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Uso pretendido
Para uso em diagnéstico in vitro

O Bond Oracle HER2 IHC System é um ensaio imuno-histoquimico semiquantitativo (IHC) para
determinar o status da oncoproteina HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) em
tecidos de cancer de mama processados para avaliagéo histoldgica. O Bond Oracle HER2
IHC System é indicado como um auxilio na avaliagédo de pacientes com possivel indicagéo de
tratamento com Herceptin® (trastuzumab) (veja a bula do Herceptin® ).

Obs.: Todos os pacientes nos testes clinicos com Herceptin® foram selecionados por meio de
um Ensaio de Avaliagéo Clinica (CTA) imunocitoquimica investigativa. Nenhum dos pacientes
nestes testes foram selecionados usando Bond Oracle HER2 IHC System. O Bond Oracle
HER2 IHC System foi comparado ao Dako HercepTest™ em um conjunto independente de
amostras e pretendia fornecer resultados semelhantes aceitaveis, conforme indicado no
resumo de concordancia clinica. A correlagao real do Bond Oracle HER2 IHC System para o
resultado clinico néo foi estabelecida.

Resumo e explicagao

Histoérico

O Bond Oracle HER2 IHC System contém o anticorpo monoclonal HER2 de ratos, clone CB11.
O clone CB11, originalmente desenvolvido por Corbett et al (1) e fabricado pelo Newcastle
Laboratories Ltd (agora Leica Biosystems Newcastle Ltd), foi direcionado contra o dominio
interno da oncoproteina HER2.

Em uma parte de pacientes com cancer de mama, a oncoproteina HER2 é superexpressa
como parte do processo de transformagado maligna e do desenvolvimento do tumor (2). A
superexpressao da oncoproteina HER2 encontrada nas células cancerigenas da mama
sugere a HER2 como um alvo para uma terapia baseada em anticorpos. O Herceptin® é um
anticorpo monoclonal humanizado (3) que se une com alta afinidade a oncoproteina HER2
e tem demonstrado inibir a proliferagdo de células de tumor humano que superexpressam a
oncoproteina HER2 tanto in vitro quanto in vivo (4-6).

Desde a primeira técnica de imunoperoxidase, reportada por Nakane e Pierce (7), houve muitos
desenvolvimentos no campo de imuno-histoquimica que resultaram em maior sensibilidade.
Um desenvolvimento recente foi o uso do rétulo polimérico. Esta tecnologia foi aplicada em
sistemas de detecgdo imuno-histoquimico e anticorpos primarios (8). O sistema de detecgéo
Compact Polymer™ utilizado pelo Bond Oracle HER2 IHC System é parte de uma familia de
novas tecnologias de polimerizagdo controlada que foram especificamente desenvolvidas
para preparar anticorpos vinculados a HRP poliméricos cognatos. Como esta tecnologia de
polimeros é utilizada na linha de produtos Oracle, ndo ocorre o problema da coloragéo de
biotina endégena nédo especifica que pode ser vista com sistemas de detecgéo de biotina/
estreptavidina.

A expressao de HER2

A oncoproteina HER2 é expressa em niveis detectaveis por imuno-histoquimica em até 20% de
adenocarcinomas de varios locais. Entre 10% e 20% de carcinomas ductais de mama s&o positivos
para a oncoproteina HER2 (9). 90% dos casos de carcinoma ductal in situ (DCIS) de tipo comedao
s&o positivos (10), juntamente com quase todos os casos de doenca de Paget da mama (11).

Resumo de concordancia clinica

O Bond Oracle HER2 IHC System foi desenvolvido para fornecer uma alternativa ao ensaio de
avaliagao clinica (CTA) investigativo usado nos estudos clinicos do Herceptin®. O desempenho
do Bond Oracle HER2 IHC System para determinar a superexpressao da oncoproteina HER2
foi avaliado em um estudo independente que compara os resultados do Bond Oracle HER2
IHC System ao Dako HercepTest em 431 amostras de tumores de mama nos EUA. Nenhuma
dessas amostras de tumor foi obtida de pacientes em experimentos clinicos com Herceptin®.
Os resultados indicam uma concordancia de 92,34% em uma analise 2x2 (95% de confianga
em intervalos de 89,42% a 94,67%) e 86,54% em uma analise 3x3 (95% de confiangca em
intervalos de 82,95% a 89,62%) entre os resultados dos dois ensaios.
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Principios do procedimento

O Bond Oracle HER2 IHC System contém os componentes necessarios para concluir um
procedimento de coloragdo imuno-histoquimica para tecidos embebidos em parafina fixada
com formol. Apos a incubagdo com o HER2 Primary Antibody (clone CB11) pronto para usar,
este sistema emprega a tecnologia de polimeros compactos prontos para usar. A conversao
enzimatica dos cromégenos adicionados posteriormente resulta na formagao de um produto de
reacao visivel no local antigeno. As secc¢des do tecido podem ser contracoloridas, desidratadas,
limpas e montadas. Os resultados s&o interpretados com um microscopio leve. As laminas de
controle com quatro linhas de células de cancer de mama humano embebidos em parafina
fixada com formol séo fornecidas para validar as linhas de coloragéo. As quatro linhas da célula
demonstram a expressao da oncoproteina HER2 em intensidades 0, 1+, 2+ e 3+. Aintensidade
de coloracéo dessas linhas da célula relacionam-se tanto a carga do receptor da oncoproteina
HER2 por célula quanto ao status de ampliacdo do gene da HER2.

O Bond Oracle HER2 IHC System (product code TA9145) deve ser usado no sistema de
coloragéo avangada BOND da Leica Biosystems totalmente automatizado.

Componentes fornecidos

Os materiais listados abaixo (Tabela 1) séo suficientes para colorir 150 laminas (60 laminas de
teste incubadas com HER2 Primary Antibody, 60 Iaminas de teste correspondentes incubadas
com HER2 Negative Control, 15 HER2 Control Slides incubadas com HER2 Primary Antibody
e 15 controles de tecido positivo interno incubado com o HER2 Primary Antibody). O numero
de testes é baseado no uso de um recipiente de 150 pl automatizado por Iamina. O kit fornece
materiais suficientes para um maximo de 15 operagdes de coloragdo BOND individuais.

As seccdes de linhas de células de cancer de mama humano embebidas

HER2 Control Slides, em parafina fixada com formol que demostram a expressdo da

(x15) oncoproteina HER2 em intensidades de coloracao 0, 1+, 2+ e 3+ quando
coloridas de acordo com o protocolo fornecido. Essas sec¢des sao
totalmente aderidas e ndo precisam de aquecimento adicional.

HER2 Primary Contém o anticorpo IgG monoclonal de rato, purificado por afinidade

Antibody, 13,5 ml e pronto para usar, clone CB11 e 0,035% 2-metilisotiazolina-3(2H)-ona.

Contém IgG de rato pronto para usar em uma concentragdo
equivalente ao HER2 Primary Antibody e 0,035% 2-metilisotiazolina-
3(2H)-ona.

HER2 Negative
Control, 9 ml

zpz?we Block, Contém 3-4% de peréxido de hidrogénio.

IgG (<10 pg/ml) de coelho antirrato em solucdo salina tamponada
Post Primary, 22,5 ml com Tris que contém 10% (v/v) de soro animal e 0,01%
2-metilisotiazolina-3(2H)-ona.

IgG (<25 pg/ml) de cabra anticoelho poli-HRP em solugdo salina
Polymer, 22,5 ml tamponada com Tris que contém 10% (v/v) de soro animal e 0,01%
2-metilisotiazolina-3(2H)-ona.

Contémtetra-hidrocloreto diaminobenidina66 mM 3,3'em umasolucao

DAB Part 1, 2,25 mli I
estabilizante.

E?SB;Iart B (x2), Contém £0,1% (v/v) de peroxido de hidrogénio.

Hematoxylin, 22,5 ml Contém <0,1% de hematoxilina.

Tabela 1. Componentes do Bond Oracle HER2 IHC System
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Instrugoes de uso

Todos os reagentes fornecidos sao especificamente formulados para usar com este ensaio e os
numeros de lotes sdo especificos para cada Bond Oracle HER2 IHC System. Para que o ensaio
seja valido, ndo se deve fazer nenhuma substituigéo.

Armazenamento e estabilidade

Armazene a 2-8 °C. Nao congele. Volte a 2-8 °C imediatamente apoés o uso. Qualquer desvio
dessas condigbes invalidara o ensaio. Certifique-se de que o Oracle HER2 IHC System usado
esteja dentro de sua data de validade designada. Os sinais que indicam contaminagéo e/ou
instabilidade do Bond Oracle HER2 IHC System sao: turbidez das solugdes, cheiro e presenca
de precipitagdo. As condigdes de armazenamento diferentes das especificadas acima devem
ser verificadas pelo usuario.

Preparacado da amostra

Todas as amostras devem ser preparadas para preservar o tecido para coloragdo imuno-
histoquimica. Os métodos padréo de processamento de tecidos devem ser usados para todas
as amostras (12).

Recomenda-se que os tecidos sejam preparados em fixadores baseados em formol e
diariamente processados e embebidos em parafina. Por exemplo, amostras de re-seccéo
devem ser bloqueadas em uma espessura de 3—4 mm e fixadas por 18-24 horas em 10% de
formol tamponado neutro. Os tecidos devem ser desidratados em uma série de alcoois e limpas
com xileno, seguidas pela impregnacdo com cera de parafina fundida, mantida a 60 °C, no
maximo. As amostras de tecidos devem ser seccionadas entre 3-5 um.

As laminas necessarias para a avaliagdo da oncoproteina HER2 e a verificagdo do tumor devem
ser preparadas ao mesmo tempo. Para conservar a antigenicidade, as secgdes de tecidos
montadas nas laminas (Leica BOND Plus Slides — cdd. de produto S21.2113 ou Apex BOND
Slides céd. de produto 3800040) devem ser coloridas dentro de 4 a 6 semanas de secgéo
quando mantidas em uma temperatura ambiente de (18-24 °C). Apds a secgéo, recomenda-
se que as laminas fiquem incubadas por 12 a 18 horas (a noite toda) a 37 °C. As secgdes que
precisam de aderéncia extra podem ser incubadas a 60 °C por mais tempo.

Nos EUA, a Clinical Laboratory Improvement Act de 1988 exige em 42 CFR 493.1259(b) que
“O laboratério deve manter as laminas coloridas por pelo menos dez anos a partir da data do
exame e manter os blocos de amostra por pelo menos dois anos a partir da data da analise”.

Adverténcias e precaugoes

Para usuarios profissionais somente.

Um ou mais componentes no produto sao perigosos.

Como regra, as pessoas com menos de 18 anos ndo podem trabalhar com este produto.
Os usuarios devem ser cuidadosamente instruidos sobre o procedimento de trabalho, as
propriedades perigosas do produto e as instrugbes de seguranga necessarias.

Sintomas de superexposi¢cdo a ProClin™ 950, o conservante usado nos reagentes Oracle
pode causar irritagdo da pele e dos olhos, bem como das membranas mucosas e do trato
respiratério superior. A concentragdo de ProClin™ 950 neste produto é de 0,35% no maximo.
Essas solugdes ndo atendem aos critérios da OSHA para substancias perigosas. Uma Material
Safety Data Sheet esta disponivel mediante solicitagdo ou em www.LeicaBiosystems.com.

As amostras, antes e depois da fixagao, bem como todos os materiais expostos a elas, devem
ser manuseadas como se fossem capazes de transmitir doengas infecciosas e descartadas
com as devidas precaugoes.

Nunca pipete reagentes com a boca e evite o contato da pele e membranas mucosas com
reagentes e amostras. Se os reagentes ou as amostras entrarem em contato com areas
sensiveis, lave-as com agua corrente abundante. Procure aconselhamento médico. Consulte
as regulamentacoes federais, estaduais ou locais para descartar componentes potencialmente
téxicos.

Minimize a contaminagcado microbiana de reagentes para que ndo ocorra uma coloragdo nao
especifica.
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Procedimento

A. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

BOND Dewax Solution (c6d. produto AR9222)

BOND Epitope Retrieval Solution 1 (c6d. produto AR9961)

BOND Wash Solution x10 Concentrate (c6d. produto AR9590)

Solventes padrdo usados em imuno-histoquimica (ex.: etanol absoluto e graduado)
Xileno (ou produtos substitutos)

Meio de montagem

Agua destilada ou desionizada

B. Equipamentos necessarios, mas nao fornecidos

Sistema(s) de coloragdo avangada, BOND-MAX e BOND-III totalmente automatizado(s)
da Leica Biosystems

BOND Universal Covertiles (céd. produto S21.2001, S21.4583 ou S21.4611)
BOND Mixing Stations (céd. produto S21.1971)

Incubadora, capaz de manter 60 °C

Microscépio leve (amplificagdo da objetiva de 4—40x)

Laminas (Leica BOND Plus Slides — cod. de produto S21.2113 ou Apex BOND Slides
c6d. de produto 3800040)

Laminulas
BOND Slide Label & Print Ribbon (céd. produto S21.4564)
BOND Aspirating Probe Cleaning System (céd. produto CS9100)

C. Metodologia

Antes de realizar esta metodologia, os usuarios devem ser treinados nas técnicas de
imuno-histoquimica totalmente automatizada BOND.

Cada secgao de teste a ser colorida com HER2 Primary Antibody precisara de uma
secgao idéntica para coloragdo com o HER2 Negative Control. A seccéo de controle
negativo permite a distingdo entre a coloragéo especifica e ndo especifica no local
antigeno. Cada operagao de coloragdo BOND deve incluir uma HER2 Control Slide. No
final do protocolo de coloragado, se as linhas da célula ndo demostram os padrdes de
coloragéo corretos (consulte o Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide), a
operagéao deve ser considerada invalida.

D. Layout da lamina
Um novo BOND Universal Covertile (cod. produto S21.2001, S21.4583 ou S21.4611) deve
ser usado com cada lamina. O uso das BOND Universal Covertiles que foi previamente
utilizado para coloragdo imuno-histoquimica ou por hibridizag&o in situ ndo foi validado com
este teste.
O layout da bandeja de amostras (Tabela 2) permite o desempenho étimo do Bond Oracle
HER2 IHC System e que sejam obtidos 60 testes.
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Posi- Descricao da lamina Reagente Tipode | icone dalamina

cdoda tecido

ldmina

1 Estojo 1 *HER2 Negative Control | Teste o

2 Estojo 2 *HER2 Negative Control | Teste 1

3 Estojo 3 *HER2 Negative Control | Teste o

4 Estojo 4 *HER2 Negative Control | Teste

5 Estojo 1 *HER2PrimaryAntibody | Teste 2 o

6 Estojo 2 *HER2PrimaryAntibody | Teste 2 =

7 Estojo 3 *HER2PrimaryAntibody | Teste 2, o

8 Estojo 4 *HER2PrimaryAntibody | Teste 2 o

9 HER2 Control Slide *HER2PrimaryAntibody | Positivo | [ + I

He 20 - i |

10 Controle de tecido *HER2PrimaryAntibody | Positivo | [4 . +

interno pEE

Tabela 2. Layout da bandeja de laminas mostrando o tipo de tecido e o reagente

E. Etapas de procedimento
Siga as etapas abaixo para configurar uma bandeja de amostras com o layout descrito na
tabela 2. Essas instrugdes devem ser lidas junto com o BOND System User Manual.
1. No aparelho BOND, certifique-se de que os recipientes a granel e de residuos perigosos
tenham capacidade suficiente para realizar as operagdes de coloragdo necessarias.

2. Certifique-se de que ha alcool, agua destilada ou desionizada, BOND Dewax Solution
(fornecida como pronto para o uso), BOND Epitope Retrieval Solution 1 (fornecida pronta
para o uso) e BOND Wash Solution (fornecida como concentragédo x10) suficientes nos
recipientes de reagentes a granel para realizar as operagdes de coloragdo necessarias.

3. Assegure-se de que uma BOND Mixing Station limpa esta instalada.
4. Ligue o sistema de coloragao avangada e totalmente automatizado BOND.

5. Ligue o controlador BOND conectado ao sistema de coloragdo avancgada e totalmente
automatizado BOND.

6. Abra o software BOND.

7. Paraum novo Bond Oracle HER2 IHC System, escaneie os codigos de barra da bandeja
de reagentes com um scanner portatil para inserir o sistema no inventario de reagentes
Péagina 7 de 26
Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Instructions for Use TA9145 ROW-PT-CE-Rev_D 16/07/2020



BOND.
8. Va até a tela de configuracéo Slide e clique em Add case.

9. Insira os detalhes para o primeiro caso. Certifique-se de que o volume no recipiente seja
de 150 pl e de que o protocolo de preparagéo seja o *Dewax. Clique em OK.

10.Com o estojo selecionado na tela de configuragéo Slide, clique em Add slide.

11.Primeiro, adicione as laminas de teste do paciente. Assegure-se de que o tipo de tecido
esteja definido como Test tissue.

12.Confirme se o volume no recipiente € de 150 ul e se o protocolo de preparagéo é o
*Dewax.

13.Selecione os valores do modo de coloragéo Single e Oracle (ndo clique em Oracle control).
14.Selecione o processo IHC.

15.Selecione *HER2 Negative Control na lista de marcadores. Por padréo, a guia Protocols esta
no protocolo de coloragdo correto (*IHC Protocol H) e o protocolo HIER (*HIER 25 min with
ER1 (97)).

16.Clique em Add slide. A lamina de reagente de controle negativo é criada.

17.Ainda na caixa de dialogo Add slide, selecione *HER2 Primary Antibody na lista de
marcadores. Os protocolos padrdo e todas as outras configuragbes permanecem
inalteradas.

18.Cliqgue em Add slide. A lamina de teste é criada.

19.Repita as etapas 8 a 18 até que todos os estojos e ldminas de teste dos pacientes
tenham sido criados.

20.Em seguida, crie o HER2 Control Slide. Acrescente-o ao ultimo estojo ou crie um novo
para as laminas de controle, dependendo das praticas de seu laboratério.

Notaimportante: O Bond Oracle HER2 IHC System exige que um HER2 Control Slide seja incluido
em cada operacéo (ou seja, bandeja de laminas) para que o ensaio seja validado.

21.Na caixa de dialogo Add slide, configure o tipo de tecido como Positive tissue.
22.Cligue em Oracle control.

23.Selecione o numero do lote do HER2 Control Slide na lista Lot No. O nimero do lote esta
inscrito na area da etiqueta da lamina.

Nota importante: O HER2 Control Slide deve vir do mesmo Bond Oracle HER2 IHC System que
sera usado.

24 Selecione *HER2 Primary Antibody na lista de marcadores. Mantenha o volume do
recipiente, o modo de coloragao e as configuragdes de processo e protocolo.

25.Cligue em Add slide para adicionar o HER2 Control Slide.
26.Finalmente, adicione uma lamina de controle de tecidos interno positivo.
27.Desmarque Oracle control.

28.Selecione *HER2 Primary Antibody na lista de marcadores. Mantenha o volume do
recipiente, o modo de coloragéo e as configuragdes de processo e protocolo. O tipo de
tecido permanece Positive tissue.

29.Clique em Add slide. A criagéo da lamina esta concluida.

30.Imprima os rétulos das laminas. Todas as 1dminas Oracle tém “OC” impresso.PQ rggulztg
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para o HER2 Control Slide também inclui o nimero do lote do Bond Oracle HER2 IHC
System.

31.Coloque os rotulos nas laminas corretamente.

32.Abra as tampas de todos os recipientes do Bond Oracle HER2 IHC System e encha a
bandeja de reagente no BOND.

33.Coloque as laminas na bandeja na sequéncia indicada na secéo D, tabela 2. Aplique
novos Covertiles.

34.Carregue o bandeja de laminas no BOND e pressione o botdo Load/Unload.

35.Confirme se as laminas foram escaneadas e clique no botéo Run (Play) na tela de status
do sistema.

36.Certifique-se de que o campo do indicador de bandeja exibe Proc (OK) e de que o niumero
do lote e a hora de concluséo sejam exibidos.

37.Quando a operagao for concluida, pressione o botdo Load/Unload e remova as bandejas
de laminas do BOND.

38.Remova Covertiles e enxague as laminas com agua desionizada.

39.Desidrate, limpe e monte as secgoes.

Controle de qualidade

As diferengas na fixagédo, no processamento e na inclusao do tecido no laboratério do usuario
podem resultar em variagdes significativas que precisam de desempenho regular de controles
internos, além dos HER2 Control Slides fornecidos pela Leica Biosystems no Bond Oracle
HER2 IHC System. Consulte as orientagdes de controle de qualidade da College of American
Pathologists (CAP) Certification Program for Imnmunohistochemistry; veja também CLSI (antigo
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NCCLS) Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline (12) e Special
Report: Quality Control in Immunohistochemistry (13). Adicionalmente, consulte a tabela 3

abaixo para os tipos de controles de qualidade de imuno-histoquimico e seus objetivos.

Amostra* Descricao Coloragao HER2 Primary Coloragao HER2
Antibody Negative Control

HER2 Control Como fornecido no Bond Controla o procedimento

Slide Oracle HER2 IHC System. de coloracdo e indica a
validadedodesempenhodo
reagente.

Tecido de Tecido que contém Controla todas as etapas da

controle de antigeno alvo. O controle andlise. Valida a preparagao

tecido interno

ideal é o tecido com
coloracédo fracamente

do tecido e o desempenho
decoloragaodoBondOracle

positiva de forma que
defina sutis alteragoes na
sensibilidade do anticorpo

HER2 IHC System. Deteccédo de
coloracaodefundo

ndo especifico

primario.
Componente Tecidos e células que Detecgdo de reacéo
de tecido provavelmente sejam cruzada de anticorpos
de controle negativos (podem estar nao especificos com os
negativo localizados no tecido componentes celulares/
interno do paciente ou nos células.

componentes do tecido de
controlepositivo/negativo).

*Fixada e processada de acordo com a amostra do paciente

Tabela 3. Controles de qualidade imuno-histoquimico e seus objetivos

O tecido de controle deve ser amostras de bidpsia ou cirurgicas, fixadas e processadas em
parafina fixada com formol assim que possivel e, da mesma maneira que a(s) amostra(s)
do paciente. Todas as amostras devem ser manuseadas corretamente para preservar
a antigenicidade do tecido para coloragdo imuno-histoquimica. Os métodos padrdo de
processamento de tecidos devem ser empregados para todas as amostras (12).

HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody

Cada uma das HER2 Control Slides contém quatro cores de linha de células de cancer de
mama humana embebidas em parafina fixada com formol com classificagdes de intensidade
de coloragéo 0, 1+, 2+ e 3+. Uma amostra deve ser incluida em cada operacéo de teste (ou
seja, bandeja de amostra). A avaliagdo correta da HER2 Control Slide fornecida pela Leica
Biosystems indica a validade do teste (consulte o Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation
Guide). As HER2 Control Slides fornecidas com este sistema validam o desempenho do
reagente somente e ndo verificam a preparacéo do tecido.

Tecido de controle positivo interno — HER2 Primary Antibody

Se os componentes de tecido de controle positivo interno forem usados, eles devem ser
amostras de bidpsia ou cirlrgicas, fixadas, embebidas e processadas assim que possivel da
mesma maneira que a(s) amostra(s) do paciente. Os controles de tecidos positivos indicam os
tecidos preparados corretamente e técnicas de coloragao validas. Pelo menos um componente
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de controle positivo para cada operagéo de teste deve ser incluido. A sec¢éo de controle positivo
deve demonstrar coloragéo positiva fraca de forma que defina sutis alteragdes na sensibilidade
do anticorpo primario.

OBS.: Componentes de tecido de controle positivo devem ser utilizados apenas para monitoracéo
do desempenho correto de tecidos processados junto com os reagentes de testes, NAO como
um auxilio na formulagdo de uma interpretagdo especifica das amostras do paciente. Se o
tecido de controle positivo falhar ao demonstrar a coloragdo positiva correta, os resultados
obtidos com amostras de pacientes devem ser considerados invalidos.

Um bloco de controle de multiplos tecidos contendo tumores que representam todas as
4 classes de HER2 também pode ser utilizado de forma eficiente conforme adequado no
material de controle interno.

Componente de tecido de controle negativo interno — HER2 Primary Antibody

Se os componentes de tecido de controle negativo interno forem usados, eles devem ser
amostras de bidpsia ou cirtrgicas frescas, embebidas e processadas assim que possivel da
mesma maneira que a(s) amostra(s) do paciente. O uso do tecido de controle, conhecido por
ser a oncoproteina HER2 negativa, com cada operagéo de coloragéo verifica a especificidade
do anticorpo primario e fornece uma indicagdo de coloragdo de fundo ndo especifica. A
variedade de diferentes tipos de células presentes em muitas secgdes de tecido oferece locais
de controle negativo interno (deve ser verificado pelo usuario). Os ductos de mama normais
ndo associados ao tumor podem fornecer uma referéncia a validade do ensaio. Se a coloragéo
especifica ocorrer no tecido de controle negativo interno, os resultados com as amostras do
paciente devem ser considerados invalidos.

O uso de bloco de controles de multiplos tecidos que representam as quatro classes de HER2
podem ser utilizadas para fins de tecidos de controle positivo e negativo.

Tecido do paciente — HER2 Negative Control

Use o HER2 Negative Control fornecido no lugar do HER2 Primary Antibody em uma secgéo
correspondente para cada teste de paciente para avaliar a coloragdo nao especifica e permitir
a interpretagéo precisa da coloracao especifica da oncoproteina HER2 no local antigeno.

Tecido do paciente — HER2 Primary Antibody

A intensidade da coloragdo positiva deve ser avaliada dentro do contexto de qualquer
coloragé@o de fundo néo especifica com o HER2 Negative Control. Como em qualquer teste
imuno-histoquimico, um resultado negativo significa que o antigeno nédo foi detectado e ndo
que o antigeno estava ausente nas células/tecidos examinados. Consulte Slide Screening Order
Rationale, Limitations, Performance Evaluation and Immunoreactivity para informagdes sobre a
imunorreagao do Bond Oracle HER2 IHC System.

Verificagao do ensaio

Antes do uso inicial de qualquer sistema de coloragao ou anticorpo em um procedimento de
diagnostico, o usuario deve verificar a especificidade do anticorpo testando-o em uma série de
tecidos internos com perfis positivo e negativo conhecidos de imuno-histoquimico. Consulte
controle de qualidade como descrito anteriormente e as especificagbes de controle de qualidade
do CAP Certification Program for Immunohistochemistry e/ou CLSI (antigo NCCLS) Quality
Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline (12). Esses procedimentos de
controle de qualidade devem ser repetidos para cada novo lote de anticorpos ou sempre que
houver uma alteragédo nos parametros do ensaio. Os carcinomas ductais de mama invasivos
humanos (infiltrantes) com intensidades conhecidas de coloragdo da oncoproteina HER2 a
partir de 0 a 3+ e outros tecidos devidamente negativos sdo adequados para a verificagdo do
ensaio.
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Interpretacao da coloragéao

Para a determinacdo da expressao da oncoproteina HER2, somente o padréo e a intensidade
de coloragdo da membrana devem ser avaliados usando a escala apresentada na tabela 4.
Um patologista com um microscépio sobre fundo claro deve realizar a avaliagdo da lamina.
Para avaliagdo da classificagdo e da coloragcdo de imuno-histoquimico, uma objetiva de
amplificagdo de 10x é adequada. O uso da amplificagéo da objetiva de 20—40x deve ser usada
na confirmagéo da classificagdo. A coloragéo citoplasmatica deve ser considerada como nao
especifica e ndo deve ser incluida na avaliagéo da intensidade da coloragédo da membrana (14).
Para auxiliar na diferenciagdo da coloragdo 0, 1+, 2+ e 3+, consulte o Bond Oracle HER2 IHC
System Interpretation Guide para ver imagens que representem as intensidades de coloragéo.
Somente as amostras de pacientes com carcinoma de mama invasivo devem ser classificadas.
Nos casos de carcinoma in situ e de carcinoma invasivo na mesma amostra, somente o
componente invasivo deve ser classificado.

Padrao de coloragao imuno-histoquimico Classifi- | Avaliacao
cagao

Nenhuma coloracdo observada ou coloracdo da membrana

. 0 Negativo
observada em menos de 10% das células do tumor. 9

A coloracao fraca/quase imperceptivel é detectada em mais de
10% das células de tumores. As células sdo coloridas somente 1+ Negativo
na parte de suas membranas.

A coloragéo de clara a moderada de toda a membrana é o Ambiguo
observada em mais de 10% das células do tumor. (fracamente positivo)
Coloracao forte de toda a membrana é observada em mais de "

3+ Certamente positivo

10% das células do tumor.

Tabela 4. Interpretagéo da coloragdo da HER2

Os resultados de coloragdo do Bond Oracle HER2 IHC System sé&o interpretados como
negativos para a expressao da oncoproteina HER2 com classificagdes 0 e 1+ de intensidade
de coloracdo, ambiguo (fracamente positivo) com uma classificagdo 2+ de intensidade de
coloragéo e certamente positivo com uma classificagdo 3+ de intensidade de coloragdo. O
Bond Oracle HER2 IHC System nédo pretende fornecer informagdes de progndstico para o
paciente e/ou médico e nao foi validado para este fim. Para cada avaliagéo de coloragéo, as
laminas devem ser examinadas na sequéncia apresentada abaixo para determinar a validade
da operagéo de coloragao e permitir a avaliagdo semiquantitativa da intensidade de coloracédo
da amostra do tecido.

Sequéncia légica de triagem das laminas
As laminas devem ser exibidas na seguinte sequéncia:
1. HER2 Control Slide — HER2 Primary Antibody

Um ensaio valido com o Oracle HER2 Control Slide mostra o seguinte:

» Presenca de coloragdo marrom escura e completa da membrana da célula na linha da célula
de controle 3+ SK-BR-3.

* Presenca de coloragdo marrom clara a moderada e completa da membrana da célula na
linha da célula de controle 2+ MDA-MB-453.
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* Presenga de coloragdo marrom bem claro/quase imperceptivel e incompleta da
membrana da célula na linha da célula de controle 1+ MDA-MB-175.

* Sem coloracéo na linha da célula de controle 0 MDA-MB-231.

Nota importante: Uma caracteristica da linha de célula de controle 1+ MDA-MB-175 é um
padrao de crescimento diferente em que as células formam grupos. Tais grupos formam
uma regido de borda esponjosa luminal por todo o grupo de células. A coloracdo desta
borda esponjosa sera mais forte que do resto da membrana da célula. O padrao correto de
coloragéo 1+ da oncoproteina HER2 é a coloragao fraca/quase imperceptivel da membrana
da célula. A imunocoloragédo pontilhada da regido de Golgi no citoplasma também pode ser
observada nesta linha da célula.

2. Tecido de controle positivo interno — HER2 Primary Antibody

A PRESENCA da coloragdo da membrana marrom deve ser observada correspondendo ao
status da oncoproteina HER2 conhecida do controle positivo escolhido.

3. Componente do tecido de controle negativo interno — HER2 Positive
Control
AAUSENCIA da coloragdo da membrana deve ser observada. Um componente de tecido de
controle negativo confirma a falta de reagéo cruzada do sistema de detecgéo para células/
componentes celulares especificamente examinados. Se a coloragdo da membrana ocorre
em um componente tecido de controle negativo interno, os resultados com a amostra do
paciente devem ser considerados invalidos.

4. Tecido do paciente — coloragado usando o HER2 Negative Control
A AUSENCIA da coloragdo da membrana verifica o rétulo especifico do antigeno alvo do
anticorpo primario. Outra coloragdo marrom que ocorre no citoplasma da amostra tratada
com o HER2 Negative Control, como tecidos conectivos, leucdcitos, eritocitos ou tecido
necrotico, deve ser considerada coloragéo de fundo ndo especifica e deve ser observada.

5. Tecido do paciente — colorido usando o HER2 Primary Antibody

Os niveis de expressédo da oncoproteina HER2 s&o determinados pelo critério definido na
tabela 4 e no Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide.

Limitagoes

A. Limitagdes gerais

A imuno-histoquimica é uma técnica baseada em laboratério com varias etapas usada para
auxiliar na interpretagéo e na determinacao de caracteristicas histopatoldgicas. Ela € uma
técnica que precisa de treinamento especializado em todos os aspectos de procedimento
(incluindo a selegéo de reagentes adequados, tecidos, fixagdo, processamento e preparagdo
da lamina IHC) e de interpretacéo.

Acoloracédo imuno-histoquimica do tecido depende do manuseio, da fixagao e processamento
do tecido antes da coloragéo. A fixagdo, o congelamento, o degelo, a lavagem, a secagem, o
aquecimento, o seccionamento incorretos ou a contaminagéo com outros tecidos ou fluidos
podem produzir capturas de anticorpos artificiais ou resultados negativos falsos. Resultados
inconsistentes podem ser provenientes das variagdes de fixagdo, métodos de incluséo ou
irregularidades inerentes dentro do tecido (15). A contracoloragdo excessiva ou incompleta
também pode comprometer a interpretagéo correta dos resultados.

Geralmente, a coloragdo ndo especifica, se houver, tem uma aparéncia difusa. A coloragédo
esporadica de tecido conectivo também pode ser observado em secgdes de tecidos
excessivamente fixados com formol. Use células intactas para a interpretagao de resultados
da coloragdo. As células necroéticas ou degeneradas frequentemente apresentam coloragéo
nao especifica (16). Os resultados positivos falsos podem ser vistos devido a vinculagéo
ndo imunolégica de proteinas ou produtos de reacdo do substrato. Eles também podem
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ser causados por enzimas endégenas como pseudoperoxidase (eritocitos) ou peroxidase
enddgena (citocromo C), dependendo do tipo de coloragdo imuno-histoquimico usado.

Os tecidos de pacientes infectados com o virus da hepatite B e que contenham antigeno
de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) podem exibir coloragdo nédo especifica com
peroxidase de rabano silvestre (17).

Acoloragédo imuno-histoquimicainesperada, ou as variagdes na coloragéo, pode ser resultado
de alteragdes nos niveis de expressdo da codificagdo de genes ou antigenos. Qualquer
alteragdo nos padrdes de coloracdo esperados deve ser interpretada em associagdo com
todas as outras investigacdes de diagnostico.

A interpretagdo da coloragdo imuno-histoquimico deve ser complementada por estudos
morfolégicos e pelo uso de material de controle adequado, além de ser avaliada dentro do
contexto do histdrico clinico do paciente e de outros testes de diagndsticos realizados por
um patologista qualificado.

O desempenho do ensaio (ou seja, as avaliagdes da adequagado dos controles positivos e
negativos) e a interpretagdo de qualquer coloragcdo imuno-histoquimica ou sua auséncia
devem ser executadas em um laboratério devidamente credenciado/licenciado sob a
supervisdo de um patologista qualificado e experiente que seja responsavel pela avaliagdo
geral do ensaio imuno-histoquimico e por sua avaliagéo.

. Limitagoes especificas do produto
Este produto ndo é destinado para o uso em citometria de fluxo. As caracteristicas de
desempenho nao foram determinadas para a citometria de fluxo.
Os resultados negativos falsos podem ser vistos como um resultado da degradacéo de
antigenos na seccao do tecido. As laminas necessarias para a avaliagédo da oncoproteina
HER2 e a verificagdo do tumor devem ser preparadas ao mesmo tempo. Para conservar
a antigenicidade, as secgbes de tecidos montadas nas laminas (Leica BOND Plus Slides
— ¢6d. de produto S21.2113 ou Apex BOND Slides cdd. de produto 3800040) devem ser
coloridas dentro de 4—-6 semanas de sec¢ao quando mantidas a uma temperatura ambiente
de (18-24 °C). Ap6s o seccionamento, recomenda-se que as laminas sejam incubadas por
12—-18 horas a 37 °C. As secgdes que precisam de aderéncia extra podem ser incubadas a
60 °C por mais tempo.
A variacao natural minima do perfil imuno-histoquimico sera vista entre lotes de crescimento
das linhas de célula utilizadas dentro do Bond Oracle HER2 IHC System. Esta variagéo
natural é boa dentro dos niveis de tolerancia aceitaveis de uma entidade biolégica e ndo
afeta a interpretagcao ou o desempenho do sistema.
A caracterizagdo das linhas da célula usando a citometria de fluxo e a hibridizagao in situ
conforme apresentada na tabela 5 também esta sujeita a variagéo biolégica natural. A
variagdo técnica e de interpretacao das linhas da célula de controle como avaliada pela
hibridizagéo in sito fluorescente também é reportada (18).
A avaliagdo do HER2 Control Slides deve ser considerada em todas as datas de validade
relevantes. Armazene o Bond Oracle HER2 IHC System a 2-8 °C. Nao congele. Volte a
2-8 °C imediatamente ap6s o uso. Qualquer desvio dessas condigdes invalidaréo o ensaio.
Nao substitua os reagentes do Bond Oracle HER2 IHC System por nenhum outro componente
fornecido pela Leica Biosystems ou por outros fabricantes. Isso invalidara o ensaio.
E fundamental que todas as etapas descritas nas segdes C até E (procedimento) sejam
realizadas na sequéncia apresentada. Qualquer desvio desta sequéncia invalidara o
ensaio.
No ensaio, é essencial usar apenas tecidos presos em fixadores baseados em formol. O uso
de qualquer outro tipo de fixador invalidara o ensaio.
O corte de secgdes de tecidos fora da faixa de espessura recomendada n&o sera validado.
O uso de qualquer outra espessura de secgdo pode invalidar o ensaio.
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Dados da linha da célula

Linha da célula Perfil do Bond Cargadoreceptor | Status de amplificacdo do gene da HER2*

Oracle HER2 IHC | de HER2

System por célula* Numero da cépia | Indice do gene

do HER2 HER2:Chr17

SK-BR-3 3+ 4,3x10° 13,35 3,55
MDA-MB-453 | 2+ 1,4x10° 5,73 2,05
MDA-MB-175 | 1+ 6,3x10* 3,33 1,20
MDA-MB-231 0 9,3x103 3,15 1,13

*Andlise de carga do receptor de HER2 avaliada pela citometria de vazdo. *O status de amplificagdo do gene HER?2 avaliado pela
sonda dupla (HER2:Cromossomo 17) FISH.

Tabela 5. Perfil do HER2 Control Slide

Concordancia clinica do Bond Oracle HER2 IHC System vs. o Dako
HercepTest

A primeira parte do estudo examinou a adequacéo do Bond Oracle HER2 IHC System para uso
como um auxiliar na determinagéo do tratamento com terapia de Herceptin® (trastuzumab). O
estudo foi designado para examinar a concordancia entre o Bond Oracle HER2 IHC System e
o Dako HercepTest, considerado o "padrdo de ouro" para este ensaio. O critério de aceitagdo
foi definido como concordancia geral 75% maior entre os dois testes com 95% de intervalo de
confianga (Cl).

O estudo foi conduzido como uma avaliagdo cega em dois locais baseados nos EUA. A cada
local de investigagéo, foram fornecidas amostras de cancer de mama embebido em parafina
fixada com formol de status HER2 conhecido. Os casos foram selecionados em ordem
consecutiva inversa dos arquivos clinicos, representando o fluxo consecutivo de casos em um
departamento de histopatologia para testes clinicos e testados independentemente de outros
progndsticos e/ou fatores preditivos sem tendéncias introduzidas ao coorte. Os coortes de 160
e 292 amostras foram testados no local 1 e no local 2, respectivamente. Cada coorte teve
uma representagao igual de casos ambiguos/positivos (2+, 3+) e negativos (0, 1+), baseados
em classificagdbes HER2 IHC previamente atribuidas, resultando em uma populagédo total de
estudo de 452 amostras. Doze (12) amostras foram consideradas inadequadas devido a falta
de tumores invasivos suficientes e foram removidas do estudo. Nove (9) amostras extras ndo
puderam ser classificadas por consequéncia do levantamento do tecido da lamina, resultando
em uma populagao final do estudo de 431 amostras.

Todos os casos tiveram a coloragéo feita com HercepTest de acordo com as instrugdes
do fabricante conforme especificado na bula. As secgdes sequenciais de cada caso
tiveram a coloragao feita com Bond Oracle HER2 IHC System acoplado a um sistema de
coloragéo avancado BOND da Leica Biosystems totalmente automatizado. Todos os casos
foram desvinculados das informagdes de identificacdo de um paciente exclusivo e foram
acompanhados por dados clinicos que relacionam o tamanho e a classe do tumor, bem como
o status do receptor de estrégeno.

Todas as laminas coloridas foram mascaradas e classificadas de maneira aleatéria por
observadores treinados nos dois locais. Para a analise de concordancia 2x2, as classificagdes
foram interpretadas como negativas se a intensidade de coloragao foi de 0 ou 1+ e positivas
para classificagdes de 2+ ou 3+. Para a analise de concordancia 3x3, as classificagdes foram
interpretadas como negativas se a coloragéo foi de 0 ou 1+, ambiguas para classificagdes de
2+ e positivas para classificagdes 3+. Os dados foram analisados pelo acordo de coloracédo
positiva e 0 acordo de coloragédo negativa.
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Resultados de concordancia 2x2

Nesta primeira anadlise, o teste resulta de dois testes (Bond Oracle HER2 IHC System e Dako
HercepTest) que foram classificados como negativo (0, 1+) ou positivo (2+, 3+). As freqliéncias
de quatro possiveis combinacdes sdo exibidas em uma tabela com formato 2x2 (veja a
tabela 6). A taxa de concordancia geral baseada nesta tabela 2x2 foi calculada acompanhada
por um intervalo de confianca exato de 95% (baseada na distribuicéo binomial).

A hipétese nula (H,), contra a qual o critério de sucesso é definido, € que a concordéncia ndo
seja maior que 75%.

O acordo observado para 431 amostras entre os dois testes em uma analise 2x2 mostra uma
concordancia de 92,34% (398/431) com um 95% de Cl de 89,42% - 94,67 %. Esse dados suportam
a rejeicdo da hipotese nula (H;) de que o acordo néo foi maior de 75% com valor p <0,0001.

O percentual de acordo positivo (sensibilidade) ou a habilidade do Bond Oracle HER2 IHC
System para identificar corretamente os casos positivos de HercepTest (o percentual de
amostras classificadas positivas tanto pelo Bond Oracle HER2 IHC System quanto pelo
HercepTest de todos os casos positivos de HercepTest) foi de 84,87% (129/152) com 95% de
Cl de 78,17%-90,16%. O percentual de acordo negativo (especificidade) ou a habilidade do
teste para identificar corretamente os casos negativos de HercepTest (o percentual de amostras
classificadas negativas tanto pelo Bond Oracle HER2 IHC System quanto pelo HercepTest de
todos os casos negativos de HercepTest) foi de 96,42% (269/279) com 95% de Cl de 93,51%-
98,27%.

HercepTest
Negativo Positivo Totais
Bond Oracle HER2 | Negativo 269 23 292
IHC System Positivo 10 129 139
Totais 279 152 431

Concordancia 2x2 (95% Cl) = 92,34% (89,42 a 94,67%); p<0,0001

Tabela 6. Concordéancia 2x2 do Bond Oracle HER2 IHC System com HercepTest

Resultados de concordancia 3x3

Os dados foram agrupados como negativo (0 ou 1+), ambiguo (2+) ou positivo (3+) para analise 3x3
e mostraram uma concordancia de 86,54% (373/431) com 95% de Cl de 82,95% a 89,62%. Portanto,
a hipétese nula (H,) de que o acordo n&o foi maior que 75% foi rejeitada com um valor p <0,0001.

O percentual de acordo positivo de 3+ (o percentual de amostras classificadas positiva 3+ tanto
pelo Bond Oracle HER2 IHC System quanto pelo HercepTest de todos os casos positivos 3+
do HercepTest) deste estudo foi de 73,33% (66/90) com 95% de CI de 62,97% a 82,11%. O
percentual do acordo negativo foi de 96,42% (269/279) com 95% de Cl de 93,51% para 98,27.
Veja a tabela 7.

HercepTest
Negativo 2+ 3+ Totais
(Oou1+)
Bond Oracle Negativo 269 23 0 292
HER2 IHC (Oou 14)
System 2+ 10 38 24 72
34 0 1 66 67
Totais 279 62 90 431

Concordancia 3x3 (95% Cl) = 86,54% (82,95 a 89,62%); p<0,0001

Tabela 7. Concordéancia 3x3 do Bond Oracle HER2 IHC System com HercepTest

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Instructions for Use TA9145 ROW-PT-CE-Rev_D 16/07/2020

Péagina 16 de 26

Portugués I



Portugués I

Concluindo, os dados gerados neste estudo demostram que o Bond Oracle HER2 IHC System
pode ser usado como um auxilio na determinacao do tratamento para terapia de Herceptin®
(trastuzumab), baseada em sua alta concordancia com o HercepTest.

Concordancia clinica do Bond Oracle HER2 IHC System com o
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

A parte 2 do estudo pretendeu examinar a concordancia entre o Bond Oracle HER2 IHC System
e 0 Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, considerado o "padrdo de ouro" para o
ensaio de reflexo de avaliagdo de gene usado em conjunto com a imuno-histoquimica da HER2.
Este estudo foi realizado nos mesmos locais de investigagdo do coorte do estudo da parte
1. Todos os casos tiveram a coloracéo feita com o Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit de acordo com as instrugdes do fabricante conforme especificado na bula. As secgdes
sequenciais de cada caso tiveram a coloragédo feita com Bond Oracle HER2 IHC System
acoplado a um sistema de coloragéo avangado BOND totalmente automatizado (mesmo usado
na parte 1 do estudo clinico). Dos 431 casos, houve trés ocasides que ndo apresentaram
resultados de coloragdo devido a hibridizagao insuficiente da sonda resultante em um coorte
total de 428 casos.

Todas as laminas coloridas foram classificadas por observadores treinados nos dois locais de
investigagdo. Para a analise de concordancia 3x2, as classificagdes foram interpretadas como
negativas se a taxa de amplificagéo do gene HER2/CEP17 foi menor (<) que 2,0 e positivas se
maior ou igual a (>) 2,0 seguindo uma contagem de 20 células de tumor.

Resultados de concordancia 3x2

O acordo observado para 428 amostras entre os dois testes em uma analise 3x2 mostra uma
concordancia de 87,6% (375/428) com 95% de Cl de 84% 90%.

O percentual de acordo positivo (sensibilidade) ou a habilidade do Bond Oracle HER2 IHC
System para identificar corretamente os casos positivos de PathVysion (o percentual de
amostras classificadas positivas tanto pelo Bond Oracle HER2 IHC System quanto pelo
PathVysion de todos os casos positivos de PathVysion) foi de 93,8% (61+30/97) com 95% de
Cl de 86,8% a 97,4%.

O percentual de acordo negativo (especificidade) ou a habilidade do teste para identificar
corretamente os casos negativos de PathVysion (o percentual de amostras classificadas
negativas tanto pelo Bond Oracle HER2 IHC System quanto pelo PathVysion de todos os casos
negativos de PathVysion) foi de 85,8% (284/331) com 95% de Cl de 81,6% a 89,2%. Veja a
tabela 8.

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativo Positivo Totais
Bond Oracle HER2 | 0/1+ 284 6 290
IHC System 24 41 30 71
3+ 6 61 67
Totais 331 97 428

Concordancia geral (95% Cl) = 87,6% (84 a 90%)

Tabela 8. Concordéncia 3x2 da coloragdo do Bond Oracle HER2 IHC System vs. PathVysion HER-2 DNA Probe Kkit.
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Imunorreagao — painel normal

Tipo de tecido normal Padrao de coloracao

HER2 Primary Antibody HER2 Negative Control
Supra-renal Negativo Negativo
Cérebro, cerebelo Negativo Negativo
Cérebro, encéfalo Negativo Negativo
Mama Negativo Negativo
Medula éssea Negativo Negativo
Célon Negativo Negativo
Esofago Negativo Negativo
Olho Negativo Negativo
Hipofise Coloragao citoplasmatica moderada Negativo

observadaem células hipofisarias (1/3)
Rim Negativo Negativo
Laringe Negativo Negativo
Figado Negativo Negativo
Pulmao Negativo Negativo
Mesotélio Negativo Negativo
Oviério Negativo Negativo
Pancreas Negativo Negativo
Paratireoide Negativo Negativo
Nervos periféricos Negativo Negativo
Préstata Negativo Negativo
Glandula salivar Negativo Negativo
Pele Negativo Negativo
Intestino delgado Negativo Negativo
Baco Negativo Negativo
Estdbmago Coloracéao citoplasmatica clara Negativo

observada nas glandulas gastricas (2/3)
Musculo estriado Negativo Negativo
Testiculos Negativo Negativo
Timo Negativo Negativo
Tireoide Negativo Negativo
Amigdala Negativo Negativo
Colo uterino Negativo Negativo
Utero Negativo Negativo

Tabela 9. Coloragao do painel normal
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Portugués I

Estudo sobre reprodutibilidade

Teste de precisao interno e entre

O teste de precisdo foi realizado na Leica Biosystems, Newcastle Ltd. O tecido usado
foi uma micromatriz de tecido composto (TMA) embebido em parafina fixada com formol
fornecido por Isu Abxis (Yonsei University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seul,
120-752 Coreia), que compreende 20 nucleos de tecido de carcinoma de mama invasivo com
4 mm de diametro. Os 20 casos foram selecionados com base nas classificagbes da HER2
previamente atribuidas. Nesta base, foram incluidos x5 casos de HER2 3+, x5 casos de
HER2 2+, x5 casos de HER2 1+ e x5 casos de HER2 0.

A. Teste de precisdo de operagao interna

O teste de precisdo de operagao interna dos Bond Oracle HER2 IHC System foi avaliado
em um total de 40 secg¢des consecutivas da um TMA composto de 20 tumores de mama
invasivos e 40 HER2 Control Slides. Todas as laminas tiveram a coloragéo feita com o
Bond Oracle HER2 IHC System no sistema de coloragdo avancado BOND totalmente
automatizado. As secgdes tiveram a coloragao feita durante um periodo continuo usando
um Bond Oracle HER2 IHC System do mesmo lote de fabricagcdo. As seccgdes coloridas
eram cegas e avaliadas de maneira aleatéria por um observador experiente para determinar
a preciséo de operacao interna.

Uma avaliagdo das laminas a partir da investigagéo de operagéao interna indicou que 733/800
(91,63%) pontos de dados de teste puderam ser interpretados. 40 pontos de dados foram
excluidos devido a presencga de DCIS somente e 27 pontos de dados extras ndo puderam ser
interpretados devido a uma perda do tumor invasivo (especifico para 3 nucleos). A variagéo
na coloracéo ocorreu 61 (8,32%) de um total de 733 eventos de coloragéo possiveis. Nas
37 ocasibes, a variagdo de 3+ a 2+ (n = 20) e de 1+ a 0 (n = 17) foi observada e, portanto,
néo representou uma mudanga de clinicamente positivo para clinicamente negativo ou vice-
versa em uma avaliagdo de dados 2x2. As 24 (3,27%) ocasides restantes representaram
uma mudancga de clinicamente negativo (0 ou 1+) para clinicamente positivo (2+ ou 3+).
Valor de aprovagéo = 96,7% (95% CI = 95,15% a 97,81%).

B. Teste de precisdo entre operagoes

O teste de precisao entre operacdes do Bond Oracle HER2 IHC System foi avaliado em um
total de 24 secgdes consecutivas de um TMA composto de 20 tumores de mama invasivos e
24 HER2 Control Slides. Todas as laminas tiveram a coloragao feita com o Bond Oracle HER2
IHC System no sistema de coloragéo avangado BOND totalmente automatizado. As laminas
foram avaliadas em 8 operagdes independentes, realizadas dentro do mesmo laboratério,
em trés ocasides distintas, usando um Bond Oracle HER2 IHC System do mesmo lote de
fabricagéo. As laminas coloridas eram cegas e avaliadas de maneira aleatéria por um Unico
observador experiente para determinar a preciséo de operagéo entre.

Uma avaliagdo das laminas a partir da investigagédo entre operagdes indicou que 456/480
(95,00%) pontos de dados de teste puderam ser interpretados. Nao foi possivel interpretar
24 pontos de dados devido a uma perda do tumor invasivo (especifico para 5 nucleos).
A variagdo na coloragdo ocorreu 42 (9,21%) de um total de 456 pontos de dados.
Nas 30 ocasides, a variagdo de 3+ a 2+ (n = 10) e de 1+ a 0 (n = 20) foi observada e,
portanto, ndo representou uma mudanga de clinicamente positivo para clinicamente
negativo ou vice-versa em uma avaliagdo de dados 2x2. As 12 (2,63%) restantes
representaram uma mudanga de clinicamente negativo (0 ou 1+) para clinicamente positivo
(2+ ou 3+). Valor de aprovagéo = 97,37% (95% Cl = 95,90% a 98,77%).

C. Reprodutibilidade de lote a lote

Para determinar a reprodutibilidade lote a lote, 3 lotes dos Bond Oracle HER2 IHC System
foram fabricados sob GMP em 3 ocasides separadas em 24 secgbes de tumor de mama
(24 pontos de dados de teste) de quatro diferentes blocos de tecido embebido em parafina
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fixada com formol (representando intensidades de 0, 1+, 2+ e 3+ de coloragdo da HER2) e
trés HER2 Control Slides (12 pontos de dados de controle). Trés operagdes independentes
foram realizadas dentro do mesmo laboratério em trés ocasides separadas, cada uma
usando um lote de fabricagcdo diferente do Bond Oracle HER2 IHC System. Todas as
laminas tiveram a coloragéo feita com o Bond Oracle HER2 IHC System incorporado no
sistema de coloragédo avangado BOND totalmente automatizado. As laminas coloridas eram
mascaradas e avaliadas de maneira aleatdria por um uUnico observador experiente para
determinar a reprodutibilidade lote a lote.

Uma avaliacdo das laminas (testes e controles) a partir da investigagéo lote a lote indicou
que 36/36 (%) pontos de dados de teste puderam ser interpretados. Nao ocorreu nenhuma
variagdo de coloragao nos 36 pontos de dados entre os trés diferentes lotes de fabricagédo
do Bond Oracle HER2 IHC System. A coloragdo com o Bond Oracle HER2 IHC System é
consistente em todos os lotes de fabricagao.

. Reprodutibilidade entre laboratérios
O teste de reprodutibilidade entre laboratérios do Bond Oracle HER2 IHC System foi avaliado
em 3 locais, Leica Biosystems Newcastle (local A) e dois laboratérios independentes (locais
B e C) em um total de 192 secgdes de uma TMA composta de 20 tumores de mama invasivos
e 24 HER2 Control Slides. Das 192 secgdes de TMA coloridas, 96 tiveram a coloragédo
feita como o HER2 Primary Antibody e 96 com o reagente HER2 Negative Control. Todas
as laminas tiveram a coloracéo feita com o Bond Oracle HER2 IHC System no sistema
de coloragédo avangado BOND totalmente automatizado. As laminas foram avaliadas em
8 operagbes independentes, realizadas nos 3 locais de investigagédo diferentes usando
um Bond Oracle HER2 IHC System do mesmo lote de fabricagdo. As laminas coloridas
eram cegas e avaliadas de maneira aleatdria por um Unico observador experiente na Leica
Biosystems, Newcastle para determinar a reprodutibilidade entre laboratérios.
Uma avaliagdo das laminas a partir da reprodutibilidade entre laboratérios indicou que
1477/1920 (76,93%) pontos de dados de teste puderam ser interpretados. 443 pontos de
dados de teste ndo puderam ser interpretados devido a:
a) Desempenho inadequado da lamina HER2 em 2/24 ocasides resultando em 2
operagdes/160 pontos de dados de teste removidos. Este evento ocorreu uma vez no local
A e uma vez no local B (80 pontos de teste de dados removidos por local de investigagéo).
b) Desvio do plano de teste no local C, no qual um total de 24 laminas foram contracoloridas
manualmente com hematoxilina apés a coloragédo Bond Oracle HER2 IHC System. lIsto
resultou em contracoloracdo excessiva tanto do HER2 control slides quanto dos pontos de
dados de teste TMA que resultaram em 240 pontos de dados removidos.
c) Perda de tumor invasivo resultando na remocao de 23 pontos de dados de teste. Este
evento ocorreu em 23 ocasides no local A e foi um resultado direto da perda de tecido no
bloco de TMA na produgéo das 192 secgdes TMA consecutivas necessarias para concluir
esta investigagao.
d) Coloragéo incapaz de ser interpretada devido a lavagem inadequada pelo sistema de
coloragédo avangada BOND totalmente automatizado resultando na remogao de 20 pontos
de dados.
Uma avaliagéo das laminas interpretaveis na investigagdo de precisao entre laboratérios
indicou que a variagéo na coloragao ocorreu em 79 (5,28%) dos 1477 eventos de coloragéo
possiveis. Entre esses, 14/1477 (0,95%) ocasibes representaram variagdes de 0 a 1+ ou 2+
a 3+ e nado representam uma mudanga de clinicamente positivo para clinicamente negativo
ou vice-versa em uma avaliagdo 2x2 de dados. Valor de aprovagéo = 99,05% (95% ClI
= 98,42% a 99,46%). Dos 14 eventos de coloragdo, 5/1477 (0,34%) ocorreram na Leica
Biosystems, Newcastle, Ltd (local A), 8/1477 (0,54%) ocorreram no local B e 1/1477 (0,07%)
ocorreu no local C.
Os 65/1477 (4,40%) eventos de coloragao restantes mostraram variagdes de 2+ a 1+ou 2+
a 0 e, portanto, ndo representam uma mudanga de clinicamente positivo para clinicamente
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negativo ou vice-versa em uma avaliagdo 2x2 de dados. Valor de aprovagédo = 95,6%
(95% Cl =94,42% a 96,54%). Das 65 alteragdes clinicamente significativas, 11/65 (16,9%)
ocorreram na Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (local A), 24/65 (36,9%) ocorreram no local B
e 30/65 (46,1%) ocorreu no local C. Das mudancas clinicamente significativas, em nenhuma
ocasiéo ocorreu uma alteragéo 3+ para um resultado negativo (0 ou 1+) ou vice-versa.

E. Reprodutibilidade interobservadores

40 casos de cancer de mama invasivo selecionados aleatoriamente, fornecendo uma
distribuicdo igual de cada uma das classes da HER2 IHC (amostras de re-sec¢éo), foram
seccionadas de forma consecutiva e entregues para a Leica Biosystems, Newcastle
(local A), local B e local C para coloragdo e interpretagdo. As secgbes eram cegas e
aleatérias em cada local antes da classificagdo. O acordo interobservadores entre os
dois locais clinicos independentes, local B e local C, foi de 87,5% (95% CI| = 73,3% a
95,8%). O acordo entre os locais B e C e a Leica Biosystems Newcastle, Ltd foi 92,5%
(95% Cl =79,6% a 98,4%) e 85% (95% Cl = 70,1% a 94,29%) respectivamente. A analise
da concorréncia total entre os trés observadores (A, B, C) é de 82,50%.

F. Precisdo entre instrumentos (BOND-MAX vs. BOND-III)

O teste de precisao entre instrumentos usando o Bond Oracle HER2 IHC System foi realizado
em um unico local de investigagdo europeu independente. As amostras testadas foram
obtidas de secges inteiras embebidas em parafina fixada com formol de cento e trinta e oito
(138) casos de cancer de mama invasivo (nucleo da agulha e amostras de re-secgéo). O
teste entre aparelhos foi realizado prospectivamente dentro do local de investigacéo, secgdes
consecutivas de coloragao nas plataformas BOND-MAX e BOND-III. Os trés (3) casos foram
considerados inadequados devido a disponibilidade da amostra/tumor removida do estudo.
Os lotes com numeros idénticos de Bond Oracle HER2 IHC System e de reagentes
auxiliares do aparelho BOND foram usados em cada aparelho. As sec¢bes foram coradas
retrospectivamente. As laminas foram interpretadas no local de investigagdo por um unico
observador experiente para determinar a preciséo entre instrumentos.

Uma avaliagdo das laminas provenientes da precisdo entre aparelhos mostram uma
concordancia 2x2 entre positivo (2+, 3+) e negativo (0, 1+) de 94,2% (130/138) com um 95%
Cl de 88,9 a 97,5% e uma concordancia 3x3 entre positivo (3+), ambiguo (2+) e negativo (0,
1+) de 87,0% (120/138) com 95% Cl de 80,2 a 92,1%.

Portugués I

BOND-MAX
Negativo (0/1+) Positivo (2/3+) Totais
Negativo (0/1+) 80 1 81
BOND-III Positivo (2/3+) | 7 50 57
Totais 87 51 138

Concordancia geral (95% Cl) = 94,2% (88,9 a 97,5%)

Tabela 10. Concordancia 2x2 da coloragdo do Bond Oracle HER2 IHC System nas plataformas BOND-MAX vs. BOND-III.
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BOND-MAX
Negativo (0/1+) | Ambiguo (2+) Positivo (3+) Totais
Negativo (0/1+) | 80 1 0 81
BOND-III Ambiguo (2+) |6 5 1 12
Positivo (3+) 1 9 35 45
Totais 87 15 36 138

Concordancia geral (95% CI) = 87,0% (80,2 a 92,1%)

Tabela 11. Concordéncia 3x3 da coloragdo do Bond Oracle HER2 IHC System nas plataformas BOND-MAX vs. BOND-III.

Concluindo, os dados gerados neste estudo demonstram um alto nivel de concordancia
entre os sistemas BOND-MAX e BOND-III da Leica Biosystems quando avaliados usando o
Bond Oracle HER2 IHC System.

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Instructions for Use TA9145 ROW-PT-CE-Rev_D 16/07/2020
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Solucgao de problemas

Problema

Causa provavel

Acdo corretiva

Sem coloragdo imuno-
histoquimico

Operacéo interrompida
antes da concluséo

Com o software BOND, confirme a
presenca de erros reportaveis durante a
operacdo e a abordagem de coloracdo
conforme orientado pelo software BOND.

Selecdo incorreta do
protocolo

Certifique-se de que o padrao adequado
para o *IHC Protocol H no campo de
protocolo de coloracao da caixa de
didlogo Add slide.

Desparafinazagao
inadequada das laminas

Certifique-se de que o modo *Dewax estd
selecionado no campo Preparation da
caixa de didlogo Add slide.

Quantidade incorreta de
reagentes dispensados

Certifique-se de que todos os reagentes
BOND foram alocados para os recipientes
a granel e colocados nas posicoes
adequadas no instrumento.

Contaminacdo da BOND
Wash Solution com azida
sodica

Use BOND Wash Solution fresca preparada
para a forca de trabalho adequada.

Coloragao clara imuno-
histoquimico especifica

Recuperacao inadequada
do epitopo

Certifique-se de que os reagentes BOND
Epitope Retrieval adequados foram
alocados nos recipientes a granel corretos e
o software BOND foram padronizados com
o protocolo de recuperacdo do epitopo
adequado *HIER 25 min with *ER1 (97).

Fixacao incorreta ou
processamentodaamostra
de teste

Certifique-se de que a fixacdo baseada

em formol é usada e que o cronograma de
processamento é adequado paraaamostra
em teste.

Bond Oracle HER2 IHC
System com data de
validade vencida estd
sendo usado

Certifique-se de que o Bond Oracle HER2
IHC System usado esteja dentro de sua
data de validade especificada.

Coloracao imuno-
histoquimico especifica
excessiva

Recuperacdo inadequada
do epitopo

Certifique-se de que os reagentes

BOND Epitope Retrieval adequados
foram alocados nos recipientes a granel
adequados e de que o software BOND foi
padronizado como *HIER 25 min with ER1
(97).

Variacéo na fixacao

Certifique-se de que a fixacdo baseada

em formol é usada e que o cronograma

de processamento é adequado para a
amostra em teste. Se possivel, teste o
estojo novamente usando outro bloco.

Se néo for possivel, avalie as dreas que
mostram melhores padrdes de fixacdo neste
conjunto com uma seccéo colorida H&E
correspondente.
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Problema

Causa provavel

Acdo corretiva

Coloragao de fundo nao
especifica

Quantidade incorreta de
reagentes dispensados

Certifique-se de que todos os reagentes
BOND foram alocados nos recipientes

a granel e colocados nas posicoes
adequadas no aparelho.

Desparafinazagao
inadequada das laminas

Certifique-se de que o modo *Dewax esta
selecionado no campo Preparation da
caixa de didlogo Add slide.

Reacao cruzada
imuno-histoquimico ndo
especifica em tecido

Consulte a descricdo do Bond Oracle
HER2 IHC System da reacdo cruzada do
tecido normal (consulte a tabela 9).

Reacéo cruzada
imuno-histoquimica ndo
especifica com édreas de
necrose do tecido

Certifique-se de que a fixagdo baseada

em formol é usada e que o cronograma

de processamento é adequado para a
amostra em teste. Se possivel, teste o estojo
novamente usando outro bloco. Se ndo

for possivel, avalie as areas que mostram
melhores padroes de fixacdo em conjunto
com uma seccao colorida H&E.

Secagem artificial apds
a conclusao de uma
operacao de coloragao

Se as amostras precisam ser colocadas em
uma operacgao que levara a noite toda,
recomenda-se usar a funcionalidade de
inicio atrasado do BOND. Certifique-se
de que ha um volume adequado de

agua desionizada ou destilada disponivel
para despejar nas amostras durante este
periodo para assegurar que as laminas
nao sequem.

Sec¢Oes aderiram as
ldminas com o auxilio de
aditivos baseados em
amido

Use laminas sem amido (Leica BOND
Plus Slides — céd. de produto $21.2113
ou Apex BOND Slides céd. de produto
3800040).

Portugués I

Tecido desconectado
da(s) lamina(s) de
controle/paciente

Uso do tipo incorreto ou
drenagem inadequado da
seccao

Certifique-se de que as laminas corretas
sdo usadas para as secgdes de controle/
paciente (Leica BOND Plus Slides - cod. de
produto $21.2113 ou Apex BOND Slides
c6d. de produto 3800040). Certifique-

se de que as amostras receberam a
drenagem adequada e estao encubadas
por 12-18 horas a 37 °C (toda a noite). As
seccoes que precisam de aderéncia extra
podem ser incubadas a 60 °C por mais
tempo.

Tabela 12. Bond Oracle HER2 IHC System Trouble Shooting Guide.

Se algum problema associado ao Bond Oracle HER2 IHC System estiver fora do escopo do
guia de solugao de problemas (consulte a tabela 12), entre em contato com o departamento ou
distribuidor de servigos técnicos da Leica Biosystems para obter ajuda.
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