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A hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) & 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
diagndstico essencial na analise cromossomatica pré-natal, hematolégica e
patolégica. O ADN alvo, apos fixagdo e desnaturacdo, fica disponivel para
hibridizagdo a uma sonda de ADN marcada por fluorescéncia e desnaturada de
forma semelhante, que tem uma sequéncia complementar. Apds a hibridizagao, a
sonda de ADN néo ligada e ndo especificamente ligada é removida e o ADN é
submetido a contracoloragdo para efeitos de visualizagdo. A microscopia de
fluorescéncia permite entdo a visualizagdo da sonda hibridizada no material alvo.

Informagoes sobre as sondas

Os ensaios de sondas de enumeragao pré-natal X, Y e 18 FAST FISH da CytoCell
destinam-se a detegdo rapida e precisa dos disturbios cromossomaticos fetais
mais comuns. O conjunto de sondas destina-se a dete¢do e quantificagdo dos
cromossomas 18, X e Y em nucleos interfasicos de células do liquido amniético
ndo cultivadas mediante a técnica FISH. O ensaio deve ser utilizado em conjunto
com a andlise de caridtipos fetais.

A trissomia do cromossoma 18, causadora da sindrome de Edwards, ocorre em
cerca de 1 em 6000/8000 nados vivos e afeta principalmente o sexo feminino.! Os
achados clinicos s&o variaveis, embora muitos apresentem atrasos de
crescimento, deficiéncias cardiacas e anomalias craniofaciais, bem como
possiveis anomalias nos membros e nos rins.2 Nimeros de copias aberrantes dos
cromossomas X e Y podem levar a varias doengas cromossomaticas sexuais, tais
como Klinefelter (47,XXY), Turner (45,X) e outras sindromes causadas por
variagbes no numero de cépias de X e/ou Y. Estas sindromes apresentam
incidéncias e achados clinicos variaveis.®

O conjunto de sondas destina-se a detegdo e quantificagdo dos cromossomas 18,
X e Y em nucleos interfasicos de células do liquido amniético nédo cultivadas
mediante a técnica FISH. O ensaio deve ser utilizado em conjunto com a andlise
de caridtipos fetais.

Especificagao das sondas

Centréomero X, Xp11.1—q11.1 (DXZ1) Verde
Centrémero Y, Yp11.1-q11.1 (DYZ3) Laranja
Centréomero 18, 18p11.1—q11.1 (D18Z1) Azul
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O conjunto de sondas X, Y e 18 é uma mistura de sondas de ADN diretamente
marcadas por fluorescéncia verdes, laranja e azuis, especificas para as
sequéncias de ADN alfa satélite nas regides DXZ1, DYZ3 e D18Z1 dos
cromossomas X, Y e 18, respetivamente.

Materiais fornecidos
Sonda: 50 pl por frasco (5 testes) ou 100 pl por frasco (10 testes)
Quantidade de sonda de centromero X verde (DXZ1): 60-75ng/teste

Quantidade de sonda de centrémero Y laranja (DYZ3): 40-50ng/teste
Quantidade de sonda de centrémero 18 azul (D18Z1): 280-350ng/teste

As sondas sao fornecidas pré-misturadas em solugéo de hibridizagéo (formamida;
sulfato de dextrano; SSC) e estao prontas a serem utilizadas.

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

Adverténcias e precaugoes

1. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro. Apenas para utilizagéo profissional.

2. Utilizar luvas ao manusear sondas de ADN e contracorante DAPI.

3. As misturas de sondas contém formamida, que é um teratégeno; nédo inalar
vapores nem permitir o contacto com a pele. Utilizar luvas, bata de laboratério
e manusear sob um exaustor de laboratério. Ao eliminar, utilizar grandes
quantidades de agua.

4. O DAPI é um potencial agente cancerigeno. Manusear com cuidado; utilizar
luvas e uma bata de laboratério. Ao eliminar, utilizar grandes quantidades de
agua.

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

Conservagao 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 sondas e
contracorante tém de ser conservados num abrigado da luz.

Equipamento necessario, mas nao fornecido

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

2. Micropipetas e pontas de volume variavel entre 1 ul e 200 pl.

3. Aparelho de banho-maria com controlo exato da temperatura a 37 °C e 72 °C.

4. Tubos para microcentrifuga (0,5 ml).

5. Microscopio de fluorescéncia (consultar a secgdo "Recomendacgdo de
microscépio de fluorescéncia").

6. Jarras de Coplin em plastico ou vidro.

7. Pinga.

8. Oleo de imers3o para lentes de microscopio de fluorescéncia.

9. Centrifuga de bancada.

10. Laminas de microscopio.

11. Lamelas de 24 x 24 mm.

12. Temporizador.

13. Incubadora a 37 °C.

14. Cola de solugéo de borracha.

Recomendagao de microscopio de fluorescéncia

Para garantir 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/TRITC é ideal para visualizar os fluoréforos
verdes e laranja, bem como o corante em simultaneo. O fluoréforo azul tem
especificidade para o espetro Aqua e DEAC (é necessario um filtro passa-banda
simples Aqua ou DEAC). O filtro passa-banda triplo DAPI/FITC/Texas Red pode
ser utilizado para visualizar os trés fluoréforos e o DAPI simultaneamente.

Preparacao de amostras

O kit pré-natal destina-se a ser utilizado em amniécitos n&o cultivados fixados em
fixador de Carnoy (ver procedimento a seguir). A colheita de amostras de liquido
amniético deve ser efetuada de acordo com as diretrizes do laboratério ou da
instituigdo em causa.

As amostras de liquido amniético com vestigios de sangue ou acastanhadas nao
devem ser utilizadas, uma vez que podem conter sangue materno e conduzir a
resultados falsos.

Protocolo sugerido

Preparacao de amostras de liquido amnioético frescas para FISH:

1. Centrifugue 2-5 ml de espécime de liquido amniético completo durante 7
minutos a 180 g; remova cuidadosamente o sobrenadante sem perturbar o
sedimento celular.

2. Ressuspenda o sedimento em 2 ml de cloreto de potassio a 0,075 M. Deixe a
temperatura ambiente (TA) durante 5 minutos.

3. Adicione 2 ml de fixador fresco (3:1 metanol:acido acético glacial) a solugédo
de células/hipoténica, adicionando os primeiros ml gota a gota enquanto
mistura continuamente. Misture bem.

4. Centrifugue a suspensao durante 5 minutos a 280 g, remova cuidadosamente
o sobrenadante e ressuspenda o sedimento em 2 ml de fixador fresco.

5. Os espécimes fixados podem ser armazenados, nesta fase, num congelador
a-20°C.

6. Se a amostra nao for para ser congelada, centrifugue o tubo a 280 g durante
5 minutos. Remova o maximo de sobrenadante sem perturbar o sedimento
celular. Vire o tubo para ressuspender o sedimento na pequena quantidade
de liquido restante.

7. Para preparar as laminas para FISH, coloque uma gota de suspensao celular
diretamente na Iamina. Deixe secar ao ar.

Pré-tratamento recomendado de laminas:

1. Mergulhe alamina preparada a partir de amniécitos ndo cultivados em 2xSSC
durante 2 minutos a 37 °C.

2. Coloque a lamina em solugdo ativa de pepsina fresca (5 mg de pepsina
adicionada a 100 ml de &cido cloridrico a 0,01 M) durante 13 minutos a 37 °C.

3. Mergulhe a lamina em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) a TA
durante 5 minutos.

4.  Mergulhe a lamina em solugéo poés-fixagdo (formaldeido a 0,95%: 1,0 ml de

formaldeido a 37%, 0,18 g de MgCl. e 39,0 ml de PBS) durante 5 minutos a

TA.

Mergulhe a lamina em PBS a TA durante 5 minutos.

Mergulhe a 1amina em etanol a 70% a TA. Permita que a lamina permanecga

no banho de etanol durante 1 minuto.
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7. Retire alamina do etanol a 70%. Repita o passo 6 com etanol a 85%, seguido
de etanol a 100%.
8. Deixe secar ao ar.

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

Preparagao da lamina (ignore este passo se a lamina tiver sido pré-tratada

de acordo com o protocolo acima)

1. Cologue uma gota de amostra celular numa lamina de vidro para microscépio.
Deixe secar.

2. Mergulhe a lamina em 2xSSC durante 2 minutos a TA sem agitar.

3. Desidrate numa série de etanol (70%, 85% e 100%), cada fase durante
2 minutos a TA.

4. Deixe secar.

Pré-desnaturagao

5. Retire a sonda do congelador e deixe-a aquecer até a TA.

6. Certifique-se de que a solucéo de sonda é uniformemente misturada com uma
pipeta.

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

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

9. Coloque 10 yl de mistura de sonda na amostra de células e aplique uma
lamela com cuidado. Vede com cola de solugéo de borracha e deixe a cola
secar completamente.

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

Hibridizagao
11. Cologue a lamina num recipiente humido resistente a luz a 37 °C (+/-1 °C)
durante 2 horas.

Lavagens pés-hibridizagao

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

13. Mergulhe a Iamina em 0,4xSSC (pH 7,0) a 72 °C (+/-1 °C) durante 2 minutos
sem agitar.

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

15. Drene a lamina e aplique 10 yl de DAPI Antifade em cada area de
hibridizagéo.

16. Cubra com uma lamela, elimine eventuais bolhas e deixe que a cor se
desenvolva no escuro durante 10 minutos.

17. Observe com um microscopio de fluorescéncia.

Estabilidade das laminas acabadas
As laminas submetidas a FISH permanecem analisaveis durante, no maximo, 1
més, se conservadas abrigadas da luz a uma temperatura igual ou inferior a TA.

Recomendagodes para o procedimento

1. Nao é recomendado recozer ou maturar as laminas, uma vez que tal pode
reduzir a fluorescéncia do sinal.

2. As condicdes de hibridizacdo podem ser negativamente afetadas pela
utilizagéo de reagentes que néo sejam os fornecidos ou recomendados pela
Cytocell Ltd.

3. Recomenda-se vivamente a utilizagdo de um termdmetro calibrado para medir
as temperaturas de solugdes, banhos-maria e incubadoras, visto que estas
temperaturas séo criticas para o desempenho ideal do produto.

4. As temperaturas, o pH e as concentragdes de lavagem séo criticas, uma vez
que condigdes pouco rigorosas podem resultar em ligagdo ndo especifica da
sonda, e condigdes demasiado rigorosas podem resultar na auséncia de sinal.

5. Uma desnaturagdo incompleta pode resultar em auséncia de sinal, e uma
desnaturagéo excessiva também pode resultar em ligagdo néo especifica.

Interpretacdo dos resultados

A sensibilidade e a especificidade da FISH dependem de uma série de parametros
que variam de um tipo de célula para outro; de uma sonda para outra; com as
técnicas celulares utilizadas e dentro do préprio laboratério. Por conseguinte,
recomendamos que, na utilizagdo do kit pré-natal, cada laboratério tenha o seu
proprio material padréo e determine os seus proprios valores de corte do ensaio
FISH para amostras aneuploides e cariotipicamente normais (para obter
orientagdes, contacte a CytoCell).

Resultados esperados

Uma célula feminina normal deve apresentar 2 sinais verdes e 2 azuis (2G, 2B).
Uma célula masculina normal deve apresentar 1 sinal verde, 1 laranja e 2 azuis
(1G, 10, 2B). As células com trissomia 18 devem apresentar 2 sinais verdes e 3
azuis (2G, 3B) para amostras femininas e 1 verde, 1 laranja e 3 azuis (1G, 10, 3B)
para amostras masculinas. Existem varias combinagdes diferentes de padrdes de
sinais possiveis para os cromossomas X e Y, para além dos padrbes de sinais
normais descritos acima.

A sonda DXZ1 pode apresentar hibridizagdo cruzada aos centrémeros dos
cromossomas 11,17 e Y

Limitagées

Este teste ndo deteta anomalias cromossomaticas estruturais nem mosaicismo.
Também néo deteta anomalias numéricas de cromossomas para além dos
testados.

O teste néo foi concebido para avaliar o risco de trissomia.

A comunicagéo e a interpretacdo de resultados de FISH devem ser consistentes
com as normas da pratica profissional e devem tomar em consideragédo outras
informagdes clinicas e de diagnoéstico.

Este kit destina-se a ser utilizado como adjuvante a outros testes de diagndstico
laboratoriais e ndo deve ser iniciada qualquer medida terapéutica apenas com
base nos resultados da FISH.

Informagoes Adicionais

Para obter mais informagdes 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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