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A hibridizagao 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
diagndstico essencial na andlise cromossoémica pré-natal, hematoldgica e
patolégica. O ADN alvo, apds fixagdo e desnaturagdo, estd disponivel para
emparelhamento com uma sonda de ADN marcada por fluorescéncia e
desnaturada de forma semelhante, que tem uma sequéncia complementar. Apds
a hibridizagdo, a sonda de ADN néo 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.

Limitagées

O teste ndo se destina a ser utilizado como diagnoéstico isolado, teste pré-natal,
rastreio com base na populagéo, como teste descentralizado ou autodiagnéstico.
Este produto destina-se

apenas a uma utilizacdo profissional num ambiente laboratorial. Todos os
resultados devem ser interpretados por

técnicos adequadamente qualificados, tomando em consideragéo os resultados
de outros testes relevantes.

Este produto nao foi validado para ser utilizado com tipos de amostra ou tipos de
doenca que ndo sejam os especificados na seccéo da utilizagdo prevista.

A comunicagéo e interpretagcdo dos resultados da FISH devem ser consistentes
com as normas

da pratica profissional e devem tomar em consideragdo outras informagdes
clinicas e

de diagnéstico. Este kit destina-se a ser utilizado como adjuvante de outros testes
de

diagnostico laboratoriais e ndo deve ser iniciada qualquer medida terapéutica
apenas com base nos

resultados da FISH.

O ndo cumprimento do protocolo pode afetar o desempenho do produto e dar
origem

a falsos resultados positivos/negativos.

Este kit ndo foi validado para outros efeitos que ndo os indicados na secgéo da
utilizacéo prevista.

Informagdes sobre a sonda

As sondas satélite da CytoCell sdo especificas para cromossomas humanos. Sao
sequéncias altamente repetidas de ADN humano encontradas no bloco
centromérico, pericentromérico ou heterocromatico de cada um dos 24
cromossomas. As sondas permitem a identificagdo e enumeragdo de
cromossomas humanos em células em interfase ou cromossomas em metafase
de amostras de sangue periférico.

Especificacdo da sonda

As sondas sdo produzidas numa forma concentrada para permitir a mistura, se
necessario, de até trés sondas na mesma hibridizagéo, da gama de sondas satélite
concentradas da CytoCell. E necessario um volume final de 10 pl de solugdo de
sonda por hibridizagao.

As sondas séo diretamente marcadas com uma substancia fluorescente vermelha
(espectro Texas Red) ou uma substancia fluorescente verde (espectro FITC). Para
especificagcdes da sonda detalhadas consulte a Tabela 1.

Tabela 1: Especificagbes da sonda

Cromossoma Numero de Lécus Regido do Classe
catalogo* cromossoma ADN
1 LPE 001R/G D1zZ1 1912 satélite Il
2 LPE 002R/G D272 2p11.1-q11.1 Satélite-a

3 LPEQO3R/G | D3z1 | 3p11.1-q11.1 | Satélite-o:
4 LPEQO4R/G | D4z1 | 4p11.1-q11.1 | Satélite-o:
D127 | 1pi1.1-q11.1
1/5/19 LPEQOSR/G | D5z2 | 5pi11.1-q11.1 | Satélite-o:
D193 | 19p11.1-q11.1
6 LPEOO6R/G | D6z1 | 6p11.1-q11.1 | Satélite-o:
7 LPEQO7R/G | D7z1 | 7p11.1-q11.1 | Satélite-o
8 LPEOOSR/G | D8z2 | 8p11.1-q11.1 | Satélite-c:
9 LPEOOSR/G | D9z3 9q12 satélite Il
10 LPEO1OR/G | D10Z1 | 10p11.1-q11.1 | Satélite-o:
11 LPEO11R/G | D11Z1 | 11p11.1-q11.1 | Satélite-o:
12 LPEO12R/G | D12z3 | 12p11.1-q11.1 | Satélite-ct
13/21 LPE 013R/G B;ﬁ’é] ;?21 ] :1:31 ] :] Satélite-a
14122 LPE 014R/G B;‘z‘g ;‘Z‘SJ 1 :1:31 1 :1 Satélite-o
15 LPEO15R/G | D15z4 | 15p11.1-q11.1 | Satélite-o:
16 LPEO16R/G | D16Z2 | 16p11.1-q11.1 | Satélite-o:
17 LPEO17R/G | D17z1 | 17p11.1-q11.1 | Satélite-ct
18 LPEO18R/G | D18Z1 | 18p11.1-q11.1 | Satélite-o:
20 LPE020R/G | D20Z1 | 20p11.1-q11.1 | Satélite-o:
X LPEOXR/G | DXZ1 | Xp11.1-q11.1 | Satélite-o
Y LPEOYCR/G | DYZ3 | Yp11.1-g11.1 | Satélite-:
Y LPEOYQR/G | DYZ1 Yq12 satélite Il

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

O kit contém apenas uma das sondas da gama de sondas satélite classicas e alfa
humanas diretamente marcadas.

Materiais fornecidos

Sonda: 15 pl por frasco (5 testes)

Quantidade de sonda satélite vermelha: minimo de 3,33 ng/teste

Quantidade de sonda satélite verde: minimo de 6,67 ng/teste

A sonda é produzida numa forma concentrada. E fornecida em solugdo de
hibridizagao (formamida, sulfato de dextrano; SSC).

Solucgao 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 diagnéstico 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. Nao inale
vapores provenientes das mesmas nem permita o contacto com a pele. Use
luvas, uma bata de laboratdrio e manuseie num exaustor de laboratério. Para
a respetiva eliminagéo, 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 instituigao relativamente a eliminacao de residuos perigosos.

6. Certifique-se de que sao utilizados os periodos de hibridizagao corretos e as
concentragdes SSC, de acordo com as instrugdes do protocolo fornecidas
para as sondas individuais.

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

1. 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 secgdo "Recomendagao de Microscopio de
Fluorescéncia").

6. Jarras de Coplin em plastico ou vidro.

7. Pinga.

8. Oleo de imersao de lentes para microscépio de fluorescéncia.

9. Centrifugadora de bancada.

10. Laminas de microscoépio.

11. Lamelas de 24 x 24 mm.

12. Temporizador.

13. Incubadora a 37 °C.

14. Cola de solugdo de borracha.

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

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

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

Preparagdo 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-desnaturagao
5. Retire a sonda do congelador e deixe-a aquecer até a TA.
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 solugéo
de sonda):
e para uma hibridizagdo de sonda unica: 3 pl de sonda e 7 ul de solugédo
de hibridizagdo por teste
e para uma hibridizagdo de duas sondas: 3 pl de cada sonda e 4 ul de
solugéo de hibridizagéo por teste
e para uma hibridizacdo de trés sondas: 3 ul de cada sonda e 1 pl de
solugéo de hibridizagéo por teste
e transfira para um tubo de microcentrifugacéo. Agite gentilmente no vértex
para misturar e centrifugue de forma intermitente na microcentrifugadora.
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 pl da solugdo de sonda na amostra de células e aplique uma
lamela com cuidado. Vede com cola de solugéo de borracha e deixe a cola
secar completamente.

Desnaturagao
10. Desnature a amostra e a sonda em simultdneo 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)
entre uma hora e toda a noite. Para LPE 005R/G, LPE 016R e LPE 020R/G,
coloque a lamina num recipiente himido resistente a luz a 37 °C (+/-1 °C)
durante toda a noite.

Lavagens poés-hibridizagdo

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

13. Mergulhe alamina em SSC 0,25x (pH 7,0)a 72 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos
sem agitar*. Para LPE 005R/G, LPE 016R e LPE 020R/G, 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 microscépio de fluorescéncia.

*Se o sinal final é fraco, repita a FISH, utilizando SSC 0,4x em lavagem pos-
hibridizagéo.

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 laminas, uma vez
que tal pode reduzir a fluorescéncia do sinal.

2. As condigdes de hibridizacdo podem ser negativamente afetadas pela
utilizacdo de reagentes que nédo sejam os fornecidos ou recomendados pela
Cytocell Ltd.

3. Recomenda-se vivamente a utilizagdo 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 sdo importantes, visto
que condigdes pouco rigorosas podem resultar numa ligagado ndo especifica
da sonda e condigdes demasiado rigorosas podem resultar na auséncia de
sinal.

5. Uma desnaturagédo incompleta pode resultar em auséncia de sinal e uma
desnaturagéo excessiva também pode resultar numa ligagéo néo especifica.

Resultados esperados para uma hibridizagdo de sonda unica

Irdo existir diferengas no tamanho relativo dos sinais observados entre

cromossomas devido a diferenga no numero de cépia das sequéncias repetidas

entre cromossomas.

1. Utilizando uma das sondas satélite para os cromossomas 1-12 e 15-20
(exceto a sonda 1/5/19), uma amostra diploide deve mostrar um sinal
fluorescente no centromero de ambos os cromossomas correspondentes.

2. Utilizando a sonda para cromossomas 1/5/19, uma amostra diploide deve
mostrar um sinal fluorescente no centrémero de cada um dos cromossomas
1,5e19.

3. Utilizando a sonda para cromossomas 13/21 ou 14/22, uma amostra diploide
deve mostrar um sinal fluorescente no centrémero de ambos os cromossomas
para os cromossomas 13 e 21 ou 14 e 22.

Reatividade Cruzada Conhecida

1. A sonda satélite Ill do cromossoma 1 pode apresentar uma hibridizagédo
cruzada leve para os cromossomas 9, 5 e 19.

2. A sonda satélite-a. do cromossoma 2 pode apresentar uma hibridizagdo
cruzada leve para o cromossoma 20.

3. A sonda satélite-a. do cromossoma 4 pode apresentar uma hibridizagdo
cruzada leve para os cromossomas 8 ou 9.

4. A sonda satélite-a. do cromossoma 10 pode apresentar uma hibridizagéo
cruzada leve para os cromossomas 9, 10 ou 11.

5. A sonda satélite-a do cromossoma 11 pode apresentar uma hibridizagéo
cruzada leve para os centromeros dos cromossomas 17 e X.

6. A sonda satélite-a do cromossoma 12 pode apresentar uma hibridizagéo
cruzada leve para os centrdmeros nos cromossomas 3, 6, 7 e 10.

7. A sonda satélite-a do cromossoma 17 pode apresentar uma hibridizagéo
cruzada leve para os centrémeros dos cromossomas 11 e X.

8. A sonda satélite-a do cromossoma 19 pode apresentar uma hibridizagéo
cruzada leve para os cromossomas 1 e 5.

9. A sonda satélite-a do cromossoma X pode apresentar uma hibridizagéo
cruzada leve para os centrémeros dos cromossomas Y, 11 e 17.

10. A sonda satélite-a. do cromossoma XcYc pode apresentar uma hibridizagdo
cruzada leve para o cromossoma Y e para os centromeros dos cromossomas
11e17.

11. A sonda satélite-o/satélite Ill do cromossoma XcYq pode apresentar uma
hibridizagao cruzada leve para o cromossoma Y e para os centrémeros dos
cromossomas 11 e 17.

12. A sonda satélite-o. do cromossoma Yc pode apresentar uma hibridizagao
cruzada leve para o cromossoma X.

A probabilidade de hibridagéo cruzada pode ser reduzida quando se utiliza uma
lavagem rigorosa SSC 0,25x, em comparagdo com uma lavagem rigorosa
SSC 0,4x.

Limitagoes

A comunicagéo e interpretagdo dos resultados da FISH devem ser consistentes
com as normas da pratica profissional e devem tomar em consideracédo outras
informagdes clinicas e de diagndstico. Este kit destina-se a ser utilizado como
adjuvante de outros testes de diagnostico laboratoriais e ndo deve ser iniciada
qualquer medida terapéutica apenas com base nos resultados da FISH.

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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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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