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ZYTO\'/ISION

ZytoLight
SPEC CCND1 Dual Color Break Apart Probe

Z-2108-50
Z-2108-200

N/ 5(0.05 ml)
N/ 20 (0.2 ml)

Para a detecdo qualitativa de translocacdes envolvendo o
gene humano CCND1 em 11q13.3 por hibridagéo /n situ
por fluorescéncia (FISH)

3

Dispositivo médico de diagnéstico /n Vitro
de acordo com a diretiva EU 98/79/CE

1. Utilizagéo pretendida

O ZytoLight SPEC CCND1 Dual Color Break Apart Probe (PL65) destina-
se a ser utilizado para a detecdo qualitativa de translocagdes envolvendo
o gene humano CCND1 em 11q13.3 em amostras fixadas em formalina
e impregnadas em parafina, através de hibridagdo /n sifu por
fluorescéncia (FISH). A sonda destina-se a ser utilizada em combinacao
com o Zytolight FISH-Tissue Implementation Kit (Prod. N°. Z-2028-5/-
20).

A inferpretagdo dos resultados deve ser realizada no émbito do contexto
da histéria clinica do paciente relativamente a outros dados clinicos e
patolégicos por um profissional qualificado.

2. Relevancia clinica

As translocagées envolvendo a regido cromossémica
t(11;14)(q13.3;932.3) sdo consideradas caracteristicas dos linfomas de
célulos do manto (LCM), mas também foram identificadas em outras
doencgas linfoproliferativas (DLPs), como a leucemia pro-linfocitica B e,
menos frequentemente, em mielomas de células plasméticas, leucemia
linfoide crénica de células B e em linfomas esplénicos de linfécitos vilosos
(LELV). O rearranjo t(11;14) leva frequentemente & sobre-expressdo da
proteina CCND1. A determinacdo das translocagdes envolvendo a
regido cromossémica 11g13.3 também pode ajudar a distinguir o LCM
de outras doencas linfoproliferativas crénicas. Como o curso do LCM é
agressivo e sua resposta @ quimioterapia é escassa, o diagndstico
diferencial é clinicamente importante. Além disso, também foi
demonstrado que um ponto de quebra especifico do oncocitoma renal
(OR) estd localizado na banda 11913.3, envolvendo o locus CCND1. As
caracteristicas histolégicas do OR podem-se sobrepor &s do carcinoma
de célulos renais croméfobo (CRch). A hibridizagdo /n situ por
fluorescéncia (FISH) pode ser usada como uma ferramenta de
diagnéstico para a diferenciagéo de OR do CRch.
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3.  Principio de teste

A técnica de hibridagéo /n sifu por fluorescéncia (FISH) permite a detecéo
e visualizagdo de sequéncias especificas de dcidos nucleicos em amostras
de células. Os fragmentos de ADN marcados por fluorescéncia,
designados sondas FISH, e as respetivas cadeias-alvo de ADN nas
amostras, sdo codesnaturados e subsequentemente renaturados durante
a hibridagdo. Posteriormente, os fragmentos da sonda néo especificos e
néo ligados séo removidos através de fases de lavagem de estringéncia.
Apés a coloragGo de contraste do ADN com DAPI, os fragmentos da
sonda hibridizados s@o visualizados utilizando o microscépio de
fluorescéncia equipado com filiros de excitagdo e emissdo especificos
para os fluorocromos com os quais os fragmentos da sonda FISH foram
diretamente marcados.

4. Reagentes fornecidos

O Zytolight SPEC CCND1 Dual Color Break Apart Probe é composto
por:

. Polinucleétidos (~10 ng/ul) com marcagdo ZyGreen (excitacdo 503
nm/emissdo 528 nm), dirigidos ao mapeamento de sequéncias
alvo em 11913.2-q13.3* (chr11:68,249,010-68,705,283)
proximais ao ponto de quebra do gene CCND1 (ver Fig. 1).

. Polinucleétidos (~4.5 ng/ul) com marcagdo ZyOrange (excitacdo
547 nm/emissdo 572 nm), dirigidos ao mapeamento de
sequéncias alvo em 11g13.3* (chr11:69,453,301-70,031,240)
distais ao ponto de quebra do gene CCND1 (ver Fig. 1).

. Tampéo de hibridaggdo baseado em formamida
*De acordo com o Conjunto do Genoma Humano GRCh37/hg19
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Fig. 1: SPEC CCND1 Mapa da sonda (sem escala)

O ZytoLight SPEC CCND1 Dual Color Break Apart Probe estd disponivel
em duas apresentagdes:

. Z-2108-50: 0.05 ml (5 reagdes de 10 ul cada)
. Z-2108-200: 0.2 ml (20 reagdes de 10 ul cada)

5.  Materiais necessdrios mas néao fornecidos

. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit (Prod. N°.
7-2028-5/-20)

Amostras de controlo positivo e negativo

Laminas de microscépio, com carregamento positivo
Banho-maria (37°C, 98°C)

Hibridador ou placa quente

Hibridador ou cdmara himida na estufa de hibridacéo
Pipetas ajustdveis (10 ul, 25 ul)

Frascos ou banhos de coloragéo

Temporizador

Termdmetro calibrado

Etanol ou dlcool

Xilol

Agua desionizada ou destilada

Lamelas (22 mm x 22 mm, 24 mm x 60 mm)

Cola, por ex.: Fixogum Rubber Cement

(Prod. N°. E-4005-50/-125) ou similar

Microscépio de fluoresc&ncia devidamente calibrado (400-1000x)
. Oleo de imerséo aprovado para microscopia de fluorescéncia
. Conjuntos de filtros adequados
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6. Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 2-8°C na posicdo vertical, protegido da luz solar.

Utilizar protegido da luz. Repor as condicdes de armazenamento
imediatamente apds a utilizagdo. Nao utilizar reagentes apés terminar a
data de validade indicada no rétulo. O produto é estavel até a data de
validade indicada no rétulo, quando manuseado em conformidade.

7.  Avisos e precaugdes

. Ler as instrucdes antes de utilizar!
. Néo utilizar reagentes apés terminar a data de validade!
. Este produto contém substdncias (em concentragdes e volume

reduzidos) que s@o nocivas para a salde e potencialmente
infecciosas. Evitar qualquer contacto direto com os reagentes.
Tomar as medidas de proteco adequadas (utilizar luvas
descartéveis, éculos de protecdo e vestuério de laboratério)!

. Caso os reagentes entrem em contacto com a pele, lavar
imediatamente com dgua abundante!

. Estd disponivel a ficha de dados de seguranga, se solicitada, para
utilizagdo profissional.

. Néo reutilizar os reagentes.

. Evitar a contamina¢@o cruzada das amostras dado que poderd

conduzir a resultados incorretos.

. A sonda néo deve ser exposta & luz, especialmente luz forte, por
um periodo prolongado de tempo, ou seja, todos os passos devem
ser realizados, quando possivel, numa sala escura e/ou utilizando
recipientes resistentes a luz!

Frases de risco e de aviso:

O componente que determina o risco é a formamida.

é Perigo

H351 Suspeito de provocar cancro.

H360FD Pode afetar a fertilidade. Pode afetar o nascituro.
H373 Pode afetar os érgéos apés exposicdo prolongada.
P201 Solicitar instrucées especificas antes da utilizacdo.
P202 Né&o manusear o produto antes de ter lido e percebido

todas as precaugdes de seguranca.

P260 Né&o respirar as
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P280 Usar luvas de protegéo/vestudrio de prote¢do/protecao
ocular/protecédo

P308+P313 Em caso de exposi¢do: Consulte um médico.

P405 Armazenar em local fechado & chave

8. Limitagbes

. Apenas para utilizagdo em diagndstico /n vifro.
. Apenas para utilizagdo profissional.
. A interpretacdo clinica de qualquer coloracdo positiva, ou a

auséncia desta, deve ser efetuada no contexto da histérica clinica,
morfologia e outros critérios histopatolégicos, assim como outros testes
de diagnéstico. E da responsabilidade do patologista qualificado estar
familiarizado com as sondas FISH, reagentes, painéis de diagnéstico e
métodos utilizados para produzir a preparagdo da coloracdo. A
coloragd@o deve ser realizada num laboratério certificado e licenciado,
sob a supervisdo de um patologista responsdvel pela revisdo das ldminas
de coloracdo e que garanta a adequacdo dos controlos positivos e
negativos.

. A coloracdo de amostras, especialmente, a intensidade do sinal e
a coloragéo de fundo, depende do manuseamento e do processamento
da amostra antes da coloragio. A fixagdo, congelamento,
descongelamento, lavagem, secagem, aquecimento ou microtomia
inadequada ou a contaminag@o com outras amostras ou fluidos pode
produzir perturbagées ou falsos resultados. Os resultados inconsistentes
podem resultar de variagdes nos métodos de fixagéo e inclusdo, assim
como de irregularidades inerentes & amostra.
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. A sonda deve ser utilizada apenas para detecdo dos loci descritos
em 4 "Reagentes fornecidos"

. O desempenho foi validado utilizando os procedimentos descritos
nestas instru¢des de utilizacdo. As alteragbes a estes procedimentos
podem afetar o desempenho e devem ser validadas pelo utilizador.

9.  Substancias que podem interferir

Os eritrécitos presentes na amostra podem apresentar autofluorescéncia,
o que afeta o reconhecimento do sinal.

Os seguintes fixadores s&o incompativeis com o equipamento FISH:

. Fixador de Bouin

Fixador B5

Fixadores dcidos (ex.: écido pirico)

Fixador de Zenker

Alcoois (quando utilizados individualmente)
Cloreto de mercirio

Fixador de formaldeido/zinco

Fixador de Hollande

. Formalina né&o tamponada

10. Preparagéo de amostras

Recomendagdes:

D Fixagdo em formalina tamponada neutra a 10% durante 24 h &
temperatura ambiente (18-25°C).

. Dimensdo da amostra < 0,5 cm?.

. Utilizar parafina de qualidade Premium.

. A impregnagéo deve ser efetuada a temperaturas inferiores a
65°C.

. Preparar secgdes de micrétomo de 2-4 um.

. Utilizar ldminas de microscépio com carregamento positivo.

. Adeséo dos cortes durante 2-16 h a 50-60°C.

11. Tratamento de preparacéo do dispositivo

O produto estd pronto a usar. N&o requer reconstituicdo, mistura ou
dilui¢do. Permitir que a sonda atinja a temperatura ambiente (18-25°C)
antes de a utilizar, protegida da luz. Antes de abrir o frasco, misturar por
vértex e rotacdo invertida durante alguns instantes.

12. Procedimento do teste

Pré-tratamento da amostra
Efetuar o pré-tratamento da amostra (desparafinagdo, protedlise) de

acordo com as instrucdes de utilizacdo do Zytolight FISH-Tissue
Implementation Kit.

Desnaturagdo e hibridagdo
1.  Pipetar 10 ul da sonda para cada amostra pré-tratada.

2.  Cobrir a amostra com uma lamela de 22 mm x 22 mm (evitar
bolhas de ar) e selar a lamela.

Recomendamos a utilizagéo de cola (ex.: Fixogum) para a selagem.

3.  Colocar as lédminas numa placa quente ou hibridador e desnaturar
as amostras durante 10 min a 75°C.

4.  Transferir as Idminas para uma cdmara himida e hibridar durante
a noite a 37°C (por ex.: numa estufa de hibridagao).

E fundamental que as amostras néo sequem duronte a fase de
hibridagéo.

Pés-hibridagdo

Realizar o processamento pés-hibridacdo (lavagem, coloracdo de
contraste, microscopia de fluorescéncia) de acordo com as instrugdes de
utilizacdo do ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit.

13. Interpretogéo dos resultados

Com a utilizagéo dos filtros adequados, os sinais de hibridagéo da sonda
surgem a verde (proximal & regiGo de quebra do CCND1) e laranja
(distal & regido de quebra do CCND1).

Situag@o normal: Em interfases de células normais ou em células sem
translocagéo envolvendo a regido do gene CCND1, séo visiveis dois
sinais de fusdo verde/laranja (ver Fig. 2).
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Situagdo anormal: Uma regido do gene CCND1 afetada por uma
translocag@o é indicada por um sinal verde e laranja separados (ver Fig.
2).

Sinais sobrepostos podem surgir como sinais amarelos.

Filiro Duplo Verde/Laranja

16. Eliminagéo

A eliminag@o de reagentes deve ser realizada de acordo com as normas
locais.

17. Resolugdo de problemas

Qualquer desvio relativamente as instrugdes de utilizagdo pode conduzir
a resultados de coloracéo inferiores ou a auséncia total de coloragéo.

Sinais fracos ou auséncia de sinais

Causa possivel Acdo

Sem sequéncias-alvo Utilizar os controlos adequados

disponiveis

Situag@o normal Situagé@o anormal

Fig. 2: Resultados esperados em nécleos normais e anormais

Aberragées gendémicas devido a pequenas delegdes, duplicacdes ou
inversdes, podem resultar em padrées de sinais inesperados.

Poderd ser observada outra distribuicdo de sinal em algumas amostras
anormais, que poderd resultar num padrédo de sinal diferente do referido
acima, indicando reorganizacdes variantes. Os padrdes de sinal
inesperados devem ser investigados.

Nota:

. Devido & cromatina descondensada, os sinais FISH individuais
podem surgir como pequenos conjuntos de sinais. Assim, dois ou
trés sinais da mesma dimenséo, separados por uma distancia < 1
ao didmetro de um sinal, deverdo ser considerados como um sinal.

. Nao avaliar nicleos sobrepostos.

. Néo contabilizar nicleos sobredigeridos (reconhecidos pelas éreas
escuras visiveis no interior dos nicleos)

. Néo contabilizar nicleos com autofluorescéncia forte, o que afeta
o reconhecimento de sinais.

. Um resultado negativo ou néo especifico pode ser causado por
vdrios fatores (ver Capitulo 17).

. De forma a inferpretar corretamente os resultados, o utilizador

deve validar este produto antes da utilizagdo em procedimentos de
diagnéstico, de acordo com as diretivas nacionais e/ou
infernacionais.

14. Procedimentos do controlo da qualidade recomendados

De forma a monitorizar o desempenho correto das amostras
processadas e dos reagentes, cada teste deve ser acompanhado de
controlos internos e externos. Caso os controlos internos e/ou externos
ndo demonstrem uma coloracdo adequada, os resultados das amostras
dos pacientes devem ser considerados invélidos.

Controlo interno: células ndo neopldsicas na amostra que apresentem
um padréo de sinal normal, por ex.: fibroblastos.

Controlo externo: amostras de controlo positivo e negativo validadas.

15. Caracteristicas de desempenho

PrecisGo: a localizagdo de hibridagdo da sonda foi avaliada em
proliferagdes de metdfase de um individuo do género masculino de
cariétipo normal. Em todas as amostras testadas a sonda hibridou
somente nos loci esperados. N&o foram observados sinais adicionais ou
hibridagées cruzadas. Assim, a preciséo foi calculada como sendo de
100%.

Sensibilidade andlitica: para avaliagdo da sensibilidade analitica, a
sonda foi avaliada em proliferagdes de metéfase de individuos do
género masculino de cariétipo normal. Todos os nicleos mostraram o
padrdo de sinais esperado em todas as amostras testadas. Assim, a
sensibilidade analitica foi calculada como sendo de 100%.

Especificidade andlitica: para avaliagdo da especificidade analitica, a
sonda foi avaliada em proliferagdes de metéfase de individuos do
género masculino de cariétipo normal. Em todas as amostras testadas,
todos os sinais hibridaram apenas nos loci alvo esperados e em nenhum
outro loci. Assim, a especificidade analitica foi calculada como sendo de
100%.
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Amostra de tecido ou de Otimizar o tempo de fixagdo e o
células indevidamente fixador ou aplicar uma fase de pés-
fixada fixag@o conforme descrito no
"procedimento de teste" do manual
do ZytoLight FISH-Tissue
Implementation Kit

Pré-tratamento de calor, Verificar a temperatura de todos os
protedlise, desnaturacéo, dispositivos técnicos utilizados com
hibridagéo ou temperatura um termdmetro calibrado

de lavagem de estringéncia

incorretas

Pré-tratamento proteolitico Ofimizar o tempo de incubagdo da
executado de forma pepsina, aumentar ou reduzir
incorreta conforme necessério

Quando utiliza um hibridador, a
utilizacdo de faixas humidas/tanques
com dgua é obrigatéria. Quando
utiliza uma estufa de hibridagéo, é
necessdria a utilizagéo de uma
cdmara himida. Adicionalmente, as
lamelas devem estar perfeitamente
seladas, por ex.: com Fixogum, para
evitar a secagem da amostra durante
a hibridagéo

Evaporagéo da sonda

Verificar a concentragéo do tampéo
de lavagem de estringéncia

Tampéo de lavagem de
estringéncia com
concentragdo demasiado
baixa

Solucdes de desidratacdo Preparar solucdes de desidratagéo
antigas novas

Microscépio de fluorescéncia | Ajustar corretamente
incorretamente ajustado

Conjuntos de filtros
inadequados

Utilizar conjuntos de filtros
adequados para os fluocromos da
sonda.

Os conjuntos de filtros de passagem
de banda tripla permitem menos luz,
comparados com os conjuntos de
filtros de passagem de bando dupla
ou passagem simples.
Consequentemente, os sinais podem
surgir mais fracos utilizando os
conjuntos de filfros de passagem de
banda tripla

Dano causado por exposicdo | Realizar a hibridagéo e as fases de
das sondas/fluoréforos lavagem numa sala escura

Sinais de hibridagéo cruzada; perturbacdes de fundo

Causa possivel Acédo

Desparafinagéo Utilizar solugdes novas; verificar a
incompleta duragéo da desparafinacéo

Pré-tratamento proteolitico | Reduzir o tempo de incubagéo da
demasiado forte pepsina

Volume da sonda por Reduzir o volume da sonda por
4rea demasiado elevado seccdo/drea, distribuir a sonda por
gotas para evitar a concentragéo local

2020-03-23



Vers. 1.2 PT

Ladminas arrefecidas & Transferir rapidamente as lédminas
temperatura ambiente para 37°C
antes da hibridagéo

Tampdo de lavagem de Verificar a concentrag@o do tampéo
estringéncia demasiado de lavagem de estringéncia
concentrado

Temperatura de lavagem Verificar a temperatura; aumentar se
apés a hibridacao necessdrio

demasiado baixa

Desidratagdo das Evitar a desidratagéo selando as
amostras entre as fases de | l&minas e realizando a incubagéo
incubacdo individual num ambiente hUmido

Morfologia do tecido degradada

Causa possivel Acéo

Amostra de tecido ou de Oftimizar o tempo de fixagdo e o fixador
células indevidamente ou aplicar uma fase de pés-fixagéo
fixada conforme descrito no "procedimento de

teste" do manual do ZytoLight FISH-
Tissue Implementation Kit

Pré-tratamento proteolitico | Otimizar o tempo de incubagdo da

executado de forma pepsina, aumentar ou reduzir
incorreta conforme necessdrio
Secagem insuficiente Prolongar a secagem ao ar
antes da aplicagdo da

sonda

Nucleos sobrepostos

Causa possivel Acdo
Espessura inadequada Efetuar secgbes de micrétomo de 2-4
das seccdes de tecido um.

Amostra desliza da Iamina

Causa possivel Acéo

Revestimento inadequado Utilizar l[dminas adequadas
da l&émina

Pré-tratamento proteolitico | Reduzir o tempo de incubagéo da
demasiado forte pepsina

Coloracéio de contraste fraca

Causa possivel Acéo

Solugéo DAPI de baixa Utilizar DAPI/DuraTect-Solution (ulira)
concentragéo (Prod. No. MT-0008-0.8)

Tempo de incubagdo da Ajustar o tempo de incubagéo da
solugdo DAPI demasiado solugdo DAPI

curto
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Os nossos especialistas estéo disponiveis para responder ds suas
questoes.
Contacte helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Alemanha
Telefone: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

E-mail: info@zytovision.com

Marcas registadas:
ZytoVision® e ZytoLight® sdo marcas registadas da ZytoVision GmbH.

2020-03-23


file://///hyperv/Team-ZV/Technische%20Dokumentation/GAs/FlexISH/helptech@zytovision.com
http://www.zytovision.com/
mailto:info@zytovision.com

