“2017 ~ ANO DE LAS ENERGIAS RENOVABLES”

Ministerio de Salud

Secretaria de Politicas, Regulacion DISPOSICION N N 8
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BUENOS AIRES, §0 JUN 2017

VISTO el expediente NO© 1-47-3110-2176/16-4 del Registro de la

Administracion Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica vy,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOARS S.A. solicita autorizacidn
para la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto para diagndstico de
uso “in vitro” denominado ZytoDot Probe / sondas de DNA para CISH, para
tumores soélidos, que se detalla en el ;Anexo.

Que a fojas 247 consta el informe técnico producido por el Servicio de
Productos para Diagndstico que establece que los productos relnen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacién.

Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion
de su competentia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N©
16.463, Resolucién Ministerial N© 145/98 y Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los
Decretos N° 1490/92 el por el Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.

Por ello;
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EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 19°.- Autorizase la venta a laboratorios de analisis clinicos del producto
de diagndstico para uso in Vitro denominado ZytoDot Probe / sondas de DNA
para CISH, para tumores solidos que se detalla en el Anexo junto con los
envases y vida util; el que sera elaborado por ZytoVision GmbH, Fischkai 1,
27572 Bremerhaven (USA) e importado terminado por la firma BIOARS S.A. vy

que la composicion se detalla a fojas 47 a 60 .

ARTICULO 20°.- Acéptense los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones a
fojas 96 a 245, desglosandose las fjs 100 a 111, 132 a 136, 147 a 162 y 195 a
200) debiendo constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada
por el elaborador impreso en los rétulos de cada partida.

ARTICULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los
métodos de control, estabilidad y elaboraciéon cuando las circunstancias asi lo
determinen.

ARTICULO 5°.- Registrese, girese a la Direccién de Gestion de informacion
Técnica a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Direccion Nacional de
Productos Médicos notifiquese al interesado y hagasele entrega de la copia

autenticada de la presente Disposicidon junto con la copia de los proyectos de
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rétulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumplido,

archivese.-

EXPEDIENTE N° 1-47-3110-2176/16-4

DISPOSICION NO:

- Fd 72418
/

/\,’

Dr. ROBEMIe Lyl
Subadministrador Naciogaj
AN MA.T
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ANEXO

Expediente N° 1-47-3110-2176/16-4

PRODUCTO: ZytoDot Probe / sondas de DNA para CISH, para tumores sélidos

NOMBRE DEL PRODUCTO Volumen / Vida atil
determinaciones | (meses)
ZytoDot 2C SPEC 1p36/1925 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC 19q13/19p13 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC MYCN Probe ‘ 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC EGFR Probe _ 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC EGFR/CEN 7 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC ERBB2 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit 10 det. | 40 det. 18
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit 10 det. | 40 det. 12
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/D175122 Probe 0,1 ml 36
ZytoDot SPEC ESR1 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC FGFR1 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC 2C FGFR1/CEN 8 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC 2C FGFR2/CEN 10 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC TOP2A Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC TOP2A/CEN 17 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ALK Break Apart Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC EML4 Break Apart Probe 0,4 mi 36
ZytoDot 2C SPEC MET/CEN 7 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC RET Break Apart Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ROS1 Break Apart Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC TOP1/CEN 20 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ERG Break Apart Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC PTEN/CEN 10 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC CDK4/CEN 12 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC DDIT3 Break Apart Probe 0,1 ml 36

= 4
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ZytoDot 2C SPEC EWSR1 Break Apart Probe | 0,1 ml 36
ZytoDot 2C SPEC FOXO1 Break Apart Probe | 0,1 ml 36
ZytoDot 2C SPEC FUS Break Apart Probe 0,1 m! 36
ZytoDot SPEC MDM2 Probe 0,4 mi 36
ZytoDot 2C SPEC MDM2/CEN 12 Probe 0,1ml | 0,4ml 36
ZytoDot 2C SPEC SS18 Break Apart Probe 0,1 ml 36

* desde la fecha de elaboracion conservado entre 2 y 8°C.

DISPOSICION NO:
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Br, ROBEMI Y LGB

Rubadministrador Nacional
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PROYECTO DE ROTULOS EXTERNO C

Nombre del producto: '
| ZytoDot Probes (Sondas ZytoDof) - Familia: TUMORES SOLIDOS

La forma de presentacion de las sondas son frascos rotulados que vienen dentro de una bolsa plastica
transparente que permite ver el rétulo interno. En dicha bolsa viene el manual de instrucciones. Por lo
tanto, las sondas no tienen rétulos externos, solamente presenta el que viene colocado en los viales.

| ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit ]

10 determinaciones

ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit 77,

;
PT2 Heat Pretreatment Solution EDTA 150mi  $14-OC1
ES1 Pepsin Solution Tmi ~ S02-NL1
PD1 ZytoDot SPEC ERBB2 Probe 0.1ml PO55-NJ1
WB1 Wash Buffer SSC 150ml S15-0OC1
WB4 PBS/Tween 1x F003-0A1 aﬂ
BS1 Blocking Solution 1mi S18-NH
AB1 Mouse-anti-DIG 1mi S17-NL1 A
AB2 Anti-Mouse-HRP-Polymer 1 mi S18-NI1
SB1a DAB Solution A 0.1 mi S19-NI1
SB1b DAB Solution B 2ml S20-NH1
C€ CS1 Mayer's Hematoxylin Solution 4ml S$21-NJ1
MT4 Mounting Solution (alcoholic) 1ml §22-0C1
SC2 ERBB2 Controf Slide 1x F002-OD1 Xﬁ
c

[ReF]c-3003-10 N29- 82207091 1 s 2016-07
40 determinaciones

ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit e

PT2 Heat Pretreatment Solution EDTA 500 mi S$14-OH2
ES1 Pepsin Solution 4m) S02-013
PD1  ZytoDot SPEC ERBB2 Probe 0.4ml  PO55-NJ1
WB1 Wash Buffer SSC 500 ml  S$15.0J1
WB4 PBS/Tween 2x F003-OF1 aﬂ
BS1 Blocking Solution 4 mi S$16-OF1
AB1  Mouse-anti-DIG am  s170c1 AN\
AB2  Anti-Mouse-HRP-Polymer 4 ml S$18-OH1
SB1a DAB Solution A 0.3ml  S19-011
SB1b DAB Solution B 10Oml s20-011
C € CS1  Mayer's Hematoxylin Solution 20mi  S21-0D1
MT4  Mounting Solution (alcoholic) 4 mi 822-0i1
SC2 ERBB2 Control Slide 2x F002-0J1 -
[ReF ] C-3003-40 N29-92207815 1 s 2017-01 red

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.
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ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit \{y\\\@i\

e

10 determinaciones

ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit Ww

LOT
PT2 Heat Pretreatment Solution EDTA 150 mi S514-OH1
ES1 Pepsin Solution 1mi S02-OF2
PD12  ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 0.1ml P078-0G1
Probe
WB1 Wash Buffer SSC 150 mi $15-0G1 E@
WBS 20x Wash Buffer TBS 50 ml S01-011
AB14  Anti-DIG/DNP-Mix 1mi S$59-OF 1 A
AB13  HRP/AP-Polymer-Mix 1Tmi 554.0A1
SB6a  AP-Red Solution A 01mi 5$55-0OF1
SB6b  AP-Red Solution B 4 ml 556-OF 1
SB7a  HRP-Green Solution A g2ml S57-OF1
SB7b  HRP-Green Solution B 4mi S$58-OF1
CS2 Nuciear Blue Solution 4ml 541-0D1
(€ MT4 Mounting Solution (alcoholic) 1mi §22-0G1
VD Sc2 ERBB2 Control Siide 1x F002-0J1 Y" ¢
{ rc
[ReF Jc-3022-10 [toT] N46-92207830 2 w 2017-01

40 determinaciones

ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit WAO

LOT
PT2 Heat Pretreatment Solution EDTA 500 mi S14.0H2
ES1 Pepsin Solution 4mi 502-013
PD12  ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 0.4 mi P078-0C1
Probe
WB1  Wash Buffer SSC 500ml  $15-0J1 Uﬂ
WBS  20x Wash Buffer TBS 2x50ml  S01-011
AB14  Ant-DIG/DNP-Mix aml S$59-0OH1
AB13  HRP/AP-Polymer-Mix 4mi 554-0G1 A
SB6a AP-Red Solution A 04mi S$55-0J1
SB6b  AP-Red Solution B 15 mi 5$56-04J1
SB87a HRP-Green Solution A 08 ml S57-OH2
SB7b HRP-Green Soiution B 15 mi S58-OH2
CSs2 Nuclear Blue Solution 20 mi S41-0I1
C € MT4 Mounting Solution (alcoholic) 4 mi §22-0I1
@ SC2 ERBB2 Controf Slide 2x F002-0J1 /ﬁ"'c
¢

C-3022-40 N46-922078432 g3 2017-03

Establecimiento elaborador: ZytoVision GmbH, Fischkai 1, 27572 Bremerhaven (Alemania).
Establecimiento Importador: BIOARS S.A. — Estomba 961/965 — Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioquimica- Matricula Nacional N° 7028

Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la A.N.M.A.T. N° Certificado:

il
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PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS
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Nombre del producto:

~ ZytoDot Probes (Sondas ZytoDo#)- Familia: TUMORES SOLIDOS

@l
A o

8l REF] xxx
St [LOT| o

ZYTOVISION
C€35 zytoDot XXXXX

AT &

Satar-
Tanger

Ut
3

Janop
Sargt
:exr;v:

E!l nombre del producto (XXXXX), Volumen (X ml), cambia para cada producto, se anexa el listado con los

nombres y volumenes de los mismos.

ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit

10 determinaciones

Heat Pretreatment Solution EDTA (Solucién EDTA

de pretratamiento calor)

Wash Buffer SSC (Tampén de lavado SSC)

PT2

S
(I
A

ZYTO\V/ISION

Heat Pretreatment Solution EDTA

150 ml

PT-0002-150 jﬁ/" c g
LOT] S14-OK1 2c 2017-11

w1
i}
:"‘“X@ o
A

ZYTO\V/ISION
Wash Buffer SSC
150 mi
e o150 A

il

&

201711

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.
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Caja Interna

ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit

ES1 Pepsin Solution iml

PD1 ZytoDot SPEC ERBB2 Probe 0.1 mi

wB4 PBS/Tween 1x

881 Blocking Solution 1mi 2
AB1 Mouse-anti-DIG 1 mi ‘
AB2 Anti-Mouse-HRP-Polymer 1ml Zﬁ
SB1a DAB Solution A 0.1ml

SB1b  DAB Solution B 2ml

CS1 Mayer's Hematoxylin Solution 4 ml
MT4  Mounting Solution (alcoholic) 1 ml

Ce SC2  ERBB2 Control Slide 1x
o XI C
[(ReF]c-3003-10 N29- 92206878 1 - 2016-03 ze
Pepsin Solution (Pepsina) ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (sonda)
ES1 PD1 Danoer
FYTOVSION ZYTOVISION =
Pepsin Solution ZytoDot SPEC ERBB2Probe 7o
[:E]& {digoxigenin)
0.1mil
iml REF|C-3001-100 c g
REF| ES-0001-1 g°c g T re ,ﬁ[ N
LOT SOZ‘OK1 2°c 2017-10
PBS/Tween Blocking Solution (Solucién Blogueante)
WB4 fra BS1 hoamg
TYTOVSION 28, TYTOVSION i,
PBS/Tween yroich:A “ Blocking Solution Rleneho
{IVD|
A\
good for 11 N
REF] WB-0004-1000 sc g Ay =L 5S-0001 /ﬂ’ " 2
LOT|F003-OK1 rc/ﬂ/ oot LOT|S16-OF1 rc 2017-06
Anti-Mouse-HRP-Polymer (Polimero anti raton-
Mouse-Anti-DIG (anti-DIG ratén) HRP)
AB1 v 9 AB2 o
FYTOUSION 122, ZYTOVSON o=,
% Mouse-anti-DIG Aenggo &5 Anti-Mouse-HRP-Polymer Aol
1ml
AB-0001-1 sc 2 REF] AB-0002-1 J,rc g
$17-0C1 z.c/ﬁ/ 201702 LOT|S18-0C1 rc 2017-02

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.




DAB Solution A (Solucién A DAB)

DAB Solution B (Solucién B DA]

SBila ZVTOVSION
DAB Solution A é
0.1mi
[REF]SB-00012-0.1 /ﬂ/"c E Bl W
[Lov|s19.011 »c 201708 Paneo Page

SB1b

ZYTOVISION

DAB Soilution B

2ml
IREF| $8-0001b-2
LOT|S20-011

I8
2°c 2017-08

Mayer’s Hematoxylin Solution (Solucién

Mounting Solution (alcoholic) (Solucién de

Hematoxilina de Mayer) montaje)
Achiung

oSt TYTOVISION e ZvToVsoN 2.

Mayer's Hematoxylin Solution Mounting Solution (alcoholic)  Awniae
VD]
A LA O@

1mi

4ml REF] MT-0004-1 *c g
.E 2 REF|CS-0001-4 8°C LOT|S22-0J1 rc/ﬂf 2017-10
% LOT|S21-OH1 zoc/ﬂf 2017-07

ERBB2 Control Slide (Portaobjeto de control)

SC2
ZYTO\V/ISION
% 1ERBBZ Control Slide
X

SC-002-1
F002-0J2

/ﬂfrc g
2°C 2017-10

40 determinaciones

Heat Pretreatment Solution EDTA (Solucién EDTA
de pretratamiento calor)

Wash Buffer SSC (Buffer de lavado SSC)

ZYTO\V/ISION

Heat Pretreatment Solution EDTA Sinens

500 mi

[REF] PT-0002-500

8'C
LoT] S14-OK1 2¢

WB1

&

ZYTO\V/ISION

Wash Buffer SSC

500 m!

[nEF] wB-0001-500
[LoT] s15-041

Aenon
Mennone :

2017-09

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.




Caja Interna
ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit
ES1 Pepsin Solution 4mi
PD1 ZytoDot SPEC ERBB2 Probe 0.4 ml
wB4 PBS/Tween 2%
BS1 Blocking Solution 4 ml E@
AB1 Mouse-anti-DiG 4ml
AB2 Anti-Mouse-HRP-Polymer 4 ml :
SBla  DAB Solution A 0.3 ml A
SB1b DAB Solution B 10 mi
Cs1 Mayer's Hematoxylin Solution 20 mi
MT4 Mounting Solution (alcoholic) 4 ml
C€ sc2 ERBB2 Control Slide 2x
[vo]
1 ch
[[ReF ] C-3003-40 N29- 92207751 1 s 2017-01 re
Pepsin Solution (Pepsina) ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (Sonda)
ES1 PD1 v Getare
ZYTOVISION ZYTOVISION ==,
Pepsin Solution ZytoDot SPEC ERBB2 Probe  Fage
(AN (AN (igoxigenin)
4 ml 04ml
EIRYE  [ReF]es-0001-4 *c g % [REF] c-3001-400 *c
@, Z LOT|S02-0J1 2°C 2017-08 @ Z LOT|P055-0D1 rc 2018-04
PBS/Tween (2 rétulos) Blocking Solution (Solucién Bloqueante)
wB4 {ctng BS1 k]
VTOUSON 8, ZVTOUSION 8,
PBS/Tween M@ Blocking Solution m@
CRIA
good for 11| 4ml
REF| WB-0004-1000 e % REF| BS-0001-4 *c 2
LOT|F003-OK1 zc 2018-11 @Y LOT|S16-OK1 zc 201711
Anti-Mouse-HRP-Polymer (Polimero anti raton-
Mouse-Anti-DIG (anti-DIG raton) HRP)

1 Waming AB2 fchung
o ZYTOVGON 2. ZYTOVSION 5.
s Mouse-anti-DIG Ateniion Anti-Mouse-HRP-Polymer i,
[IVD| [vo]

A (A
4ml 4 ml
B  REF|AB-0001-4 #c g ~ REF| AB-0002-4 /ﬂ/rc

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.
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DAB Solution A (Solucién A DAB)

DAB Solution B (Solucién B DAB)

SBia ZVTOVISION
DA
o) B Solution A &
- 0.3 mi Sg::'
SB-00018-0.3
s19-0|1 rc/ﬂ/ BEN 2017 08 P, PER

SB1b Wamig

10 mi
[REF] 58-0001b-10
[LOT|S20-011

ZYTO\'/ISION

Wamng

DAB Solution B m@

I8
°C 2017-08

Mayer’s Hematoxylin Solution (Solucién

Mounting Solution (alcoholic) (Solucién de

Hematoxilina de Mayer) montaje)
cS MT4 Wane
TYTOVISION ZVTOVSON .
Mayer's Hematoxylin Solution Mounting Solution (aicoholic) M:M
EE]A o0 mi 4 mi < : >
REF|MT-0004-4 ¥c
REF|CS-0001-20 Jﬂ"c g szz-om rc/af 20511
LOT|S21-0J1 2°c 2017-07

ERBB2 Control Slide (Portacjeto de control)

SC2
ZYTOVISION
s ERBB2 Control Slide
)
CHA

2x
ﬁ'% REF] SC-002-1 & g
&% LOT]|F002-PB1 2c 2018-02

b ~ ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit

10 determinaciones

Heat Pretreatment Solution EDTA (Solucién EDTA
de pretratamlento calor)

Wash Buffer SSC (Buffer de lavado SCC)

PT2 WwB1
ce ZVTOVSION ZYTOVSION
Heat Pretreatment Solution EDTA fomay % Wash Buffer SSC ]
e (3
A 150 ml AN 150 ml
PT-0002-150 /ﬂ/" [REF| WB-0001-150 X.’c
514-OK1 2c 2017-11 $15-0K1 2c 2017-11

\

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.
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Caja Interna
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit W
10
ES1 Pepsin Solution 1mi
PD12  ZytoDot 2C SPEC ERBBZ/CEN 17 Pro 0.1 ml
wB5 20x Wash Buffer TBS 50 mi
AB14  Anti-DIG/DNP-Mix 1 ml E{g
AB13  HRP/AP-Polymer-Mix 1mi
SB6a  AP-Red Solution A 0.1 mi
SB86b  AP-Red Solution B 4mi &
SB7a HRP-Green Solution A 02ml
SB7b  HRP-Green Solution B 4 ml
CS2 Nuciear Biue Solution 4 mi
MT4 Mounting Solution (alcoholic) 1tmi
( € SC2 ERBB2 Controt Slide 1x
1] Z'C'&, "
C-3022-10 N46-92207721 2 - 2017-01
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe
Pepsin Solution (Pepsina) (Sonda)
ES1 PD12 Danger
ZYTOVSION ZYTOVSION  E&
Pepsin Solution “ ZytoDot 2C SPEC ERBB2/ P
[IVD| CEN 17 Probe
EEA [E]A (DIG/DNP)
&l 1 mi ] 0.1 mi
i‘% EES'OO°1'1 Jf‘ ¢ 2 REF] C-3032-100 sc g
(¥ Lot ' S02-0K1 rc 2017-10 LOT|P078-0G1 rC 2018-07
20x Wash Buffer TBS (Buffer de lavado TBS) Anti-DIG/DNP-Mix
WBS Achiung AB14 hinuns
YTOVSON o5, TYTOVSION o=,
20x Wash Buffer TBS m@ % Anti-DIG/DNP-Mix m@
CIA (A
50 mi 1mi
Bl REF| WB-0005-50 sc g ERME  REFlAB-0014-1 J,rc g
HRP/AP-Polymer-Mix (Mezcla de polimero
HRP/AP) AP-Red Solution A (Solucién A AP-Red)

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.
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e
s

7

1mi
REF]AB-0013-1 ec g
LOT|S54-PAt c 2018-01

YTOVSION o SB6a ZVTOYSION
HRP/AP-Polymer-Mix e o AP-Red Solution A
[ivD| EE 0.1ml e g
S$B-0006a-0.1
(A LoT]s55-PB1 rc/l/ (A 201712

AP-Red Solution B (Solucién B AP-Red)

HRP- Green Solution A (Solucién A HRP-Verde)

SB6b
ZYTO\V/IS|ON
% AP-Red Solution B

SB-0006b-4
| s56-PB1

/ﬂ[rc g
2°C 201712

SB7a ZVTOVSION
HRP-Green Solution A ¢ 252
saano'z a0 g v
: Oan _
[LoT|s57.PB1 JY (A 201801 D= pergo

HRP- Green Solution B (Solucién B HRP-verde)

Nuclear Blue Solution (Solucién Nuclear Azul)

SB7b
ZYTOVISION
s HRP-Green Solution B
VD]
4mi

ﬂ% E F|SB-0007b-4 jﬂ/rc g
T|S58-PB1 c 2018-01

CS2
ZYTO\'/ISION
Nuclear Blue Solution

BHYIN

4mi
B  [REF]Cs-00024 *c
@_ 7 LOT|S41-PB1 2C 2018-01

Mounting Solution (alcoholic) (Solucién de

montaje) ERBB2 Control Slide (Portaobjeto de control)
MT4 fontung SC2
ZYTOVSION ek, ZYTOVISION

C€ Mounting Solution (alcoholic) Ronéion ERBB2 Control Slide
1x
(A

1ml

REF| MT-0004-1 8°c

LoT| 522-001 re /ﬂ/ 2017 " REF]SC-002-1

/&/rc g
2*C 2017-10

LOT|F002-0J2

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Solidos.
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40 determinaciones

Heat Pretreatment Solution EDTA (Solucién

EDTA de pretratamiento calor) Wash Buffer SSC (Buffer de lavado SSC)

PT2 wB1
ce ZVTOVSION ZYTOVISION
[ivo] Heat Pretreatment Solution EDTA i Wash Buffer SSC somg
g [l
A 500 ml A 500 ml
m PT-0002-500 g 4 WEB-0001-500 J{"c
ﬁ $14-OK1 rc/ﬂ/ 2017:11 gﬁ $15-041 zc 2017-09
Caja Interna
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit W
40
ES1 Pepsin Solution 4mi
PD12 ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe 04 ml
wBS 20x Wash Buffer TBS 2x 50 ml
AB14 Anti-DIG/DNP-Mix 4mi
AB13  HRP/AP-Polymer-Mix 4mi (i
SB6a AP-Red Solution A 04mi ‘
SB6b AP-Red Solution B 15ml &
SB7a HRP-Green Solution A 08ml
SB7b HRP-Green Solution B 15 mi
CSs2 Nuclear Blue Solution 20 mi
MT4 Mounting Solution (alcoholic} 4mi
SC2 ERBB2 Control Slide 2X
e
- 2c
C-3022-40 N46- 92207818 1 - 2017-03
Pepsin Solution (Pepsina) ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe (Sonda)
ES1 PD12 Denper
ZYTOVSION NTOVSON 5
Pepsin Solution “ ZytoDot 2C SPEC ERBB2/ P,
[IVD | CEN 17 Probe
MEVN [RIA ©ieone)
. 4 ml 04mi
? REF]| ES-0001-4 ec g REF]C-3032-400 /ﬂ/l‘c
< t_"’..' LOT|S02-0J1 zock 2017-08 LOT|P0O78-OF1 2°C 2018-06
20x Wash Buffer TBS (2 rétulos) (Buffer de
lavado TBS) Anti-DIG/DNP-Mix

ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.
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WB5

Waming
Aftention

Aftenzione
M.ﬁ! :::
50 mi

T P
$01-0l zc 2018-09

ZYTOVISION

20x Wash Buffer TBS

AB14

ZYTO\'/ISION

Anti-DIG/DNP-Mix

AB-0014-4
$59-OH1

I~
c 2017-08

HRP/AP-Polymer-Mix (Mezcla de polimero

(A

4ml
0] REF| AB-0013-4 #c g
01 LOT|S54-011 2C 201709

HRP/AP) AP-Red Solution A (Solucién A AP-Red)
AB13 yrtmng SB6a ZYTOVEION
ZYTO\'/|S|ON %""‘a‘::-e % AP-Red Solution A
“ HRP/AP-Polymer-Mix Rlersio, 0.4 mi - g
SB-0006a-0.4
el sss-om rc/ﬂ[ CRAN 201711

AP-Red Solution B (Solucién B AP-rojo)
SBé6b

15ml
REF| SB-0006b-15 s°c g
LOT|S56-OK1 2°C. 2017-11

HRP- Green Solution A (Solucién A HRP-verde)
' SB7a v
ZYTOVISION
ZYTOV'S‘ON HRP-Green Solution A
AP-Red Solution B Vol 6.8 mi G,,,,,

AEF|SB-0007a-0.8 J/"C
[LoT|s57.043 »c D"‘"’ PaR

201 7—08

HRP- Green Solution B (Solucion B HRP-verde)

Nuclear Blue Solution (Solucion Nuclear Azul)
SB7b 7 ) cs2 v
ZYTOVISION A&, ZYTOVISION

HRP-Green Solution B frook 3 Nuclear Blue Solution
[vD] VD |
(A CaA

15 mi 20 m!
!? REF| SB-0007b-15 jﬂf"" 2 REF| CS-0002-20 sCc 2
[0z LOT|S58-0J3 2°C 2017-08 LOT|Ss41-0L14 Z'C/i/ 2017-10

Mounting Solution (alcoholic) (Solucién de

montaje)

ERBB2 Control Slide (Portaobjeto de control)

2ZytoDot; Producto ZytoVision. Familia Tumores Sélidos.
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MT4

A

ZYTOVISlON

Mounting Solution (alcoholic)

4ml

[REF|MT-0004-4
$22-0K1

jyrc
2°C

2017-11

SC2

ZYTO\V/ISION
ERBB2 Control Slide
2x
$C-002-1 s'c g
F002-PB1 »c 2018.02

Establecimiento elaborador: ZytoVision GmbH, Fischkai 1, 27572 Bremerhaven (Alemania).
Establecimiento Importador: BIOARS S.A. — Estomba 961/965 — Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioquimica- Matricula Nacional N° 7028

Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la A.N.M.A.T. N° Certificado:
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Descripcién del producto

Contenido:

Producto:

Especificidad:

Almacenamiento /Estabilidad:

Uso:

Precauciones de seguridad:

ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (PD1) en solucién tampon de
hibridacién. Esta sonda consta de polinucledtidos marcados con
digoxigenina, quienes permiten la deteccién de secuencias del
gen ERBB2.

C-3001-400: 0.4 ml (40 reacciones de 10 pl cada uno)
C-3001-100: 0.1 ml (10 reacciones de 10 pl cada uno)

La sonda ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (PD1) estd disefiada para
detectar el gen humano ERBB2 en muestras de células o tejidos
embebidos en parafina y fijados con formalina mediante
hibridacién in situ cromogénica (CISH).

La sonda ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (PD1) debe ser almacenada
a 2..8°Cy es estable hasta la fecha de caducidad que aparece en
la etiqueta.

Este producto estd disefiado para el uso diagndstico in vitro
(segun reglamento UE 98/79/CE). Un patélogo calificado debe
interpretar los resultados en el contexto del historial clinico
considerandose los datos clinicos y patoldgicos del paciente

Lea las instrucciones antes de usar este kit
No use los reactivos después de su fecha de caducidad

Este producto contiene sustancias dafiinas para la salud en
concentracién y volumen reducidos. Evite cualquier contacto
directo con los reactivos. Tome las precauciones necesarias
(utilice guantes desechables, gafas protectoras y batas de
laboratorio)

En caso de contacto con el reactivo, hay que enjuagar con
abundante agua el sitio en cuestion

Puede solicitarse la hoja de datos de seguridad para el usuario
profesional
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Principios del método

La presencia de ciertas secuencias de acidos nucleicos en células o tejidos puede ser detectada pge,
hibridacién in situ usando sondas de ADN marcadas. La hibridacién da lugar a la formacién duplex S
entre ciertas secuencias existentes en el objeto de estudio y la sonda ADN correspondiente.

La formacién daplex por la sonda marcada con digoxigenina (con secuencias de ERBB2 en el objeto
de estudio) puede detectarse usando un anticuerpo primario anti-digoxigenina (no marcado), el
cual se detecta usando un anticuerpo secundario, conjugado con una enzima y polimerizado. La
reaccién enzimatica de un sustrato cromogénico conduce a la formacion de un precipitado
coloreado que puede ser visualizada con un microscopio éptico a 40x (objetivo seco).

Instrucciones

El pretratamiento (desparafinado, protedlisis, post-fijacion) debe ser llevado a cabo segun las
necesidades del usuario.

Desnaturalizacion e hibridacion de la sonda:

1. Agitar la sonda ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (PD1) con vortex y pipetear 10 pl de la sonda al
material de analisis.

Distribuir la sonda gota a gota en el drea deseada y evitar una concentracién elevada de la
sonda en cualquier parte del material. De forma alternativa, puede colocarse la sonda en el
centro del cubreobjetos y el transferir boca abajo sobre la seccién deseada. El proceso de
pipeteado de la sonda puede facilitarse al calentar ésta y utilizar una punta recortada de
pipeta.

2. Cubra, libre de burbujas, la muestra con un cubreobjeto (22 mm x 22 mm) y selle la seccion (por
ejemplo, sellando los bordes del vidrio cubreobjeto con una capa de pegamento caliente,
sirviéndose de una pistola de pegar, o séllelo con “Rubber Cement”.

3. Desnaturalizar el portaobjeto a 94-95°C durante 5 min, por ejemplo en una placa calefactora.

4. Llevar el portaobjeto a una cdmara himeda e hibridarlos durante la noche incubéndolos a 37°C
(p. ej en un horno de hibridacién)

Es fundamental que las secciones de los tejidos/las células no se sequen durante la etapa de la
hibridacién.

Ademds, procesos como los lavados, deteccion y la contratincién pueden ser completados segin
las necesidades del usuario. Para un mejor rendimiento, recomendamos el uso del sistema
ZytoDot CISH de ZytoVision. Estos sistemas fueron usados también para la confirmacién apropiada
de las sondas ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (PD1).

s
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Resultados

---------

células con una amplificacion del gen se observara un incremento en el nimero de sefy
especificas del gen o sefiales en forma de claster.

Debido a una posible mitosis, puede que se observen sefiales adicionales en un reducido
porcentaje de las células no neopldsicas. Ocasionalmente, pueden observarse ndcleos con un
nGmero reducido de sefiales en secciones de tejido parafinadas.

Con el fin de evaluar la especificidad de las sefiales recibidas, toda hibridacién debe acompaiiarse
de un control. Recomendamos usar al menos una muestra control en la que se conoce el nimero
de copias del cromosoma 17 y del gen ERBB2.

Nuestros expertos se encuentran disponibles para contestar sus preguntas.
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1. Finalidad de la aplicacién

El ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit estd disefiado para detectar el gen humano
ERBB2 en muestras de células o tejido embedido en parafina y fijado en forma-
lina mediante hibridacién /n sifv cromogénica (CISH).

Un patélogo calificado debe interpretar los resultados en el contexto del histo-
rial clinico considerandose los datos clinicos y patolégicos del paciente.

2. Principios del método

La presencia de ciertas secuencias de dcidos nucleicos en células o ftejidos
puede ser detectada por hibridacién /n sifv usando sondas de ADN marcadas.
La hibridacién da lugar a la formacién duplex entre ciertas secuencias existen-
tes en el objeto de estudio y la sonda ADN correspondiente.

El ZvtoDotSPEC ERBB2 Probe Kit usa la sonda ZytoDof?SPEC ERBB2 Probe

(PD1). Esta sonda consta de polinucledtidos marcados con digoxigenina,
quienes permiten la deteccién de secuencias del gen ERBB2.

La formacién diplex por la sonda marcada con digoxigenina puede detectarse
usando un anticuerpo primario anti-digoxigenina (no marcado), el cual se de-
tecta usando un anticuerpo secundario, conjugado con una enzima y polimeri-
zado. La reaccién enzimdtica de DAB (diaminobenzidina) conduce a la forma-
cién de una fuerte sefal marrén permanente que puede ser visualizada con un
microscopio éptico a 40x (objetivo seco).




3.
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Precauciones de seguridad y eliminacién de
desechos

Lea las instrucciones antes de usar este kit.
No use los reactivos después de su fecha de caducidad.

Evite cualquier contaminacién cruzada y micro-bactericida de los reac-
tivos.

Algunos de los componentes del sistema contienen sustancias dadinas
para la salud en concentracién y volumen reducidos. Evite cualquier con-
tacto directo con los reactivos. Tome las precauciones necesarias (utilice
guantes desechables, gafas protectoras y batas de laboratorio).

En caso de contacto con el reactivo, hay que enjuagar con abundante
agua el sitio en cuestién.

Nunca pipetee soluciones con la boca.

La eliminacion de los desechos de los reactivos debe llevarse a cabo de
acuerdo con los reglamentos locales.

Puede solicitarse hoja de datos de seguridad para el usuario profesional.
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4. El ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit

4.1 Componentes

El kit contiene los siguientes componentes:

Cédigo | Componente 40Co%§ad1 o Recipiente
PT2 |Heat Pretreatment Solution EDTA 500 ml | 150 ml |Botella con tapén de rosca (grande)
EST |Pepsin Solution 4 ml 1 ml  |Frasco cuentagotas, tapén blanco
PD1 |ZytoDot SPEC ERBBZ Probe 04ml [ 0,1 ml |Vial de tapén marrén
WB1 |Wash Buffer SSC 500 ml | 150 ml | Botella con tapén de rosca (grande)
WB4 |PBS/Tween 2 1 Paquete de aluminio
BS1 |Blocking Solution 4 ml 1 ml |Frosco cuentagotas, tapén naranja
AB1 |Mouse-Anti-DIG 4 ml 1 ml |Frasco cuentagotas, tapén rosa
AB2 |Anti-Mouse-HRP-Polymer 4 ml 1 ml |Frasco cuentagotas, tapén violeta
SBla |DAB Solution A 0,3ml | 0,1 ml |Frasco cuentagotas, tapén verde
SB1b |DAB Solution B 10 ml 2 ml |Frasco cuentagotas, tapén gris
CS1 | Mayer’s Hematoxylin Solution 20 ml 4 ml |Botella con tapén de rosca, negro
MT4 | Mounting Solution (alcoholic) 4 ml 1 ml |Bote de cristal, marrén
SC2 |ERBB2 Control Slide 2 1 Caijita de pldstico

Instrucciones para el uso 1 1

C-3003-40 (40 aplicaciones): Los componentes (PD1), (ES1), (BS1), (AB1),
(AB2), (SB1a-b), (CS1) y (MT4) son suficientes para 40 aplicaciones. Los compo-

nentes (PT2) y (WB1) son suficientes para 7 cubetas de 70 ml cada una. El com-
ponente (WB4) es suficiente parar 27 cubetas de 70 ml cada una.

C-3003-10 (10 aplicaciones): Los componentes (PD1), (ES1), (BS1), (AB1),
(AB2), (SB1a-b), (CS1) y (MT4) son suficientes para 10 aplicaciones. Los compo-

nentes (PT2) y (WB1) son suficientes para 2 cubetas de 70 ml cada una. El com-
ponente (WB4) es suficiente parar 14 cubetas de 70 ml cada una.

4.2 Almacenamiento y durabilidad

Los componentes del kit deben almacenarse a 2...8°C. Los componentes del kit
son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta mientras se
mantienen estas condiciones de almacenamiento.




4.3  Obijeto de estudio

El ZytoDof SPEC ERBB2 Probe Kit ha sido optimizado para su uso en muestras
de células y tejido embebido en parafina y fijado en formalina. Sin embargo, el
kit puede usarse también para otras muestras de tejidos o células (por ejemplo
en células o frotis de células fijados en metanol — con écido acético glacial). En
este caso, el material fijado o embutido de modo diferente, puede hacer ne-
cesaria la adaptacién del protocolo por el usuario. Nuestros especialistas estan
a su disposicién para ayudarle cuando sea necesario realizar algin ajuste.

Recomendamos preparar los tejidos de modo siguiente:

v Fijacién en formalina 10% tamponada a pH neutro durante 24 h a fempe-
ratura ambiente

Con el fin de conseguir una fjacién e inclusién en parafina éptima, uniforme, el
tamario de las muestras no debe exceder los 0,5 cm’.

v Procesamiento e inclusién estandar en parafina

Utilice una parafina de buena calidad. La infiltracién y inclusién debe llevarse a
cabo a temperaturas inferiores a 65°C.

v Prepare secciones de 3-5 um mediante microtomo

Cologue las secciones en portaobjetos silanizados o portaobjetos de adhesién
(por ejemplo HistoBond®). Fije las secciones de 2-16 h a 50-60°C.

Uso del portaobjeto ERBB2 Control Slide (§€2) como control:

Los portaobjetos control se han pre-fijado durante 15 min a 58°C. Si lo desea
puede colocar su muestra de fejido al lado de las células control. En cualquier
caso, los portaobjetos control deben ser fijados durante 2-16 h a 60°C anfes de
usarlos.

4.4  Material adicional necesario

Los siguientes reactivos, materiales y equipamiento no se incluyen en el sis-
tema:

Reactivos y materiales

- Pistola de pegar con pegamento caliente o “rubber cement” (Fixogum)
- Ftanol 100%, desnaturalizado

- Agua desionizada o destilada

- Xileno

- Peréxido de hidrégeno (H,0,) al 30%

- Metanol al 100%
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Equipamiento

- Bario de agua (80°C, hirviendo) o bario maria

- Placa calefactora

- Horno de hibridacién o estufa

- Cubetas de lavar, 50-80 m/

- Cdmara humeda

- Pipeta (10 1)

- Cubre objetos (22 mm x 22 mm, 24 mm x 32 mm)
- Microscopio éptico

4.5 Informacién importante

Deben tenerse en cuenta las siguientes indicaciones:

v Evite que las secciones de fejido y células se sequen durante las etapas de
hibridacién y lavadol

v Las temperaturas descritas en las instrucciones para la desnaturalizacién y
el lavado, generalmente deben tomarse como guia. La antigbedad del
material y las condiciones de fijacién del objeto de estudio, sin embargo,
pueden condicionar dichas temperaturas; en algunos casos un aumento o
descenso en la temperatura de desnaturalizacién o lavado pueden condu-
cir a mejorar los resultados de la hibridacién!

5. Protocolo del Zyto Dot SPEC ERBB2 Probe Kit

5.1 Pasos previos
Dia 1:

e Preparacién de la serie de etanoles (etanol 70%, 85%, 95% y 100%): Diluir
7, 8,5, 9,5y 10 partes de etanol 100% en 3, 1,5, 0,5 y O partes de agua
desionizada o destilada. Estas soluciones pueden almacenarse en botellas o
recipientes adecuados y reutilizarse varias veces.

Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2): Calentar, en una cubeta tapada,
hasta al menos 95°C poniéndola en un bafo de agua hirviendo.

o Pepsin Solution (ES1): Mantener a temperatura ambiente antes de su uso.
Dia 2:

e Precalentamiento del tampdn de lavado Wash Buffer SSC (WB1): Preparar
dos cubetas con Wash Buffer SSC, una a temperatura ambiente y la ofra
calentada a 75°C (dependiendo del nimero de portaobietos, la temperatura
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pero nunca exceder los 80°C).

e Preparacién de PBS/Tween: Anadir 1 pastilla de PBS/Tween (WB4) o
1000 ml de agua desionizada o destilada y disolverla. Llenar 9 cubetas con
PBS/Tween.

o Blocking Solution BS1), Mouse-Anti-DIG (AB1), Anti-Mouse-HRP-Polymer
(AB2), Mayer’s Hematoxvlin Solution (€S1),  Mounting Solution (alcoholic)
(MT4): Mantener a temperatura ambiente antes de su uso.

e Preparacion de 3% H,O,: Diluir 1 parte H,O, al 30% en 9 partes de metanol
al 100%.

e Preparacién de la solucién DAB Solution: Antes de usar, afadir la DAB
Solution B (SB1b) gota a gota en un recipiente graduado (1 ml como méxi-
mo) y afadir una gota de la DAB Solution A (SB1a). A temperatura ambien-
te, la solucién se mantiene estable durante 2 h.

5.2  Pretratamiento (Desparafinacién/Protedlisis) [Dia 1]

1. Incubar los portaobjetos a 70°C durante 10 min (por ejemplo, en una
placa calefactora)

2. Incubar 2x 5 min en xileno
3. Incubar 3x 3 min en ethanol al 100%
4. Lavar 3x 2 min en agua desionizada o destilada

5. Calentar la Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2), en una cubeta tapada,
hasta al menos 95°C poniéndola en un bafio de agua hirviendo

6. Colocar los portaobjetos en la Heat Pretreatment Solution EDTA (PT2) e in-
cubarlos durante 15 min

7. Trasladar los portaobjetos inmediatamente a agua desionizado o destila-
do, lavar 3x 2 min y posteriormente secar o eliminar el agua

8. Anadir (gota por gota) Pepsin Solution (ES1) a los portaobjetos hasta que
el tejido/las células estén cubiertos por la solucién, e incubar en una camara
homeda durante 5 min a temperatura ambiente

El tiempo de incubacién dependerd de varios factores, p. e. el tipo y el tiempo
de fijacién, el tamario de las secciones y el tipo de fejido/célula. Para la incuba-
cién se recomienda un tiempo de incubacién de 3-10 min en muestras de tejido
y en células. Como regla general, recomendamos que el tiempo JSptimo de pro-
teolisis se establezca en pruebas previas.

9. Lavar 3x 2 min en agua desionizada o destilada

-6 -




10. Deshidratar en etanol 70%, 85%, 95% y 2x 100% durante 2 m|n en cu 8\

concentracién

Después dejar que las secciones se sequen al aire.

5.3  Desnaturalizacién e hibridacién [Dia 1]

1. Agitar la sonda ZytoDot SPEC ERBB2 Probe (PD1) con vértex y pipetear
10 ul de la sonda al material de andlisis

Distribuir la sonda gota a gota en el drea deseada y evitar una concentracion
elevada de la sonda en cualquier parte del material. De forma alfernativa,
puede colocarse la sonda en el centro del cubreobjetos y el cubreobjetos boca
abajo sobre la seccién deseada. El proceso de pipeteado de la sonda puede fa-
cilitarse al calentar ésta y utilizar una punta recortada de pipeta.

2. Cubra, libre de burbujas, la muestra con un cubreobjeto (22 mm x
22 mm) y selle la seccién (por ejemplo, sellando los bordes del vidrio cubre-
objeto con una capa de pegamento caliente, sirviéndose de una pistola de
pegar, o séllelo con cemento de jebe “Rubber Cement”)

3. Desnaturalizar el portaobjeto a 94-95°C durante 5 min, por ejemplo en
una placa calefactora

4. Llevar el portaobjeto a una cdmara himeda hibridarlos durante la noche
incubdndolos a 37°C (p. ej en un horno de hibridacién)

Es fundamental que las secciones de los tejidos/las células no se sequen durante
la etapa de la hibridacién.

5.4  Post-hibridacién y deteccién [Dia 2]
1. Retirar con cuidado el pegamento caliente o “Rubber Cement”

2. Poner los portaobjetos en tampén de lavado Wash Buffer SSC (WB1) du-
rante 5 min a temperatura ambiente

3. Lavar durante 5 min a 75-80°C en Wash Buffer SSC (WB1)

El Wash Buffer SSC debe precalentarse. Aumente la temperatura 1°C por porta-
objetos si hay mds de 2, pero nunca exceda los 80°C. Si fuera necesario com-
pruebe la temperatura con un termdmetro.

4. Lavar 3x 2 min en agua desionizada o destilada
5. Incubar portaobjetos 10 min en H;O, 3 %
6. Lavar 3x 2 min en PBS/Tween (prepara de WB4)

-1
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7. Aplicar gotas de la solucién bloqueante Blocking Solution (BS1) a los por-
taobjetos (3-4 gotas/porta) e incubar durante 10 min a temperatura ambiente

8. Quitar el exceso de la Blocking Solution (BS1), pero no lavar!

9. Aplicar gotas del anticuerpo anti-digoxigenina Mouse-Anti-DIG (AB1) a los
portaobjetos (3-4 gotas/porta) e incubar durante 30 min a temperatura am-
biente

10. Lavar 3x 2 min en PBS/Tween (prepara de WB4)

11. Aplicar gotas del anticuerpo secundario Anti-Mouse-HRP-Polymer (AB2) a
los portaobjetos (3-4 gotas/porta) e incubar durante 30 min a temperatura
ambiente

12. Lavar 3x 2 min en PBS/Tween (prepara de WB4)

13. Durante los pasos de lavado, preparar la DAB Solution poniendo 1 ml de

la DAB Solution B (SB1b) en un recipiente graduado y afadiendo una gota de
la DAB Solution A (SB1a)

14. Aplicar gotas de la DAB Solution preparada a los portaobjetos (3-4 gotas/
porta) e incubar durante 30 min a temperatura ambiente

15. Transladar portaobjetos a una cubeta y lavarlos durante 2 min en agua
corriendo del grifo

16. Contrateiiir las muestras de tejido/las células durante 8-10s con la
Mayer’s Hematoxylin Solution (€S1)

£l tiempo de contratincién depende de la naturaleza del tejido/de las células y
por lo tanto deberia ser optimizado. Evite contratinciones muy fuertes, porque
pueden enmascarar las seriales positivas.

17. Transladar portaobjetos a una cubeta y lavarlos durante 2 min en agua
corriendo del grifo

18. Deshidratar en etanol 70%, 85%, 95% y 2x 100% durante 2 min en cada
concentracién

19. Incubar 2x 2 min en xileno (utilizar xilol puro)

Después dejar que las secciones se sequen al aire durante aproximadamente
15 min

20. Cubra las secciones muestra con cubreobjetos (22 mm x 22 mm; 24 mm x
32 mm) evitando la formacién de burbujas y utilizando el medio de montaje
Mounting Solution (alcoholic) (MT4); dejar secar al aire durante aproximada-
mente 30 min

21. Evaluar las muestras en un microscopio 6ptico

5. %/L&Zg%
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6. Interpretacién de resultados

6.1 Resultados de la CISH

La sefal de hibridacién CISH de una copia génica aparece como un punto de
DAB de color marrén, que puede distinguirse claramente del fondo celular con-
tratefido con la hematoxilina. La visualizacién de las sefales deberia ser reali-
zada utilizando un objetivo 40x, observdndose seiales claramente visibles. A

20x, los puntos son de tamafo reducido pero pueden reconocerse con facili-
dad.

Antes del recuento de las sefales CISH, la muestra de tejido/las células deberia
ser escaneada por si hubiera alguna heterogeneidad intra-tumoral usando un
objetivo 10x o 20x. En caso de heterogeneidad, se debe elegir un drea repre-
sentativa para determinar el estatus de amplificacién. Para el recuento de las
sefales deben evitarse las dreas de necrosis, las Greas con superposicién de
nicleos y los ndcleos con sefales débiles.

En los nucleos diploides normales sin amplificacién génica pueden observarse
2 sefales, sus bordes planos y redondos claramente visibles (véase figura 1).
Debido a una posible mitosis, puede que se observen sefiales adicionales en un
reducido porcentaje de las células no neopldsicas. Ocasionalmente, pueden
observarse nicleos con un nimero reducido de sefales en secciones de tejido
parafinadas.

En caso de bajo nivel de amplificacién podran observarse numerosas sefales o
pequefios clusters (o cOmulos de sefiales) en cada nucleo. Los pequefios
clusters son sefales de forma irregular, que abarcan un area de hasta 5 puntos
(véase figura 2). Como referencia para la comparacién de tamafno debe usarse
una sefal individualizada de una célula normal del mismo portaobietos. Para
excluir la posibilidad de que unos niveles bajos o medianos de amplificacién se
deban a una aneuploidia y no a una amplificacién del gen ERBB2, deberia
usarse una sonda centromérica del cromosoma 17 para comprobar o descar-
tar una aneuploidia.

En casos de alta amplificacién génica, serd visible en los ndcleos un gran
nimero de sefales o clusters de gran tamafo, formados por un drea de més
de 5 senales (véase figura 3). Como referencia para la comparacién de
tamaiio debe usarse una sefal individualizada de una célula normal del mismo
portaobjetos.

/
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Con el fin de evaluar la especificidad de las sefales de hibridacién y de confir-
mar que el proceso se ha llevado a cabo correctamente, toda hibridacién debe
acompanarse de un control. Recomendamos utilizar una muestra control en la
cual se conozca el nOmero de copias del cromosoma 17 y del gen ERBB2. Un
resultado negativo o inespecifico puede deberse a multiples razones (ver
capitulo 8).

1) 2 Sefales/puntos 2) Numerosas sefiales y 3) Grandes clusters
pequefios clusters

6.2  Control positivo

Los portaobjetos control ERBB2 Control Slides (§€2) incluidos en el equipo
deberian ser usados para asegurar el correcto desarrollo del experimento
CISH. Si desea usar el control como un solo portaobjetos, coloque el tejido de
muestra al lado de las lineas celulares del porta control antes de fijar éste; de
forma alternativa, los portas control pueden utilizarse como control separado.

Los portaobjetos control ERBB2 Control Slide (S§€2) contienen cuatro lineas celu-
lares diferentes (véase abajo) afectadas por diferentes niveles de amplificacién
del gen ERBB2, mds un tejido (miocardio de perro). Las células se han embebi-
do en parafina coloreada de rojo, fijadas en formol (10%, tamponado a pH
neutro) durante 24 h a un pH de 7,0, y montadas en portaobjetos eléctrica-
mente cargados (+). Tienen un grosor de 4 um y han sido pre-fijado durante
15 min a 58°C.

- ‘]0 - )w ; !11“‘;‘,; s
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Los portaobjetos control ERBB2 Control Slide (5€2) son de la siguiente
estructura:

O
@O

no amplificacién de ERBB2, 1-2 copias génicas por nicleo

no sefales de ERBB2

no amplificacién de ERBB2, 1-2 copias génicas por nicleo

bajo nivel de amplificacién de ERBB2, 3-6 copias génicas por nicleo

alta amplificacion de ERBB2, grandes clusters por nicleo

Antes de usar los portaobjetos control ERBB2 Control Slide (5C2), retire la
etiqueta, marquela con un ldpiz y, si lo desea, monte la muestra de estudio en
el portaobjetos. Después, fije los portaobjetos a 60°C durante un minimo de
2 h hasta 16 h, y lleve a cabo el protocolo desde el capitulo 5.2 Pretratamiento
(Desparafinacién/Protedlisis); en este caso, el tiempo de incubacién con la
pepsina es de 10 min.

ORrOddZ
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8. Problemas y posibles causas
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Cualquier cambio en el protocolo indicado en este manual de uso puede con-
ducir a una pérdida de intensidad de la fluorescencia o a una pérdida com-

pleta de ésta.

Problema

Posible causa

Correccién

Se observan rayas en el porta
después de parar el
tratamiento con la pepsina

Precipitacién

Lavar la seccién inmediatamente
en agua destilada o desionizada

Sefal débil o ausencia de
sefal

No secuencias diana presentes

Usar porta control

Células o tejido insuficientemente
fijados

Optimizar el tiempo de fijacién

Pretratamiento proteolitico
inadecuado

Optimizar el tiempo de
incubacién

Temperatura inadecuada de
desnaturalizacién

Revisar la femperatura

Temperatura inadecuada de
hibridacién

Revisar la temperatura

Tiempo demasiado corto de
hibridacién

Aumentar el tiempo de
hibridacién

Incubacién con el sustrato
cromogénico demasiado corto

Aumentar el tiempo de
incubacién

Contratincién demasiado oscura

Optimizar el tiempo de
incubacién

Tincién desigual, y débil en
algunas partes

Desparafinacién incompleta

Utilizar soluciones frescas; revisar
los tiempos de desparafinacién

Senales de hibridacién
cruzada; tincién fuerte de
fondo

Volumen por drea de la sonda
demasiado elevado

Reducir el volumen de la sonda
por seccidn/érea, distribuir la
sonda gota a gota para evitar
una concentracién local

Tratamiento proteolitico
demasiado fuerte

Optimizar el tiempo de
incubacién

Deshidratacién de las secciones
entre las distintas incubaciones

Evitar deshidratacion de las
muestras

Temperatura del lavado post-
hibridacién demasiado baja

Revisar la temperatura

Seccién flota en el porta

Tratamiento proteolitico
demasiado fuerte

Reducir el tiempo de incubacion

Recubrimiento inadecuado de los
portas

Utilizar portas apropiados

-12.-
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1. Finalidad de la aplicacién

El ZytoDo?2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit esté disefiado para detectar el
gen humano ERBB2 y los satélites alfa del cromosoma 17 en muestras de
células o tejido embedido en parafina y fijado en formalina mediante
hibridacién /n sifu cromogénica (CISH).

Un patélogo calificado debe interpretar los resultados en el contexto del
historial clinico considerdndose los datos clinicos y patolégicos del paciente.

2. Principios del método

La presencia de ciertas secuencias de dcidos nucleicos en células o tejidos
puede ser detectada por hibridacién /n sitv usando sondas de ADN marcadas.
La hibridacién da lugar a la formacién duplex entre ciertas secuencias
existentes en el objeto de estudio y la sonda ADN correspondiente.

El ZytoDot2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit usa la sonda ZytoDor2C SPEC
ERBB2/CEN 17 Probe (PD12). Esta sonda consta de polinucledtidos marcados
con digoxigenina, quienes permiten la deteccién de secuencias del gen ERBB2,
y polinucleétidos marcados con DNP, quienes permiten la deteccién de secuen-
cias satélite alfa del centrémero del cromosoma 17.

La formacién doplex por la sonda marcada puede detfectarse usando anti-
cuerpos (no marcado), que son detectados por un polimero de anticuerpos
secundarios conjugados con un enzima. Las reaciones enzimdticas del sustrato
llevan a la formacién de unas sefales fuertes permanentes rojas y verdes que
pueden ser visualizadas con un microscopio 6ptico a 40x (objetivo seco).

3. Precauciones de seguridad y eliminacién de
desechos

v Lea las instrucciones antes de usar este kit.

\

No use los reactivos después de su fecha de caducidad.

v Evite cualquier contaminacién cruzada y micro-bactericida de los
reactivos.

v Algunos de los componentes del sistema contienen sustancias dafinas
para la salud en concentracién y volumen reducidos. Evite cualquier con-
tacto directo con los reactivos. Tome las precauciones necesarias (utilice
guantes desechables, gafas protectoras y batas de laboratorio).

v En caso de contacto con el reactivo, hay que enjuagar con abundante
agua el sitio en cuestién.

v" Nunca pipetee soluciones con la boca.
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v

acuerdo con los reglamentos locales.

v

ESR .
La eliminacién de los desechos de los reactivos debe llevarse a cabo de\gKkK% ,
i\‘\ -

Puede solicitarse hoja de datos de seguridad para el usuario profesional.

4. El ZytoDot2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit

N

ek
> hve
o

gl

%

4.1 Componentes
El kit contiene los siguientes componentes:
Cédigo | Componente 40C on;ldad1 0 Recipiente
PT2 | Heat Pretreatment Solution EDTA | 500 ml | 150 ml |Botella con tapén de rosca (grande)
ES1 |Pepsin Solution 4 ml 1ml |Frasco cuentagotas, tapén blanco
PD12 Z]_x_____________L._;ClJ:iOberC SPEC ERBB2/CEN 0,4ml | 0,1 ml |Vial de tapdén marrén
WB1 {Wash Buffer SSC 500 ml | 150 ml |Botella con tapén de rosca (grande)
WB5 |20x Wash Buffer TBS 2x 50 ml| 50 mi |Botella con tapén de rosca
AB14 |Anti-DIG/DNP-Mix 4 mi 1 ml |Frasco cuentagotas, tapén amarillo
AB13 |HRP/AP-Polymer-Mix 4 ml 1ml |Frasco cuentagotas, tapén azdl
SB6a |AP-Red Solution A 0,4ml | 0,1 ml |Frasco cuentag., tapén rojo (pequeiio)
SB6b |AP-Red Solution B 15 ml 4ml| |Frasco cuentag., tapdn rojo (pequefio)
SB7a |HRP-Green Solution A 08ml | 0,2ml z:prcel;ioe;;;enfcg., tapén verde
SB7b | HRP-Green Solution B 15 ml 4 ml |Frasco cuentag., tapdn verde
CS2 |Nuclear Blue Solution 20 ml 4 ml |Botella con tapén de rosca, negro
MT4 | Mounting Solution (alcoholic) 4 ml 1 ml |Bote de cristal, marrén
SC2 |ERBB2 Conirol Slide 2 1 Caijita de pldstico
AP-Red reaction vessel 2 1 Vial graduado, tapén rojo
HRP-Green reaction vessel 2 1 Vial graduado, tapédn verde
Instruction manual i 1

C-3022-40 (40 aplicaciones): Los componentes (PD12), (ES1), (AB14), (AB13),

(SB6a-b), (SB7a-b), (CS2) y (MT4) son suficientes para 40 aplicaciones. Los
componentes (PT2) y (WB1) son suficientes para 7 cubetas de 70 ml cada una.
El componente (WBS5) es suficiente para 27 cubetas de 70 ml cada una.

C-3022-10 (10 aplicaciones): Los componentes (PD12), (ES1), (AB14), (AB13),

(SB6a-b), (SB7a-b), (C52) y (MT4) son suficientes para 10 aplicaciones. Los
componentes (PT2) y (WB1) son suficientes para 2 cubetas de 70 ml cada una.
El componente (WB5) es suficiente para 14 cubetas de 70 ml cada una.
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Los componentes del kit deben almacenarse a 2...8°C. Los componentes del kit
son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta mientras se
mantienen estas condiciones de almacenamiento.

4.2  Almacenamiento y durabilidad

4.3 Objeto de estudio

El ZytoDo#2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit ha sido optimizado para su uso
en muestras de células y tejido embebido en parafina y fijado en formalina. Sin
embargo, el kit puede usarse también para otras muestras de tejidos o células
(por ejemplo en células o frotis de células fijados en metanol ~ con é4cido
acético glacial). En este caso, el material fijado o embutido de modo diferente,
puede hacer necesaria la adaptacién del protocolo por el usuario. Nuestros
especialistas estdn a su disposicién para ayudarle cuando sea necesario reali-
zar algon ajuste.

Recomendamos preparar los tejidos de modo siguiente:

v" Fijacién en formalina 10% tamponada a pH neutro durante 24 h a tempe-
ratura ambiente

Con el fin de conseguir una fijacién e inclusién en parafina éptima, uniforme, el
tamario de las muestras no debe exceder los 0,5 cm’.

v" Procesamiento e inclusién estdndar en parafina

Utilice una parafina de buena calidad. La infiltracién e inclusién debe llevarse a
cabo a temperaturas inferiores a 65°C.

v" Prepare secciones de 3-5 um mediante microtomo

Cologue las secciones en porfaobjetos silanizados o porfaobjetos de adhesién
(por efemplo HistoBond®). Fije las secciones de 2-16 h a 50-60°C.

Uso del portaobjeto ERBB2 Control Slide ($€2) como control:

Los portacbjetos control se han pre-fijado durante 15 min a 58°C. Si lo desea
puede colocar su muestra de fejido al lado de las células control. En cualquier
caso, los portaobjefos control deben ser fijados durante 2-16 h a 60°C anftes de
usarlos.

4.4  Material adicional necesario

Los siguientes reactivos, materiales y equipamientio no se incluyen en el
sistema:

Reactivos y materiales

- Pistola de pegar con pegamento caliente o “rubber cement” (Fixogum)
- Etanol al 100%, desnaturalizado
- Agua desionizada o destilada

- Xileno
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
Expediente n°® 1-47-3110-2176/16-4

Se autoriza a la firma BIOARS S.A. a importar y comercializar el Producto para

diagnostico de uso in vitro denominado ZytoDot Probe / sondas de DNA para

CISH, para tumores sOlid0s. —======mmmmm s oo oo

NOMBRE DEL PRODUCTO Volumen / Vida atil
| determinaciones | (meses)
ZytoDot 2C SPEC 1p36/1q25 Probe 0,1 m! 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC 19q13/19p13 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC MYCN Probe 0,4 mi 36
ZytoDot SPEC EGFR Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC EGFR/CEN 7 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC ERBB2 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC ERBB2 Probe Kit 10 det. | 40 det. 18
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe 0,1 mi 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/CEN 17 Probe Kit 10 det. | 40 det. 12
ZytoDot 2C SPEC ERBB2/D17S122 Probe 0,1 ml 36
ZytoDot SPEC ESR1 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC FGFR1 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC 2C FGFR1/CEN 8 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC 2C FGFR2/CEN 10 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot SPEC TOP2A Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC TOP2A/CEN 17 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ALK Break Apart Probe 0,1 mi 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC EML4 Break Apart Probe 0,4 mi 36
ZytoDot 2C SPEC MET/CEN 7 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC RET Break Apart Probe 0,1 m! 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ROS1 Break Apart Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC TOP1/CEN 20 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC ERG Break Apart Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC PTEN/CEN 10 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC CDK4/CEN 12 Probe 0,4 ml 36

4 1



ZytoDot 2C SPEC DDIT3 Break Apart Probe 0,1 ml 36
ZytoDot 2C SPEC EWSR1 Break Apart Probe 0,1 ml 36
ZytoDot 2C SPEC FOXO1 Break Apart Probe 0,1 mi 36
ZytoDot 2C SPEC FUS Break Apart Probe 0,1 mi 36
ZytoDot SPEC MDM2 Probe 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC MDM2/CEN 12 Probe 0,1 ml 0,4 ml 36
ZytoDot 2C SPEC SS18 Break Apart Probe 0,1 ml 36

* desde la fecha de elaboracién conservado entre 2 y 8°C.

Se le asigna la categoria: venta a Laboratorios de anélisis clinicos por hallarse en
las condicio_nes establecidas en la Ley N° 16.463 y Resolucion Ministerial N©
Ym145/98.’ Lugar de elaboracién: ZytoVision GmbH, Fischkai 1, 27572 Bremerhaven
g-(USA). En las etiquetas de los envases, anuncios y prospectos debera constar

?AA‘PRODUCTO PARA  DIAGNOSTICO USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA

;!r-'ADMINISTRACI(')N NACN“ Dé §D§A§NTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA
MEDICA. Certificado n© .

1

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA
MEDICA

Buenos Aires, 30 JUN 2017‘
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By, ROBERTS s £
Subadministrador Naciosal
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