A Sysmex Group Company

ogt

CytoCell

Instrukcja uzytkowania
REF: LPU 019-S/LPU 019

Smith-Magenis (RAI1)/Miller-Dieker Probe
Combination

c € IVD

WYLACZNIE DO UZYTKU PROFESJONALNEGO

POLSKI
Dalsze informacje dostepne pod adresem www.ogt.com

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (Fluorescence In Situ Hybridisation, FISH) to
technika, ktéra umozliwia wykrywanie sekwencji DNA na chromosomach
metafazowych lub w jagdrach interfazowych obecnych w utrwalonych prébkach
cytogenetycznych. Technika ta obejmuje wykorzystanie sond DNA, ktére
hybrydyzujg do catych chromosomoéw lub pojedynczych unikalnych sekwencji, i
stanowi istotne uzupetnienie klasycznych metod cytogenetycznych. Ostatnie
odkrycia wskazujg, 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 denaturacji, staje si¢ dostepna do przytgczenia do zdenaturowanej w
podobny sposéb, 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 materiatlu docelowego mozna nastepnie obserwowac pod
mikroskopem fluorescencyjnym.

Informacje o sondzie

Zespot Smith-Magenis (Smith-Magenis Syndrome, SMS) to zespét mnogich wad
wrodzonych charakteryzujgcy sie opdznieniem umystowym, zaburzeniami
neurobehawioralnymi, zaburzeniami snu, niskorostoscia, drobnymi cechami
dysmorficznymi twarzoczaszki i szkieletu, wrodzonymi wadami serca i wadami
nerek!2. Jest to jeden z najczesciej wykrywanych u ludzi zespotéw mikrodelecii.
Zespdt ten powigzano z interstycjalng delecjg prazka 17p11.2 chromosomu?.
Wyniki badan molekularnych przeprowadzonych na prébkach pochodzgcych od
pacjentéw z SMS sugeruja, ze minimalny region objety delecjg (Minimally Deleted
Region, MDR) rozcigga sie na dtugo$¢ okoto 700 kz*%, chociaz najczesciej dtugosé
regionu objetego delecjg wynosi okoto 4 Mz*. Proksymalna granica regionu MDR
jest zlokalizowana w obregbie regionu naktadania sig genéw FLII i LLGL1, a dystalna
granica — w obrebie genu PEMTS. Z zespotem tym powigzano delecje i mutacje
genu RAI1 (Retinoic Acid Induced 1), ktéry lezy w obrebie regionu MDR356.7,
Wykazano, ze gen RAI1 jest gtbwnym genem odpowiedzialnym za wigkszo$¢ cech
zespotu SMS®°. Delecja w obrebie regionu 17p11.2 prowadzi do zespotu SMS,
natomiast duplikacja tego samego regionu powoduje podobne pod wzgledem
objawéw — jednak opisywane jako odrebna jednostka chorobowa — zaburzenie
nazywane zespotem Potockiej-Lupskiego®. Cechy fenotypowe tego zespotu sg w
duzym stopniu zblizone do cech zespolu SMS, chociaz na ogét zespodt ten
charakteryzuje sig¢ ich mniejszym nasileniem. Zespot Potockiej-Lupskiego ma
jednak pewne unikalne cechy kliniczne®. Typowa duplikacja obejmuje ten sam
region o dtugosci 4 Mz, co delecja obserwowana w zespole SMS, poniewaz w obu
zespotach posredniczy niealleliczna rekombinacja homologiczna pomigdzy
flankujgcymi regionami powtorzen matej liczby kopii (Low Copy Repeat, LCR).
Zespot Millera-Diekera (Miller-Dieker Syndrome, MDS) to zespét mnogich wad
odznaczajgcy sie klasyczng lizencefalig, charakterystycznym wygladem twarzy, a
czasami takze innymi wadami wrodzonymi't. Niemalze wszystkie przypadki tego
zespotu powigzano z widocznymi lub submikroskopowymi rearanzacjami w obrebie
prazka 17p13.3 chromosomu!?, Sekwencja izolowanej lizencefalii (Isolated
Lissencephaly Sequence, ILS) obejmuje klasyczng lizencefalie bez dodatkowych
powaznych wad®®. U niemalze 40% pacjentdbw z tym schorzeniem wykryto
submikroskopowe delecje prazka 17p13.3 chromosomu®?. Zespot MDS jest
uznawany za jeden z zespotéw przylegtych genéw, w ktérym do obserwowanych
ztozonych wad fenotypowych prowadzi delecja fizycznie przylegajacych do siebie
genéw. Gen PAFAH1B1 (LIS1) jest zlokalizowany w regionie 17p13.3 i zostat
uznany za gen, ktérego nieprawidtowosci odpowiadajg za lizencefalie w zespotach
MDS i ILS'*% Delecje obserwowane u pacjentow z zespotem MDS zawsze
obejmujg gen PAFAH1B1, a takze inne loci potozone telomerycznie, ktére
rozciggajg sie na odlegto$¢ ponad 250 kz'4.

Specyfikacja sondy
LIS1 (PAFAH1B1), 17p13.3, kolor czerwony
RAI1, 17p11.2, kolor zielony
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Sonda Miller-Dieker (LIS1) Probe ma dtugo$¢ 117 kz, jest wyznakowana
czerwonym fluoroforem i obejmuje caty gen LIS1 (PAFAH1B1). Sonda Smith-
Magenis (RAI1) Probe ma dtugo$¢ 158 kz, jest wyznakowana zielonym fluoroforem
i obejmuje centromeryczny koniec genu RAI1 oraz marker D17S258. Te dwie
unikalne sekwencje petnig funkcje wzajemnych sond kontrolnych i umozliwiajg
identyfikacje chromosomu 17.

Dostarczone materiaty

Sonda: 50 pl na fiolke (5 testéow) lub 100 pl na fiolke (10 testow)

llo$¢ sondy LIS1 (PAFAH1B1) Probe wyznakowanej czerwonym fluoroforem: 23-
29 ngltest

lloé¢ sondy RAI1 Probe wyznakowanej zielonym fluoroforem: 9-11 ng/test

Sondy sg dostarczane we wstepnie wymieszanym roztworze hybrydyzacyjnym
(formamid; siarczan dekstranu; SSC) i sg gotowe do uzycia.

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

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

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

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

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

4. DAPI jest potencjalnym czynnikiem rakotwérczym. Zachowac ostrozno$c
podczas pracy z tym produktem; nosi¢ rekawiczki i fartuch laboratoryjny. Przy
usuwaniu sptuka¢ duzg iloscig wody.

5. Wszystkie materialy stwarzajgce zagrozenie nalezy wyrzuca¢ zgodnie z
wytycznymi placéwki dotyczacymi usuwania odpadéw stwarzajgcych
zagrozenie.

Przechowywanie i postepowanie z produktem

Zestaw nalezy przechowywa¢ w zamrazarce w temperaturze od -25°C do -15°C do
daty waznos$ci wskazanej na etykiecie zestawu. Fiolki z sondami i barwnikiem
kontrastowym nalezy przechowywaé w ciemnosci.

Sprzet wymagany, ale niedostarczany

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

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

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

4.  Proboéwki mikrowiréwkowe (0,5 ml).

5. Mikroskop fluorescencyjny (patrz czg$é ,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 powiekszeniu x63 lub x100. Do
jednoczesnej obserwacji wszystkich fluoroforéw i barwnika DAPI optymalnie
nadaje sie potrdjny filtr pasmowo-przepustowy DAPI/FITC/Texas Red.

Przygotowanie probki

Zestaw zaprojektowano do uzytku na komoérkach krwi obwodowej z hodowli
utrwalonych w utrwalaczu Carnoya. Komorki nalezy przygotowaé zgodnie z
wytycznymi obowigzujacymi w laboratorium lub placéwce. Nalezy przygotowac
prébki 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

1. Wkropi¢ probke komédrek na szkietko mikroskopowe. Pozostawi¢ do
wyschniecia.

2. Zanurzy¢ szkietko w 2x stezonym roztworze SSC na 2 minuty w temperaturze
pokojowej; nie wstrzgsacé.
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3. Odwodni¢ probke, 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 roztwér sond z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do temperatury

pokojowe;j.

6. Wymieszaé roztwor sond pipetg w celu zapewnienia jego jednorodnosci.

7. Pobra¢ 10 pl roztworu sond na test i przenie$¢ pobrang objeto$é do probéwki
mikrowiréwkowej. Bezzwlocznie wiozy¢ pozostaty roztwér sond z powrotem
do zamrazarki.

8. Umiesci¢ roztwdr sond i szkietko z prédbkg na plycie 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 nanie$é
szkietko nakrywkowe. Zaklei¢ szkietko klejem kauczukowym i poczeka¢ na
jego catkowite wyschniecie.

Denaturacja
10. Denaturowac jednoczesnie probke i mieszaning sond, ogrzewajac szkietko na
plycie 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 wstrzasac.

14. Pozwoli¢, aby szkietko ociekto, a nastgpnie zanurzy¢ je w 2x stgzonym
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 ociekto, a nastgpnie nanies¢ 10 pl barwnika DAPI
antifade na kazdg probke.

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

17. Obejrze¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Stabilnos¢é 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 mie¢ negatywny wptyw na warunki hybrydyzacii.

3. Na potrzeby pomiaru temperatury roztwordéw, tazni 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 spowodowacé brak sygnatu.

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

Wyniki oczekiwane

W prawidtowej komoérce powinny by¢ widoczne dwa sygnaty czerwone i dwa
sygnaly zielone (2C, 2Z). W komérce z delecjg genu LIS1 (PAFAH1B1) —
sekwencji docelowej dla sondy — powinny by¢ widoczne jeden sygnat czerwony i
dwa zielone sygnaty kontrolne (1C, 2Z), a w komérce z delecjg genu RAI1T —
sekwencji docelowej dla sondy — powinny by¢ widoczne dwa czerwone sygnaty
kontrolne i jeden sygnat zielony (2C, 1Z).

Ograniczenia

Raportowanie i interpretacja wynikéw metody FISH powinny by¢ zgodne z
profesjonalnymi standardami praktyki i dokonywane z uwzglgdnieniem 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.

Ten wyr6b jest przeznaczony do wykrywania ubytkéw genomowych wigkszych niz
region obejmowany przez czerwone i zielone klony zawarte w tym zestawie sond.
Produkt ten moze nie umozliwi¢ wykrycia ubytkéw genomowych, do ktérych doszto
poza tym regionem, lub czesciowych ubytkéw, do ktérych doszto w tym regionie.

Dodatkowe informacje

W celu uzyskania dodatkowych informaciji na temat produktu nalezy skontaktowa¢
sie z dziatem wsparcia technicznego firmy CytoCell.

Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

Strona WWW: www.ogt.com
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PL: Zawarto$¢
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Patenty i znaki towarowe

CytoCell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Cytocell Ltd.

Ten produkt zawiera technologie na licencji firmy Life Technologies Corporation i
jest dostepny do uzytku wytacznie na potrzeby diagnostyki cztowieka lub badan z
zakresu nauk przyrodniczych.

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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