%, 100%).

Sonda ni dodana

Pripravimo novo hibridizacijsko meSanico. Sondaanag

biti popolnoma odtaljena dobro premeSamo reagaats;

kratko odcentrifugiramo. Sondo pipetirama:gsi

Sonda, hibridizacijski pufer ali
celotna hibridizacijska
mesSanica pred uporabo niso b

Reagente dobro premeSamo (vortex) in na kratko
centrifugiramo

dobro premesani.
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Hibridizacijska meSanica je
zasuSena na preparatu

Takoj po nanosu sonde postavimo krovno steklo na
oznaeno polje, kamor smo nanesli sondo.

Pred spiranjem odstranimo krovno steklo le z aneg
preparata naenkrat in takoj po#imo preparat v

spiralno tekeéino, Se preden odstranimo krovno steklg
naslednjega preparata.

Sonda je nepravilno rédna za
hibridizacijo

Preverimoge je razmerje sestavin v hibridizacijski
meSanici pravilno. (7 pL hibridizacijskega pufrgill
sonde: 2 pL redestilirane.8).

Poskrbimo da so pipete kalibrirane.
Hibridizacijski pufer mora biti popolnoma odtaljgnna
sobni temperaturi. Pipetiramo (asi

Sonda ni naneSena nactzw
mesto pravdasno, takoj po
denaturaciji

Sondo nanesemo takoj, ko preparat odstranimo i#1(
alkohola. EtOH mora popolnoma izhlapeti iz vzorca
pred nanosom sonde.

Skozi cel postopek ohranjamo predpisano temperatufo

¢as posamezne stopnje postopka.

Zraeni mehueki so bili med
postopkom ujeti pod krovna
stekla

Spustimo krovno steklo takoj - ob prvem dotiku plia
hibridizacijske meSanice.

Steklo poloZimo na celulozno vato (pivnik) in nezno
iztisnemo vidne ziae mehutke.

Neustrezni pogoji hibridizacije

nY

Temperatura idas hibridizacije morata biti spremljang.

Dobro zatesnimo krovno steklo z gumijastim cement

PodaljSamdaas hibridizacije.

Nepravilni pogoji spiranja ali
nap&ne raztopine

Poskrbimo da so spiralne raztopine pripravljene po
priloZenih navodilih.

Poskrbimo da je temperatura raztopin pravilna
(predpisana) in jo vasas spremljamo.

Poskrbimo da so termometri in pH metri pravilno
kalibrirani.

Odstranimo krovno steklo preden potopimo preparat|
spiralno raztopino

Sonde in vzorci so bili
nepravilno shranjeni

Nerazredene sonde shranjujemo na temp. -20°C,
zagitene pred svetlobo.

Nehibridizirane preparate shranjujemo na tempearatu
20°C ali man;j za daljSe obdobje ali na sobni temuoer
za krajSe obdobje.

Hibridizirane preparate shranjujemo na -20°C alhjna
zagitene pred svetlobo najy® mesecev.

Uporabljeno nagao jedrno
barvilo.
Jedrno barvilo je presvetlo.

Odstranimo krovno steklo. Pokimo stekla za 5min v

2X SSC/0.1% NP-40 pri sobni temperaturi; dehidragn

preparate v seriji alkoholov za 1 min(70%, 85%,%p0
Posusimo na zraku in ponovno pipetiramo jedrno
barvilo.

Za analiziranje preparatov
FISH pod fluorescemim
mikroskopom, uporabljen
neprimeren nabor filtrov

Kombinirani filtri prepugajo manj svetlobe kot enojni
filtri, zato izgledajo signali SibkejSi pri uporabi
kombiniranih filtorov.

Uporabimo pravilen filter za posamezno sondo o0z
fluorofor, ki ga vsebuje. Kontaktiramo Vysis-ovo

tehntno sluzbo za nadaljnje informacije.
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Nastavitve mikroskopa in
objektivov niso primerne za
pregled preparatov FISH, ali s
poskodovani filtri.

Kontaktiramo proizvajalca mikroskopa.

=

Nizka Sonde so neprimerno Poskrbimo, da je sonda pripravljena po postopku,
specifinost razredene, pogosto preve navedenem v priloZenih navodilih.
signalov sonde v preparatu.
Neprimerni pogoji Temperatura hibridizatorja mora biti 37°C
hibridizacije
Temperatura spiralnih raztopin Ohranjamo temperaturo spiralnih t&kg v kiveto ne
je prenizka. nalagamo vékot 4 preparate naenkrat in preverimo
ustreznost temperature preden spiramo naslediijjo se
preparatov.
Prenizka tinkovitost spiralne | Poskrbimo, da so spiralne raztopine pripravljene po
raztopine priloZenih navodilih.
Presvetlo ali Preparati niso bili zadostno QOdstranimo krovno steklo. Pokimo stekla za 5min v
presibko jedmo _dehidrirani pre_d na_naéan_jem 2X SSC/0.1% l\_!_P-40 pri sobni tem_peraturi; dehidrmam
barvilo jedrnega barvila ali so prisotng preparate v seriji alkoholov za 1 min(70%, 85%,%p0

oljne kapljice.
Nepravilna koncentracija
jedrnega barvila.

Posusimo na zraku in ponovno pipetiramo jedrnoiloeal

\%

Opomba: DAPI | jedrno barvilg
je osemkrat bolj koncentrirano
kot jedrno barvilo DAPI II.

Ce je jedrno barvilo presvetlo,
ga razredimo v antifade
raztopini preden ga nanasamo.

DAPI Il je prestar ali je bil za
dlje ¢asa izpostavljen svetlobi

DAPI 1l shranjujemo pri -20°C zéen pred svetlobo.
Poskrbimo, da ga ne uporabljamo po izteku roka
uporabnosti.
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Priloga 3: Kvaliteta preparatov FISH

D! SONDA Int_enziteta Ozadje CeI(_)tna
signala kvaliteta
1 ATM/P53 | O/D D D
CEP12/D13| O/D 0 0
5 ATM/P53 | O/D D D
CEP12/D13| O D 0
ATM/p53 |O D O
CEP12/D13| O D O
3 BCR/ABL |O O O
ATM/p53 [ D/D(slabsi) | D D
CEP12/D13| O D O
BCR/ABL |O O O
ATM/p53 | O/D O )
CEP12/D13| O/D ) )
4 BCR/ABL |D D D
ATM/p53 | O 0O )
CEP12/D13| O D 0
BCR/ABL |O 0 O
ATM/p53 |O/D 0O 0O
CEP12/D13| O/D 0O O
BCR/ABL |O D O
5 D/D
ATMIDS3 | Grtefakiy |P |P
CEP12/D13| O D O
BCR/ABL |O O O
ATM/p53 | O/D D D
CEP12/D13| O ) ©)
6 BCR/ABL |O ®) )
ATM/p53 | O/D 0O )
CEP12/D13| O D 0
BCR/ABL |O 0 O
ATM/p53 |[D D D
CEP12/D13| O D D
7 |BCRIABL |D D D (malo
celic)
BCR/ABL |O o |9 (malo
celic)
ATM/p53 | O/D 0O )
8 CEP12/D13| O/D D D
BCR/ABL |O ©) )
BCR/ABL |O ©) )
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Priloga 4: Certifikat o analizi za sondi Panell in Panel 2

{5 815320

- 32-161025
Certificate of Analysis
Vysis LSI p53/LSI ATM and LSI D13S319/LSI 13¢g34/CEP 12

Multi-Color Probe Sets (08L53-020)

Section 1: Lot Information and Component Traceability

Part Description Lot Expiration Date
Vysis LS| p53/LSI ATM and LSI
32-161025 D13S319/LSI 13934/CEP 12 Multi-Color 405142 04/13/09
Probe Sets
QP | TestDate Probe 1 Lot Probe 2 Lot
32-193000-300 04/18/07 403241 404745

Section 2: Lot Testing Information

Functional Testing ‘ ‘ X }Meets Specifications

Product Description — Quality Declaration

Refer to Package Insert for product description and intended use.

Abbott Molecular Inc. AM10-01-F252/R001
Des Plaines, IL 60018
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Priloga 5: Certifikat o analizi za sondo BCR/ABL

N gy

8
Certificate of Analysis L5520
Vysis LSI BCR/ABL ES Dual Color Translocation Probe Set
(08L55-020)

Section 1: Lot Information and Component Traceability

Part Description Lot Expiration Date
Vysis LS| BCR/ABL ES Dual Color 402944
R Translocation Probe Set 1015-08

QP Test Date | Probe Lot | LSI/WCP Hybridization Lot
30-190099-300 10-23-06 79632 401542

Section 2: Lot Testing Information

Negative - Peripheral Blood Positive - Cell Line/Bone Marrow
# of cells-Positive  |# of cells-Negative # of cells-Positive |# of cells-Negative
gy Hatatol 0.00 200.00 N/A NA
200 nuclei

Product Description — Quality Declaration
Refer to Package Insert for product description and intended use.

Abbott Molecular Inc. AM10-01-F256/R001
Des Plaines, IL 60018
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Priloga 6. Primeri certifikatov za posamezne sonde; a) CERLLSI D13S319, c) LSI
p53

a)
 FISH interphase analySis Was performed on perlpheral blood specimens from 30 normal sub!ects at one pilot study site. Each specimen was enumerated for the
percentage of cells with 1, 2, 3 and >4 signals. The signal distribution for this study population is summarized in Table 2.
Table 2
Distribution of Percentage of Cells With CEP 12 Signals
in 30 Normal Peripheral Blood Specimens
‘ Percentage of cells with;
0 signal | signal 2signals 3signals >4 signals
Mean a 224 97.39 0.36 0.01
SD a 1.29 1.29 0.26 003
84ata not collected
b)

I 13420

+H3781Nz4200L 32 =
_Certificate of Analysis 160045
Vysis Ls@q3§%19 (13914.3) SpectrumOrange Probe
(01N34-020)

Section 1: Lot Information and Component Traceability

Part Description Lot Expiration Date
Vysis LS| D13S319 (13914.3)
32-160045 SpectrumOrange Probe 405905 6-15-09
" QP | TestDate | Probe Lot | LSI/WCP Hybridization Lot
QP-30-190045 8-13-07 405394 404383

Section 2: Lot Testing Information

# cells, 0 dots | # cells, 1 dot # cells, 2 dots | # cells, 3 dots | # cells, >3 dots
0.00 0.67 198.67 0.67 0.00

Counting Data for
200 nuclei

Product Description — Quality Declaration
Refer to Package Insert for product description and intended use.

63



Certificate of Analysis

M

8L6420

Vysis LSI TP53 (17p13.1) SpectrumOrange Probe
(08L64-020)

Section 1: Lot Information and Component Traceability

Part Description i Lot Expiration Date
Vysis LSI TP53 (17p13.1)
32-162008 SpectrumOrange Probe 401807 10-06-2008
QP TestDate | Probe Lot’ | LSI/WCP Hybridization Lot
30-190000-300 01-10-2007 400741 400814

Section 2: Lot Testing Information

# cells, 0 dots | # cells, 1 dot # cells, 2 dots

# cells, 3 dots | # cells, >3 dots

Counting Data for
200 nuclei

0.00

1.33 0.00

0.33 198.33

Refer to Package Insert for product description and intended use.
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