IMPATH ALK D/C BREAK APART FISH

Identificacion del producto
N.° Descripcion
47863  ImPath ALK D/C Break Apart FISH

Uso previsto

La sonda ImPath ALK D/C Break Apart FISH (cédigo de producto 47863) esta prevista
para ser utilizada con el ImPath ISH Detection Kit (codigo de producto 44996) para
detectar las translocaciones en las que participa el gen ALK 2p23 en tejido incluido en
parafina y fijado en formol o muestras de células por hibridacién fluorescente in situ
(FISH) en el ImPath 36 (cédigo de producto 43965).

Los resultados deben interpretarse dentro del contexto del historial clinico del paciente
con respecto a otros datos patologicos y clinicos del paciente aportados por un
patélogo cualificado.

Resumen y explicacion

El gen ALK (receptor de tirosina-cinasa del linfoma anaplasico, también denominado
CD246) esta situado en la region cromosomica 2p23. El ALK codifica un receptor
transmembranal de la tirosina-kinasa. Este gen realiza actividades oncogénicas
caracteristicas a través de la fusién con varias parejas de genes o mutaciones en
tumores sélidos tanto hematopoyéticos como no hematopoyéticos.

Las translocaciones que afectan al locus del gen ALK se encuentran a menudo en el
linfoma anaplasico de células grandes (ALCL), un linfoma no Hodgkin agresivo que
surge de los linfocitos T.

La translocacién mas frecuente t(2;5) da lugar a una fusién con el gen NPM1
(nucleofosmina, también denominado fosfoproteina nucleolar B23 o numatrina)
situado en el cromosoma 5035. Ademas, las inversiones que afectan al gen ALK
situado en el brazo corto del cromosoma 2 [inv(2)(p21p23)] han sido detectadas con
frecuencia en el cancer de pulmén de células no pequenas (CPCNP) y deriva en la
formacion del transcrito de fusion EML4-ALK.

Principios y procedimientos

Puede detectarse la presencia de determinadas secuencias de acidos nucléicos en
células o tejidos por hibridacion fluorescente in situ (FISH) mediante el uso de sondas
de ADN etiquetadas con colorantes fluorescentes. La hibridacion da lugar a la doble
formacion de secuencias presentes en el objeto de ensayo y la sonda especifica que
puede visualizarse mediante un microscopio de fluorescencia y los filtros adecuados.
La sonda ImPath ALK D/C Break Apart FISH contiene polinucleétidos de etiqueta verde
(excitacion a 503 nm y emision a 528 nm, similar a FITC), que se dirigen a la
cartografia de secuencias en 2p23 proximas a la region de valor critico de ALK, y
polinucleétidos de etiqueta naranja (excitacién a 547 nm y emisién a 572 nm, similar
a la rodamina) que se dirigen a la cartografia de secuencias en 2p23 alejadas de la
region de valor critico de ALK.

La doble formacion de sondas con etiqueta fluorescente puede visualizarse con un
microscopio de fluorescencia si se emplean los filtros adecuados.
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IMPATH ALK D/C BREAK APART FISH

Materiales y métodos
Reactivos incluidos

El producto indicado es una sonda FISH lista para usar en un vial, fabricado para usar
en el ImPath 36. El vial cuenta con una etiqueta RFID que es leida por el ImPath 36
para proporcionar informacion especifica del producto y del lote.

Reconstitucion, mezcla y dilucién

El producto esta listo para su uso. No requiere reconstitucion, mezcla ni dilucion.
Las diferencias en el procesamiento del tejido y los procedimientos técnicos en el
laboratorio pueden generar resultados variables y, por consiguiente, se aconseja
efectuar controles regulares. (Véase la seccién de procedimientos de control de
calidad)

Son necesarios materiales y reactivos (no se suministran)

Pueden ser necesarios los siguientes reactivos y materiales para la tincion, pero no se
suministran con la sonda FISH.

1. Tejido de control positivo y negativo

Portaobjetos para microscopio, con carga positiva

Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 50-60 °C
Cubetas o baneras para tincion

Temporizador

Etanol o alcohol reactivo

ImPath ISH Detection Kit (n.° de categoria 44996)

DAPI/Antifade*

. Cubreobjetos

10. Microscopio de fluorescencia (400-1000x)

11. Juego de filtros apropiados

©ONOOTAWN

*Uso recomendado: ImPath DAPI (cédigo de producto 47861)
Conservaciéon y manejo

Consérvese a 2-8°C en posicion vertical. Consérvese protegido de la luz.

Agitelo antes de abrir.

Para garantizar el suministro adecuado del reactivo y la estabilidad de la sonda FISH,
es preciso poner el reactivo en las condiciones de conservacion anteriormente
indicadas inmediatamente después de su uso.

Si se conserva correctamente, el reactivo es estable hasta la fecha indicada en la
etiqueta. No deben utilizarse los reactivos pasada la fecha de caducidad para el
método de conservacién prescrito.

Recogida de muestras y preparacion para el analisis

Con esta sonda FISH pueden utilizarse tejidos incluidos en parafina, fijados en formol,
tamponados con una solucion neutra y procesados de forma rutinaria. El fijador
recomendado para tejidos es la formalina neutra tamponada al 10 %.

Hay que cortar cada seccion segun el grosor adecuado (aproximadamente 3-5 um) y
colocarla en un portaobjetos de cristal con carga positiva. Los portaobjetos que
contienen la seccion del tejido pueden introducirse durante al menos 2 horas (pero no
mas de 16 horas) en un horno a 50-60 °C.
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IMPATH ALK D/C BREAK APART FISH f\|mPath

Advertencias y precauciones
1. Adopte las precauciones razonables cuando manipule reactivos. Utilice guantes
desechables y bata cuando manipule materiales toxicos o posibles carcinégenos.

2. Evite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con areas sensibles, lavelas con abundante agua.

3. Las muestras de tejido y células y todos los materiales que entren en contacto con
ellas deben tratarse como residuos biolégicos y deben eliminarse tomando las
precauciones adecuadas. No pipetee con la boca.

4. Evite la contaminacion microbiana de los reactivos, ya que podria generar
resultados incorrectos.

5. El usuario debe optimizar los tiempos y las temperaturas de incubacién de la
solucién de pepsina.

6. Elreactivo prediluido listo para usar se diluye de manera 6ptima y una dilucion
adicional puede traducirse en la pérdida de calidad de tincién.

7. Este producto esta clasificado como sustancia peligrosa. Para conocer mas
detalles, consulte la hoja de datos de seguridad de los materiales.

8. El usuario debe validar las condiciones de conservacion si son diferentes a las
especificadas en el prospecto.

9. Este producto, como cualquiera procedente de fuentes biologicas, debe
manipularse de acuerdo con los procedimientos establecidos.

Instrucciones de uso

La sonda ImPath ALK D/C Break Apart FISH (codigo de producto 47863) esta prevista
para ser usada en combinacién con el kit de deteccion ImPath ISH (cédigo de producto
44996) en el ImPath 36 (codigo de producto 43965).

Protocolo ISH ImPath:
ImPath ISH Detection Kit (codigo de producto 44996)

Pasos del protocolo:
Procedimiento paso a paso

1. Siga las instrucciones de uso del ImPath 36 para ajustar el reactivo para su uso
en el instrumento.

2. Cargue los portaobjetos, la sonda FISH y el ImPath ISH Detection Kit en el ImPatch
36 segln las instrucciones de uso del ImPath 36.

Ajuste del tiempo de digestion de la pepsina seglin las condiciones prevalidadas
por el usuario

Inicie el procesamiento.

Cuando se haya completado el proceso de tincion, retire los portaobjetos del
instrumento, deshidrate con etanol al 70 %, 90 % y 100 %, cada uno durante 1
minuto.

Seque las muestras al aire en un lugar oscuro.

Monte una solucion DAPI/Antifade (se recomienda usar ImPath DAPI (codigo de
producto 47861). Tape con un cubreobjetos y deje incubar en la oscuridad
durante 15 minutos.

7. Guarde el portaobjetos en la oscuridad a 2-8° C.

A.MENARINI

Rdvanced Salutions for Advanced Pathalogy 3 diagnostics



IMPATH ALK D/C BREAK APART FISH f\|mPath

Procedimientos de control de calidad

Control de tejido positivo

Es preciso realizar siempre un control de tejido positivo con cada procedimiento de
tincion. Este tejido puede contener células de hibridacién reordenadas (positivo) y no
reordenadas (negativo) y sirve tanto para el tejido de control positivo como el negativo.
Deben emplearse controles de tejido positivo conocidos para supervisar el correcto
rendimiento de los tejidos procesados y los reactivos de prueba, no como una ayuda
para determinar un diagnostico especifico de muestras de los pacientes. Si el control
de tejido positivo no logra demostrar la tincion positiva adecuada, deberan
considerarse invalidos los resultados de las muestras del paciente.

Control de tejido negativo

Puede utilizarse para el control de tejido negativo el mismo tejido utilizado para el
control de tejido positivo.

Las células no neoplasicas en el portaobjetos/en la seccién del tumor, como
fibroblastos, células epiteliales o linfocitos, sirven como control interno y tienen que
mostrar el patron de sehal normal esperada, por lo que pueden servir como control de
tejido negativo. Si estas células no logran demostrar la hibridacién adecuada, deberan
considerarse invalidos los resultados de las muestras del paciente.

Discrepancias inexplicables

Las discrepancias inexplicables en los controles deben comunicarse de inmediato al
servicio de atencion de A. Menarini Diagnostics. Si los resultados del control de calidad
no cumplen con las especificaciones, los resultados del paciente son invalidos.
Consulte la seccion de resolucién de problemas de este prospecto. Identifique y
subsane el problema. A continuacion, repita todo el procedimiento con las muestras del
paciente.

Interpretacion de los resultados

Con el uso de juegos de filtros adecuados, las senales de hibridacion de la region
cromosoémica etiquetada 2p23 aparecen en verde y naranja. En interfases de células
normales o células sin una translocacion que implique una banda 2p23, aparecen dos
senales de fusion verde/naranja. Un locus 2p23 afectado por una translocacion se
indica por una senal verde separada y una senal naranja separada.

Ha de extremarse la precaucion para no evaluar células superpuestas, con el fin de
evitar falsos resultados, por ejemplo, una multiplicacion de los genes. Debido a la
cromatina descondensada, pueden aparecer senales Unicas de FISH como pequenas
agrupaciones de senales. De este modo, dos o tres senales del mismo tamano,
separadas por una distancia igual o menor al diametro de una senal, deben contarse
como una sola senal.

Las irregularidades del tejido, como el tejido en el limite, o tejido retraido o apretado,
deben excluirse de la evaluacion. No evalle el tejido del paciente si los controles no
son como esperaba. Rechace el resultado si muestra una fuerte autofluorescencia. La
sobredigestion puede reconocerse por las areas oscuras visibles dentro de los nlcleos
y debe excluirse de la evaluacién.

Un resultado negativo o no especifico puede estar causado por multiples factores
(consulte el capitulo de resolucion de problemas en este prospecto).
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Limitaciones

1.

Este reactivo es "solo para uso profesional" como hibridacién fluorescente in situ.
Se trata de un proceso de multiples pasos que requiere una formacion
especializada en la seleccion de los reactivos y tejidos apropiados, fijacion,
procesamiento, preparacion del portaobjetos FISH, e interpretacion de los
resultados de la tincion.

Exclusivamente para uso en laboratorio.
Para aplicaciones de diagnéstico in vitro.

La tincion de tejidos, especialmente la intensidad de senal y la tincion del fondo,
depende del manejo y el procesamiento del tejido antes de la tincién. Una fijacion
inadecuada, la congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento,
division o contaminacién con otros tejidos o liquidos puede producir
irregularidades o resultados falsos. Los resultados inconsistentes pueden
proceder de variaciones en la fijacién y en los métodos de inclusién, asi como de
irregularidades inherentes en el tejido.

Una contratincion excesiva o incompleta puede afectar a la adecuada
interpretacion de los resultados.

La calidad de las senales depende del correcto posicionamiento del tejido en la
mitad inferior del portaobjetos. Para mas informacion sobre la correcta colocacion
del tejido, péngase en contacto con su representante de ventas de A. Menarini
Diagnostics.

La interpretacion clinica de cualquier tincién positiva, o su ausencia, debe
realizarse dentro del contexto del historial clinico, la morfologia, otros criterios
histopatoldgicos y otras pruebas de diagnostico. Debe contar con un patélogo
cualificado familiarizado con las sondas FISH, los reactivos, los paneles de
diagnostico y los métodos empleados para producir la preparacion tenida. La
tincién debe ser realizada en un laboratorio certificado y autorizado, bajo la
supervision de un patélogo responsable de revisar los portaobjetos tenidos y de
garantizar la idoneidad de los controles positivos y negativos.

Las sondas FISH listas para usar y los reactivos se proporcionan a una dilucion
Optima para su uso segln las instrucciones. Cualquier desviacion de los
procedimientos de prueba recomendados puede invalidar los resultados
esperados. Deben aplicarse y documentarse controles apropiados. En todas las
circunstancias, los usuarios deben aceptar la responsabilidad de la interpretacion
de los resultados.

Los reactivos pueden presentar reacciones inesperadas en tejidos no sometidos a
ensayos previos. No es posible eliminar por completo la posibilidad de que se
produzcan reacciones inesperadas incluso en grupos de tejidos sometidos a
ensayos, debido a las variabilidades biolégicas en los tumores o en otros tejidos
patolégicos. Pongase en contacto con el servicio de atencion al cliente de A.
Menarini Diagnostics si se produjese cualquier reaccion inesperada sospechosa y
documentada.

Resultados esperados

La siguiente tabla muestra el rendimiento de la sonda ImPath ALK D/C Break

Apart FISH comparada con una sonda ImPath ALK D/C Break Apart FISH manual
certificada por la CE en tejidos de cancer de pulmén y linfoma incluidos en parafina y
fijados en formol. Se han evaluado 100 células de cada tejido. El umbral se establecio
en el 15 % de células positivas.
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ImPath ALK D/C Break Apart FISH
negativo (<15%) positivo (=15%) Total

referencia negativo (<15%) 6 0 6
positivo (=15%) 0 4 4
Total 6 4 10

Se obtiene una elevada concordancia del 100 %, una especifidad del 100 % y una
sensibilidad del 100 % para la sonda ImPath ALK D/C Break Apart FISH, cuando se
realiza en el ImPath 36.

Solucién de problemas

1. Sino pueden observarse senales o estas son muy débiles, es posible que no
pueda llevarse a cabo adecuadamente un pretratamiento proteolitico y deba
optimizarse el tiempo de incubacion de la pepsina.

2. Asimismo, una solucion tamponadora de lavado poco concentrada puede producir
sefales débiles. Por ello, es preciso controlar la concentraciéon de la solucion
tamponadora de lavado.

3. Siel microscopio de fluorescencia esta mal ajustado, también pueden generarse
intensidades de senal débiles. Aseglirese de usar un microscopio de fluorescencia
bien configurado y mantenido, con los juegos de filtros adecuados.

4. Un haz de luz demasiado fuerte mientras se maneja la sonda o el portaobjetos
también puede traducirse en senales débiles o en ausencia de estas. La sonda y
los portaobjetos tintados deben manipularse lejos de la luz solar directa.

5. Sise producen sehales de hibridacion cruzada o una fuerte tincién del fondo, es
posible que el pretratamiento proteolitico haya sido demasiado fuerte y deba
optimizarse el tiempo de incubacion de la pepsina.

6. Ademas, una solucién tamponadora de lavado demasiado concentrada puede
producir hibridacion cruzada o una fuerte tincién del fondo. Por ello, es preciso
controlar la concentracion de la solucion tamponadora de lavado.

7. Silas secciones de tejido se desprenden del portaobjetos, hay que comprobar que
este posea carga positiva. Otras de las causas que podrian afectar negativamente
a la adhesion del tejido son el secado insuficiente de la seccion del tejido en el
portaobjetos antes de la tincion o bien que la fijacién en formol no tenga una
solucién suficientemente neutra. El grosor del tejido también puede influir.

Para saber qué acciones correctivas llevar a cabo, consulte la seccion de
procedimiento paso a paso o péngase en contacto con el servicio de atencién al cliente
A. Menarini Diagnostics.
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