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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
hybrydyzuja do catych chromosoméw lub pojedynczych unikalnych sekwenciji, i
stanowi istotne uzupetnienie klasycznych metod cytogenetycznych. Ostatnie
odkrycia wskazuja, ze ta warto$ciowa technika moze by¢ obecnie wykorzystywana
réwniez do oceny probek guzoéw litych pobranych w ramach biopsji i dostarcza¢
informaciji istotnych dla predykcji progresji choroby nowotworowej. Stosowane
obecnie metody, takie jak badania immunohistochemiczne lub hybrydyzacja
Southerna, umozliwiajg uzyskanie danych na poziomie ekspresji genéw. W
przypadku przeprowadzania badan na skrawkach tkanek (wykonanych z uzyciem
kriostatu lub zatopionych w parafinie) technika FISH moze jednak dostarczy¢
informacji na poziomie genéw, in situ, w precyzyjnie okreslonym miejscu w obrebie
guza. Moze to ujawni¢ heterogeniczno$¢ migdzy komaérkami i umozliwi¢ wykrycie
matych klonéw genetycznie odmiennych komérek.

Informacje o sondzie

Rearanzacje obejmujgce gen IGH zidentyfikowano w wielu réznych typach
nowotworéow. W kazdej z tych jednostek chorobowych wystepuje szereg typowych
translokacji, a kolejne s systematycznie opisywane. Translokacja
t(8;14)(q24;932), obejmujgca gen IGH i gen MYC, jest najczestszg rearanzacjg
wykrywang u pacjentéw z chioniakiem Burkitta i wystepuje w okoto 85%
przypadkow'. Rearanzacje genu IGH sa réwniez stwierdzane w 50% przypadkow
chtoniakéw nie-Hodgkina z komérek B (non-Hodgkin B-cell lymphoma, NHL) i
skorelowano je z klinicznie istotnymi podgrupami?. Jedno z badan wykazato, ze
translokacje t(14;18)(932;921) (IGH-BCL2) stwierdzano w 88,1% przypadkéw
chioniaka grudkowego, a translokacje t(11;14)(q13;932) (IGH-CCND1) w 85,7%
przypadkow chtoniakéw z komérek ptaszcza®. Rearanzacje z udziatem genu IGH
sg rowniez wykrywane w 52,5% przypadkéw chtoniaka rozlanego z duzych
komérek B (Diffuse Large B-cell Lymphoma, DLBCL)!. Gen IGH czesto bierze
udziat w rearanzacjach obserwowanych w chioniakach i ma wielu réznych
partneréw translokacyjnych. Z tego wzgledu zaprojektowali$my zestaw sond
rozszczepionych (,split”) dla genu IGH, ktéry umozliwia wykrywanie rearanzacji
genu IGH, niezaleznie od genu lub chromosomu stanowigcego partnera
translokacyjnego.

Specyfikacja sondy
IGHC, 14932.3, kolor czerwony
IGHV, 14q32.3, kolor zielony
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Mieszanina sond dla genu IGH zawiera sonde o dtugosci 176 kz, wyznakowang
czerwonym fluoroforem, obejmujgca czes¢ statego (C) regionu genu, oraz dwie
sondy (324 kz i 289 kz) wyznakowane zielonym fluoroforem, obejmujgce czesci
zmiennego (V) segmentu genu.

Dostarczone materiaty

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

lloé¢ sondy IGHC wyznakowanej czerwonym fluoroforem: 40-50ng/test

llo$¢ sondy IGHV wyznakowanej zielonym fluoroforem: 60—75ng/test

Sondy s3g dostarczane we wstepnie wymieszanym roztworze hybrydyzacyjnym
(formamid; siarczan dekstranu; SSC) i sg gotowe do uzycia.

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

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

1. Do diagnostyki in vitro. Wylgcznie 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 wdychac¢ oparéw i nie dopuszczaé do kontaktu ze skérg. Nosi¢ rekawiczki
oraz fartuch laboratoryjny i pracowa¢ pod wyciggiem. Przy usuwaniu sptukac
duzg iloscig wody.

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

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

Przechowywanie i postepowanie z produktem

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

Sprzet wymagany, ale niedostarczany
Ptyta grzewcza (ze stabilng ptytg i mozliwos$cig doktadnej kontroli temperatury
do 80°C).
2. Mikropipety i koncéwki umozliwiajgce przenoszenie cieczy o réznych
objetosciach w zakresie 1-200 pl.
taznia wodna z mozliwoscig doktadnej kontroli temperatury na poziomie 72°C.
Probéwki mikrowiréwkowe (0,5 ml).
Mikroskop fluorescencyjny (patrz cze$¢ ,Zalecenia dotyczace mikroskopu
fluorescencyjnego”).
Barwiacze Coplina z tworzywa sztucznego lub szklane.
Szczypczyki.
Olejek imersyjny odpowiedni do obiektywéw mikroskopowych klasy
fluorescencyjnej.
9. Wiréwka laboratoryjna.
10. Szkietka mikroskopowe.
11. Szkietka nakrywkowe o wymiarach 24x24 mm.
12. Stoper.
13. Inkubator nastawiony na temperature 37°C.
14. Klej kauczukowy.
15. Zestaw Tissue Pretreatment Kit (LPS 100).
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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 sie potrojny filtr pasmowo-przepustowy DAPI/FITC/Texas Red.
Alternatywnie do obserwacji czerwonego i zielonego fluoroforu mozna uzyé¢
podwajnego filtra pasmowo-przepustowego FITC/Texas Red.

Przygotowanie probki

Ten zestaw zaprojektowano do uzytku z nastgpujgcymi probkami:

. Utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (FFPE) skrawki tkanek lub
mikromacierze tkankowe (TMA), nalezy uzywa¢ skrawkéw tkanek o grubosci
4—6 um.

. Prébki krwi obwodowej lub komorki szpiku kostnego z hodowli utrwalone w
utrwalaczu Carnoya, suszone na powietrzu na szkietkach mikroskopowych
zgodnie ze standardowymi procedurami cytogenetycznymi.

Wszystkie probki nalezy przygotowaé zgodnie z wytycznymi obowigzujgcymi w
laboratorium lub placéwce.

Protokot FISH
(Uwaga: Nalezy mozliwie ogranicza¢ ekspozycje sondy na $wiatto w laboratorium)

Procedura dla probek FFPE

Wstepna obrébka probek tkanek

Probki tkanek nalezy podda¢ wstepnej obrébce zgodnie z wytycznymi
obowigzujgcymi w laboratorium lub placéwce. W celu uzyskania optymalnych
wynikéw nalezy uzy¢ zestawu Tissue Pretreatment Kit (LPS 100).

Denaturacja wstepna

1. Wyja¢ roztwér sond z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do
temperatury pokojowe;j.

2. Wymieszac roztwér sond pipetg w celu zapewnienia jego jednorodnosci.

3. Pobraé¢ 10-15 pl (odpowiednio do wielkosci probki tkanki) roztworu sond na
test i przenies¢ pobrang objetoS¢ do probowki mikrowiréwkowej.
Bezzwiocznie wtozy¢ pozostaty roztwér sond z powrotem do zamrazarki.

4. Umiesci¢ roztwér sond i szkietko z prébka na plycie grzewczej o temperaturze
37°C (+/-1°C) na 5 minut w celu ich wstepnego ogrzania.

5. Wkropi¢ 10-15 pl mieszaniny sond na prébke i ostroznie nanie$¢ szkietko
nakrywkowe. Zaklei¢ szkietko klejem kauczukowym i poczeka¢ na jego
catkowite wyschniecie.

Denaturacja
6. Denaturowac jednoczesnie probke i mieszanine sond, ogrzewajac szkietko
na ptycie grzewczej o temperaturze 75°C (+/-1°C) przez 5 minut.
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Hybrydyzacja
7. Umiesci¢ szkietko w wilgotnym, $wiattoszczelnym pojemniku w temperaturze
37°C (+/-1°C) na noc.

Ptukania po hybrydyzacji

8. Ostroznie zdjg¢ szkietko nakrywkowe i usungé¢ wszelkie pozostatosci kleju.

9. Zanurzy¢ szkietko w 0,4x stezonym roztworze SSC (pH 7,0) w
temperaturze 72°C (+/-1°C) na 2 minuty; nie wstrzgsac.

10. Pozwoli¢, aby szkietko ociekto, a nastepnie zanurzy¢ je w 2x stezonym
roztworze SSC ze $rodkiem Tween-20 w stgzeniu 0,05% (pH 7,0) w
temperaturze pokojowej na 30 sekund; nie wstrzgsac.

11. Pozwoli¢, aby szkietko ociekto, a nastepnie nanies¢ 10—15 pl barwnika DAPI
antifade na kazdg probke.

12.  Przykry¢ szkietkiem nakrywkowym, usung¢ wszelkie pecherzyki powietrza
i pozostawi¢ szkietko w ciemnosci na 10 minut, aby umozliwi¢ rozwgj
barw.

13. Obejrze¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Procedura dla krwi obwodowej lub komérek szpiku kostnego z hodowli

Przygotowanie szkietek
Wkropi¢ probke komdrek na szkietko mikroskopowe. Pozostawi¢ do
wyschnigcia.

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

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

4. Pozostawi¢ do wyschniecia.

Denaturacja wstepna

5. Wyijac roztwdr sond z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do temperatury
pokojowe;j.

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

7. Pobra¢ 10 pl roztworu sond na test i przenie$¢ pobrang objgto$¢ do probowki
mikrowiréwkowej. Bezzwtocznie wiozy¢ pozostaty roztwér sond z powrotem
do zamrazarki.

8. Umiesci¢ roztwdr sond i szkietko z prébka na ptycie grzewczej o temperaturze
37°C (+/-1°C) na 5 minut w celu ich wstepnego ogrzania.

9.  Wkropi¢ 10 pl mieszaniny sond na probke komérek i ostroznie nanies¢
szkietko nakrywkowe. Zaklei¢ szkietko klejem kauczukowym i poczeka¢ na
jego catkowite wyschniecie.

Denaturacja
10. Denaturowac jednoczesnie probke i mieszaning sond, ogrzewajac szkietko
na plycie grzewczej o temperaturze 75°C (+/-1°C) przez 2 minut.

Hybrydyzacja
11. Umiesci¢ szkietko w wilgotnym, swiattoszczelnym pojemniku w temperaturze
37°C (+/-1°C) na noc.

Ptukania po hybrydyzacji

12. Ostroznie zdjaé szkietko nakrywkowe i usungé wszelkie pozostatosci kleju.

13. Zanurzy¢ szkietko w 0,4x stezonym roztworze SSC (pH 7,0) w temperaturze
72°C (+/-1°C) na 2 minuty; nie wstrzgsacé.

14. Pozwoli¢, aby szkietko ociekio, 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 ociekio, a nastepnie nanie$¢ 10-15 pl barwnika DAPI
antifade na kazdg probke.

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

17. Obejrze¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Uwagi

Wydajnos$¢ hybrydyzacji i morfologia tkanek zazwyczaj sg ujemnie skorelowane.
Agresywne procedury wstgpnej obrébki (np. wydtuzony czas trawienia
enzymatycznego), ktére poprawiajg wydajnos¢ hybrydyzacji, zwykle prowadzg do
zniszczenia struktur komoérkowych i morfologii tkanek. tagodne procedury
wstgpnej obrébki, ktére oszczedzajg struktury tkankowe, moga jednak nie byc¢
wystarczajgce do penetracji sond i uzyskania akceptowalnych wynikéw metodg
FISH.

Optymalna dtugo$¢ wstepnej obrébki cieplnej i czas trawienia enzymatycznego
bedg zalezaty od wieku bloczka, sktadu tkanki i jakosci utrwalenia tkanki. Czas
trawienia enzymatycznego nalezy skréci¢ w przypadku prébek uzyskanych w
ramach biopsji gruboigtowej oraz wszelkich skrawkoéw, ktore zawierajg niewiele
komoérek nowotworowych lub zawierajg duze obszary tkanki martwiczej. Podczas
pracy z takimi prébkami nalezy zachowa¢ szczegélng ostroznos¢, aby nie dopusci¢
do nadmiernego trawienia.

Stabilnos¢ wykonanych preparatow
Preparaty poddane procedurze FISH nadajg sie do analizy przez maksymalnie 1
miesigc, o ile sg przechowywane w ciemnosci w temperaturze ponizej 4°C.

Zalecenia dotyczace procedury

1. Niejest zalecane wypiekanie ani postarzanie preparatéw zawierajgcych prébki
krwi obwodowej lub szpiku kostnego, 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 moga 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 doprowadzi¢ do nieswoistego wigzania.

Wyniki oczekiwane

W komérce prawidtowej oczekiwane sg dwa sygnaty stanowigce potaczenie sygnatu
czerwonego i zielonego (czyli fuzyjne sygnaly zétte — 2Z). W komoérce z
monoalleliczng translokacjg genu IGH powinien byé obecny jeden odrebny sygnat
czerwony i jeden odrebny sygnat zielony, a dodatkowo jeden sygnat stanowigcy
potaczenie sygnatu czerwonego i zielonego (czyli fuzyjny sygnat zoétty) dla
prawidtowego chromosomu 14. (1C, 1Z, 1Z). W przypadku translokaciji biallelicznej
nie beda obecne zadne sygnaly fuzyjne, natomiast bedg widoczne dwa odrebne
sygnaty czerwone i dwa odrebne sygnaly zielone (2C, 2Z).

Ograniczenia

Raportowanie i interpretacja wynikow 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 wzgledu nie
nalezy inicjowa¢ zadnych dziatan terapeutycznych wylacznie na podstawie wyniku
uzyskanego metoda FISH.

Dodatkowe informacje

W celu uzyskania dodatkowych informacji na temat produktu nalezy skontaktowac
sie z dziatem wsparcia technicznego firmy CytoCell.

Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

Strona WWW: www.ogt.com
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Patenty i znaki towarowe

CytoCell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Cytocell Ltd.

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

Cytocell Ltd.

Oxford Gene Technology,
418 Cambridge Science Park,
Milton Road,

Cambridge, CB4 0PZ, UK
Tel.: +44(0)1223 294048
Faks.: +44(0)1223 294986

E: probes@cytocell.com
Strona WWW: www.ogt.com
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