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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 também a avaliagdo de
biopsias de tumores sélidos, o que pode fornecer informagdes importantes para a
previsdo da progressdo do tumor. As metodologias atuais, nomeadamente a
imuno-histoquimica ou a "Southern blotting", podem fornecer informagdes ao nivel
da expresséo genética. Quando é realizada em seccdes de tecido (quer incluido
em criéstato ou parafina), a FISH pode fornecer informagdes ao nivel do gene, in
situ, no local exato dentro do tumor. Isto pode revelar a heterogeneidade entre
células e permitir a detecdo de pequenos clones de células geneticamente
distintas.

Informagdes sobre a sonda

O sarcoma de Ewing (EWS) é o segundo cancro 6sseo primario mais frequente
em doentes com menos de 20 anos!. Caracteriza-se principalmente por uma
translocacao entre os dois genes — EWSR1 (regido 1 do sarcoma de Ewing) e FLI1
(integragdo 1 do virus Friend da leucemia) — na translocagéo t(11;22)(q24;q12),
encontrada em 83% de tais tumores?. 10% dos restantes casos tém uma
translocagao variante que envolve EWSR1 e ERG, 1(21;22)(q22;912), e menos de
1% comportam uma das translocacdes de 7p22 (ETV1), 17912 (E1AF) ou 2936
(FEV) com EWSR13. O EWSR1 também esta envolvido em translocagdes em
tumores desmopléasicos de células redondas pequenas, um subconjunto de
histiocitomas fibrosos angiomatéides, e possivelmente em lipossarcoma
mixoide*®. A EWSR1 Breakapart Probe também pode ser utilizada para distinguir
o sarcoma de tecido mole raro, um sarcoma de células claras, do melanoma
maligno, uma distingdo que é dificil de se fazer através da histologia ou da
imunohistologia. A translocacdo de EWS-ATF1 (ativa¢éo do fator de transcri¢cdo
1), t(12;22) (q13;q12), foi identificada em 70-90% do sarcoma de células claras,
mas ainda nao foi observada no melanoma maligno®. Esta translocag&o pode ser
detetada utilizando a EWSR1 Breakapart Probe.

A FISH demonstrou ser um método com maior sensibilidade e fiabilidade do que o
RT-PCR para o diagnostico de EWS em tecidos sélidos’.

Especificacdo da sonda
EWSR1, 22q12.1-q12.2, Vermelho
EWSR1, 22g12.1-q12.2, Verde
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22q12.1-q12.2

A EWSRL1 Breakapart Probe consiste numa sonda vermelha de 392 kb e numa
sonda verde de 631 kb, posicionadas de cada lado do gene EWSR1.

Materiais Fornecidos

Sonda: 50 pl por tubo (5 testes) ou 100 pl por tubo (10 testes)

Quantidade de sonda vermelha de EWSR1: 30-37,5ng/teste

Quantidade de sonda verde de EWSR1: 120-150 ng/teste

As sondas séo fornecidas pré-misturadas em solugéo de hibridizacéo (formamida;
sulfato de dextrano; SSC) e estéo prontas para uso.

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

Adverténcias e Precaucdes

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

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

3. As solucdes 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 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 eliminagdo, lave com um
grande volume de agua.

5. Todos os materiais perigosos devem ser eliminados de acordo com as
diretrizes da sua institui¢ao relativamente a eliminagéo de residuos perigosos.

Conservagéo 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 néo fornecido

1. Placa quente (com uma placa soélida e controlo exato da temperatura até
80 °C).

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

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

Tubos de microcentrifugagéo (0,5 ml).

Microscopio de fluorescéncia (ver sec¢éo "Recomendagédo de Microscépio de
Fluorescéncia").

6. Jarras de Coplin em plastico ou vidro.

7. Pinca.

8. Oleo de imerséo de lentes para microscépio de fluorescéncia.
9. Centrifugadora de bancada.

10. Laminas de microscopio.

11. Lamelas de 24 x 24 mm.

12. Temporizador.

13. Incubadora a 37 °C.

14. Cola de solucéo de borracha.

15. Kit de pré-tratamento de tecidos (LPS 100).
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Recomendacéo de Microscopio de Fluorescéncia

Para obter a melhor visualizacéo possivel da sonda, recomendamos uma lampada
de mercario 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. Alternativamente, para a
visualizacdo de substancias fluorescentes vermelhas e verdes, utilize o filtro
passa-banda duplo FITC/Texas Red.

Preparagdo das Amostras

O kit foi concebido para utilizagdo em seccdes de tecido fixado em formalina e
incluido em parafina (FFPE) ou microarrays de tecido (TMA) e deve ser preparado
de acordo com as diretrizes do laboratério ou da instituicdo. Devem ser utilizadas
seccdes de tecido FFPE de 4 um-6 um de espessura para a FISH.

Pré-tratamento das amostras de tecido

O pré-tratamento das amostras de tecido deve ser feito de acordo com as
diretrizes do laboratério ou da instituicdo em causa. Para obter os melhores
resultados, utilize o kit de pré-tratamento de tecidos (LPS 100).

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

Pré-desnaturagéo

1. Retire a sonda do congelador e deixe-a aquecer até a temperatura
ambiente (TA).

2. Certifique-se de que a solucéo da sonda é uniformemente misturada com uma

pipeta.

3. Retire 10 pl-15 pl (consoante o tamanho do tecido) de sonda por cada teste
e transfira-os para um tubo de microcentrifugacdo. Reponha o restante
volume da sonda no congelador.

4. Coloque a sonda e a lamina da amostra numa placa quente a 37 °C (+/-1 °C)
durante 5 minutos para pré-aquecimento.

5. Coloque 10 pl-15 pl da solucéo de sonda na amostra e apligue uma lamela
com cuidado. Vede com cola de solugéo de borracha e deixe a cola secar
completamente.

Desnaturacéo
6. Desnature a amostra e a sonda em simultdneo aquecendo a lamina numa
placa quente a 75 °C (+/-1 °C) durante 5 minutos.

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

Lavagens pds-hibridizacao

8. Retire alamela e todos os vestigios de cola com cuidado.

9. Mergulhe a lamina em SSC 0,4x (pH 7,0) a 72 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos
sem agitar.

10. Drene alamina e mergulhe-a em SSC 2x e 0,05% de Tween-20 a TA (pH 7,0)
durante 30 segundos sem agitar.

11. Drene alamina e aplique 10 pl-15 pl de DAPI Antifade em cada amostra.

12. Cubra a amostra com uma lamela, elimine eventuais bolhas e deixe a cor
desenvolver-se no escuro durante 10 minutos.

13. Visualize com um microscoépio de fluorescéncia.
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Comentarios

A eficiéncia da hibridizacdo e a morfologia dos tecidos estdo geralmente
correlacionadas negativamente. Os procedimentos de pré-tratamento agressivos
que melhoram a eficiéncia da hibridizacéo (por exemplo, um tempo prolongado de
digestéo enzimatica) tendem a destruir a estrutura das células e a morfologia dos
tecidos. No entanto, o pré-tratamento suave poupando as estruturas de tecido
pode nédo ser suficiente para a penetragdo da sonda e para obter resultados de
FISH bem-sucedidos.

A duracédo ideal do pré-tratamento térmico e do tempo de digestdo enzimatica
dependera da idade do bloco, da composi¢éo do tecido e da qualidade da fixacédo
do tecido. A digestdo enzimatica deve ser reduzida para biopsias de agulha grossa
e quaisquer secgles que contenham poucas células tumorais ou que tenham
grandes areas de necrose. Estas amostras tém de ser manuseadas com especial
cuidado para evitar uma digestdo excessiva.

Estabilidade das laminas acabadas
As laminas de FISH permanecem analisaveis durante um periodo maximo de
1 més se conservadas no escuro a uma temperatura inferior a 4 °C.

Recomendagdes para o Procedimento

1. As condigbes de hibridizagdo podem ser negativamente afetadas pela
utilizacé@o de reagentes que ndo sejam os fornecidos ou recomendados pela
Cytocell Ltd.

2.  Recomenda-se vivamente a utilizagdo de um termémetro calibrado para medir
as temperaturas das solu¢des, banhos-maria e incubadoras, visto que estas
temperaturas séo criticas para o desempenho ideal do produto.

3. Asconcentragdes de lavagem, o pH e as temperaturas sdo importantes, visto
que condi¢des pouco rigorosas podem resultar numa ligagéo nédo especifica
da sonda e condigdes demasiado rigorosas podem resultar na auséncia de
sinal.

4. Uma desnaturacdo incompleta pode resultar em auséncia de sinal e uma
desnaturacdo excessiva também pode resultar numa ligagdo ndo especifica.

Resultados Esperados

Na célula normal, esperam-se dois sinais vermelhos/verdes (podem aparecer
como amarelos, Y) (2Y). Uma translocacéo resultarad em 1R, 1G, 1Y: um sinal
verde e um sinal vermelho dos cromossomas translocados e sinais vermelho/verde
fundidos (podem aparecer como amarelo) do cromossoma normal.

Limitagdes

A comunicacéo e interpretacdo dos resultados da FISH devem ser consistentes
com as normas da pratica profissional e devem tomar em consideragéo outras
informacdes clinicas e de diagnéstico. 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.

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.

Este produto contém tecnologia licenciada pela Life Technologies Corporation e
estd disponivel apenas para uso em diagnésticos humanos ou para fins de
investigacdo na area das ciéncias da vida.

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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