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A hibridizacéo 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
diagnostico essencial na analise cromossémica pré-natal, hematolégica e
patolégica. O ADN alvo, apds fixacdo e desnaturagdo, esta disponivel para
emparelhamento com uma sonda de ADN marcada por fluorescéncia e
desnaturada de forma semelhante, que tem uma sequéncia complementar. Apos a
hibridizagao, a sonda de ADN nao ligada e ndo especificamente ligada é removida
e o ADN ¢é contracorado para efeitos de visualizagdo. A microscopia de
fluorescéncia permite entdo a visualizagdo da sonda hibridizada no material alvo.

Informagoes sobre a sonda

Os rearranjos cromossomicos que envolvem as extremidades dos cromossomas
revelaram-se uma importante causa de doengas genéticas, dada a natureza rica
em genes das regides adjacentes aos telémeros'. A importancia de tais rearranjos
cromossomicos do subtelémero foi claramente demonstrada pela sua associagao
observada a atrasos cognitivos inexplicaveis e anomalias congénitas?.

As sondas individuais especificas do subteldmero foram utilizadas para se
concentrarem em regides do subtelémero especificas e resultaram na delineagéo
de sindromes como o sindrome de delegdo do cromossoma 1p36°'° e o sindrome
de delegdo 22q13.3*. Estdo também a ser descobertas aplicagdes para as sondas
na investigagdo de perturbacdes autistas®, abortos recorrentes® e patologias
hematoldgicas’.

As sondas especificas do subtelémero da CytoCell estéo localizadas na regido
mais distal do ADN especifico do cromossoma em cada cromossoma. Para além
deste material de sequéncia unica esta a regido de 100 a 300 kb de telémero
associada a repeticdo seguida pelo limite de 3 a 20 kb da sequéncia de repeti¢céo
em tandem (TTAGGG)n 8.

As sondas foram escolhidas a partir da sequéncia Unica mais distal para
proporcionar a melhor especificidade possivel, sendo também aplicaveis para a
utilizagéo de rotina no exame da enumeragéo e integridade do subtelémero.

O conjunto original de sondas de segunda geragéo ¢ derivado de clones PAC® e
foi estabelecido em conjunto com o Instituto de Medicina Molecular, parte da
Universidade de Oxford, no Reino Unido''. As melhorias continuas do produto
levaram a algumas substituicdes com clones BAC (150 kb) ou cosmideos
alternativos (35-40 kb) para proporcionar uma melhor forca de sinal ou
especificidade cromossomica.

Especificacdo da sonda

A gama de sondas especificas do subtelémero identifica 41 dos 46 telomeros
humanos, uma vez que exclui os telédmeros do brago p dos cromossomas
acrocéntricos. Os bragos p dos cromossomas X e Y partilham o mesmo clone
subtelémero (839D20) que os bragos q dos cromossomas X e Y (C8.2/1 e 225F6)
devido a natureza pseudoautossémica destas regides. As sondas séo diretamente
marcadas com uma substancia fluorescente vermelha ou verde. Para
especificagdes da sonda detalhadas consulte a Tabela 1.

Tabela 1: Especificagées da sonda

Numero de
Sonda Numero de No:ne do Marcador registo
catalogo clone (se disponivel)
1p LPT 01PR/G CEB108 RH120573 -
1q LPT 01QR/G T60H23 GDB:315525 DT1S3739
2p LPT 02PR/G 4J892G20 D2S2983 D2S2983
2q NP LPT 02QNPR/G 172113 D2S447 D252986
3p! LPT 03PR/G dJT186B18 D354559 D354559
3q LPT 03QR/G 196F4 D3S1272 D3S1272
4p LPT 04PR/G 36P21 D4S3360 D4S3360
4q LPT 04QR/G 963K6 D4ST39 -
5p! LPT 05PR/G T8ON2T RHT20167 -

5q TPT 050R/G 240613 D552907 D552907

o TPT 06PRIG B2 STS-H99640 -

Bq TPT06QR/G 57724 0652522 0657522 |

1 TPTO7PRIG 70926 RAT04000 RFT04000

7q TPT070RIG 200085 RF4B60T RH

3 TPT 08PRIG qJ580L5 RA40679 D8S2333

3q TPT 08QRIG 789074 DBS595 DBST25

% TPT 09PRIG T3NG RH65569 RH65569 |

9q TPT09QRIG TI2NT3 DISZ68 DISZT68 |
T0p LPT 10PRIG 306F7 | SIS-N35887 |  D10S2488 |
T0q TPT 10QR/G T37E24 RAG449% RA4449%

Tp TPT TIPRIG dJ908H22 DTTS2077 DTTS2077

T1q TPTTIQRIG qI770G7 D1754974 DT754974

2o TPT12PRIG Z96ATT D125200 D125200

2 TPT120RG PAALSE RABT004 D1252343 |
T3 TPT 13QR/G T63C9 D1357825 1357825

Taq TPT 14QR/G GIB20MTE D1451420 D145T420

T5q TPT15QRIG T54PT D155936 D155936 |

SHGC-

16p LPT 16PRIG 12114 16996(055) D1653400

T6q TPTT6QRG ZA0GT0 RHB0305 RHB0305 |
17p LPT 17PRIG 20211 D1752199 D1752199

179 LPT 17QR/G 362K4 362K4 ;ﬁ’r and D1752200

T8p TPTT8PRIG 74GT8 D185552 D85552

T8q TPT18QRIG CARIZAVE] DT857390 o}

T9p TPTT9PRIG dI546CTT DT95676E -

T9q TPT 19QR/G F21283 RFT02404 RAT02404

20p TPT 20PRIG dIT06TCT D205270 D205502

20q TPT200R/G BIFT2 RAT0656 E

719 TPT210RG IF2A D2TST446 D2TST575

90K24

22q LPT 22QRIG poas D2251726 D2251726
XeYp LPT XYPRIG 839D20 DXYS129 DXYS129
XqYq 225F6 DXYS154 743206

LPT XYQRIG o o %

A letra R especifica uma marcagao vermelha e a letra G uma marcagao verde

**Esta sonda é especifica para os bragos p dos cromossomas X e Y.
***Esta sonda é especifica para os bragos q dos cromossomas X e Y.

Este kit contém apenas uma das sondas da gama de sondas especificas do
subtelémero marcadas diretamente.

Materiais fornecidos

Sonda: 15 pl por frasco (5 testes)

Quantidade de sonda especifica do subtelémero vermelho ou verde: minimo de
40 ng/teste

A sonda é produzida numa forma concentrada. E marcada com uma substancia
fluorescente vermelha ou verde. A sonda é fornecida em solugéo de hibridizacdo
(formamida, sulfato de dextrano; SSC).

Solucgéo de hibridizagao (formamida, sulfato de dextrano; SSC): 150 pl por frasco

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

Adverténcias e Precaugdes

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

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

3. As solugdes 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 laboratorio. Para
a respetiva eliminacéo, 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 eliminagéo, lave com um
grande volume de agua.

5. Todos os materiais perigosos devem ser eliminados de acordo com as
diretrizes da sua instituigdo relativamente a eliminagdo de residuos
perigosos.

6. Os utilizadores deste produto tém de ser capazes de distinguir visualmente
entre as cores vermelha, azul e verde.

Conservagao 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 necessario, mas nao fornecido
Placa quente (com uma placa sélida e controlo exato da temperatura até
80 °C).

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

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

4. Tubos de microcentrifugacéo (0,5 ml).

5. Microscopio de fluorescéncia (ver seccdo "Recomendagao de Microscépio

de Fluorescéncia").

Jarras de Coplin em plastico ou vidro.

Pinga.

Oleo de imersao de lentes para microscépio de fluorescéncia.

Centrifugadora de bancada.

10. Laminas de microscopio.

11. Lamelas de 24 x 24 mm.

12. Temporizador.

13. Incubadora a 37 °C.

14. Cola de solugéo de borracha.

Recomendagao de Microscépio de Fluorescéncia
Para obter a melhor visualizagdo possivel da sonda, recomendamos uma
lampada de mercurio 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.
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O microscépio de fluorescéncia deve ser verificado antes da sua utilizagdo para
garantir o seu correto funcionamento. O 6leo de imersao deve ser adequado para
utilizagdo em microscopia de fluorescéncia e formulado para baixa
autofluorescéncia. As recomendagdes do fabricante devem ser seguidas
relativamente a vida util da lampada e a duracéo dos filtros.

Preparagao 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 instituigdo. Prepare amostras secas ao ar em laminas de
microscépio, de acordo com os procedimentos citogenéticos padréo.

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

Preparagéo das laminas

1. Coloque 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-desnaturagao
5.  Retire a sonda do congelador e deixe-a aquecer até a TA. Centrifugue os
tubos brevemente antes de os utilizar.
6. Certifique-se de que a solugdo da sonda é uniformemente misturada com
uma pipeta.
7. Utilizando pontas de pipetas novas, remova (volume final de 10 pl de solugédo
de sonda):
e para uma hibridizagcido de sonda unica: 3 pl de sonda e 7 pl de solugéo
de hibridizag&o por teste
e para uma hibridizagdo de duas sondas: 3 ul de cada sonda e 4 pl de
solugéo de hibridizagéo por teste
e para uma hibridizagdo de trés sondas: 3 pl de cada sonda e 1 pl de
solugéo de hibridizagéo por teste
e transfira para um tubo de microcentrifugagdo. Coloque rapidamente 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 ul da solugdo de sonda na amostra de células e aplique uma
lamela com cuidado. Vede com cola de solugdo de borracha e deixe a cola
secar completamente.

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

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

Lavagens pés-hibridizagao

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.

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 microscopio 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.

Recomendagoes para o Procedimento

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

2. As condigbes de hibridizagdo podem ser negativamente afetadas pela
utilizacdo de reagentes que nao sejam os fornecidos ou recomendados pela
Cytocell Ltd.

3. Recomenda-se vivamente a utilizagéo de um termdmetro calibrado para medir
as temperaturas das solugdes, banhos-maria e incubadoras, visto que estas
temperaturas sao criticas para o desempenho ideal do produto.

4. As concentragdes de lavagem, o pH e as temperaturas séo importantes, visto
que condigdes pouco rigorosas podem resultar numa ligacéo nédo especifica
da sonda e condi¢des demasiado rigorosas podem resultar na auséncia de
sinal.

5. Uma desnaturagdo incompleta pode resultar em auséncia de sinal e uma
desnaturagdo excessiva também pode resultar numa ligagdo néo especifica.

Resultados esperados para uma hibridizagdo de sonda unica
Uma amostra normal ird apresentar um sinal na regido telomérica de cada um dos
homodlogos cromossémicos relevantes ou 2 sinais em células interfasicas.

Sonda Numero de catalogo Hibridizagbes cruzadas
conhecidas
8p LPTO8PR/G 8p com 1p e 3q
9q LPTO9QR/G 9q com 10p, 16p, 18p e XqYq
11p LPT11PR/G 11p com 17p
11q LPT11QR/G 119 com 12q (intersticial)
12p LPT12PR/G 12P com 6p e 20q

14q LPT14QR/G 14q com centromero 16

17q LPT17QR/G 179 com 1p, 5q, 6g e 11p

19p LPT19PR/G 19p com 20q

20q LPT20QR/G 20q com 6p

22q LPT22QR/G 22q com 2q (intersticial)
Limitagoes

A comunicagao e interpretagdo dos resultados da FISH devem ser consistentes
com as normas da pratica profissional e devem tomar em consideragdo outras
informagdes clinicas e de diagndstico. 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. O néao
cumprimento do protocolo pode alterar o desempenho do ensaio e produzir
resultados errados.

Informagoes 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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Patentes e Marcas Comerciais
CytoCell € uma marca registada da Cytocell Ltd.

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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