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Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH) is a technique that allows DNA
sequences tobe detected on metaphase chromosomes or ininterphase nuclei from
fixed cytogenetic samples. The technique uses DNA probes that hybridise to entire
chromosomes or single unique sequences, and serves as a powerful adjunct to
classic cytogenetics. Recent developments have meant that this valuable
technique can now be applied as an essential diagnostic tool in prenatal,
haematological and pathological chromosomal analysis. Target DNA, after fixation
and denaturation, is available for annealing to a similarly denatured, fluorescently
labelled DNA probe, which has a complementary sequence. Following
hybridisation, unbound and non-specifically bound DNA probe is removedand the
DNA is counterstained for visualisation. Fluorescence microscopy then allows the
visualisation of the hybridised probe on the target material.

Probe Information

Satellite probes are specific for human chromosomes. They are highly repeated
human DNA sequences found in the centromere, pericentromeric or
heterochromatic block of each of the 24 chromosomes. The probes enable the
identification and enumeration of human chromosomes in interphase cells or
metaphase chromosomes from peripheral blood samples.

Probe Specification

The probes are produced in a concentrated form to allow mixing, if required, of up
to three probes in the same hybridisation, from CytoCell's range of concentrated
Satellite probes. A final volume of 10ul of probe solution is required per
hybridisation.

The probes are directly labelled with a blue fluorophore (Aqua or DEAC spectrum).
For detailed probe specifications refer to Table 1.

Table 1: Probe Specifications

Chr Catalogue Locus Chromosome | DNAClass
Number* Region

8 LPE 008B D8z2 8pll.1-ql1.1 a-satellite

12 LPE 012B D12z3 12p11.1-q111 | -satellite

17 LPEO017B D17Z1 17p11.1-q11.1 a-satellite

*B specifies ablue label

This kit contains only one of the probes from the range of directly labeled blue
human alpha satellite probes.

Materials Provided

Probe: 30pl per vial (10 tests)

Amount of blue D8Z2 probe: 63.5-91.5ng/test

Amount of blue D12Z3 probe: 19.2ng/est

Amount of blue D17Z1 probe: 14.4ng/test

The probe is produced ina concentratedform. Itis providedin hybridisation solution
(Formamide; Dextran Sulphate; SSC).

Hybridisation solution (Formamide; Dextran Sulphate; SSC): 150ul per vial

Counterstain: 150pl per vial (15 tests)
The counterstain is DAPI antifade (ES: 0.125pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole)).

Warnings and Precautions

1. Forinvitro diagnostic use. For professional use only.

2.  Wear gloves when handlingDNA probes and DAPI counterstain.

3. Probe mixtures contain formamide, which is a teratogen; do nat breathe fumes
or allow skin contact. Wear gloves, a lab coat, and handle in a fume hood.
Upon disposal, flush with a large volume of water.

4. DAPI is a potential carcinogen. Handle with care; wear gloves and a lab coat.
Upon disposal, flush with a large volume of water.

5. Dispose of all hazardous materials according toyourinstitution's guidelines for
hazardous waste disposal.

6. Operators must be capable of visually distinguishing between red, blue and
green.

Storage and Handling

The kit should be stored between -25°C to -15 °C in a freezer until the expiry date
indicated on the kitlabel. Store the probe and counterstain vials in the dark. Ensure
that exposure of the probe and counterstain to laboratory lights is limited at al
times.

Equipment NecessarybutnotSupplied

1. Hotplate (witha solid plate and accurate temperature control up to 80°C).

2. Variable volume micropipettes and tips range 1pl - 200pl.

3. Water bath with accurate temperature control at 72°C.

4. Microcentrifuge tubes (0.5ml).

5. Fluorescence microscope (Please see Fluorescence Microscope
Recommendation section).

6. Plastic or glass coplin jars.

7. Forceps.

8. Fluorescence grade microscope lensimmersion oil.

9. Benchtop centrifuge.

10. Microscope slides.

11. 24x24mm coverslips.

12. Timer.

13. 37°C incubator.

14. Rubber solution glue.

FluorescenceMicroscope Recommendation

For optimal visualisation of the probewe recommend a 100-watt mercury lamp and
plan apochromat objectives x63 or x100. The blue fluorophore has specificity to the
Aqua and DEAC spectrum (single bandpass Aqua or DEAC filter is required).
Check the fluorescence microscope before use to ensure it is operating correctly.
Use immersion oil that is suitable for fluorescence microscopy and formulated for
low autofluorescence. Follow manufacturers’ recommendations in regards to the
life of the lamp and the age of the filters.

Sample Preparation

The kit is designed for use on cultured peripheral blood cells fixed in Carnoy’s
fixative, that should be prepared according to the laboratory or institution
guidelines. Prepare air dried samples on microscope slides according to standard
cytogenetic procedures.

FISH Protocol
(Note: Ensure that exposure of the probe and counterstain to laboratory lights is
limited at all times).

Slide preparation

1. Spot the cell sample onto a glass microscope slide. Allow to dry.

2. Immerse the slide in 2xSSC for 2 minutes at room temperature (RT) without
agitation.

3. Dehydrate in an ethanol series (70%, 85% and 100%), eachfor 2 minutes at
RT.

4. Allow todry.

Pre-Denaturation
5. Remove the probe from the freezer and allow it to warm to RT. Briefly centrifuge
tubes before use.
6. Ensure that the probe solution is uniformly mixed with a pipette.
7. Using fresh pipette tips remove (final volume of 10l of probe solution):
e for a single probe hybridisation: 3l of probe and 7ul of hybridisation
solution per test
o for a two probe hybridisation: 3ul of each probe and 4pl of hybridisation
solution per test
o forathree probe hybridisation: 3pl of each probe and 1pl of hybridisation
solution per test
and transfer it to a microcentrifuge tube, gently vortex to mix and pulse spin in
a microcentrifuge. Quickly return the remaining probe to the freezer.
8. Place the probe and the sample slide to prewarm on a 37°C (+/- 1°C) hotplate
for 5 minutes.
9. Spot 10pl of probe mixture onto the cell sample and carefully apply acoverslip.
Seal with rubber solution glue and allow the glue todry completely.

Denaturation
10. Denature the sample and probe simultaneously by heating the slide on a
hotplate at 75°C (+/- 1°C) for 2 minutes.

Hybridisation
11. Place the slide in a humid, lightproof container at 37°C (+/- 1°C) for 1 hour to
overnight.

Post-Hybridisation Washes

12. Remove the coverslip and all traces of glue carefully.

13. Immerse the slide in 0.25xSSC (pH 7.0) at 72°C (+/- 1°C) for 2 minutes without
agitation*.

14. Drain the slide and immerse it in 2xSSC, 0.05% Tween-20 at RT (pH 7.0) for
30 seconds without agitation.

15. Drain the slide and apply 10ul of DAPI antifade onto each sample.

16. Cover with a coverslip, remove any bubbles and allow the colour todevelop in
the dark for 10 minutes.

17. View with a fluorescence microscope.

* If final signal is poor, repeat FISH using 0.4xSSC post-hybridisation wash.
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Stability of Finished Slides
FISHed slides remainanalysable for up to 1 month if stored in the dark at/or below
RT.

Procedural Recommendations

1. Baking or ageing of slides may reduce signal fluorescence.

2. Hybridisation conditions may be adversely affected by the use of reagents
other than those provided or recommended by Cytocell Ltd.

3. Use a calibrated thermometer for measuring temperatures of solutions,
waterbaths and incubators as these temperatures are critical for optimum
product performance.

4. The wash concentrations, pH and temperatures are important as low
stringency can result in non-specific binding of the probe and too high
stringency canresultin a lack of signal.

5. Incomplete denaturation can resul in lack of signal and over denaturation can
also result in non-specific binding.

6. Over hybridisation can result in additional or unexpected signals.

7. Users should optimise the protocol for their own samples prior to using the test
for diagnostic purposes.

Expected Results forasingle probe hybridisation

There will be differences in the relative size of signals observed between
chromosomes due to the difference in copy number of repeat sequences between
chromosomes. A diploid sample should show a fluorescent signal at the
centromere of both of the corresponding chromosomes in 70 — 90% of cels
analysed.

Known Cross-Reactivity
The LPEO17B probe may show faint cross hybridisation to the centromeric region
of chromosome 11.

Limitations

Reporting and interpretation of FISH results should be consistent with professional
standards of practice and should take into consideration other clinical and
diagnostic information. This kit is intended as an adjunct to other diagnostic
laboratory tests and therapeutic action should not be initiated on the basis of the
FISH result alone.

Failure to adhere to the protocol may affect the performance and results.

Additional Information

For additional product information please contact the CytoCell Technical Support
Department.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com

FRANCAIS

L’hybridation in situ par fluorescence (FISH) est une technique qui permet de détecter des
séguences ADN sur les chromosomes en métaphase ou sur les noyaux interphasiques
d'échantillons cytogénétiques fixés aultivés ou non cultivés. La technique utilise des sondes ADN
qui s’hybrident aux chromosomes entiers ou a des séquences spécifiques, et sert de test
complémentaire a la cytogénétique classique. De récents développements ont démontré que
cette technique informative peut maintenant étre utilisée comme un outil diagnostic essentid las
de I'analyse des chromosomes en prénatal, hématologie et pathologie. L’ADN cible, aprés
fixation, est traité par la chaleur et a laformamide pour dénaturer la double hélice, la rendant
simple hélice. LADN cible est alors disponible pour hybridation avec une sonde ADN
complémentaire simple brin, dénaturée de la méme maniére et marquée avec un fluorochrame
Aprés I'hybridation, I’ADN non hybridé et I’ADN non lié spécifiquement sont éliminés par une
série de lavages stringents et I’ADN est ensuite contre-coloré. Un microscope a fluorescence
permet ensuite la visualisation de la sonde hybridée sur I’ADN cible.

Informations concernant lasonde

Les sondes satellites sont spécialement congues pour les chromosomes humains. Il existe un
grand nombre de séquences dADN humain répétées dans le centromére, la région
péricentromérique ou hétérochromatique de chacun des 24 chromosomes. Ces sondes
permettent I'identification et le dénombrement de chromosomes humains dans les cellules
interphasiques ou les chromosomes en métaphase a partir de prélévements sanguirs
périphériques.

Caractéristiques delasonde

Ces sondes sont produites sous une forme concentrée afin de permettre dans la méme
hybridation le mélange, si nécessaire, d'un maximum de trois sondes, choisies parmi la ganme
de sondes satellites concentrées CytoCell. Un volume final de 10 pl de solution de sonde est
nécessaire pour I’hybridation.

Les sondes sont directement étiquetées avec un fluorophore bleu (spectre Aqua ou DEAC). Par
plus de détails sur les caractéristiques de la sonde, consulter le tableau 1.

Tableau 1: Caractéristiques de lasonde

Chr Numeéro de Locus Reégion du Classe
référence* chromosome d’ADN
8 LPE 008B D8z2 8p1l.1-q1l.1 a-satellite
12 LPE 012B D1273 12p11.1-q11.1 a-satellite
17 LPE 017B D1771 17p11.1-q11.1 a-satellite
*B indique une étiquette bleue

Ce kit ne contient qu'une seule des sondes de la gamme de sondes satellites alpha humaines
bleues.

Conditionnement

Sonde : 30ul par tube (10 tests)

Quantité de sonde bleue D872 : 63.5-91.5ng/test

Quantité de sonde bleue D1273 : 19.2ng/test

Quantité de sonde bleue D17Z1 : 14.4ng /test

La sonde estproduite sous une formeconcentrée. Elle est fourniedans une solution d’hybridation
(Formamide ; sulfate de dextran ; SSC).

Solution d’hybridation (Formamide ; sulfate de dextran ; SSC): 150ul par tube

Contre-colorant: 150pl par tube (15 tests)
Le contre-colorant est le DAPI antifading (ES: 0.125ug/ml DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)).

Avertissements et précautions

1. Pour utilisation en diagnostic in vitro. Pour usage professionnel uniquement.

2. Porter des gants lors de la manipulation des sondes ADN et du contre-colorant DAPI.

3. La sonde contient de la formamide qui est un tératogéne. Ne pas respirer les vapeurs. Ne
pas mettre en contact avec la peau. Porter des gants, une blouse de laboratoire et
manipuler sous une hotte. Apres élimination, rincer abondamment avec de I'eau.

4.  Le DAPI est un carcinogene potentiel. Manipuler avec précaution. Porter des gants et une
blouse de laboratoire. Apres élimination, rincer abondamment avec de I'eau.

5. Mettez au rebut toutes les matiéres dang ereuses conformément aux directives de votre
institution en matiere de mise au rebut des déchets dangereux

6.  Les techniciens doivent étre en mesure de distinguer le rouge, le bleu et le vert.

Conservation et manipulation

Le kit devra étre stocké au congélateur entre -25°C et -15°C jusqu'a la date d'expiration figurat
sur |'étiquette du kit. Conservez la sonde et les flacons de contre-colorant a I'abri de la lumiére.
Assurez-vous que la sonde et la couleur de contraste ne sont exposées aux lumiéres de
laboratoire que de fagon limitée, a tout moment.

Equipement nécessaire non fourni

1. Plaque chauffante (avec bloc et contréle de la température jusqu’'a 80°C).
2 Micropipettes 1l - 200pl.

3. Bain-marie avec contrdle de la température & 72°C.

4.  Tubes amicrocentrifugation (0.5ml).

5. Microscope a fluorescence (Voir la section Microscope et filtres).
6. Jarres en plastique ou en verre.

7 Forceps.

8. Huile aimmersion pour microscope a fluorescence.

9.  Centrifugeuse de paillasse.

10. Lames de microscope.

11. Lamelles 24x24mm.

12. Chronométre.

13. Incubateur &37°C.

14. Colle Rubber cement.

Microscope et filtres

Pour une visualisation optimale de la sonde, nous recommandons I’utilisation d’'une lampe a
mercure de 100-watts et d'objectifs plan apochromatiques x63 or x100.). Le fluorochrome Heu a
une spécificité par rapport au spectre Aqua ou DEAC (un filtre triple bande Aqua ou DEAC est
requis).

Vérifiez le fonctionnement du microscope a fluorescence avant usage. Utilisez de I'huile a
immersion adaptée & la microscopie de fluorescence et formulée pour une autofluorescence
basse. Respectez les recommandations du fabricant concernant la durée de vie de lalampe et
le vieillissement des filtres.

Préparation des échantillons

Le kit a été développé pour utilisation sur les cellules du sang périphérique cultivées et fixées
avec du fixateur Carnoy et doivent étre préparées selon les protocoles en vigueur dans le
laboratoire ou institution.

Préparer les lames de microscope avec les échantillons séchés a I'air selon les procédures
standard de cytogénétique.

Protocole FISH
(Remarque : Assurez-vous que la sonde et la couleur de contraste ne sont exposées aux
lumiéres de laboratoire que de fagon limitée, a tout moment.)

Préparation de lalame échantillon
1.  Déposer I'échantillon cellulaire sur une lame propre. Laisser sécher.
2. Plonger la lame dans du 2xSSC pendant for 2 minutes a température ambiante sans
itation.
3. ?)géshydrater dans une série de bains éthanol (70%, 85% et 100%), 2 minutes dans chaque
bain & température ambiante.
4.  Laisser sécher.

Pré-dénaturation
5. Retirer lasonde du congélateur et la laisser se remettre a TA. Centrifugez brievemert les
tubes avant usage

6.  Bien homogénéiser la sonde en pipetant plusieurs fois.
7. Enutilisant un nouveau cone, prélever (un volume final de 10ul de sonde est nécessaire) :
. pour Phybridation d’une seule sonde : 3ul de sonde et 7ul de solution
d’hybridation par test
. pour ’hybridation de deux sondes : 3ul de chaque sonde et 4ul de solution
d'hybridation par test
. pour ’hybridation de trois sondes : 3ul de chaque sonde et 1ul de solution
d'hybridation par test

Placer dans un tube & microcentrifugation, vortexer doucement puis centrifuger pendart 2-
3 secondes. Replacez rapidement le reste de sonde dans le congélateur.

8. Mettre la sonde et la lame échantillon a préchauffer sur une plaque chauffante a 37°C
(+/1°C) pendant 5 minutes.

9. Déposer 10ul de sonde sur I'échantillon et couvrir avec une lamelle. Sceller avec du rubber
cément et laisser sécher.

Dénaturation
10. Dénaturer simultanément la sonde et I’échantillon en plagant la lame sur une plaque
chauffante a 75°C (+/- 1°C) pendant 2 minutes.

Hybridation
11. Incuber lalame pendant 1h ou jusqu'a une nuit & 37°C (+/- 1°C) a I’abri de la lumiére et
dans une chambre humide.

Lavages post-hybridation

12. Retirer lalamelle et éliminer toutes traces de rubber cément.

13. Laver lalame dans du tampon 0.25xSSC (pH 7.0) & 72°C (+/- 1°C) pendant 2 minutes sas
agitation*.

14. Egoutter lalame et laver dans du tampon 2xSSC, 0.05% Tween-20 (pH 7.0) & températre
ambiante pendant 30 seconde sans agitation.

15. Sécher lalame et appliquer 10pl de DAPI antifading sur chaque échantillon.

16. Recouvrir d'une lamelle, enlever les bulles et laisser la coloration apparaitre a I'abri de la
lumiére pendant 10 minutes.

17. Visualiser avec un microscope a fluorescence.

* Si le signal final est faible, refaire le FISH en utilisant un lavage post-hybridation & 0,4 x SSC.

Stabilité des lames
Les lames FISH sont analysables pendant un mois si elles sont conservées a I'obscurité et aku
au-dessous de la température ambiante.

Recommandations

1.  La cuisson ou le vieillissement des lames peut réduire l'intensité du signal de la
fluorescence.

2. Les conditions d’hybridation peuvent étre affectées par I'utilisation de réactifs autres que
ceux fournis ou recommandés par Cytocell Ltd.

3. Utilisez un thermomeétre étalonné pour mesurer les températures des solutions, des bairs
d'eau et des incubateurs, car ces températures sont essentielles a la performance optimae
du produit.

DS166/CE v008.00/2020-12-01
Page 2 of 6



4.  Les concentrations des lavages, pH et température sont importants. Une faible stringece
peut résulter en une liaison non-spécifique de la sonde et une trop forte stringence peut
résulter en une perte de signal.

5. Une dénaturation incompléte peut engendrer une perte de signal et une trop forte

dénaturation une hybridation non-spécifique.

Une hybridation trop importante peut entrainer des signaux supplémentaires ou inattendus.

Les utilisateurs doivent optimiser le protocole en fonction de leurs propres échantillons

avant d'utiliser ce test a des fins de diagnostic.

~NOo

Résultats attendus pour une hybridation avec une seule sonde
Des différences en termes de taille relative des signaux seront observées entre les chromosames
du fait de la différence de numéro de copie des séquences répétées entre les chromosomes. Un
échantillon diploide doit montrer un signal fluorescent au niveau du centromére des
chromosomes correspondants dans 70-90% des cellules analysées.

Réactivité croisée connue
La sonde LPEQ17B peut présenter une faible hybridation croisée sur la région centromérique
du chromosome 11.

Limitations

Le reporting et I'interprétation du test FISH devraient étre effectués conformément aux normes
professionnelles pour |a pratique et tout en prenant en consideration autre information cliniques
et diagnostiques. Le test été développé comme un complémentaire a lacytogénétique classiqug
pour cette raison des actions thérapeutiques ne devraient pas étre lancées sur la seule base des
résultats du test FISH.

Si le protocole n'est pas respecté, la performance et les résultats peuvent étre affectés.

Informations supplémentaires

Pour plus d'informations sur le produit, veuillez contacter I'Assistance technique CytoCell.
T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com

ITALIANO

L'ibridazione in situ in fluorescenza (Fluorescence In Situ Hybridisation - FISH) & una tecnica che
permette di rilevare sequenze di DNA su cromosomi in metafase o in nuclei in interfase di
campioni citogenetici fissati, o in coltura dopo prelievo. La tecnica prevede I'utilizzo di sonde d
DNA in grado di ibridare con I'intero cromosoma o con singole sequenze. La FISH costituisoe
quindi un potente strumento in aggiunta alle tecniche citogenetiche classiche. Recenti svilugi
hanno reso possibile che questa preziosa tecnica pud ora essere applicata come strumento
diagnostico essenziale nell’analisi cromosomica prenatale, ematologia e patologica. Il DNA
bersaglio, dopo la fissazione, & sottoposto a denaturazione al calore in presenza di formamide
Il DNA bersaglio e cosi disponibile per I'annealing con una sonda di DNA a singola elicaa
sequenza complemetare, marcata con una sostanza fluorescente. Terminata I'ibridazione, la
sonda di DNA non legata o legata in modo non specifico, € rimossa per mezzo di lavaggi
stringenti ed il DNA € in seguito colorato con un colorante di contrasto. L'ibridazione della saxa
viene infine analizzata con un microscopio a fluorescenza.

Informazioni sulle sonde

Le sonde satellite sono specifiche per i cromosomi umani; sono costituite da sequenze di DNA
umano altamente ripetitive situate in corrispondenza del centromero, delle regiai
pericentromeriche o eterocromatiche di ciascuno dei 24 cromosomi. Le sonde consentono di
identificare e contare i cromosomi umani in cellule interfasiche o in cromosomi metafasid
provenienti da campioni di sangue periferico.

Specifiche delle sonde

Le sonde sono prodotte in forma concentrata per consentire, se necessario, I'uso nella stessa
ibridazione di fino a tre sonde della gamma CytoCell di sonde satellite concentrate. Per
I'ibridazione € necessario un volume finale di 10p! di soluzione della sonda. Le sonde sono
direttamente marcate con un fluoroforo blu (spettro DEAC o Aqua). Per le specifiche dettagliae
delle sonde vedere la Tabella 1.

Tabella 1: Specifiche delle sonde

Crom. Numero di Locus Regione Classe di
catalogo* cromosomica DNA

8 LPE 008B D8z2 8pll.1-q11.1 a-satellite

12 LPE 012B D1273 12p11.1-q11.1 a-satellite

17 LPE 017B D1771 17p11.1-q11.1 a-satellite

*LaletteraB indicaunamarcaturablu

Questo kit contiene soltanto una delle sonde della gamma di sonde alfa-satellite blu per
cromosomi umani marcate direttamente.

Materiali forniti

Sonda: 30ul per provetta (10 test)

Quantita di sonda D8Z2 blu: 63.5-91.5ng /test

Quantita di sonda D12Z3 blu: 19.2ng/test

Quantita di sonda D17Z1 blu: 14.4ng/test

La sonda & prodotta in forma concentrata. E fornitain soluzione di ibridazione (formammidg
destrano solfato; SSC).

Soluzione di ibridazione (formammide; destrano solfato; SSC): 150l per provetta

Colorante di contrasto: 150ul per provetta (15 test)
Il colorante di contrasto & il DAPI antifade (ES: 0,125pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindole)).

Avvertenze e misure precauzionali

1. Per usodiagnostico in vitro. Per uso professionale.

2. Quando si manipolano le sonde ed il colorante di contrasto DAPI & necessario indossae i
guanti.

3. Lemiscele di sonda contengono formamide, una sostanza teratogena. Non respirare i fumi
ed evitare il contatto con la pelle. Indossare guanti, camice da laboratorio e maneggiare in
una cappa aspirante. Per lo smaltimento, lavare con grandi quantita di acqua.

4. 1l DAPI e un potenziale cancerogeno. Maneggiare con cura, indossare guanti ed  un
camice da laboratorio. Per lo smaltimento, lavare con grandi quantita di acqua.

5. Smaltire tutti i materiali pericolosi secondo le direttive del proprio istituto per lo smaltimerio
dei rifiuti pericolosi.

6.  Gli operatori devono poter distinguere visivamente fra rosso, blu e verde.

Conservazione e utilizzo

Conservare il kitin congelatore a una temperatura compresa tra -25°C e -15°C fino alla data d
scadenza riportata sull'etichetta. Conservare la sonda e i flaconi del controcolorante al buio.
Assicurare che I'esposizione della sonda e della colorazione di contrasto alle luci di laboratorio
sia sempre limitata.

Apparecchiature necessari non forniti
1. Piastrariscaldante (con - un controllo accurato della temperatura fino ad 80°C).

2. Micropipette a volume variabile compreso tra 1pl- 200pl.

3. Bagno termostatato con controllo accurato della temperatura a 72°C.

4.  Provette da microcentrifuga (0,5 ml).

5. Microscopio a fluorescenza (riferirsi alla sezione Configurazione ottimale del microsogdo
e dei filtri).

6.  Contenitori di Coplinin plastica o vetro.

7.  Pinzette.

8. Olio per lenti ad immersione del microscopio a fluorescenza.

9.  Centrifuga da banco.

10. Vetrini da microscopia.

11.  24x24 mm vetrini coprioggetto.

12. Timer.

13. Incubatore a 37°C.

14. Colla per vetrini.

Configurazione ottimale del microscopio e dei filtri

Per una visualizzazione ottimale della sonda si raccomanda di utilizzare una lampada a mercuio
da 100-watt ed obiettivi plan apochromat 63x e 100x. .1l fluoroforo blu presenta specificita per lo
spettro di Aqua e DEAC (€& necessario un filtro passa-banda per Aqua o DEAC).

Verificare il microscopio a fluorescenza prima dell'uso per garantire che funzioni correttamerte
Usare olio a immersione adatto al microscopio a fluorescenza e formulato per fluorescenza
bassa. Seguire le raccomandazioni del produttore su durata della lampadina e dei filtri.

Preparazione del campione

Il kit e stato progettato per I'utilizzo con cellule del sangue periferico coltivate, fissate nel fissaivo
di Carnoy e preparate secondo le linee guida del laboratorio o dell'istituzione.

Stengerg i campioni da analizzare su vetrini da microscopia secondo le procedure citog enetiche
standard.

Protocollo
(Nota: Assicurare che I'esposizione della sonda e della colorazione di contrasto alle luci di
laboratorio sia sempre limitata.)

Preparazione del vetrino

1. Caricareil campione cellulare su un vetrino da microscopia. Lasciare asciugare i vetrino.

2. Immergerei vetrini in 2xSSC per 2 minuti a temperatura ambiente (TA) senza agitazione.

3. Disidratare in una serie di diluizioni di etanolo (70%, 85% e 100%), ognuna per 2 minuti a
TA.

4. Lasciare asciugare il vetrino.

Pre-denaturazione

5. Rimuovere la sonda dal congelatore e attendere che raggiunga la temperatura ambierie
(TA). Centrifugare brevemente le provette prima dell'uso.

6. Accertarsi che la soluzione della sonda sia uniforme pipettando ripetutamente con

delicatezza.
7. Utilizzando puntali monouso prelevare (un volume finale pari a 10l di soluzione della
sonda):
. per una ibridazione con unasingolasonda: 3ul di sonda e 7ul di soluzione di
ibridazione per test
. per una ibridazione con due sonde: 3ul di ciascuna sonda e 4l di soluzione di
ibridazione per test
. per una ibridazione con tre sonde: 3ul di ciascuna sonda e 1ul di soluzione di

ibridazione per test

Inserire i 10pl di soluzione della sonda in una provetta da microcentrifuga, miscelare
agitando delicatamente su un vortex e centrifugare brevemente in una microcentrifuga
Riporre velocemente |la sonda non utilizzata nel congelatore.

8. Pre-riscaldare la sonda, il vetrino ed il coprioggetto su una piastra riscaldante a 37°C (+-
1°C) per 5 minuti.

9.  Caricare 10pl di miscela della sonda sul campione cellulare e coprire delicatamente cn il
coprioggetto. Sigillare con soluzione collante gommosa e far asciugare completamente.

Denaturazione
10. Denaturare simultaneamente il campione e la sonda riscaldando il vetrino su una piastra
riscaldante a 75°C (+/- 1°C) per 2 minuti.

Ibridazione
11. Disporreil vetrino in una camera umida, non permeabile alla luce, a 37°C (+/- 1°C) pr 1
oraatutta la notte.

Lavaggi post-ibridazione

12. Rimuovere accuratamente il vetrino coprioggetto e tutte le tracce di colla.

13. Lavareil vetrinoin 0.25xSSC (pH 7.0) a 72°C (+/- 1°C) per 2 minuti senza agitazione*.

14. Scolareil vetrino e lavare in 2xSSC, Tween-20 0,05% (pH 7.0) a TA per 30 secondi sewa
agitazione.

15. Scolarei vetrini e applicare 10pl di DAPI antifade su ciascun campione.

16. Coprire con un vetrino coprioggetto, rimuovere eventuali bolle e attendere 10 minuti
lasciando il vetrino al buio.

17. Analizzare con il microscopio a fluorescenza.

* In caso di segnale debole ripetere la FISH utilizzando SSC 0,4x per i lavaggi post-ibridazione.

Stabilitadel vetrino finito
| vetrini FISH restano analizzabili per drca 1 mese se conservati al buio a temperatura ambierie
oinferiore.

Raccomandazioni per I'uso

1. Seil vetrino si inaridisce o si invecchia, la fluorescenza del segnale pud diminuire.

2. Le condizioni di ibridazione potrebbero essere influenzate negativamente dall’'impiego d
reagenti differenti rispetto a quelli forniti o raccomandati da Cytocell Ltd.

3. Usare un termometro calibrato per misurare la temperatura delle soluzioni, dell’acqua e
degli incubatori, poiché queste temperature sono fondamentali per ottimizzare le
prestazioni del prodotto.

4.  Le concentrazioni del lavaggio (stringenza), il pH e la temperatura sono di fondamentale
importanza in quanto condizioni di stringenza blande possono favorire un legame non
specifico della sonda e condizioni di stringenza troppo elevate possono condurre alla
perdita del segnale.

5. La denaturazione incompleta pud tradursi in una perdita del segnale mentre una

denaturazione eccessiva puo anche tradursi in un legame non specifico.

L’eccessiva ibridazione pud provocare segnali aggiuntivi o imprevisti.

Gli utenti devono sviluppare il protocollo per propri campioni pnima di utilizzare il test a sogd

diagnostici.

No

Risultati attesi per I'ibridazione con unasingola sonda

Si osserveranno differenze nelle dimensioni relative dei segnali trai diversi cromosomi a causa
del differente numero di copie di sequenze ripetute presenti. Un campione diploide dovrebbe
presentare un segnale fluorescente in corrispondenza del centromero di entrambi i cromosami
nel 70 —90% delle cellule analizzate.

Reattivita crociatanota . L . .
La sonda LPEO17B potrebbe mostrare una lieve ibridazione crociata verso la regiore

centromerica del cromosoma 11.
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Limitazioni

Il reporting e I'interpretazione di FISH devono essere coerente con gli standard professionali
della pratica medica e dovrebbe prendere in considerazione altre informazioni cliniche e
diagnostiche. Questo kit & concepito in aggiunta alla tecniche citogenetica classica e azione
terapeutica non deve essere messa in atto esclusivamente sulla base del risultato di FISH.

Il mancato rispetto del protocollo puo influire sulle prestazioni e sui risultati.

Informazioni aggiuntive

Per informazioni aggiuntive sul prodotto contattare il Dipartimento di Assistenza Tecnica
CytoCell.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com

DEUTSCH

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) ist eine Technik, mit der DNA-Sequenzen auf
Metaphase-Chromosomen oder Interphase-Kernen bei fixierten Kulturen oder nicht in Kultur
geziichteten zytogenetischen Proben nachgewiesen werden kénnen. Die Technik verwendet
DNA-Sonden, die an gesamte Chromosomen oder an einzelne, einmalige Sequenzen
hybridisieren und dient als leistungsstarke Ergénzung zur klassischen Zytogenetik. Kiirzlice
Entwicklungen haben gezeigt, dass diese nitzliche Technik nun auch als essentielles
diagnostisches  Werkzeug fir  prénatale, h&matologische und pathologische
Chromosomenanalysen eingesetzt werden kann. Die Ziel-DNA wird zum Denaturieren der
doppelstrangigen DNA nach dem Fixieren mit Hitze und Formamid behandelt, wodurch sie
einzelstrangig wird. So kann sich die Ziel-DNA an eine ebenso denaturierte, einzelstrangige
fluoreszenzmarkierte DNA-Sonde mit komplementarer Sequenz anlagern.  Nach der
Hybridisierung werden nichtgebundene und nicht spezifisch gebundene DNA-Sonden durch
eine Reihe von Waschvorgangen unter stringenten Bedingungen entfernt und die DNA zum
Sichtbarmachen gegengefarbt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wird dann die hybridisiere
Sonde am Zielmaterial erkennbar.

Sondeninformationen

Satellitensonden sind fur menschliche Chromosomen spezifisch. Sie sind hochrepetitive
menschliche DNA-Sequenzen, die sich im zentromeren, perizentromeren oder
heterochromatischen Block jedes der 24 Chromosomen finden. Die Sonden ermoglichen die
Identifizierung und Aufzahlung von menschlichen Chromosomen in Interphasenzellen oder
Metaphase-Chromosomen aus peripheren Blutproben.

Sondenspezifikation

Die Sonden werden in konzentrierter Form produziert, damit bei Bedarf in der gleichen
Hybridisierung bis zu drei Sonden aus CytoCells Angebot an konzentrierten Satellitensonden
gemischt werden kénnen. Pro Hybridisierung ist ein Endvolumen von 10 pl Sondenldsung
erforderlich.

Die Sonden sind direkt mit einem blauen Fluorophor (Aqua oder DEAC-Spektrum) markiet
Detaillierte Sondenspezifikationen finden Sie in Tabelle 1.

Tabelle 1: Sondenspezifikationen

Chr Katalognummer* Locus Chromosomen- | DNA-Klasse
region
8 LPE 008B D8z2 8p11.1-q11.1 a-Satellit
12 LPE 012B D1273 12p11.1-q11.1 o-Satellit
17 LPE 017B D17Z1 17p11.1-q11.1 o-Satellit
*B gibt eine blaue Markierung an.

Dieses Kit enthdlt nur eine der Sonden aus dem Angebot an direkt markierten blauen
menschlichen alpha-Satellitensonden.

Kitkomponenten

Sonde: 30p! pro Rohrchen (10 tests)

Menge der blauen D8Z2-Sonde: 63.5-91.5ng/Test

Menge der blauen D12Z3-Sonde: 19.2ng/Test

Menge der blauen D17Z1-Sonde: 14.4ng/Test

Die Sonde wird in konzentrierter Form produziert. Sie wird in Hybridisierungslésung bereitg eslt
(Formamid, Dextransulfat, SSC).

Hybridisierungslésung (Formamid, Dextransulfat, SSC): 150ul pro Réhrchen

Gegenfarbung: 150l pro Réhrchen (15 Tests)
Die Gegenfarbung besteht aus DAPI antifade (ES: 0.125ug/ml DAPI (4,6-Diamidino-2
Phenylindol)).

Warnungen und Vorsichtsma3nahmen
Zur Verwendung in der in vitro Diagnostik. Nur fiir die professionelle Verwendung .

2. Beim Umgang mit DNA-Sonden und der DAPI-Gegenfarbung Handschuhe tragen.

3. Sondenmischungen enthalten Formamid, das teratogen ist. Keine Dampfe einatmen und
nicht mitder Haut in Berlihrung bringen. Handschuhe und Labormantel tragen und unter
einer Abzugshaube arbeiten. Bei der Entsorgung mit viel Wasser nachsptilen.

4. DAPI ist ein potentielles Karzinogen. Vorsichtig damit umgehen, Handschuhe und
Labormantel tragen. Bei der Entsorgung mit viel Wasser nachsptlen.

5. Die Entsorgung aller gefahrlichen Materialien erfolgt in Ubereinstimmung mit den
Richtlinien Ihrer Einrichtung zur Entsorgung von gefahrlichen Abféllen.

6. Die Anwender dieses Produkts missen in der Lage sein, optisch zwischen den Farben rd,
blau und griin zu unterscheiden.

Lagerung und Behandlung

Das Kit sollte bis zum Verfallsdatum, welches auf dem Etikett angegeben ist, in einem
Gefrierschrank bei einer Temperatur zwischen -25C und -15C gelagert werden. Die
Durchstechflaschen mit den Sonden und dem Farbstoff mussen lichtgeschiitzt aufbewahrt
werden. Bitte versuchen Sie nach Moglichkeit, die Sonde und die Kontrastfarbung vor Licht zu
schiitzen.

Bitte versuchen Sie nach Méglichkeit, die Sonde und die Kontrastféarbung vor Licht zu schiitzen

Benotigte, aber nicht mitgelieferte Laborgeréte

1. Heizplatte (mit stabiler Heizplatte und genauer Temperaturregelung bis 80°C).
2. Mikropipetten mit variablem Volumen von 1pl - 200pl.

3. Wasserbad mit genauer Temperaturkontrolle bei 72°C.

4.  Mikro-Zentrifugenréhrchen (0,5ml).

5. Fluoreszenzmikroskop (siehe auch “Empfehlungen zum Fluoreszenzmikroskop”).
6. Coplin-Farbetrog aus Kunststoff oder Glas.

7.  Pinzette.

8.  Fur Fluoreszenzobjektive geeignetes Immersionsal.

9. Tischzentrifuge.

10. Objekttrager fur das Mikroskop.

11. 24x24mm Deckglaser.

12. Timer.

13.  37°C Inkubator.

14. Gummilésung zum Versiegeln der Deckglasrander.

Empfehlungen zum Fluoreszenzmikroskop

Zur bestmdglichen Beobachtung der Probe empfehlen wir die Verwendung einer 100-watt
Quecksilberdampflampe und von Plan Achromat Objektiven mit 63-facher oder 100-facher
VergroRerung. Das blaue Fluorophor hat eine Spezifitat gegenntiber dem Aqua- oder DEAC-
Spektrum (ein Aqua- oder DEAC-Einfach-Bandpassfilter ist erforderlich).

Das Fluoreszenzmikroskop muss vor dem Gebrauch auf korrekte Funktionsweise Uberpriit
werden. Das Immersionsol muss fir die Verwendung in der Fluoreszenzmikroskopie geeignet
und fiir geringe Autofluoreszenz formuliert sein. Den Herstellerempfehlungen zur Lebensdauer
der Lampe und zum Alter der Filter ist Folge zu leisten.

Probenvorbereitung

Der Kit ist fiir Verwendung an kultivierten, peripheren Blutzellen die in Carnoy’s Fixativ fixiet
sind, ausgelegt. Die Vorbereitung erfolgt entsprechend der Laborrichtlinien.

Fertigen Sie die luftgetrockneten Proben auf Objekttragern entsprechend der zytogenetischen
Standardvorschriften an.

FISH-Protokoll
(Hinweis: Bitte versuchen Sie nach Mdglichkeit, die Sonde und die Kontrastfarbung vor Licht zu
schitzen.)

Vorbereitung des Objekttragers

1. Zellprobe auf gereinigten Mikroskop-Objekttrager auftropfen Trocknen lassen.

2. Den Objekttrager in 2xSSC fur 2 minuten bei RT ohne Schiitteln eintauchen.

3. Entwéssernin Alkoholreihe (70%, 85% und 100%), jeweils fiir 2 minuten bei RT.
4.  Trocknen lassen.
Vi
5.

ordenaturierung
Nehmen Sie die Sonde aus dem Gefrierschrank und lassen Sie diese sich auf
Zimmertemperatur aufwamen. Die Rohrchen vor der Anwendung kurz zentrifugieren.
6.  Durch wiederholtes, sanftes Mischen in der Pipette sicherstellen, dass die Sondenldsung
homogen gemischt ist.
7. Mitfrischen Pipettenspitzen entnehmen (Endmenge von 10ul Sondenldsung):

. fur eine Einzelsondenhybridisierung: 3ul Sonden- und  7ul
Hybridisierungslésung pro Test

. fur eine Zwei-Sondenhybridisierung: jeweils 3ul Sonden- und 4pl
Hybridisierungslosung pro Test

. fur eine Drei-Sondenhybridisierung: jeweils 3ul Sonden- und 1l

Hybridisierungslosung pro Test

Entnehmen und in ein einziges Mikrozentrifugenréhrchen geben, vorsichtig durchmischen
(Vortex) und kurz zentrifugieren. Stellen Sie die restliche Probe schnell wieder zuriick in
den Gefrierschrank.

8. Sonde und Probenobjekttrdger zum Vorwéamen 5 minuten auf eine Heizplatte mit 37°C (++
1°C) geben.

9. 10pl Sondenmischung auf die Zellprobe auftropfen und Deckpléttchen sorgféltig auflegen
Mit Gummikleber-Lésung versiegeln und vollsténdig trocknen lassen.

Denaturierung
10. Denaturieren sie Probe und Sonde gleichzeitig durch 2 minuten Erwérmen des
Objekttragers auf einer Heizplatte mit 75°C (+/- 1°C).

Hybridisierung
11. Den Objekttrager 1 Stunde lang, oder tUber Nacht bei 37°C (+/- 1°C) in eine feuchte,
lichtdichte Kammer geben.

Waschen nach der Hybridisierung

12. Deckglaschen und alle Kleberspuren vorsichtig entfernen.

13. Objekitréager 2 minutenin 0,25 x SSC (pH 7,0) bei 72°C (+/- 1°C) waschen*.

14. Objekitrager abtropfen lassen und 30 Sekunden in 2 x SSC, 0,05% Tween-20 bei RT, (H
7,0), waschen.

15. Den Objekttréger abtropfen lassen und 10ul des DAPI Antifade zu jeder Probe geben.

16. Mit einem Deckglas abdecken, die Luftblasen entfernen and die Farbe 10 minuten im
Dunkeln entwickeln lassen.

17.  Unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachten.

* Wenn das resultierende Signal schwach ist, ISH wiederholen, nach der Hybridisierung mit 04
x SSC waschen.

Stabilitat der fertigen Objekttrager
Objekttrager mit FISH-Proben konnen bis zu einem Monat lang analysiert werden, wenn sie im
Dunkeln bei oder unter Raumtemperatur gelagert werden.

Empfehlungen zur Durchfihrung

1. Die Wéarmebehandlung oder Reifung der Objekttrdger kann die Signalfluoreszeez
vermindern.

2. Durchdie Verwendung von anderen Reagenzien, als den von Cytocell Ltd. empfohlenen,
konnen die Hybridisierung sbedingungen negativ beeinflusst werden.

3. Es wird dringend empfohlen, zur Temperaturmessung von Losungen, Wasserbadern ud
Inkubatoren ein geeichtes Thermometer zu verwenden, da diese Temperaturen fur die
optimale Leistung des Produkts ausschlaggebend sind.

4. Die Konzentration der Waschlgsungen, pH und Temperatur sind wichtig, da niedrig
stringente Bedingungen zu nicht spezifischer Bindung der Sonde fiihren kann und zu hohe
Stringenz zum Verlust des Signals.

5. Unvollstandige Denaturierung kann zu einem Verlust des Signals fiihren und tibermé&fige
Denaturierung kann zu nicht spezifischer Bindung der Sonde fiihren.

6. Bei Uberméfiger Hybridisierung kann es zu zusétzlichen oder unerwarteten Signalen
kommen.

7.  Die Anwender sollten das Protokoll firr ihre eigenen Proben optimieren, bevor sie den Test
zu diagnostischen Zwecken verwenden.

Erwartete Ergebnisse einer Einzelsondenhybridisierung

Da Chromosomen unterschiedliche Kopienzahl der Repetitionssequenzen aufweisen, werden
bei Chromosomen unterschiedliche relative Signalgrof3en beobachtet. Bei diploiden Proben
sollten 70 bis 90% der analysierten Zellen ein Fluoreszenzsignal im Zentromer beider
Chromosomen eines Satzes zeigen.

Bekannte Kreuzreaktivitat
Die LPE017B-Sonde kann eine schwache Kreuzhybridisierung zum zentromerischen Bereich
von Chromosom 11 aufweisen.

Einschrankungen

Protokollierung und Interpretation der FISH Tests sollte nach professionellen Standards fiir die
Praxis und unter Beriicksichtigung anderer klinischer und diagnostischer Informationen . Der
Testist als Ergénzung zur klassischen Zytogenetik. Daher sollten therapeutische Mal3nahmen
nicht allein auf Grundlage der FISH-Ergebnisse veranlasst. Eine mangelnde Einhaltung des
Protokolls kann die Leistung und Ergebnisse beeintréchtigen.

Weitere Informationen:

Weitere Produktinformationen erhalten Sie vom Technischen Kundendienst von CytoCell.
T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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ESPANOL

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) es una técnica que permite detectar secuencias de
ADN en cromosomas metafésicos o nlcleos interfasicos en muestras citogenéticas cultivaces
0 no cultivadas y fijadas. En la técnica se utiliza una sonda de ADN que hibridiza Ics
cromosomas completos o las secuencias Unicas simplesy es un complemento (til para la
citogenética clasica. Recientes estudios indican que esta es una técnica que puede aplicarse
como herramienta esencial de diagnéstico prenatal, hematol6gico y patolégico. Después e la
fijacion, el ADN diana se trata con calor y formamida para desnaturalizar el ADN bicatenario
haciendo que resulte monocatenario. El ADN diana queda entonces disponible para hibridario
con una sonda de ADN igualmente desnaturalizado, monocatenario marcado con fluorescerda
que tiene una secuencia complementaria. Después de la hibridacion la sonda de ADN no
especificamente hibridada y no hibridada se elimina tras varios lavados y se aplica un contrase
al ADN para su visualizacion. El uso de un microscopio de fluorescencia pemite la visualizadén
de la sonda hibridada en el material utilizado.

Informacion sobre las sondas

Las sondas satélite son especificas para los cromosomas humanos. Son secuencias de ADN
humano altamente repetidas que se encuentran en los blogues centromérico,, pericentroméico
0 heterocromatico de cada uno de los 24 cromosomas. Las sondas permiten identificar y
enur:ferar los cromosomas humanos en células de muestras de sangre periférica en interfese o
metafase.

Especificaciones de las sondas

Las sondas se producen en forma concentrada para gue, en caso necesario, puedan mezclase
en la misma hibridacién hasta tres sondas de la gama de sondas satélite de CytoCell. Para cach
hibridacién se necesita un volumen final de 10 pl de solucién de sondas.

Las sondas estan marcadas directamente con un fluorocromo azul (de la gama Aqua o DEAC).
Las especificaciones detalladas de cada sonda se incluyen enla Tabla 1.

Tabla 1: Especificaciones de las sondas

Crom. Numero de Locus Region del Clase de
referencia* cromosoma ADN

8 LPE 008B D8z2 8p11.1-q11.1 a-satélite

12 LPE 012B D1273 12p11.1-q11.1 o-satélite

17 LPE 017B D17Z1 17p11.1-q11.1 a-satélite

*B denotaun marcador azul

Este kit de contiene solo una de las sondas de la gama de sondas alfa satélite humanas
marcadas directamente en azul.

Material proporcionado

Sonda: 30ul por vial (5 reacciones)

Cantidad de sonda azul D8Z2: 63.5-91.5ng/reaccion

Cantidad de sonda azul D12Z3: 19.2ng/reaccién

Cantidad de sonda azul D17Z1: 14.4ng/reaccién

La sonda se produce en forma concentrada. Se presenta en una solucién para hibridacién
(formamida; sulfato de dextrano; SSC).

Solucién para hibridacién (formamida; sulfato de dextrano; SSC): 150ul por vial

Contraste: 150pl por vial (15 reacciones)
DAPI Antifade (ES: 0.125ug/ml DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol)).

Avisos y precauciones

1. Paradiagnéstico in vitro. Sélo para uso profesional.

2. Utilizar guantes al manipular las sondas de ADN y la contratincién DAPI.

3. La solucién de hibridacion contiene formamida, que es teratégena; no respire los vapores
y evite el contacto con la piel. Manipular con cuidado; utilizar guantes y bata de laboratoria
Al eliminarla, rociar con gran cantidad de agua.

4. La EIDAPIy Pl puede producir cancer. Manipular con cuidado; utilizar guantes y bata de
laboratorio. Al eliminarla, rociar con gran cantidad de agua.

5. Deseche todos los materiales peligrosos conforme a las directrices de su institucion
respecto a la eliminacion de residuos peligrosos.

6. Lo'sd operadores deben ser capaces de diferenciar visualmente los colores rojo, azul y
verde.

Almacenamiento y manejo

El kit debe almacenarse en un congelador a una temperatura comprendida entre -25°C y -15 C
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del kit. Almacene la sonda y los viales de
contraste en un lugar oscuro.AsegUrese de limitar la exposidén de lasonda y del contracolorarie
alas luces del laboratorio en todo momento.

Equipo necesarios pero no proporcionados

Placa caliente (con una placa sélida y un control de temperatura preciso hasta 80°C).
Micropipetas de volumen variable (rango 1ul - 200pl)

Barfio de agua con control preciso de temperatura a 72°C

Tubos de microcentrifugado (0.5ml)

Microscopio de fluorescencia (lea la seccién Recomendaciones para el microscopio de
fluorescencia)

6. Recipientes de cristal y de plastico

7. Pinzas

8. Microscopio de fluorescencia con objetivo de inmersion en aceite
9.  Centrifuga de banco

10. Portaobjetos para microscopio

11. Cubreobjetos de 24x24mm

12. Cronémetro

13.  Incubador 37°C

14. Pegamento

aprwWNE

Recomendaciones para el microscopio de fluorescencia

Para una visualizacién éptima de la sonda, se recomienda utilizar una l&mpara de mercurio de
100 vatios y objetivos x63 0 x100 Plan-Apochromat. El fluorocromo azul tiene especificidad por
el espectro Aqua o DEAC (se necesita filtro pasabanda sencillo Aqua o DEAC).

Compruebe el microscopio de fluorescencia antes de usarlo para asegurarse de que funciona
correctamente. Utilice un aceite de inmersién que sea adecuado para el microscopio ce
fluorescenciay esté formulado para una baja autofluorescencia. Siga las recomendaciones ce
los fabricantes respecto a la vida (til de lalamparay la edad de los filtros.

Preparacién de lamuestra

El kit esta disefiado para su uso en células sanguineas periféricas cultivadas y fijadas en fijadr
de Carnoy, y deben prepararse de acuerdo con las instrucciones del laboratorio o la institucién
Prepare extensiones celulares sobre portaobjetos para microsopio de acuerdo con los
procedimientos generales utilizados en citogenetica.

Protocolo FISH
(Observacion: AsegUrese de limitar la exposicion de la sonda y del contracolorante a las luces
del laboratorio en todo momento.)

Preparacion del portaobjetos
1. Extender la muestra en un portaobjetos. Dejarlo secar.

2. Sumerja el portaobjetos en 2xSSC durante 2 minutos a temperatura ambiente sinagitacién
3. Deshidrate en una serie de etanol (70%, 85% y 100%), 2 minutos en cada unaa TA.

4. Dejarlo secar.
A
5.

ntes de ladesnaturalizacion
Sague la sonda del congelador y deje que se caliente a temperatura ambiente (TA).
Centrifugue brevemente los tubos antes de su uso.

6. Aseglrese de que la solucion de la sonda es uniforme mezclando varias veces con la
pipeta.
7. Conunapunta de pipeta nueva extraiga (un volumen final de 10ul de solucién de sonda):
. para una hibridacién con unasonda : 3ul de solucién de sonda y 7ul de
solucién de hibridacion por reaccion.
. parauna hibridacién con dos sondas : 3ul de solucién de sonda y 4ul de
solucién de hibridacion por reaccion.
. parauna hibridaciéon con tres sondas : 3ul de solucién de sonda y 1ul de

solucién de hibridacion por reaccion..

Y coléquelo en un Gnico tubo de microcentrifuga, girar suavemente para mezclar y
efectuar pulsos de giro en la microcentrifuga. Vuelva a colocar la solucién que quece en la
sonda al congelador..

8.  Precaliente el portaobjetos y la muestra en una placa caliente a 37°C (+/- 1°C) durante 5
minutos.

9. Ponga 10ul de sonda sobre el portaobjetos y aplique cuidadosamente el cubreobjetos.
Selle con solucién de gomay deje secar completamente.

Desnaturalizacion
10. Desnaturalice la muestray la sonda simultdneamente calentando el porta en la placa
caliente a 75°C (+/- 1°C) durante 2 minutos.

Hibridacion
11. Introduzca el portaobjetos en un recipiete himedoy opaco a 37 °C (+/- 1°C) durante un
periodo comprendido entre 1 horay toda la noche.

Lavados post-hibridacién
Quite el cubreobjetos y los restos de goma cuidadosamente.

13. Lave el portaobjetos en 0.25xSSC (pH 7.0) a 72°C (+/- 1°C) durante 2 minutos sin

itacion*.

14. g?eq ue el portaobjetos y lavelo en 2 x SSC, 0.05% Tween-20 (pH 7.0) a TA durante 30
segundos sin agitacion.

15. Escurra el portaobjetos y afiada 10ul de DAPI antifade sobre cada muestra.

16. Aplique un cubreobjetos, elimine burbujas y deje reposar en oscuridad durante 10 minutcs.

17. Obsérvelo con el microscopio de fluorescencia.

* Si la sefial final es mala, repita la FISH usando un lavado post-hibridacion de 0.4 x SSC.

Estabilidad de los portaobjetos terminados
Los portaobjetos de FISH permanecen analizables durante 1 mes si se han almacenado en la
oscuridad y por debajo de la temperatura ambiente.

Recomendaciones de procedimiento

1. El endurecimiento o envejecimiento de las diapositivas puede reducir la fluorescencia de
la sefial.

2. Las condiciones de hibridacién pueden verse afectadas negativamente con el uso de
reactivos distintos de los suministrados o recomendados por Cytocell Ltd.

3. Useun termémetro calibrado para medir la temperatura de las soluciones, de los bafios
mariay de las incubadoras, ya que estas temperaturas son cruciales para un rendimierio
Gptimo del producto.

4.  Las concentraciones del lavado (estringencia), el pH y la temperatura son importantes ya
que una estringencia baja puede provocar una fijaciéon no especifica de la sonda y
demasiada estringencia puede derivar en una falta de sefial.

5. Unadesnaturalizacién incompleta puede provocar falta de sefial y una desnaturalizacién

excesiva también puede originar una fijacién no especifica.

La hibridacién excesiva puede producir sefiales adicionales o inesperadas.

Se recomienda a los usuarios optimizar el protocolo para sus propias muestras antes de

usar la prueba con fines de diagndstico.

N o

Resultados esperados paralahibridacion de sonda sencilla

Se encontraran diferencias en el tamafio relativo de las sefiales observadas entre los
cromosomas debido al distinto nimero de copias de las secuencias repetidas entre s
cromosomas. Una muestra diploide debe mostrar una sefial fluorescente en el centrémero de
los dos cromosomas correspondientes en el 70 —90% de las células analizadas.

Reactividad cruzada conocida
La sonda LPEO17B puede mostrar hibridacién cruzada débil para la region centromérica de
cromosoma 11.

Limitaciones

La comunicacién y lainterpretacion de FISH debe ser conforme a los estandares de précticas
profesionales, y debe tener en consideracion otros informacion clinicay de diagnéstico. Esta
prueba esta disefiada como un complemento de la citogenética clasicay no deben tomarse
medidas terapéuticas basandose tnicamente en el resultado de FISH.

No seguir el protocolo puede influir en el rendimiento y los resultados.

Informacién adicional

Si desea obtener informacion adicional sobre el producto, péngase en contacto con el
Departamento de soporte técnico de CytoCell.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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