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Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (Fluorescence In Situ Hybridisation, FISH) to
technika, ktéra umozliwia wykrywanie sekwencji DNA na chromosomach
metafazowych lub w jadrach interfazowych obecnych w utrwalonych prébkach
cytogenetycznych. Technika ta obejmuje wykorzystanie sond DNA, ktére
hybrydyzuja do catych chromosomoéw lub pojedynczych unikalnych sekwenciji, i
stanowi istotne uzupetnienie klasycznych metod cytogenetycznych. Ostatnie
odkrycia wskazuja, ze ta wartosciowa technika moze by¢ obecnie wykorzystywana
jako kluczowe narzedzie diagnostyczne w chromosomalnych analizach
prenatalnych, hematologicznych i patologicznych. Docelowa sekwencja DNA, po
utrwaleniu i denaturaciji, staje sie dostepna do przytaczenia do zdenaturowanej w
podobny sposob, fluorescencyjnie wyznakowanej sondy DNA o sekwenc;ji
komplementarnej. Po hybrydyzacji niezwigzane i nieswoiscie zwigzane sondy DNA
sg usuwane, a DNA jest barwiony kontrastowo w celu jego uwidocznienia. Sondy
zhybrydyzowane do materiatu docelowego mozna obserwowaé¢ pod mikroskopem
fluorescencyjnym.

Informacje o sondzie

Rearanzacje chromosomowe obejmujgce konce chromosoméw stanowig istotng
przyczyne choréb genetycznych — wynika to z faktu, ze w regionach
przylegajgcych do telomerdéw znajduje sie wiele genéw'. Znaczenie takich
subtelomerycznych  rearanzacji chromosomowych  wyraznie  potwierdza
zaobserwowany zwigzek takich zmian z uposledzeniem umystowym i wadami
wrodzonymi o nieznanej etiologii2.

W celu zbadania konkretnych regionéw subtelomerycznych wykorzystano sondy
swoiste wzgledem poszczegdlnych subtelomeréw. Doprowadzito to do
wyodrebnienia zespotéw zwigzanych ze zmianami w obrebie chromosomoéw, takich
jak zespot delecji 1p3610 i zespdt delecji 22913.3%. Sondy te znajdujg rowniez
zastosowanie w badaniach zaburzen ze spektrum autyzmuS, nawracajgcych
poronien® i nowotwordw ztosliwych uktadu krwiotworczego’.

Sondy swoiste wzglgdem subtelomeréw firmy CytoCell sg ukierunkowane na
najbardziej dystalny region chromosomowego DNA specyficzny dla kazdego
chromosomu. Dystalnie w stosunku do tego materiatu o unikalnej sekwencji
znajduje sie region o dtugosci 100-300 kz skfadajacy sie z powtdrzen powigzanych
z telomerami, po ktérym wystepuje struktura cap o dtugosci 3-20 kz obejmujaca
tandemowo powtérzong sekwencje (TTAGGG)q8.

Sondy dobrano na podstawie potozonej najbardziej dystalnie unikalnej sekwencji,
aby zapewni¢ najwiekszg mozliwg do osiggniecia swoisto$¢ i jednoczesnie
umozliwi¢ wykorzystywanie ich do rutynowych badan obejmujgcych zliczanie
regionéw subtelomerycznych i ocene ich integralnosci.

Oryginalny zestaw sond drugiej generacji uzyskano przy uzyciu klonow PAC® we
wspotpracy z Instytutem Medycyny Molekularnej bedgcym czescig Uniwersytetu
Oksfordzkiego w Wielkiej Brytanii''. W wyniku ciggtego udoskonalania produktu
klony te zastgpiono alternatywnymi klonami kosmidéw (35-40 kz) lub BAC (150 kz)
w celu zwigkszenia sity sygnatu lub swoisto$ci wzgledem chromosomu.

Specyfikacja sondy

Gama sond swoistych wzgledem subtelomeréw umozliwia identyfikacie 41 z 46 ludzkich
telomeréw, poniewaz nie obejmuje ona sond swoistych wzglgdem telomeréw ramion p
chromosoméw akrocentrycznych. Ramiona p chromosoméw X i Y wspétdzielg ten sam klon
subtelomeréw (839D20), podobnie jak ramiona q chromosomoéw X i Y (C8.2/1 i 225F6), ze
wzgledu na pseudoautosomalny charakter tych regiondw. Sondy sg bezposrednio wyznakowane
czerwonym lub zielonym fluoroforem. Tabela 1 zawiera szczegétowa specyfikacje sond.

Tabela 1: Specyfikacja sond

Numer dostepu

Sonda Numer katalogowy lildazwa Marker o ile jest
onu lostepny)
1p LPT 0TPR/G CEB108 RH120573 -
1q LPT 0TQR/G T60H23 GDB:315525 DTS3739
2p LPT 02PR/G dJ892G20 D2S2983 D2S2983
2q NP LPT 02QNPR/G 172113 D2S447 D2S2986
3p LPT 03PR/G dJT186B18 D354559 D3S4559
3q LPT 03QR/G 196F4 D3S1272 D3S1272
4p LPT 04PR/G 36P21 D4S3360 D4S3360
4q LPT 04QR/G 963K6 D4S739 -
5p LPT 05PR/G 189N21 RH120167 -
5q LPT 05QR/G 240G13 D5S2907 D5S52907
6p LPT 06PR/G 62111 STS-H99640 -
6q LPT 06QR/G 57H24 D6S2522 D6S2522
7p LPT 07PR/G 109a6 RH104000 RH104000
7q LPT 07QR/G 2000a5 RH48601 RH48601
8p LPT 08PR/G dJ580L5 RH40619 D8S2333
8q LPT 08QR/G 489D14 D8S595 D8S1925

9 [PT 09PRIG 73N6 RH65569 RH65569

9q [PT 09QR/G TT2NT3 DIS2768 D!

T0p [PT T0PRIG 306F7 STS-N35887 D1052488 |
T0q TPT T0QR/G T37E24 RH4449% RHAA449%

TTp [PT T1PRIG dJ908H22 D1152071 D1152071

T1q [PT T1QRIG dJ770G7 D1154974 D1154974

T2p [PT 12PRIG Z96ATT D125200 D125200 |
12q [PT 72QR/G 227KT8 RABT094 D1252343

T3q [PT T3QR/G T63C9 D1357825 D1357825

T4q TPT 14QR/G dJB20MT6 D1457420 D1457420

15q LPT 15QR/G 154P1 D155936 D155936 |

SHGC-

16p LPT 16PR/G 12114 16929(U0SC) D16S3400

16q LPT 16QR/G 240G10 RH80305 RH80305

17p LPT 17PRIG 2111b1 D1752199 D1752199

17q LPT 17QR/G 362K4 362K For D1752200

T8p LPT 18PR/G 74G18 D18S552 D18S552

T8q [PT 18QR/G dJ964M9 D8ST390 D8ST390

T9p TPT T9PRIG dJ546CTT DT9S676E B

9q [PT T9QR/G F27283 RAT02404 RHT02404

20p [PT 20PRIG dJT067L1 D20S270 5205502

20q [PT 20QR/G BIF12 RAT0656 -

27q TPT 2TQRIG 53H24 D27157446 D27157575

22q LPT 22QR/G 99K24 D2251726 D22S1726
XeYp LPT XYPR/G 839D20 DXYS129 DXYS129
XqYq 225F6 DXYS154 743206

LPT XYQR/G G821 SYBLA 8

R” oznacza czerwony barwnik, a ,,G” zielony barwnik

**Ta sonda jest swoista wzgledem ramion p chromosomoéw X i Y.
***Ta sonda jest swoista wzgledem ramion g chromosoméw Xi Y.

Ten zestaw zawiera tylko jedng z sond z gamy bezposrednio wyznakowanych
sond swoistych wzgledem subtelomeréw.

Dostarczone materiaty

Sonda: 15 pl na fiolke (5 testow)

llo$¢ sondy swoistej wzgledem subtelomeru wyznakowanej zielonym fluoroforem:
co najmniej 40 ng/test

Sonda jest produkowana w postaci skoncentrowanej. Sonda jest bezpos$rednio
wyznakowana czerwonym lub zielonym fluoroforem. Sonda jest dostarczana w
roztworze hybrydyzacyjnym (formamid; siarczan dekstranu; SSC).

Roztwoér hybrydyzacyjny (formamid; siarczan dekstranu; SSC): 150 pl na fiolke

Barwnik kontrastowy: 150 pl na fiolke (15 testow)
Barwnikiem kontrastowym jest odczynnik DAPI antifade (ES: 0,125 pug/ml DAPI
(4,6-diamidyno-2-fenyloindol)).

Ostrzezenia i $Srodki ostroznosci

1. Do diagnostyki in vitro. Wytacznie do uzytku profesjonalnego.

2. Podczas pracy z sondami DNA i barwnikiem kontrastowym DAPI nalezy nosi¢
rekawiczki.

3. Mieszaniny sond zawierajg formamid, ktéry wykazuje dziatanie teratogenne;
nie wdycha¢ oparéw i nie dopuszcza¢ do kontaktu ze skorg. Nosi¢ rekawiczki
oraz fartuch laboratoryjny i pracowaé pod wyciggiem. Przy usuwaniu sptuka¢
duzg iloscig wody.

4. DAPI jest potencjalnym czynnikiem rakotwdrczym. Zachowaé ostroznosé
podczas pracy z tym produktem; nosi¢ rekawiczki i fartuch laboratoryjny. Przy
usuwaniu sptuka¢ duzg iloscig wody.

5. Wszystkie materialy stwarzajgce zagrozenie nalezy wyrzucaé zgodnie z
wytycznymi placéwki dotyczgcymi usuwania odpadéw stwarzajgcych
zagrozenie.

6. Uzytkownicy tego produktu muszg by¢ w stanie rozrézniaé czerwony,
niebieski i zielony kolo

Przechowywanie i postepowanie z produktem
-158°C  Zestaw nalezy przechowywaé¢ w zamrazarce w temperaturze od -
/H/ 25°C do -15°C do daty waznosci wskazanej na etykiecie zestawu.
-25°C Fiolki z sondami i barwnikiem kontrastowym nalezy przechowywaé
w ciemnosci.

Sprzet wymagany, ale niedostarczany

1. Plyta grzewcza (ze stabilng ptyta i mozliwoscig doktadnej kontroli temperatury
do 80°C).

2. Mikropipety i koncéwki umozliwiajgce przenoszenie réznych objetosci cieczy
w zakresie 1-200 pl.

3. taznia wodna z mozliwoscig doktadnej kontroli temperatury na poziomie
72°C.

4. Probdéwki mikrowiréwkowe (0,5 ml).

5. Mikroskop fluorescencyjny (patrz czg$¢ ,Zalecenia dotyczace mikroskopu
fluorescencyjnego”).

6. Barwiacze Coplina z tworzywa sztucznego lub szklane.

7. Szczypczyki.

8. Olejek imersyjny odpowiedni do obiektywéw mikroskopowych klasy
fluorescencyjnej.

9. Wiréwka laboratoryjna.

10. Szkietka mikroskopowe.

11. Szkietka nakrywkowe o wymiarach 24x24 mm.

12. Stoper.

13. Inkubator nastawiony na temperature 37°C.

14. Klej kauczukowy.

Zalecenia dotyczace mikroskopu fluorescencyjnego

W celu optymalnej wizualizacji sondy zalecane jest uzywanie 100-watowej lampy
rteciowej i obiektywu planapochromatycznego przy powigkszeniu x63 lub x100.
Do jednoczesnej obserwacji wszystkich fluoroforéw i barwnika DAPI optymalnie
nadaje sig potrojny filtr pasmowo-przepustowy DAPI/FITC/Texas Red.

Przed uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego nalezy sprawdzi¢, czy dziata on
prawidtowo. Nalezy stosowaé olejek imersyjny odpowiedni do mikroskopii
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fluorescencyjnej o sktadzie odpowiednim do niskiej autofluorescencji. Nalezy
przestrzegac zalecen producenta dotyczgcych okresu zywotnosci lampy i wieku
filtréw.

Przygotowanie prébki

Zestaw zaprojektowano do uzytku na komérkach krwi obwodowej z hodowli
utrwalonych w utrwalaczu Carnoya. Komorki nalezy przygotowaé zgodnie z
wytycznymi obowigzujgcymi w laboratorium lub placéwce. Nalezy przygotowaé
probki suszone na powietrzu na szkietkach mikroskopowych zgodnie ze
standardowymi procedurami cytogenetycznymi.

Protokot FISH
(Uwaga: Nalezy mozliwie ogranicza¢ ekspozycje sondy na $wiatto w laboratorium).

Przygotowanie szkietek
Wkropi¢ probke komorek na szkietko mikroskopowe. Pozostawi¢ do
wyschniecia.

2. Zanurzy¢ szkietko w 2x stezonym roztworze SSC na 2 minuty w temperaturze
pokojowej; nie wstrzgsac.

3. Odwodni¢ prébke, korzystajac z szeregu alkoholowego (etanol w stezeniu
70%, 85% i 100%); zanurza¢ szkietko w kazdym roztworze alkoholu na 2
minuty w temperaturze pokojowe;j.

4. Pozostawi¢ do wyschniecia.

Denaturacja wstepna
5. Wyjac roztwor sond z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do temperatury
pokojowej. Przed uzyciem roztworu nalezy krétko odwirowaé proboweki.
6. Wymieszaé roztwor sond pipetg w celu zapewnienia jego jednorodnosci.
7. Za pomocag $wiezych koncowek do pipety pobra¢ (do objetosci koncowej
roztworu sond réwnej 10 pl):
e w przypadku hybrydyzacji z uzyciem jednej sondy: 3 pl sondy i 7 pl
roztworu hybrydyzacyjnego na test
e w przypadku hybrydyzacji z uzyciem dwéch sond: 3 pl kazdej sondy i 4 pl
roztworu hybrydyzacyjnego na test
e w przypadku hybrydyzacji z uzyciem trzech sond: 3 pl kazdej sondy i 1 pl
roztworu hybrydyzacyjnego na test
i przenies¢ calg objetos¢ roztworu sond do probdéwki mikrowirowkowe;j.
Bezzwiocznie wiozy¢ pozostaty roztwér sond z powrotem do zamrazarki.
8. Umiescic roztwdr sond i szkietko z probka na ptycie grzewczej o temperaturze
37°C (+/-1°C) na 5 minut w celu ich wstepnego ogrzania.
9. Wkropi¢ 10 pl mieszaniny sond na probke komoérek i ostroznie nanies¢ szkietko
nakrywkowe. Zaklei¢ szkietko klejem kauczukowym i poczeka¢ na jego
catkowite wyschniecie.

Denaturacja
10. Denaturowac jednoczesnie prébke i mieszaning sond, ogrzewajac szkietko
na ptycie grzewczej o temperaturze 75°C (+/-1°C) przez 2 minuty.

Hybrydyzacja
11. Umiesci¢ szkietko w wilgotnym, $wiattoszczelnym pojemniku w temperaturze
37°C (+/-1°C) na noc.

Ptukania po hybrydyzacji

12. Ostroznie zdjg¢ szkietko nakrywkowe i usung¢ wszelkie pozostatosci kleju.

13. Zanurzy¢ szkietko w 0,4x stezonym roztworze SSC (pH 7,0) w temperaturze
72°C (+/-1°C) na 2 minuty; nie wstrzgsacé.

14. Pozwoli¢, aby szkietko ociekto, a nastgpnie zanurzy¢ je w 2x stezonym
roztworze SSC ze $rodkiem Tween-20 w stezeniu 0,05% (pH 7,0) w
temperaturze pokojowej na 30 sekund; nie wstrzgsac.

15. Pozwoli¢, aby szkietko ocieklo, a nastepnie nanie$¢ 10 pl barwnika DAPI
antifade na kazdag prébke.

16. Przykry¢ szkietkiem nakrywkowym, usung¢ wszelkie pecherzyki powietrza i
pozostawi¢ szkietko w ciemnos$ci na 10 minut, aby umozliwi¢ rozwdj barw.

17. Obejrze¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Stabilnos¢ wykonanych preparatow

Preparaty poddane procedurze FISH nadajg sie do analizy przez maksymalnie 1
miesigc, o ile sg przechowywane w ciemnosci w temperaturze pokojowej lub
nizszej.

Zalecenia dotyczace procedury

1. Nie jest zalecane wypiekanie ani postarzanie preparatéw, poniewaz moze to
zmniejszy¢ fluorescencje sygnatu.

2. Stosowanie odczynnikéw innych niz dostarczone lub zalecane przez firme
Cytocell Ltd moze mieé¢ negatywny wptyw na warunki hybrydyzacji.

3. Na potrzeby pomiaru temperatury roztworéw, fazni wodnych i inkubatoréw
zdecydowanie zalecane jest korzystanie ze skalibrowanego termometru,
poniewaz temperatury te sg kluczowe dla optymalnego dziatania produktu.

4. Stezenia, wartosci pH i temperatury roztworéw wykorzystywanych do ptukania
sg istotne, gdyz mato surowe warunki mogg doprowadzi¢ do nieswoistego
wigzania sondy, a zbyt surowe warunki mogg spowodowac brak sygnatu.

5. Niecatkowita denaturacja moze spowodowaé brak sygnatu, a nadmierna
denaturacja moze réwniez doprowadzi¢ do nieswoistego wigzania.

Wyniki oczekiwane w przypadku hybrydyzacji z uzyciem jednej sondy

W prawidtowej prébce obserwowany bedzie sygnat w regionie telomerycznym
kazdego z odpowiednich homologéw chromosoméw lub 2 sygnaty w komérkach
interfazowych.

Sonda Numer katalogowy Znane hybrydyzacje krzyzowe
8p LPTO8PR/G 8pz1pi3q
9q LPTO9QR/G 9q z 10p, 16p, 18p i XqYq
11p LPT11PR/G 11p z 17p
11q LPT11QR/G 11q z 12q (interstycjalnie)
12p LPT12PR/G 12p z6p i 20q
14q LPT14QR/G 14q z centromerem 16
17q LPT17QR/G 179z 1p, 59, 6qi 11p
19p LPT19PR/G 19p z 20q
20q LPT20QR/G 20q z 6p

[ 229 ]

LPT22QR/G [

22q z 2q (interstycjalnie)

Ograniczenia

Raportowanie i interpretacja wynikéw metody FISH powinny by¢ zgodne z
profesjonalnymi standardami praktyki i dokonywane z uwzglednieniem innych
informacji klinicznych i diagnostycznych. Zestaw ten nalezy traktowac jako
uzupetnienie innych diagnostycznych testéw laboratoryjnych. Z tego wzgledu nie
nalezy inicjowa¢ zadnych dziatan terapeutycznych wytacznie na podstawie wyniku
uzyskanego metodg FISH. Nieprzestrzeganie protokotu moze wptyngé na

skuteczno$¢ oznaczenia i doprowadzi¢ do uzyskania btednych wynikéw.

Dodatkowe informacje
W celu uzyskania dodatkowych informacji na temat produktu nalezy skontaktowac

sie z dziatem wsparcia technicznego firmy CytoCell.
Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupporti

cytocell.com
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Symbol Tytut Numery referencyjne
d pl: Wytworca 5.1.1
pl: Autoryzowany
przedstawiciel we
E Wspolnocie 51.2
Europejskiej/Unii
Europejskiej
g pl: Uzy¢ do daty 5.1.4
pl: Kod partii 5.1.5
pl: Numer
katalogowy 516
e I: Trzymac z dala od
_.7 i... p’. ! rzymac z dala o 53.2
> Swiatta stonecznego
pl: Dopuszczalna 53.7
temperatura -
pl: Zajrzyj do 543
instrukcji uzywania o
D—\i:l pl: Zajrzyj do
elektronicznej 543
ogt.com/IFU instrukcji uzywania
A pl: Ostrzezenie 5.4.4
pl: Wyréb medyczny
do diagnostyki in vitro 551
pl: Zawartos$é
W wystarczajgca do 5.5.5
<n> testéw
pl: Niepowtarzalny
kod identyfikacyjny 5.7.10
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pl: Zawartos$¢ (lub

CONT N
,zawiera”)

ND.

Patenty i znaki towarowe
CytoCell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Cytocell Ltd.

Cytocell Ltd.

Oxford Gene Technology,
418 Cambridge Science
Park, Milton Road,
Cambridge, CB4 0PZ, UK
Tel.: +44(0)1223 294048
Faks.: +44(0)1223 294986
E: probes@cytocell.com
Strona WWW: www.ogt.com
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