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A hibridizagéo 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
diagnéstico essencial na andlise cromossémica pré-natal, hematolégica e
patolégica. O ADN alvo, apés fixacdo e desnaturacdo, estd disponivel para
emparelhamento com uma sonda de ADN marcada por fluorescéncia e
desnaturada de forma semelhante, que tem uma sequéncia complementar. Ap6s
a hibridizagdo, a sonda de ADN néo ligada e ndo especificamente ligada é
removida e o ADN é contracorado para efeitos de visualizacédo. A microscopia de
fluorescéncia permite entdo a visualizacédo da sonda hibridizada no material alvo.

Informagdes sobre a sonda

A sindrome Saethre-Chotzen é uma doenca rara, congénita, autossémica
dominante, caracterizada por anomalias craniofaciais e dos membros®. A
incidéncia desta sindrome é estimada em 1 em 25 000-50 000 nascidos vivos,
embora devido ao fenétipo ser frequentemente muito suave, é possivel que a
sindrome esteja a ser pouco diagnosticada®. A identificagdo de TWIST1 (um fator
de transcricdo em hélice-loop-hélice basico na banda do cromossoma 7p21.1)
como um gene causador®® provou ser fundamental para o diagndstico deste
disturbio fenotipico variavel*.

A sindrome de Williams-Beuren (WBS) é um raro distdrbio do desenvolvimento
neurolégico causado por uma delegdo (de aprox. 1,5-1,8 Mb de tamanho e que
contém cerca de 28 genes®) na banda do cromossoma 7q11.23% A incidéncia
estimada desta sindrome é de 1 em 7500 a 20 000 nascidos vivos®®. Os
pacientes apresentam uma aparéncia facial tipo "elfo" distintiva, problemas no
tecido conjuntivo, estenose adrtica supravalvar (SVAS), atraso no crescimento,
anomalias renais, hipercalcemia transitoria, hiperacusia e atraso mental’. A
haploinsuficiéncia ou hemizigosidade do gene da elastina (ELN) foi identificada
como sendo responsavel pelo SVAS®®, porém nenhuma das outras
caracteristicas clinicas da sindrome foi inequivocamente atribuida a genes
especificos no interior da regido deletada do WBS. Estas correlacdes gendtipo-
fenétipo sdo mais complexas nos pacientes com WBS, uma vez que se
demonstrou que a dele¢do também tem um efeito nos genes normais do niumero
de cdpias que avizinham os pontos de quebra de dele¢do™®.

A combinacdo Saethre-Chotzen/Williams-Beuren contém uma sonda vermelha
que cobre o gene TWIST1 para a sindrome de Saethre-Chotzen e uma sonda
verde que cobre a area em redor do gene ELN na regido deletada da sindrome
de Williams-Beuren.

Especificacdo da sonda
TWIST1, 7p21.1, Vermelho
WBSCR, 7q11.23, Verde

1

D752495 D751459
D751683 D751400

179kb

100Kb

7p21.1

7q11.23

. B Bl
‘|

’ D75247¢6 D7561

148kb 144kb 204kb -m‘

A TWIST1 Probe tem de comprimento 179 kb, é marcada a vermelho e abrange
uma regido que inclui a totalidade do gene TWIST1 e o ADN do flanco. A sonda
da regido de Williams-Beuren, marcada a verde, é constituida por trés clones nédo
sobrepostos (148 kb, 144 kb e 204 kb), que abrange grande parte da regido de
delecgao.

Materiais Fornecidos

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

Quantidade de sonda vermelha de TWIST1: 48-60 ng/teste

Quantidade de sonda verde de WBSCR: 11-13 ng/teste

As sondas sdo fornecidas pré-misturadas em solucdo de hibridizacdo
(formamida; sulfato de dextrano; SSC) e estdo prontas para uso.

Contracorante: 150 pl por frasco (15 testes)
O contracorante é o DAPI Antifade (ES: 0,125 pg/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 eliminacdo, lave com um
grande volume de agua.

5. Todos os materiais perigosos devem ser eliminados de acordo com as
diretrizes da sua instituicdo relativamente a eliminagdo de residuos
perigosos.

Conservacéo 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 microcentrifugagdo (0,5 ml).

Microscépio de fluorescéncia (ver sec¢do "Recomendacdo de Microscopio
de Fluorescéncia").

Jarras de Coplin em plastico ou vidro.

Pinca.

Oleo de imers&o de lentes para microscopio de fluorescéncia.
Centrifugadora de bancada.

10. Laminas de microscopio.

11. Lamelas de 24 x 24 mm.

12. Temporizador.

13. Incubadora a 37 °C.

14. Cola de solugédo de borracha.
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Recomendagé&o de Microscépio de Fluorescéncia
Para obter a melhor visualizagdo possivel da sonda, recomendamos uma
lampada de mercurio 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.

Preparagédo 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
microscoépio, de acordo com os procedimentos citogenéticos padrao.

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

1. Coloque uma gota de amostra celular numa lamina de microscopio 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-desnaturagéo

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. Retire 10 yl de sonda por cada teste e transfira-os para um tubo de
microcentrifugagdo. Reponha o restante volume da sonda no congelador.

8. Cologue 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 solugédo de sonda na amostra de células e aplique uma
lamela com cuidado. Vede com cola de solugdo de borracha e deixe a cola
secar completamente.

Desnaturacéo
10. Desnature a amostra e a sonda em simultaneo aquecendo a lamina numa
placa quente a 75 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos.

Hibridizagéo
11. Cologue a lamina num recipiente humido resistente a luz a 37 °C (+/-1 °C)
durante toda a noite.

Lavagens p6s-hibridizacao

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

13. Mergulhe a lamina em SSC0,4x (pH7,0) a 72°C (+/-1°C) durante
2 minutos sem agitar.

14. Drene a lamina 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.

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.

Recomendagdes para o Procedimento

1. Né&o é recomendado o aguecimento ou envelhecimento das laminas, uma
vez que tal pode reduzir a fluorescéncia do sinal.

2. As condi¢cBes de hibridizagdo podem ser negativamente afetadas pela
utilizacé@o de reagentes que ndo sejam os fornecidos ou recomendados pela
Cytocell Ltd.

3. 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.

4. As concentragbes de lavagem, o pH e as temperaturas sdo importantes,
visto que condi¢Bes pouco rigorosas podem resultar numa ligacdo néo
especifica da sonda e condigbes demasiado rigorosas podem resultar na
auséncia de sinal.

5. Uma desnaturagédo incompleta pode resultar em auséncia de sinal e uma
desnaturagdo excessiva também pode resultar numa ligagdo ndo especifica.

Resultados Esperados

Numa célula normal, esperam-se dois sinais vermelhos e dois sinais verdes (2R,
2G). Uma célula com uma delecédo de TWIST1 deve ter um sinal vermelho e dois
verdes (1R, 2G). Uma célula com uma delegdo de WBSCR deve ter dois sinais
vermelhos e um verde (2R, 1G). Este dispositivo destina-se a detetar perdas
gendmicas maiores do que a regido abrangida pelos clones vermelho e verde
deste conjunto de sondas. Perdas genémicas fora desta regido ou as perdas
parciais desta regido poderdo ndo ser detetadas com este produto.

Limitagdes

A comunicacéo e interpretacdo dos resultados da FISH devem ser consistentes
com as normas da pratica profissional e devem tomar em consideragdo outras
informag6es clinicas e de diagndstico. 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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