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Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH, Fluorescence In Situ Hybridisation)
to technika, ktoéra umozliwia wykrywanie sekwencji DNA na chromosomach
metafazowych lub w jadrach interfazowych obecnych w utrwalonych prébkach
cytogenetycznych. Technika ta obejmuje wykorzystanie sond DNA, ktére
hybrydyzujg do catych chromosoméw lub pojedynczych unikalnych sekwencji, i
stanowi istotne uzupetnienie klasycznych metod cytogenetycznych. Ostatnie
odkrycia wskazujg, ze ta wartosciowa technika moze by¢ obecnie
wykorzystywana jako kluczowe narzedzie diagnostyczne w chromosomalnych
analizach prenatalnych, hematologicznych i patologicznych. Docelowa sekwencja
DNA, po utrwaleniu i denaturacji, staje sie¢ dostepna do przylgczenia do
zdenaturowanej w podobny sposéb, fluorescencyjnie wyznakowanej sondy DNA
o sekwencji komplementarnej. Po hybrydyzacji niezwigzane i nieswoiscie
zwigzane sondy DNA sg usuwane, a DNA jest barwiony kontrastowo w celu jego
uwidocznienia. Sondy zhybrydyzowane do materialu docelowego mozna
obserwowa¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Informacje o sondzie

Oznaczenia firmy CytoCell do badan prenatalnych technikg fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) sg przeznaczone do szybkiego i dokladnego
wykrywania najczesciej spotykanych zaburzerh chromosomalnych ptodu. Zestaw
sond jest przeznaczony do wykrywania i iloSciowego oznaczania chromosomu
18. w jadrach interfazowych niehodowanych komoérek ptynu owodniowego przy
uzyciu techniki FISH. Wyniki tego oznaczenia nalezy wykorzystywaé w
potgczeniu z wynikami analizy kariotypu ptodu.

Trisomia chromosomu 18., ktéra wywotuje zespdt Edwardsa, wystepuje z
czestoscig 1 na 6000-8000 zywych urodzen. Choroba ta dotyczy wytgcznie ptci
zenskiej'. Obraz kliniczny tej choroby jest zroznicowany, cho¢ w wielu
przypadkach stwierdza si¢ opdznienie wzrostu, wady serca i anomalie
twarzoczaszki, a takze mozliwe nieprawidtowosci w budowie konczyn i nerek?.

Specyfikacja sondy
Centromer chromosomu 18., 18p11.1 —q11.1 (D18Z1), kolor niebieski

D18Z1

(11D

Sonda dla centromeru chromosomu 18. jest bezposrednio wyznakowang
niebieskim fluoroforem sondg DNA swoista wzgledem sekwencji alfa-
satelitarnego DNA obecnych w regionie D18Z1 chromosomu 18.

Dostarczone materiaty

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

llo$¢ sondy dla centromeru chromosomu 18. (D18Z1) wyznakowanej niebieskim
fluoroforem: 112—140 ng/test

Sonda jest dostarczana we wstepnie wymieszanym roztworze hybrydyzacyjnym
(formamid; siarczan dekstranu; SSC) i jest gotowa do uzycia.

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

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

1. Do diagnostyki in vitro. Wytacznie 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 skorg. Nosi¢ rekawiczki
oraz fartuch laboratoryjny i pracowac¢ pod wyciggiem. Przy usuwaniu sptukac
duzg iloscig wody.

4. DAPI jest potencjalnym czynnikiem rakotwdérczym. Zachowaé ostrozno$c
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 waznos$ci wskazanej na etykiecie zestawu. Fiolki z sondami i barwnikiem
kontrastowym nalezy przechowywac w ciemnosci.

Sprzet wymagany, ale niedostarczany

1. Plyta grzewcza (ze stabilng plyta i mozliwoscig doktadnej kontroli
temperatury do 80°C).

2. Mikropipety i koncéwki umozliwiajgce przenoszenie réznych objetosci cieczy
w zakresie 1-200 pl.

3. taznia wodna z mozliwoscig doktadnej kontroli temperatury na poziomie

37°Ci72°C.

Proboéwki mikrowiréwkowe (0,5 ml).

Mikroskop fluorescencyjny (patrz cze$¢ ,Zalecenia dotyczace mikroskopu

fluorescencyjnego”).

6. Barwiacze Coplina z tworzywa sztucznego lub szklane.

7. Szczypczyki.

8. Olejek imersyjny odpowiedni do obiektywéw mikroskopowych klasy
fluorescencyijne;j.

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.
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Zalecenia dotyczace mikroskopu fluorescencyjnego

W celu optymalnej wizualizacji sondy zalecane jest uzywanie 100-watowej lampy
rteciowej i obiektywu planapochromatycznego przy powiekszeniu x63 lub x100.
Niebieski fluorofor wykazuje specyficznos¢ wzgledem widma Aqua i DEAC
(wymagany jest pojedynczy filtr pasmowo-przepustowy Aqua lub DEAC). Do
jednoczesnej obserwacji wszystkich niebieskiego fluoroforu i barwnika DAPI
mozna uzy¢ potrdjnego filtra pasmowo-przepustowego DAPI/FITC/Texas Red.

Przygotowanie probki

Zestaw do badan prenatalnych jest przeznaczony do stosowania z
niehodowanymi amniocytami utrwalonymi w utrwalaczu Carnoya (patrz procedura
ponizej). Prébki ptynu owodniowego nalezy pobra¢ zgodnie z wytycznymi
obowigzujgcymi w laboratorium lub placéwce.

Nie nalezy uzywa¢ prébek ptynu owodniowego, ktére wydajg sie krwawe lub
brazowe, poniewaz mogg one zawieraé krew matki, co moze doprowadzi¢ do
uzyskania fatszywych wynikow.

Zalecany protokét

Przygotowanie probek swiezego ptynu owodniowego do procedury FISH:

1. Wirowa¢ 2-5 ml z catej prébki ptynu owodniowego przez 7 minut przy
180 x g, ostroznie usungé supernatant, nie naruszajgc osadu komérkowego.

2. Ponownie zawiesi¢ osad w 2 ml roztworu KCl o stezeniu 0,075 M.
Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 5 minut.

3. Doda¢ 2 ml $wiezego utrwalacza (metanol:lodowaty kwas octowy w stosunku
3:1) do komorek/roztworu hipotonicznego; dodaé pierwszy ml kroplami,
ciggle mieszajgc. Dobrze wymieszac.

4.  Wirowac zawiesine przez 5 minut przy 280 x g, ostroznie usunag¢ supernatant
i ponownie zawiesi¢ osad w 2 ml $wiezego utrwalacza.

5. Po wykonaniu tego kroku utrwalone prébki mozna przenie$¢ do zamrazarki i
przechowywac¢ w temperaturze -20°C.

6. Jesli probka nie bedzie mrozona, wirowaé probowke przy 280 x g przez 5
minut. Usungé maksymalng ilo§¢ supernatantu, nie naruszajgc osadu
komorkowego. Ostuka¢ probéwke w celu ponownego zawieszenia osadu w
matej iloci pozostatego ptynu.

7. W celu przygotowania preparatu do procedury FISH wkropi¢ zawiesine
komoérek bezposrednio na szkietko. Pozostawi¢ do wyschniecia na
powietrzu.

Zalecana procedura wstepnej obrobki preparatu:

1. Zanurzy¢ szkietko z preparatem przygotowanym z niehodowanych
amniocytow w 2x stgzonym roztworze SSC na 1 godzing w temperaturze
37°C.

2. Zanurzyé szkietko w $wiezo przygotowanym roztworze roboczym pepsyny (5
mg pepsyny w 100 ml roztworu HCI o stezeniu 0,01 M) na 13 minut w
temperaturze 37°C.

3. Zanurzy¢ szkietko w buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS) na 5
minut w temperaturze pokojowe;.

4. Zanurzy¢ szkietko w roztworze po utrwalaniu (roztwér formaldehydu o
stezeniu 0,95%: 1,0 ml roztworu formaldehydu o stezeniu 37%, 0,18 g MgClz
i 39,0 ml buforu PBS) na 5 minut w temperaturze pokojowe;j.

5. Zanurzyé szkietko w buforze PBS na 5 minut w temperaturze pokojowe;.

6. Zanurzy¢ szkietko w roztworze etanolu o stgezeniu 70% w temperaturze
pokojowej. Pozostawi¢ szkietko w kapieli etanolowej na 1 minute.

7. Wyja¢ szkietko z roztworu etanolu o stgzeniu 70%. Powtérzy¢é krok 6 z
uzyciem roztworu etanolu o stezeniu 85%, a nastepnie etanolu o stezeniu
100%.

8. Pozostawi¢ do wyschnigcia na powietrzu.

Protokot FISH
(Uwaga: Nalezy ograniczy¢ ekspozycje sondy na $wiatto w laboratorium)
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Przygotowanie szkietek (pomina¢ ten krok, jesli szkietko poddano obrébce

wstepnej zgodnie z przedstawionym powyzej protokotem)

1. Wkropi¢ prébke komoérek na szkietko mikroskopowe. Pozostawi¢ do
wyschniecia.

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

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

4. Pozostawi¢ do wyschniecia.

Denaturacja wstepna

5.  Wyja¢ roztwdr sond z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do temperatury

pokojowe;j.

Wymieszaé roztwdr sond pipetg w celu zapewnienia jego jednorodnosci.

Pobraé¢ 10 pl roztworu sond na test i przenie$¢ pobrang objetos¢ do probowki

mikrowiréwkowej. Bezzwiocznie wiozy¢ pozostaty roztwér sond z powrotem

do zamrazarki.

8. Umiesci¢ roztwér sond i szkietko z probkg na plycie grzewczej o
temperaturze 37°C (+/-1°C) na 5 minut w celu ich wstgpnego 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.

6.
7.

Denaturacja
10. Denaturowac¢ jednoczesnie probke i mieszanine sond, ogrzewajgc szkietko
na plycie grzewczej o temperaturze 75°C (+/-1°C) przez 2 minuty.

Hybrydyzacja

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

Ptukania po hybrydyzacji

12. Ostroznie zdja¢ 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 wstrzasac.

14. Pozwoli¢, aby szkietko ocieklo, 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 ociekto, a nastepnie nanies¢ 10 pl barwnika DAPI
antifade na kazdy obszar, w ktérym przeprowadzano hybrydyzacje.

16. Przykry¢ szkietkiem nakrywkowym, usung¢ wszelkie pecherzyki powietrza i
pozostawi¢ szkietko w ciemnosci na 10 minut, aby umozliwié¢ rozwdj barw.

17. Obejrze¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Preparaty poddane procedurze FISH nadajg sie do analizy przez maksymalnie 1
miesigc, o ile sg przechowywane w ciemnosci w temperaturze pokojowej lub
nizszej.

Zalecenia dotyczace procedury

1. Nie jest zalecane wypiekanie ani postarzanie preparatéw, poniewaz moze to
zmniejszy¢ fluorescencje sygnatu.

2. Stosowanie odczynnikdw innych niz dostarczone lub zalecane przez firme
Cytocell Ltd moze mie¢ negatywny wptyw na warunki hybrydyzacji.

3. Na potrzeby pomiaru temperatury roztworéw, tazni wodnych i inkubatorow
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 s3g 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.

Interpretacja wynikow

Czuto$é i swoisto$¢ procedury FISH sg uzaleznione od szeregu parametréw,
ktore réznig sie w zaleznosci od typu komorki, uzywanej sondy, zastosowanych
technik pracy z komérkami oraz w obregbie danego laboratorium. W zwigzku z tym
zalecamy, aby przy stosowaniu zestawu do badan prenatalnych kazde
laboratorium posiadato wtasny materiat wzorcowy i okreslato wtasne wartosci
odcigcia dla oznaczen FISH dla probek prawidlowych kariotypowo i
aneuploidalnych (w celu uzyskania wytycznych nalezy skontaktowac¢ sig z firmag
CytoCell).

Wyniki oczekiwane

W prawidtowej komoérce powinny by¢ widoczne 2 sygnaty niebieskie (2N). W
komoérkach z trisomig chromosomu 18. powinny byé widoczne 3 sygnaty
niebieskie (3N).

Ograniczenia

Test ten nie wykrywa strukturalnych nieprawidtowosci chromosoméw i
mozaikowato$ci chromosomowe;j.

Nie umozliwia réwniez wykrycia nieprawidtowosci liczby chromosoméw innych niz
opisane powyzej.

Test nie jest przeznaczony do oceny ryzyka wystgpienia trisomii.

Raportowanie i interpretacja wynikéw metody FISH powinny by¢ zgodne z
profesjonalnymi standardami praktyki i dokonywane z uwzglednieniem innych
informaciji klinicznych i diagnostycznych.

Zestaw ten nalezy traktowaé jako uzupetnienie innych diagnostycznych testow
laboratoryjnych. Z tego wzgledu nie nalezy inicjowa¢ Zzadnych dziatan
terapeutycznych wytgcznie na podstawie wyniku uzyskanego metodg 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.

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
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