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A hibridizag&o in situ por fluorescéncia (FISH) é uma técnica que permite detetar
sequéncias de ADN em cromossomas metafasicos ou em nucleos interfasicos de
amostras citogenéticas fixadas. A técnica recorre a sondas de ADN que se
hibridizam com cromossomas inteiros ou sequéncias Unicas individuais e serve de
forte adjuvante a citogenética classica. Desenvolvimentos recentes fizeram com
que esta valiosa técnica possa agora ser aplicada como uma ferramenta de
diagnéstico essencial na andlise cromossémica pré-natal, hematolégica e
patolégica. O ADN alvo, apés fixacdo e desnaturacéo, estd disponivel para
emparelhamento com uma sonda de ADN marcada por fluorescéncia e
desnaturada de forma semelhante, que tem uma sequéncia complementar. Ap6s
a hibridizagdo, a sonda de ADN néo ligada e ndo especificamente ligada é
removida e o ADN é contracorado para efeitos de visualizacédo. A microscopia de
fluorescéncia permite entdo a visualizacéo da sonda hibridizada no material alvo.

Informagdes sobre a sonda

Em 70% dos pacientes com a sindrome de Angelman (AS), é observada uma
grande dele¢do maternal de novo de 3-4 Mb em 15g11.2-q13%22, Os restantes
30% de casos tém causas subjacentes tais como a dissomia uniparental paterna
da mesma regido (~2%), defeitos de impressao (~2-3%) e mutagbes do gene
UBE3A®

O gene UBE3A encontra-se no interior da regido critica minima do AS#
aproximadamente a 400 kb teloméricos ao gene SNRPN. Apresenta uma
expressao preferencial do alelo materno no cérebro® e sofre mutagdes em 20-30%
dos pacientes com AS com metilagdo normal e contribuicdo biparental de 15q11-
13. E considerado um dos genes causadores do AS*S.

A sonda da regido de Angelman abrange aproximadamente 108 kb de ADN
gendmico, tem como alvo o gene UBE3A e inclui o locus D15S10. Esta sonda pode
ser utilizada para identificar delegbes da regido de AS, embora ndo detete
pequenas delegdes intragénicas ou mutacdes do UBE3A. A sonda também pode
ser utilizada para ajudar a determinar a natureza de uma dele¢éo da sindrome de
Prader-Willi detetada com a sonda SNRPN/Centro de impressdo (consulte
LPUO0O05). Delegbes grandes, de 3—-4 Mb do 15g11-13 véo causar a delecdo de
ambas as regides da sonda (SNRPN/IC e UBE3A/D15S10). Dele¢Ges mais
pequenas que incorporem o IC e o SNRPN, néo irdo causar a eliminagao da sonda
UBE3A/D15S10. Estas supressdes podem indicar um risco muito mais elevado de
recorréncia (possivelmente através de uma heranga matrilinear) e os portadores e
as suas familias, podem exigir uma investigagdo mais aprofundada®.

Especificacdo da sonda
UBE3A, 15g11.2-q12, Vermelho
15qter, 15026.3, Verde
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A Angelman (UBE3A/D15S10) Probe tem de comprimento 108 kb, é marcada a
vermelho e abrange a maior parte do gene UBE3A e inclui o marcador D15S10. A
sonda especifica do subtelémero 15qter (clone 154P1), marcada a verde, permite
a identificagdo do cromossoma 15 e atua como sonda de controlo.

Materiais Fornecidos
Sonda: 50 pl por frasco (5 testes) ou 100 pl por frasco (10 testes)

Quantidade de sonda vermelha de UBE3A: 70-88 ng/teste

Quantidade de sonda verde de 15qter: 72—90 ng/teste

As sondas sdo fornecidas pré-misturadas em solucgéo de hibridizacéo (formamida;
sulfato de dextrano; SSC) e estdo prontas para uso.

Contracorante: 150 pl por frasco (15 testes)
O contracorante é o DAPI Antifade (ES: 0,125 pug/ml DAPI [4,6-diamidino-2-
fenilindol]).

Adverténcias e Precaucdes

1. Para utilizagdo em diagnostico in vitro. Apenas para uso profissional.

2. Use luvas quando manusear sondas de ADN e o contracorante DAPI.

3. As solucdes de sonda contém formamida, que é um teratégeno. N&o inale
vapores provenientes das mesmas nem permita o contacto com a pele. Use
luvas, uma bata de laboratério e manuseie num exaustor de laboratério. Para
a respetiva eliminagdo, lave com um grande volume de agua.

4. O DAPI é um potencial agente cancerigeno. Manuseie com cuidado. Use
luvas e uma bata de laboratério. Para a respetiva eliminagdo, lave com um
grande volume de agua.

5. Todos os materiais perigosos devem ser eliminados de acordo com as
diretrizes da sua institui¢ao relativamente a eliminagéo de residuos perigosos.

Conservagédo e Manuseamento

O kit deve ser conservado num congelador a uma temperatura entre -25 °C e
-15 °C, até ao prazo de validade indicado no rétulo do kit. Os frascos de sonda e
de contracorante tém de ser conservados num local escuro.

Equipamento necesséario, mas néo fornecido

1. Placa quente (com uma placa soélida e controlo exato da temperatura até
80 °C).

Micropipetas e pontas de volume variavel, entre 1 pl e 200 pl.

Banho-maria com controlo exato da temperatura de 72 °C.

Tubos de microcentrifugagéo (0,5 ml).

Microscopio de fluorescéncia (ver sec¢éo "Recomendagéo de Microscépio de
Fluorescéncia").

6. Jarras de Coplin em plastico ou vidro.

7. Pinca.

8. Oleo de imerséo de lentes para microscépio de fluorescéncia.
9. Centrifugadora de bancada.

10. Laminas de microscopio.

11. Lamelas de 24 x 24 mm.

12. Temporizador.

13. Incubadora a 37 °C.

14. Cola de solucéo de borracha.
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Recomendacéo de Microscopio de Fluorescéncia
Para obter a melhor visualizagéo possivel da sonda, recomendamos uma lampada
de mercuUrio de 100 watts e lentes planas apocromaticas 63x ou 100x. O filtro
passa-banda triplo DAPI/FITC/Texas Red é ideal para visualizar todas as
substancias fluorescentes e DAPI simultaneamente.

Preparagdo das Amostras

O kit destina-se a ser utilizado em células de sangue periférico em culturas fixadas
no fixador de Carnoy que deve ser preparado de acordo com as diretrizes do
laboratério ou instituicdo. Prepare amostras secas ao ar em laminas de
microscopio, de acordo com os procedimentos citogenéticos padrao.

Protocolo do FISH
(Nota: Certifique-se de que a exposi¢do da sonda as luzes do laboratério esta
sempre limitada).

Preparagéo das laminas

1. Cologue uma gota de amostra celular numa lamina de microscépio de vidro.
Deixe secar.

2. Mergulhe a lamina em SSC 2x durante 2 minutos a temperatura ambiente
(TA) sem agitar.

3. Desidrate numa série de etanol (70%, 85% e 100%), cada uma durante
2 minutos a TA.

4. Deixe secar.

Pré-desnaturagéo

5. Retire a sonda do congelador e deixe-a aquecer até a TA.

6. Certifiqgue-se de que a solucéo da sonda é uniformemente misturada com uma
pipeta.

7. Retire 10yl de sonda por cada teste e transfira-os para um tubo de
microcentrifugagdo. Reponha o restante volume da sonda no congelador.

8. Coloque a sonda e a lamina da amostra numa placa quente a 37 °C (+/-1 °C)
durante 5 minutos para pré-aquecimento.

9. Coloque 10 pl da solugdo de sonda na amostra de células e apliqgue uma
lamela com cuidado. Vede com cola de solucédo de borracha e deixe a cola
secar completamente.

Desnaturacéo
10. Desnature a amostra e a sonda em simultaneo aquecendo a lamina numa
placa quente a 75 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos.

Hibridizagéo
11. Coloque a lamina num recipiente humido resistente a luz a 37 °C (+/-1 °C)
durante toda a noite.

Lavagens p6s-hibridizagédo

12. Retire a lamela e todos os vestigios de cola com cuidado.

13. Mergulhe a lamina em SSC 0,4x (pH 7,0) a 72 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos
sem agitar.

14. Drene alamina e mergulhe-a em SSC 2x e 0,05% de Tween-20 a TA (pH 7,0)
durante 30 segundos sem agitar.

15. Drene alamina e aplique 10 pl de DAPI Antifade em cada amostra.
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16. Cubra a amostra com uma lamela, elimine eventuais bolhas e deixe a cor
desenvolver-se no escuro durante 10 minutos.
17. Visualize com um microscoépio de fluorescéncia.

Estabilidade das laminas acabadas
As laminas de FISH permanecem analisaveis durante, no maximo, um més, se
conservadas no escuro a uma temperatura igual ou inferior a TA.

Recomendagdes para o Procedimento

1. Na&o é recomendado o aquecimento ou envelhecimento das laminas, uma vez
que tal pode reduzir a fluorescéncia do sinal.

2. As condicBes de hibridizagdo podem ser negativamente afetadas pela
utilizacé@o de reagentes que néo sejam os fornecidos ou recomendados pela
Cytocell Ltd.

3. Recomenda-se vivamente a utilizagdo de um termémetro calibrado para medir
as temperaturas das solu¢des, banhos-maria e incubadoras, visto que estas
temperaturas sdo criticas para o desempenho ideal do produto.

4. As concentracdes de lavagem, o pH e as temperaturas séo importantes, visto
gue condigdes pouco rigorosas podem resultar numa ligagdo ndo especifica
da sonda e condi¢cdes demasiado rigorosas podem resultar na auséncia de
sinal.

5. Uma desnaturacdo incompleta pode resultar em auséncia de sinal e uma
desnaturagéo excessiva também pode resultar numa ligagdo nédo especifica.

Resultados Esperados

Numa célula normal, esperam-se dois sinais vermelhos e dois sinais verdes (2R,
2G). Uma célula com uma delegcdo de UBE3A deve ter um sinal vermelho e dois
controlos verdes (1R, 2G).

Limitagdes

A comunicacéo e interpretacdo dos resultados da FISH devem ser consistentes
com as normas da préatica profissional e devem tomar em consideragéo outras
informacdes clinicas e de diagnéstico. Este kit destina-se a ser utilizado como
adjuvante de outros testes de diagndstico laboratoriais e ndo deve ser iniciada
qualquer medida terapéutica apenas com base nos resultados da FISH. Este
dispositivo destina-se a detetar perdas gendémicas maiores do que a regido
abrangida pelo clone vermelho deste conjunto de sondas. Perdas genémicas fora
desta regido ou as perdas parciais desta regido poderdo ndo ser detetadas com
este produto.

Informagdes Adicionais

Para obter mais informacdes sobre o produto, contacte o departamento de
assisténcia técnica da CytoCell.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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REF PT: Namero de catélogo

VD PT: Dispositivo de diagndstico in vitro
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PT: Codigo de lote

PT: Consulte as Instru¢des de utilizagao

PT: Fabricante

PT: Prazo de validade

PT: Limites de temperatura

PT: Suficiente para <n> testes

PT: Conteldo
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Patentes e Marcas Comerciais

CytoCell € uma marca registada da Cytocell Ltd.

Este produto contém tecnologia licenciada pela Life Technologies Corporation e
estd disponivel apenas para uso em diagnésticos humanos ou para fins de
investigacdo na area das ciéncias da vida.

Cytocell Ltd.

Oxford Gene Technology,
418 Cambridge Science Park,
Milton Road,

Cambridge, CB4 0PZ, UK

T: +44(0)1223 294048

F: +44(0)1223 294986

E: probes@cytocell.com

W: www.ogt.com
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