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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
hybrydyzujg do catych chromosoméw lub pojedynczych unikalnych sekwencji, i
stanowi istotne uzupetnienie klasycznych metod cytogenetycznych. Ostatnie
odkrycia wskazujg, ze ta warto$ciowa technika moze by¢ obecnie wykorzystywana
jako kluczowe narzedzie diagnostyczne w chromosomalnych analizach
prenatalnych, hematologicznych i patologicznych. Docelowa sekwencja DNA, po
utrwaleniu i denaturacji, staje sie dostepna do przytgczenia do zdenaturowanej w
podobny sposéb, fluorescencyjnie wyznakowanej sondy DNA o sekwencji
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 obserwowac¢ pod mikroskopem
fluorescencyjnym.

Ograniczenia

Ten test nie jest przeznaczony do uzytku jako samodzielny test diagnostyczny, do
badan prenatalnych, populacyjnych badan przesiewowych, badan przytézkowych
ani do samotestowania. Ten produkt jest przeznaczony wytgcznie do uzytku
profesjonalnego w laboratorium; wszystkie wyniki powinny byé interpretowane
przez personel posiadajgcy odpowiednie kwalifikacje, z uwzglednieniem innych
istotnych wynikéw testow.

Ten produkt nie zostat zatwierdzony do stosowania dla typéw prébek lub choréb
innych niz okreslone w czesci dotyczacej przeznaczenia.

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 traktowa¢ jako
uzupetnienie innych diagnostycznych testéw laboratoryjnych. Z tego wzgledu nie
nalezy inicjowac¢ zadnych dziatan terapeutycznych wytgcznie na podstawie wyniku
uzyskanego metodg FISH.

Nieprzestrzeganie protokotu moze wptyngé na skutecznos$é testu i doprowadzié¢
do uzyskania wynikéw fatszywie pozytywnych/negatywnych.

Ten zestaw nie zostat zatwierdzony do stosowania w celach innych niz okreslone
w czesci dotyczacej przeznaczenia.

Informacje o sondzie

Sondy satelitarne firmy CytoCell wykazujg swoisto$¢ wzgledem ludzkich
chromosoméw. Sg to wielokrotnie powtérzone sekwencje ludzkiego DNA
znajdujgce sie¢ w obrebie centromeru, w poblizu centromeru lub w bloku
heterochromatycznym kazdego z 24 chromosoméw. Sondy umozliwiajg
identyfikacje i zliczanie chromosoméw ludzkich w komérkach interfazowych lub
chromosoméw metafazowych w probkach krwi obwodowe;j.

Specyfikacja sondy

Sondy sg produkowane w postaci skoncentrowanej, dzieki czemu w razie potrzeby
mozliwe jest wymieszanie maksymalnie trzech skoncentrowanych sond
satelitarnych firmy CytoCell w celu wykorzystania ich w jednej reakcji hybrydyzacji.
Na reakcje hybrydyzacji wymagana jest objetos¢ koncowa roztworu sond réwna 10
ul.

Sondy sg bezposrednio wyznakowane czerwonym (widmo Texas Red) lub
zielonym (widmo FITC) fluoroforem. Tabela 1 zawiera szczegdtowa specyfikacje
sond.

Tabela 1: Specyfikacja sond

Chr Numer Locus Region Klasa
katalogowy* chromosomu DNA
1 LPE 001R/G D1Z1 1912 satelita
typu 1l
2 LPE 002R/G D272 2p11.1-q11.1 a-satelita
3 LPE 003R/G D3z1 3p11.1-q11.1 o-satelita

4 LPE 004R/G D4Z1 4p11.1-g11.1 | a-satelita
D1Z7 P11 A-q111
115119 | LPE 005R/G D522 5p11.1-q111 | o-satelita
D193 19p11.1-g11.1

6 LPE 006R/G D621 6p11.1-g11.1 | o-satelita
7 LPE 007R/G D7Z1 7p11.1-g111 | o-satelita
8 LPE 008R/G D8z2 8p11.1-q11.1 | o-satelita
9 LPE 009R/G D9Z3 9q12 f;;i"ltlal
10 LPE 010R/G D10Z1 10p11.1-q11.1 | a-satelita
11 LPE 011R/G D11Z1 1p11.1-911.1 | a-satelita
12 LPE 012R/G D1273 12p11.1q11.1 | o-satelita

1321 | LPEO13R/G i ;ﬁ’g} ] :]:g] 11| esatelita

14/22 LPE 014R/G g;‘z‘g ;‘2‘51 1 :]:g] 1 :1 a-satelita
15 LPE 015R/G D1524 15p11.1-q11.1 | a-satelita
16 LPE 016R/G D1622 16p11.1-q11.1 | a-satelita
17 LPE 017R/G D1721 17p11.1q11.1 | a-satelita
18 LPE 018R/G D18Z1 18p11.1q11.1 | a-satelita
20 LPE 020R/G D20Z1 20p11.1-g11.1 | a-satelita
X LPE OXR/G DXZ1 Xp11.1-q111 | o-satelita
Y LPE 0YCR/G DYZ3 Yp11.1-q11.1 | o-satelita
Y LPE OYqR/G DYZ1 Yq12 f;;i"ltlal

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

Ten zestaw zawiera tylko jedng z sond z gamy bezposrednio wyznakowanych
ludzkich sond alfa-satelitarnych i klasycznych sond satelitarnych.

Dostarczone materiaty

Sonda: 15 pl na fiolke (5 testow)

llo$¢ sondy satelitarnej wyznakowanej czerwonym fluoroforem: co najmniej 3,33
ng/test

llo$¢ sondy satelitarnej wyznakowanej zielonym fluoroforem: co najmniej 6,67
ng/test

Sonda jest produkowana w postaci skoncentrowanej. Sonda jest dostarczana w
roztworze hybrydyzacyjnym (formamid; siarczan dekstranu; SSC).

Roztwor 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 pg/ml DAPI
(4,6-diamidyno-2-fenyloindol)).

Ostrzezenia i $rodki 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 pracowa¢ pod wyciggiem. Przy usuwaniu sptukac
duzg iloscig wody.

4. DAPI jest potencjalnym czynnikiem rakotwoérczym. Zachowaé 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.

6. Nalezy upewni¢ sie, ze stosowane sg prawidlowe czasy hybrydyzacji i
stezenia roztworu SSC zgodnie z instrukcjami protokotu dla poszczegdinych
sond.

Przechowywanie i postepowanie z produktem

Zestaw nalezy przechowywac¢ w zamrazarce w temperaturze od -25°C do -15°C do
daty waznosci wskazanej na etykiecie zestawu. Fiolki z sondami i barwnikiem
kontrastowym nalezy przechowywac¢ 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 objetosci cieczy
w zakresie 1-200 pl.

3. taznia wodna z mozliwoscig doktadnej kontroli temperatury na poziomie

72°C.

Proboéwki mikrowiréwkowe (0,5 ml).

Mikroskop fluorescencyjny (patrz cze$¢ ,Zalecenia dotyczace mikroskopu

fluorescencyjnego”).

6. Barwiacze Coplina z tworzywa sztucznego lub szklane.

7. Szczypczyki.

8. Olejek imersyjny odpowiedni do obiektywéw mikroskopowych klasy
fluorescencyjne;j.

9. Wiréwka laboratoryjna.

10. Szkietka mikroskopowe.

11. Szkietka nakrywkowe o wymiarach 24x24 mm.

12. Stoper.

4,
5,
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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 si¢ potrojny filtr pasmowo-przepustowy DAPI/FITC/Texas Red.

Przygotowanie probki

Zestaw zaprojektowano do uzytku na komédrkach krwi obwodowej z hodowli
utrwalonych w utrwalaczu Carnoya. Komérki nalezy przygotowaé zgodnie z
wytycznymi obowigzujgcymi w laboratorium lub placéwce. Nalezy przygotowac
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

1. Wkropi¢ prébke komoérek na szkietko mikroskopowe. Pozostawi¢ do
wyschniecia.

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

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

4. Pozostawi¢ do wyschniecia.

Denaturacja wstepna
5.  Wyja¢ roztwdr sond z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do temperatury
pokojowe;j.
Wymieszaé roztwdr sond pipetg w celu zapewnienia jego jednorodnosci.
Za pomoca $wiezych koncowek do pipety pobra¢ (do objetosci koncowej
roztworu sond réwnej 10 pl):
e w przypadku hybrydyzacji z uzyciem jednej sondy: 3 pl sondy i 7 pl
roztworu hybrydyzacyjnego na test
o w przypadku hybrydyzacji z uzyciem dwoéch sond: 3 pl kazdej sondy i 4
ul roztworu hybrydyzacyjnego na test
o w przypadku hybrydyzacji z uzyciem trzech sond: 3 pl kazdej sondy i 1 pl
roztworu hybrydyzacyjnego na test
i przenies¢ catg objetosS¢ roztworu sond do probdéwki mikrowiréwkowej.
Delikatnie wytrzgsaé probéwke w celu wymieszania jej zawartosci i odwirowaé
pulsacyjnie w mikrowiréwce. Bezzwlocznie wilozy¢ pozostaty roztwér sond z
powrotem do zamrazarki.
8. Umiesci¢ roztwdr sond i szkietko z prébkg na plycie grzewczej o temperaturze
37°C (+/-1°C) na 5 minut w celu ich wstepnego ogrzania.
9. Wkropi¢ 10 pl mieszaniny sond na probke komdrek i ostroznie nanies$¢
szkietko nakrywkowe. Zaklei¢ szkietko klejem kauczukowym i poczeka¢ na
jego catkowite wyschniecie.

6.
7.

Denaturacja
10. Denaturowa¢ jednoczesnie probke 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 1 godzine lub na cata noc. Dotyczy sond LPE 005R/G,
LPE 016R i LPE 020R/G: umiesci¢ szkietko w wilgotnym,
swiattoszczelnym pojemniku w temperaturze 37°C (+/-1°C) na noc.

Ptukania po hybrydyzacji

12. Ostroznie zdja¢ szkietko nakrywkowe i usungé wszelkie pozostatosci kleju.

13. Zanurzy¢ szkietko w 0,25x stezonym roztworze SSC (pH 7,0) w
temperaturze 72°C (+/-1°C) na 2 minuty; nie wstrzgsac*. Dotyczy sond LPE
005R/G, LPE 016R i LPE 020R/G: 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 ocieklo, a nastepnie 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 nastepnie nanies¢ 10 pl barwnika DAPI
antifade na kazda probke.

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

17. Obejrze¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

*W przypadku uzyskania stabego sygnatu nalezy powtérzy¢ procedure FISH,
uzywajac 0,4x stezonego roztworu SSC do ptukania po hybrydyzaciji.

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 mie¢ negatywny wptyw na warunki hybrydyzacji.

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 spowodowac brak sygnatu.

5. Niecatkowita denaturacja moze spowodowac brak sygnatu, a nadmierna
denaturacja moze réwniez doprowadzié¢ do nieswoistego wigzania.

Wyniki oczekiwane w przypadku hybrydyzacji z uzyciem jednej sondy

Z uwagi na réznice liczby kopii sekwencji powtérzeniowych miedzy chromosomami

obserwowane bedg réznice we wzglednej wielkoSci sygnatow miedzy

chromosomami.

1. W przypadku uzycia jednej z sond satelitarnych dla chromosomoéw 1.-12. i
15.-20. (z wyjatkiem sondy 1/5/19) w probce diploidalnej powinien by¢
obserwowany sygnat fluorescencyjny na poziomie centromeru u obu
chromosoméw z danej pary.

2. W przypadku uzycia sondy dla chromosoméw 1/5/19 w prébcee diploidalnej
powinien by¢ obserwowany sygnat fluorescencyjny na poziomie centromeru u
kazdego chromosomu z par 1., 5. 19.

3. W przypadku uzycia sondy dla chromosoméw 13/21 lub 14/22 w prébce
diploidalnej powinien by¢ obserwowany sygnat fluorescencyjny na poziomie
centromeru u obu chromosoméw z danych par — 13.i 21. lub 14. i 22.

Znana reaktywnos¢ krzyzowa

1. Sonda satelitarna typu Il dla chromosomu 1. moze wykazywa¢ stabg
hybrydyzacje krzyzowg wzgledem chromosomu 9., 5. 19.

2. Sonda a-satelitarna dla chromosomu 2. moze wykazywacé stabg hybrydyzacje
krzyzowg wzgledem chromosomu 20.

3. Sonda a- satelitarna dla chromosomu 4. moze wykazywac stabg hybrydyzacje
krzyzowg wzgledem chromosomu 8. lub 9.

4. Sonda o- satelitarna dla chromosomu 10. moze wykazywa¢ stabg
hybrydyzacje krzyzowg wzglgdem chromosomu 9., 10. lub 11.

5. Sonda o-satelitarna dla chromosomu 11. moze wykazywa¢ stabg
hybrydyzacje krzyzowg wzgledem centromeréw chromosomu 17. i
chromosomu X.

6. Sonda o-satelitarna dla chromosomu 12. moze wykazywa¢ stabg
hybrydyzacje krzyzowg wzglgdem centromeréw chromosomu 3., 6., 7. i 10.

7. Sonda a-satelitarna dla chromosomu 17. moze wykazywaé stabg
hybrydyzacje krzyzowg wzgledem centromeréw chromosomu 11. i
chromosomu X.

8. Sonda o-satelitarna dla chromosomu 19. moze wykazywa¢ stabg
hybrydyzacje krzyzowag wzgledem chromosomu 1. i 5.

9. Sonda a-satelitarna dla chromosomu X moze wykazywac¢ staba hybrydyzacje
krzyzowa wzgledem centromeréw chromosomu Y, chromosomu 11.i 17.

10. Sonda a-satelitarna dla chromosomu XcYc moze wykazywaé stabg
hybrydyzacje krzyzowg wzgledem chromosomu Y i centromeréw chromosomu
1.1 17.

11. Sonda o-satelitarna/satelitarna typu Il dla chromosomu XcYq moze
wykazywa¢ stabg hybrydyzacje krzyzowg wzgledem chromosomu Y i
centromeréw chromosomu 11.1 17.

12. Sonda a-satelitarna dla chromosomu Yc moze wykazywac stabg hybrydyzacje
krzyzowa wzgledem chromosomu X.

Ryzyko zajscia hybrydyzacji krzyzowej mozna zmniejszy¢, wykonujgc ptukanie w
surowych warunkach przy uzyciu 0,25x stezonego roztworu SSC zamiast 0,4x
stezonego roztworu SSC.

Ograniczenia

Raportowanie i interpretacja wynikéw metody FISH powinny byé 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 wzglgedu nie
nalezy inicjowac¢ zadnych dziatan terapeutycznych wytacznie na podstawie wyniku
uzyskanego metoda FISH.

Dodatkowe informacje

W celu uzyskania dodatkowych informacji na temat produktu nalezy
skontaktowac¢ si¢ 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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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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