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Utilizare prevazuta

Pentru uz diagnostic in vitro

Bond Oracle HER2 IHC System este o analiza imunohistochimica (IHC) semicantitativa pentru
determinarea starii oncoproteinei HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) in
tesuturile de cancer mamar procesate pentru evaluare histologica. Sistemul Bond Oracle HER2
IHC System este indicat ca un ajutor in evaluarea pacientilor pentru care este luat in considerare
tratamentul cu Herceptin® (trastuzumab) (consultati prospectul pentru Herceptin®).

Nota: Toti pacientii din studiile clinice ale Herceptin® au fost selectati utilizand o analiza
imunocitochimica de investigatie Clinical Trial Assay (CTA). Niciunul dintre pacientii din aceste
studii nu a fost selectat folosind sistemul Bond Oracle HER2 IHC System. Sistemul Bond Oracle
HER2 IHC System a fost comparat cu sistemul Dako HercepTest™ pe un set independent
de probe si s-a observat ca se obtin rezultate concordante acceptabile, asa cum se indica in
Rezumatul privind concordanta clinica. Nu a fost stabilita corelarea reala a sistemului Bond
Oracle HER2 IHC System cu rezultatele clinice.

Rezumat si explicatii

Context

Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System contine anticorpul monoclonal de soarece anti-
HER2, clone CB11. Clone CB11, dezvoltat initial de Corbett et al (1) si produs de Novocastra
Laboratories Ltd (in prezent Leica Biosystems Newcastle Ltd), este directionat asupra domeniul
intern al oncoproteinei HER2.

Pentru o parte dintre pacientii cu cancer mamar, oncoproteina HER2 este supraexprimata ca parte
a procesului de transformare maligna si de evolutie a tumorii (2). Supraexpresia oncoproteinei
HER2 observata in celulele de cancer mamar sugereaza HER2 ca tinta pentru un tratament pe
baza de anticorpi. Herceptin® este un anticorp monoclonal umanizat (3) care se leaga cu afinitate
ridicata de oncoproteina HER2 si s-a demonstrat ca inhiba proliferarea celulelor tumorale umane
care supraexprima oncoproteina HER2 atat in vitro cat si in vivo (4-6).

Incepand cu prima metoda cu imunoperoxidazé raportatd de Nakane si Pierce (7), au avut loc
multe progrese in domeniul imunohistochimiei care au dus la o marire a sensibilitatii analizei.
O descoperire recenta o reprezinta utilizarea marcarii polimerice. Acesta tehnica a fost aplicata
atat anticorpilor primari céat si sistemelor de detectie imunohistochimica (8). Sistemul de detectie
Compact Polymer™ utilizat de catre sistemul Bond Oracle HER2 IHC System face parte dintr-o
gama de noi tehnologii de polimerizare controlata care au fost dezvoltate special pentru a
preparara conjugate polimerice HRP (peroxidaza) - anticorp de legatura. Deoarece aceasta
tehnologie de polimerizare este utilizata in cadrul gamei de produse Oracle, problema colorarii
nespecifice din cauza legarii biotinei endogene, care poate fi observata la sistemele de detectie
cu streptavidina/biotina, este evitata.

Expresia oncoproteinei HER2

Oncoproteina HER2 este exprimata la niveluri detectabile prin imunohistochimie in pana la 20%
din adenocarcinoamele din diferite zone. intre 10% si 20% din carcinoamele ductale invazive
ale sanului sunt pozitive pentru oncoproteina HER2 (9). 90% din cazurile de carcinoame ductale
in situ (DCIS) de tip comedo sunt pozitive (10), impreuna cu aproape toate cazurile de boala
Paget a sanului (11).

Rezumat privind concordanta clinica

Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System a fost dezvoltat pentru a furniza o alternativa la analiza
de investigatie Clinical Trial Assay (CTA) utilizata in studiile clinice ale Herceptin®. Performanta
sistemului Bond Oracle HER2 IHC System pentru determinarea supraexpresiei oncoproteinei
HER2 a fost evaluata intr-un studiu independent prin compararea rezultatelor sistemului Bond
Oracle HER2 IHC System cu cele ale Dako HercepTest in 431 probe de tumoare mamara
avand originea in Statele Unite. Niciuna dintre aceste probe de tumoare nu a fost obtinuta
de la pacientii din studiile clinice pentru Herceptin®. Rezultatele au indicat o concordanta de
92,34% pentru o analiza in format 2x2 (interval de incredere cu o probabilitate de 95% cuprins
intre 89,42% si 94,67%) si 86,54% pentru o analiza in format 3x3 (interval de incredere cu o
probabilitate de 95% cuprins intre 82,95% si 89,62%) intre rezultatele de la cele doua analize.
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Principiul metodei

Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System contine componentele necesare pentru a efectua
o procedura de colorare imunohistochimica pentru tesuturile fixate in formol si incluse n
parafind. Dupa incubarea cu HER2 Primary Antibody (clone CB11) gata de utilizare, acest
sistem utilizeaza tehnologia Compact Polymer gata de utilizare. Transformarea enzimatica a
cromogenului adaugat ulterior duce la formarea unui produs de reactie vizibil la situl antigenic.
Sectiunile de tesut pot fi apoi supuse unei colorari de contrast, deshidratate, clarificate si
montate. Rezultatele sunt interpretate utilizand microscopia optica. Lamele de control cu patru
linii celulare de carcinom mamar uman, fixate in formol si incluse in parafina sunt furnizate
pentru a valida ciclurile de colorare. Cele patru linii celulare indica expresia oncoproteinei HER2
la intensitati de 0, 1+, 2+ si 3+. Intensitatea de colorare a acestor linii celulare se coreleaza atat
cu Tncarcarea cu receptori ai oncoproteinei HER2 per celula cat si cu starea de amplificare a
genei HER2.

Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System (cod produs TA9145) este destinat utilizarii in sistemul
de colorare Leica Biosystems’ BOND, avansat si complet automatizat.

Componente furnizate

Materialele enumerate mai jos (Tabelul 1) sunt suficiente pentru a colora 150 de lame (60 de
lame de test incubate cu HER2 Primary Antibody, 60 de lame de test corespunzatoare incubate
cu HER2 Negative Control, 15 lame HER2 Control Slides incubate cu HER2 Primary Antibody si
15 controale de tesut interne pozitive incubate cu HER2 Primary Antibody). Numarul de teste se
bazeaza pe utilizarea a 150 pl distribuiti automat per lama. Trusa furnizeaza materiale suficiente
pentru maxim 15 cicluri de testare BOND individuale.

Sectiuni de linii celulare de carcinom mamar uman, fixate in formol

HER2 Control Slides, siincluse in parafina care indica expresia oncoproteinei HER2 la

(x15) intensitati de colorare de 0, 1+, 2+ si 3+ cand acestea sunt colorate
conform protocolului furnizat. Aceste sectiuni adera complet la lama
si nu necesita tratare termica suplimentara.

HER2 Primary Contine anticorp monoclonal IgG de soarece, purificat pentru

Antibody, 13.5 mL

afinitate, gata de utilizare, clone CB11 si ProClin~950 de 0,35%.

HER2 Negative
Control, 9 mL

Contine IgG de soarece, gata de utilizare, intr-o concentratie
echivalenta pentru HER2 Primary Antibody si ProClin*950 de 0,35%.

Peroxide Block,
22.5 mL

Contine peroxid de hidrogen 3-4%.

Post Primary, 22.5 mL

IgG de iepure anti-soarece (<10 pg/ml) in ser fiziologic cu tampon Tris
continand ser animal 10% (v/v) si ProClin™ 950 de 0,09%.

Polymer, 22.5 mL

Poli-HRP - IgG de capra anti-iepure (<25 pg/ml) in ser fiziologic cu
tampon Tris continand ser animal 10% (v/v) si ProClin™ 950 de 0,09%.

DAB Part 1, 2.25 mL

Contine tetraclorhidrat de 3,3’-diaminobenzidina 66 mM, intr-o solutie
de stabilizator.

DAB Part B (x2),
22.5mL

Contine peroxid de hidrogen £0,1% (v/v).

Hematoxylin, 22.5 mL

Contine hematoxilina <0,1%.

Roméan I

Tabelul 1. Componentele sistemului Bond Oracle HER2 IHC System

Instructiuni de utilizare
Toti reactivii furnizati sunt preparati special pentru utilizarea cu aceasta analiza si numerele de
lot sunt specifice pentru fiecare sistem Bond Oracle HER2 IHC System. Pentru ca analiza sa fie

valida, nu este permisa nicio inlocuire.
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Conservare si stabilitate

A se conserva la 2-8 °C. Anu se congela. Imediat dupa utilizare se conserva din nou la 2-8 °C.
Orice abatere de la aceste conditii va determina ca analiza sa nu mai fie valida. Asigurati-va
ca sistemul Bond Oracle HER2 IHC System utilizat este in interiorul termenului de valabilitate
indicat. Semnele de contaminare si/sau instabilitate a sistemului Bond Oracle HER2 IHC
System sunt: turbiditatea solutjilor, mirosul si prezenta de precipitat. Conditiile de conservare,
altele decat cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator.

Prepararea probelor

Toate probele trebuie preparate pentru a conserva tesutul in vederea colorarii imunohistochimice.
Pentru toate probele trebuie utilizate metodele standard de procesare a tesuturilor (12).

Se recomanda ca tesuturile sa fie preparate in fixatori pe baza de formol, sa fie procesate
sistematic si sa fie incluse in parafina. De exemplu probele de rezectie trebuie incluse in
blocuri de parafina cu grosimi de 3-4 mm si fixate timp de 18—24 de ore intr-o solutie neutra de
formol tamponat de 10%. Tesuturile trebuie apoi deshidratate intr-o serie de solutii de alcool si
clarificate cu xilen, urmata de impregnarea cu ceara de parafina topita, la o temperatura care sa
nu depaseasca 60 °C. Probele de tesut trebuie sectionate la grosimi intre 3—5 pm.

Lamele necesare pentru evaluarea oncoproteinei HER2 si verificarea tumorii trebuie preparate
n acelasi timp. Pentru a conserva antigenicitatea, sectiunile de tesut montate pe lame (Leica
BOND Plus Slides — cod produs S21.2113 sau Apex BOND Slides - cod produs 3800040)
trebuie colorate Tn decurs de 4-6 saptamani de la sectionare daca se {in la temperatura camerei
(18-24 °C). Dupa sectionare se recomanda ca lamele sa fie incubate pentru 12—18 ore (peste
noapte) la 37 °C. Sectiunile care necesitd o adeziune suplimentara pot fi incubate la 60 °C
pentru inca o ora.

in Statele Unite legea Clinical Laboratory Improvement Act (Legea privind imbunatétirea
laboratoarelor clinice) din 1988 solicita in sectiunea 42 CFR 493.1259(b) ca “Laboratorul
trebuie sa pastreze lamele colorate pentru cel putin zece ani de la data examinarii si sa pastreze
blocurile de probe pentru cel putin doi ani de la data examinarii”.

Avertismente si precautii

Numai pentru uz profesional.

Unul sau mai multe componente ale produsului sunt periculoase.

n general, este interzisa utilizarea acestui produs de cétre persoanele cu varsta sub 18 ani.
Utilizatorii trebuie sa fie atent instruiti cu privire la metodele de lucru corecte, proprietatile
periculoase ale produsului si instructiunile de siguranta necesare.

Simptomele de supraexpunere la ProClin™ 950, conservantul utilizat in reactivii Oracle, pot
include iritarea pielii si a ochilor, a mucoaselor si a cailor respiratorii superioare. Concentratia
de ProClin™ 950 in acest produs este de maximum 0,35%. Aceste solutii nu indeplinesc criteriile
OSHA (Agentia pentru Securitate si Sanatate la Locul de Munca) privind substantele periculoase.
O fisa tehnica de securitate este disponibila la cerere sau de la www.LeicaBiosystems.com.
Tnainte si dup4 fixare, probele si toate materialele in contact cu acestea, trebuie tratate tinand
cont de posibilitatea acestora de a transmite infectii si trebuie eliminate luandu-se masurile
adecvate.

Nu pipetati niciodata reactivii cu gura si evitati contactul reactivilor sau probelor cu pielea sau
mucoasele. Daca reactivii sau probele ajung in contact cu zone sensibile, clatiti cu apa din
abundenta. Cereti sfatul medicului. Consultati reglementarile nationale, regionale sau locale
privind eliminarea oricaror componente potential toxice.

Pentru a evitariscul de intensificare a unei coloratji nespecifice reduceti la minimum contaminarea
microbiana a reactivilor.
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Metoda

A. Reactivi necesari dar nefurnizati

BOND Dewax Solution (cod produs AR9222)
BOND Epitope Retrieval Solution 1 (cod produs AR9961)
BOND Wash Solution x10 Concentrate (cod produs AR9590)

Solventi standard utilizati in imunohistochimie (de ex. alcool etilic absolut si alcool etilic
cu concentratii succesiv crescute)

Xylene (sau substituenti ai xilenului)
Mediu de montare pe lama
Apa distilata sau demineralizata

B. Echipamente necesare dar nefurnizate

Leica Biosystems Sisteme de colorare BOND-MAX si BOND-III avansate si complet
automatizate

BOND Universal Covertiles™ (cod produs S21.2001, S21.4583 sau S21.4611)

BOND Mixing Stations (cod produs S21.1971)

Etuva pentru uscare, capabild sa mentina o temperatura constanta de 60 °C

Microscop optic (cu 4 obiective cu putere de marire de 40x)

Lame (Leica BOND Plus Slides — cod produs S21.2113 sau Apex BOND Slides - cod
produs 3800040)

Lamele
BOND Slide Label & Print Ribbon (cod produs S21.4564)
BOND Aspirating Probe Cleaning System (cod produs CS9100)

C. Metodologie

Tnainte de a aborda acest& metodologie, utilizatorii trebuie sa fie instruiti in tehnicile de
imunohistochimie BOND complet automatizate.

Fiecare sectiune analizata care trebuie colorata cu HER2 Primary Antibody va necesita
o sectiune identica pentru colorare cu HER2 Negative Control. Sectiunea de control
negativ permite o diferentiere intre coloratia specifica si nespecifica la situl antigenului.
Fiecare ciclu de colorare BOND trebuie sa includa o lama HER2 Control Slide. La sfarsitul
protocolului de colorate, daca liniile celulare nu indica profilurile de coloratie corecte
(consultati Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System), ciclul
trebuie sa fie considerat ca nevalid.

D. Dispunerea lamelor
Pentru fiecare lama se utilizeaza o lamela noua BOND Universal Covertile (cod produs
S21.2001, S21.4583 sau S21.4611). Utilizarea lamelelor BOND Universal Covertiles care au
fost folosite in prealabil pentru colorarea imunohistochimica sau prin hibridizare in situ nu a
fost validata pentru acest test.
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Dispunerea tavitei cu lame (Tabelul 2) permite obtinerea unei performante optime cu sistemul
Bond Oracle HER2 IHC System si obtinerea tuturor celor 60 de teste.

Pozitie Descriere lama Reactiv Tip tesut | Pictogramd lama

lama

1 Cazul 1 *HER2 Negative Control | Test e

2 Cazul 2 *HER2 Negative Control | Test T

3 Cazul 3 *HER2 Negative Control | Test

4 Cazul 4 *HER2 Negative Control | Test T

5 Cazul 1 *HER2PrimaryAntibody | Test 2 e

6 Cazul 2 *HER2PrimaryAntibody | Test PR

7 Cazul 3 *HER2PrimaryAntibody | Test 2 e

8 Cazul 4 *HER2PrimaryAntibody | Test w

9 HER2 - Control Slide *HER2PrimaryAntibody | Pozitiv R + |
it . s |

10 Tesut de control intern | *HER2PrimaryAntibody | Pozitiv 4w +

Tabelul 2. Modul de dispunere pentru tavita cu lame, indicand tipul de tesut si de reactiv

E. Etapele metodei
Urmati etapele de mai jos pentru a configura o tavita cu lame in modul de dispunere descris in
Tabelul 2. Aceste instructiuni trebuie citite impreuna cu Manualul de utilizare pentru sistemul BOND.
1. Asigurati-va ca pe aparatul BOND recipientele pentru cantitati mari si cele pentru
reziduurile periculoase au o capacitate suficientd pentru a efectua ciclurile de colorare
necesare.

2. Verificati daca exista suficient alcool si apa distilata sau demineralizata, suficienta solutie
BOND Dewax Solution (furnizata gata de utilizare), solutie BOND Epitope Retrieval
Solution 1 (furnizata gata de utilizare) si solutie BOND Wash Solution (furnizata ca solutie
concentrata de 10 ori) in recipientele pentru reactivi, de mare capacitate, pentru a efectua
ciclurile de colorare necesare.

3. Asigurati-va ca este montat un sistem curat BOND Mixing Station.
4. Porniti sistemul de colorare BOND avansat si complet automatizat.

5. Porniti BOND controlor legat la sistemul de colorare BOND avansat si complet
automatizat.

6. Deschideti programul software pentru sistemul BOND.
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7. Pentru un nou sistem Bond Oracle HER2 IHC System, scanati codul de bare al tavitei de
reactivi cu cititorul de bare pentru a introduce sistemul in inventarul pentru reactivi BOND.

8. Accesati ecranul de configurare Slide (Lame) si faceti clic pe Add case (Addugare caz).

9. Introduceti detaliile pentru primul caz. Verificati daca volumul distribuit este setat la 150 uL
si daca protocolul de preparare este *Dewax. Faceti clic pe OK.

10.Avand cazul evidentiat in ecranul de configurare Slide (Lama), faceti clic pe Add slide
(Adaugare lamd).

11.Prima data introduceti lamele de test pentru pacienti. Verificati daca tipul de tesut este
setat la Test tissue (Tesut de test).

12.Verificati daca volumul distribuit este de 150 L si daca protocolul de preparare este *Dewax.

13.Selectati valorile modului de colorare la Single (Unic) si Oracle (nu faceti clic pe Oracle
control).

14.Selectati procesul IHC.

15.Selectati *HER2 Negative Control din lista de markeri. Cu fila Protocols (Protocoale) se
selecteaza implicit protocolul de colorare corect (*IHC Protocol H) si protocolul HIER (*HIER
25 min with ER1 (97)).

16.Faceti clic pe Add slide (Adaugare lama). Este creata lama cu reactivul pentru control
negativ.

17.Tot in dialogul Add slide (Adaugare lama), selectati *HER2 Primary Antibody din lista de
markeri. Protocoalele implicite si toate celelalte setari raman neschimbate.

18.Faceti clic pe Add slide (Adaugare lamad). Este creata lama de test.

19.Repetati etapele 8 - 18 pana cand se creeaza toate cazurile si toate lamele de test pentru
pacient.

20.Apoi creati lama HER2 Control Slide. Adaugati-o la ultimul caz sau creati un nou caz
pentru lamele de cotrol, in functie de procedurile standard ale laboratorului dvs.

Nota importanta: In cadrul sistemului Bond Oracle HER2 IHC System este obligatorie includerea
unei lame HER2 Control Slide in fiecare ciclu (adica tavita cu lame) pentru a valida analiza.

21.In caseta de dialog Add slide (Addugare lama) setati tipul de tesut la Positive tissue (Tesut
pozitiv).

22.Faceti clic pe Oracle control.

23.Selectati numarul de lot al lamei HER2 Control Slide din lista Lot No (Nr. lot). Numarul de
lot este nscris pe zona de etichetare a lamei.

Nota importanta: Lama HER2 Control Slide trebuie sa provina din acelasi sistem Bond Oracle
HER2 IHC System care va fi utilizat.

24 Selectati *HER2 Primary Antibody din lista de markeri. Mentineti acelasi volum distribuit,
acelasi mod de colorare, setarile de proces si de protocol.

25.Faceti clic pe Add slide (Adaugare lamad) pentru a adauga lama HER2 Control Slide.
26.1n final adaugati o lamé cu tesut de control intern pozitiv.
27 .Deselectati Oracle control.

28.Selectati *HER2 Primary Antibody din lista de markeri. Mentineti acelasi volum distribuit,
acelasi mod de colorare, setarile de proces si de protocol. Tipul de tesut ramane Positive
tissue (Tesut pozitiv).

29.Faceti clic pe Add slide (Adaugare lama). Aceasta finalizeaza procedura de creare a lamei.
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30.Imprimati etichetele lamelor. Toate etichetele lamelor Oracle au imprimate literele “OC”.
Eticheta pentru lama HER2 Control Slide include de asemenea numarul de lot pentru
sistemul Bond Oracle HER2 IHC System.

31.Etichetati lamele in mod corespunzator.

32.Deschideti capacele tuturor recipientelor Bond Oracle HER2 IHC System si incarcati
tavita cu reactivi in sistemul BOND.

33.Asezati lamele in tavita cu lame in ordinea indicata in sectiunea D, Tabelul 2. Puneti
lamelele noi.

34.Incarcati tavita cu lame in sistemul BOND si apasati butonul Load/Unload (incarcare/
Descarcare).

35.Confirmati ca lamele au fost scanate si faceti clic pe butonul Run (Play) (Ciclu (Executare))
de pe ecranul de stare a Sistemului.

36.Verificati daca campul indicator pentru tavita afiseaza Proc (OK), iar numarul de lot si
timpul de finalizare sunt afigati.

37.Cand ciclul este finalizat, apasati pe butonul Load/Unload (Incircare/Descarcare) si scoatefi
tavitele cu lame din sistemul BOND.

38.Indepartati lamelele si clatiti lamele cu ap& demineralizata.

39.Deshidratati, clarificati si montati sectiunile.

Controlul calitatii

Diferentele dintre metodele de fixare, procesare siincludere a tesuturilor din cadrul laboratoarelor
utilizatorilor pot sa duca la o variabilitate semnificativa a rezultatelor necesitand verificarea
periodica a controalelor interne, suplimentar fata de lamele HER2 Control Slides furnizate de
Leica Biosystems’ in sistemul Bond Oracle HER2 IHC System. Consultati indrumarile privind
controlul calitatii cuprinse in College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Immunohistochemistry (Programul de certificare pentruimunohistochimie al Colegiului patologilor
americani (CAP)); consultati de asemenea Quality Assurance for Immunocytochemistry,
Approved Guideline (Asigurarea calitatii in imunocitochimie, Ghid aprobat) al CSLI (denumit
anterior NCCLS) (12) si Special Report: Quality Control in Immunohistochemistry (Raport
special: Controlul calitaii in imunohistochimie) (13). Mai mult, consultati Tabelul 3 de mai jos
pentru tipurile de controale de calitate imunohistochimice si scopul acestora.

Proba* Descriere HER2 Primary Antibody - HER2 Negative
coloratie Control - coloratie
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HER2 Control
Slide

Asa cum este furnizat in
sistemul Bond Oracle HER2
IHC System.

Controleaza metoda

de colorare si indica
validitatea performantei
reactivului.

Tesut de control
intern pozitiv

Tesut ce contine antigenul
tinta. Controlul ideal este
un tesut cu coloratie

Controleaza toate etapele
analizei. Valideaza
prepararea tesutului si

slab pozitiva utilizat in performanta colorarii cu Detectia
scopul de a defini mici sistemul Bond Oracle HER2 | coloratiei de fond
modificari ale sensibilitatii IHC System. nespecifice

anticorpului primar.

Componentade
tesutde control
intern negativ

Tesuturile si celulele,
presupuse a fi negative
(pot filocalizate in
tesutul de pacient sau

Detectia reactivitatii
incrucisate a anticorpului
nespecific cu celule/
componentele celulare.

componentele de tesut de
control pozitiv/negativ).

*Fixata si procesata similar cu proba de pacient

Tabelul 3. Controale de calitate imunohistochimice si scopul acestora

Tesuturile de control trebuie sa fie probe de biopsie sau chirurgicale, fixate in formol, procesate
si incluse in parafina cat de repede posibil si in acelasi mod ca si probele de pacient. Probele
trebuie manipulate in mod corespunzator pentru a pastra antigenicitatea tesutului in vederea
colorarii imunohistochimice. Pentru toate probele trebuie utilizate metodele standard de
procesare a tesuturilor (12).

HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody

Fiecare dintre lamele HER2 Control Slides furnizate contine patru linii celulare de carcinom
mamar uman fixate in formol si incluse in parafina cu valori ale intensitatii coloratiei de 0, 1+, 2+
si 3+. In fiecare ciclu de analiza (adica tavita cu lame) trebuie inclusa o lama de control.
Evaluarea corecta a lamei HER2 Control Slide furnizata de Leica Biosystems’ indica validitatea
testului (consultati Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System). Lamele
HER2 Control Slides furnizate cu acest sistem valideaza numai performanta reactivului si nu
verifica prepararea esutului.

Componente ale tesuturilor de control intern pozitiv - HER2 Primary Antibody
Daca se utilizeaza componente de tesut de control intern pozitiv, acestea trebuie sa fie probe de
biopsie sau chirurgicale, fixate, procesate si incluse in parafina cat de repede posibil, in acelasi
mod ca si probele de pacient. Controalele de tesut pozitive indica faptul ca tesuturile sunt
preparate corect si ca tehnicile de colorare sunt valide. Pentru fiecare ciclu de analiza trebuie
inclusa cel putin o componenta de control pozitiv. Sectiunile de control pozitiv trebuie sa indice
o coloratie slab pozitiva pentru a defini mici modificari ale sensibilitatii anticorpului primar.

Nota: Componentele cunoscute de tesut de control pozitiv trebuie utilizate numai pentru controlul
performantei corecte a tesuturilor procesate impreuna cu reactivii de analiza, si NU ca un ajutor
in formularea unei interpretari specifice a probelor de pacient. Daca tesuturile de control pozitiv
nu reusesc sa indice o colorare pozitiva corespunzatoare, rezultatele obtinute de la probele de
pacient trebuie sa fie considerate nevalide.

Un bloc de control cu mai multe sectiuni de fesut contindnd tumori cu toate cele 4 grade HER2
poate fi utilizat de asemenea in mod eficient ca material de control intern adecvat.

Componente ale tesuturilor de control intern negativ — HER2 Primary Antibody

Daca se utilizeaza componente de tesut de control intern negativ, acestea trebuie sa fie probe
de biopsie sau chirurgicale proaspete, fixate, procesate si incluse in parafina cat de repede
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posibil, in acelasi mod ca si probele de pacient. Prin utilizarea tesutului de control, cunoscut ca
fiind negativ pentru oncoproteina HER2, cu fiecare ciclu de colorare, se verifica specificitatea
anticorpului primar si se indica orice coloratie nespecifica de fond. Varietatea diferitelor tipuri de
celule prezente in majoritatea sectiunilor de tesut ofera situri interne de control negativ (acestea
trebuie verificate de utilizator). Ductele mamare normale, neasociate cu tumoarea furnizeaza o
referintd pentru validitatea analizei. Daca are loc o colorare specifica in tesutul de control intern
negativ, rezultatele pentru probele de pacient trebuie considerate nevalide.

Un bloc de control cu mai multe tesuturi reprezentand toate cele patru grade HER2 poate fi
utilizat ca tesuturi de control negativ si pozitiv.

Tesut de pacient - HER2 Negative Control

Utilizati HER2 Negative Control furnizat in loc de HER2 Primary Antibody pe o sectiune
corespunzatoare pentru fiecare test de pacient pentru a evalua coloratia nespecifica si a permite
o interpretare corecta a coloratiei oncoproteinei HER2 la situl antigenic.

Tesut de pacient — HER2 Primary Antibody

Intensitatea coloratiei pozitive trebuie evaluata in contextul oricarei coloratiji de fond nespecifice
cu HER2 Negative Control. La fel ca si la orice alta analiza imunohistochimica, un rezultat
negativ inseamna ca antigenul nu a fost detectat si nu ca acesta nu a fost prezent in celula/
tesutulanalizat. ConsultaticapitoleleRationamentulprivindordineadescreeningalamelor,Limitari,Evaluarea
performantei $i Imunoreactivitate pentru informatii specifice privind imunoreactivitatea sistemului
Bond Oracle HER2 IHC System.

Verificare analiza

Tnainte de a utilizarea initiald a oricdrui anticorp sau sistem de colorare intr-o metodd de
diagnosticare, utilizatorul trebuie sa verifice specificitatea anticorpului prin testarea acestuia
pe o serie de tesuturi interne cu profiluri imunohistochimice pozitive sau negative cunoscute.
Consultati capitolul Controlul calitatii asa cum s-a subliniat mai inainte si cerintele de control al
calitatii din CAP Certification Program for Immunohistochemistry (Programului de certificare
pentru imunohistochimie al Colegiului patologilor americani) si/sau Quality Assurance for
Immunocytochemistry, Approved Guideline (Asigurarea calitati in imunocitochimie, Ghid
aprobat) al CSLI (denumit anterior NCCLS) (12). Aceste proceduri de control al calitatii trebuie
repetate pentru fiecare lot nou de anticorpi sau ori de cate ori existd o modificare in parametrii
de analiza. Carcinoamele umane mamare ductale invazive (infiltrante) cu intensitati de colorare
a oncoproteinei HER2 de la 0 la 3+ si alte {esuturi negative corespunzatoare sunt adecvate
pentru verificarea analizei.

Interpretarea coloratiei

Pentru determinarea expresiei oncoproteinei HER2, utilizadnd scala din Tabelul 4, se pot
evalua numai profilul si intensitatea coloratiei membranei. Evaluarea lamei trebuie efectuata
de catre un medic patolog prin utilizarea unui microscop optic. Pentru evaluarea coloratiei
imunohistochimice si a scorului, este adecvat un obiectiv cu putere de marire 10x. Pentru
confirmarea scorului trebuie utilizatéd o putere de marire a obiectivului de 20—40x. Colorarea
citoplasmei trebuie consideratd ca o colorare nespecifica si nu trebuie inclusa in evaluarea
intensitatii coloratiei membranei (14). Ca ajutor in diferentierea coloratiei de tip 0, 1+, 2+, si 3+,
consultati Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System pentru imagini
reprezentative ale intensitatii coloratiei. Trebuie evaluate numai probele de la pacientii cu
carcinom mamar invaziv. In cazuri cu carcinom in situ si carcinom invaziv in aceeasi proba,
trebuie determinat scorul numai pentru componenta invaziva.
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Profilul coloratiei imunohistochimice Scor Evaluare

Nu se observa nicio coloratie sau coloratia membranei se

“ s R - 0 Negati
observa in mai putin de 10% din celulele tumorale. egatlv

Se observa o coloratie slabd/abia perceptibild a membranei in
mai mult de 10% din celulele tumorale. Celulele sunt colorate 1+ Negativ
numai partial la nivelul membranei.

Se observa o colorare completa slaba spre moderata a o Neconcludent (slab
membranei in mai mult de 10% din celulele tumorale. pozitiv)

Se observa colorarea completa, puternicd a membranei in mai

. + Foart iti
mult de 10% din celulele tumorale. 3 oarte pozitiv

Tabelul 4. Interpretarea coloratiei HER2

Bond Oracle HER2 IHC System - rezultatele privind coloratia cu acest sistem sunt interpretate
ca negative pentru expresia oncoproteinei HER2 la scoruri ale intensitatii coloratiei de
0 si 1+, ca neconcludente (slab pozitive) la un scor de 2+ al intensitatii coloratiei, si ca puternic
pozitive la un scor de 3+ a intensitatii coloratiei. Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System nu
este destinat sa furnizeze informatii privind prognosticul bolii pentru pacienti si/sau medic si nu
a fost validat in acest scop. Pentru fiecare evaluare a coloratiei, lamele trebuie examinate in
ordinea prezentata mai jos pentru a determina validitatea ciclului de colorare si pentru a permite
evaluarea semicantitativa a intensitatji coloratiei pentru probele de tesut.

Rationamentul privind ordinea de screening a lamelor
Lamele trebuie analizate in urmatoarea ordine:

1. HER2 Control Slide — HER2 Primary Antibody
O analiza valida pentru lamele Oracle HER2 Control Slide indica urmatoarele:
» Prezenta unei coloratii maro puternice, completa a membranei celulare la linia celulara de
control SK-BR-3 de intensitate 3+.

* Prezenta unei coloratii maro slabe spre moderate, completa a membranei celulare la linia
celulara de control MDA-MB-453 de intensitate 2+.

* Prezenta unei coloratii maro slabe/abia perceptibile, incompleta a membranei celulare la
linia celulara de control MDA-MB-175 de intensitate 1+.

» Lipsa unei coloratii la linia celulara de control MDA-MB-231 de intensitate 0.
Notaimportanta: O caracteristica a liniei celulare de control MDA-MB-175 de intensitate 1+ este
profilul distinct de crestere prin care se formeaza aglomerarile celulare. Aceste aglomerari
dau nastere la o regiune periferica luminoasa, cu aspect de perie, de-a lungul aglomerarii
celulare. Aceasta coloratie cu aspect de perie va fi mai intensa decat restul membranei
celulare. Profilul coloratjei corecte de intensitate 1+ pentru oncoproteina HER2 il reprezinta
coloratia slaba/abia perceptibila si incompleta a membranei celulare. La acesta linie celulara
se poate observa si o coloratie sub forma de puncte pentru regiune Golgi a citoplasmei.

2. Tesut de control intern pozitiv — HER2 Primary Antibody
Trebuie observatda PREZENTA unei coloratii maro a membranei, corespunzatoare starii
cunoscute a oncoproteinei HER2 din controlul pozitiv selectat.

3. Componenta de tesut de control intern negativ - HER2 Positive Control
Trebuie observata ABSENTA colorarii membranei. O componenta de tesut de control negativ
confima absenta detectiei unei reactivitati incrucisate a sistemului privind celulele/componentele

celulare vizate in mod specific. Daca are loc o colorare specifica in componenta de tesut de
control intern negativ, rezultatele pentru probele de pacient trebuie considerate nevalide.
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4. Tesut de pacient — colorare utilizand HER2 Negative Control
Prin ABSENTA unei colorari a membranei se verifica marcarea specifica a antigenului tinta
de catre anticorpul primar. Alte coloratji maro ce au loc in citoplasma probei tratate cu HER2
Negative Control, cum ar fi cele din {esuturile conjunctive, din leucocite, eritrocite si tesuturi
necrotice, trebuie considerate coloratii de fond nespecifice si trebuie luate in considerare.

5. Tesut de pacient — colorare utilizand HER2 Primary Antibody

HER?2 - nivelurile pentru expresia acestei oncoproteine sunt determinate de criteriile definite
atat in Tabelul 4, cat si in Ghidul de interpretare al sistemului Bond Oracle HER2 IHC System.

Limitari

A. Limitari generale
Imunohistochimia este o tehnica de laborator in mai multe etape, utilizata ca ajutor in
interpretarea si determinarea caracteristicilor histopatologice. Este o metoda ce necesita
o instruire specializata cu privire la toate aspectele metodei (inclusiv selectia reactivilor si
tesutului corespunzator, a modului de fixare si procesare corespunzatoare, a prepararii
corespunzatoare a lamei IHC), precum si a modului de interpretare.
Colorareaimunohistochimica a tesuturilor depinde de modul de manipulare, fixare si procesare
a tesutului inainte de colorare. O fixare, congelare, decongelare, spalare, uscare, incalzire,
sectionare necorespunzatoare sau contaminarea cu alte tesuturi sau fluide poate duce la
artefacte, captarea anticorpului sau la rezultate fals negative. Rezutate necorespunzatoare
pot fi obtinute si din cauza variatiilor in metodele de fixare si includere sau neregularitatilor
inerente din cadrul tesutului (15). Coloratia de contrast excesiva sau incompleta poate de
asemenea compromite corecta interpretare a rezultatelor.
Coloratia nespecifica, daca este prezenta, in general are un aspect difuz. Coloratia izolata
a tesuturilor conjunctive poate fi observata de asemenea in sectiunile cu tesuturi fixate cu
formol in exces. Utilizati celule intacte pentru interpretarea rezultatelor privind coloratia.
Celulele necrotice sau degenerate se coloreaza nespecific in mod frecvent (16). Rezultate
fals-pozitive pot fi observate din cauza legarii neimunologice a proteinelor sau din cauza
produsilor de reactie a substratului. Acestea pot fi cauzate si de enzimele endogene cum ar fi
pseudoperoxidaza (la eritrocite) sau peroxidaza endogena (citocromul C), in functie de tipul
de coloratie imunohistochimica utilizat.
Tesuturile de la pacienti infectati cu virusul hepatitei B si care contin antigenul de suprafata al
Hepatitei B (AgHBs) pot sa prezinte o coloratie nespecifica cu peroxidaza din hrean (17).
Coloratjiimunohistochimice neprevazute sau variatjile in coloratie, pot fi rezultatul unei modificari
n nivelurile de expresie a genelor de codificare si a antigenelor. Orice modificari in profilurile
de coloratie prevazute trebuie interpretate in asociere cu alte investigatii de diagnosticare.
Interpretarea coloratiei imunohistochimice trebuie completata cu studii morfologice si cu utilizarea
unui material de control corespunzator si trebuie evaluata de catre un medic patolog calificat in
contextul antecedentelor clinice ale pacientului si a oricaror alte teste de diagnosticare.
Performanta analizei (adica evaluarea adecvarii atat a controalelor pozitive, cat si a celor
negative) si interpretarea oricarei coloratii imunohistochimice sau absenta acesteia poate fi
efectuata intr-un laborator acreditat/autorizat in mod corespunzator, sub supravegherea unui
medic patolog calificat corespunzator si experimentat, care este responsabil de evaluarea
generala a analizei imunohistochimice si a interpretarii acesteia.

B. Limitarile specifice produsului
Acest produs nu este destinat utilizarii in citometria de flux. Caracteristicile de performanta
nu au fost determinate pentru citometria de flux.
Rezultatele fals negative pot fi observate ca rezultat al degradarii antigenelor din sectiunea
de tesut. Lamele necesare pentru evaluarea oncoproteinei HER2 si verificarea tumorii
trebuie preparate in acelasi timp. Pentru a conserva antigenicitatea, sectiunile de tesut
aplicate pe lame (Leica BOND Plus Slides — cod produs S21.2113 sau Apex BOND Slides -
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cod produs 3800040) trebuie colorate in decurs de 4—6 saptamani de la sectionare daca se
tin la temperatura camerei (18-24 °C). Dupa sectionare, se recomanda incubarea lamelor
timp de 12—18 ore la 37 °C. Sectiunile care necesita o adeziune suplimentara pot fi incubate
la 60 °C pentru inca o ora.

Se va observa o variatie naturala minima a profilului imunohistochimic intre loturile de
crestere ale liniilor celulare utilizate in cadrul sistemului Bond Oracle HER2 IHC System.
Aceste variatii naturale se incadreaza bine in limitele tolerate acceptate ale unei entitati
biologice si nu afecteaza interpretarea sau performanta sistemului.

Caracterizarea liniilor celulare utilizand atat citometria de flux cat si hibridizarea in situ asa
cum se prezinta in Tabelul 5, este de asemenea expusa la variatia biologica naturala. Variatia
tehnica si de interpretare a liniilor celulare de control evaluate prin hibridizarea fluorescenta
in situ este de asemenea raportata (18).

La evaluarea lamelor HER2 Control Slides trebuie sa se ia in considerare toate datele de
exprirare relevante. Conservati sistemul Bond Oracle HER2 IHC System la 2-8 °C. Anu se
congela. Imediat dupa utilizare se conserva din nou la 2-8 °C. Orice abatere de la aceste
conditii va determina ca analiza sa nu mai fie valida.

Nu finlocuiti reactivii sistemului Bond Oracle HER2 IHC System cu nicio altda componenta
furnizata de Leica Biosystems sau de alfi producatori. Procedand astfel, analiza nu va fi valida.
Este esentjal ca toate etapele evidentiate in sectiunile C pana la E (Metoda) sa fie efectuate in
ordinea prescrisa. Orice abatere de la aceste conditii va determina ca analiza sa nu mai fie valida.
Este foarte important sa fie utilizate {esuturi fixate numai in fixatori pe baza de formol.
Utilizarea oricaror alte tipuri de fixatori va invalida analiza.

Tesuturile sectionate la grosimi cu valori in afara domeniului recomandat nu au fost validate.
Utilizarea oricaror alte grosimi ale sectiunilor poate invalida analiza.

Date privind liniile celulare

Roméan I

Linii celulare Profilul pentru HER2incarcarea HER2 Starea de amplificare a genei*
sistemul BOND cu receptori per HER2 Numar HER2:Chr17 -
Oracle HER2 IHC | celula* . :
copie Raport de gene
System
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 9,3x10°3 3,15 1,13

*analiza incarcarii cu receptori HER2 este efectuata prin citometria de flux. Starea de amplificare a genei * HER2 asa cum este
evaluata prin sonda dubla (HER2:Cromozom 17) FISH.

Tabelul 5. Profilul lamei HER2 Control Slide

Concordanta clinica a Bond Oracle HER2 IHC System cu Dako
HercepTest

Prima parte a studiului a examinat adecvabilitatea sistemului Bond Oracle HER2 IHC System
pentru utilizarea acestuia ca ajutor in determinarea tratamentului pentru terapia cu Herceptin®
(trastuzumab). Studiul a fost conceput pentru a examina concordanta intre sistemul Bond
Oracle HER2 IHC System si Dako HercepTest, considerat ca "standardul de aur" pentru aceasta
analiza. Criteriul de acceptare a fost definit ca mai mare decat 75% din concordanta totala intre
cele doua teste cu un interval de incredere (Cl) cu o probabilitate de 95%.

Studiul a fost desfasurat ca o evaluare oarba, in doua centre din Statele Unite. Fiecare centru
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de investigatie a fost aprovizionat cu probe de carcinom mamar fixate in formol si incluse
in parafind, de stare cunoscuta a oncoproteinei HER2. Cazurile au fost selectate in ordine
succesiva inversa din arhiva clinica, reprezentand fluxul succesiv de cazuri dintr-un departament
histopatologic pentru testare clinica si au fost testate independent de alte prognosticuri si/sau
factori de predictie, fara a fi introduse erori in cadrul cohortei. Cohortele de 160 de persoane
si 292 de probe au fost testate in centrul 1 si respectiv centrul 2. Fiecare cohortd a avut o
reprezentare egala de cazuri concludente/pozitive (2+, 3+) si negative (0, 1+), pe baza unor
scoruri HER2 IHC atribuite anterior, ducand la un total al populatiei de studiu de 452 de probe.
Douasprezece probe au fost considerate necorespunzatoare din cauza lipsei unui carcinom
invaziv suficient si au fost eliminate din studiu. Alte noua probe n-au putut fi evaluate ca rezultat
al desprinderii tesutului de pe suprafata lamei, ducand la o populatie de studiu finala de 431 de
probe.

Toate cazurile au fost colorate cu HercepTest in conformitate cu instructiunile producatorului
specificate in prospect. Sectiunile succesive de la fiecare caz au fost colorate cu sistemul
Bond Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare Leica Biosystems’ BOND avansat
si complet automatizat. Toate cazurile au fost separate de informatjile de identificare unice ale
pacientilor si au fost insotite de date clinice referitoare la marimea, stadiul si gradul tumorii si de
starea receptorilor de estrogen.

Toate lamele colorate au fost mascate si a fost evaluata intensitatea acestora intr-un mod aleator
de catre observatori instruiti, in doua centre. Pentru analiza de concordanta in formatul 2x2,
scorurile au fost interpretate ca negative daca intensitatea coloratiei a fost 0 sau 1+ si pozitive
daca scorurile au fost 2+ sau 3+. Pentru analiza de concordanta in formatul 3x3, scorurile au
fost interpretate ca negative daca intensitatea coloratiei a fost 0 sau 1+, neconcludente pentru
scorurile 2+ si pozitive pentru scorurile 3+. Datele au fost analizate apoi pentru concordanta
coloratiilor pozitive si pentru concordanta coloratiilor negative.

Rezultatele de concordanta in formatul 2x2

n aceasta analiza primara rezultatele analizelor din cele teste (Bond Oracle HER2 IHC System
si Dako HercepTest) sunt clasificate ca negative (0,1+) sau pozitive (2+, 3+). Frecventele celor
patru combinatii posibile sunt prezentate in formatul de tabel 2x2 (a se vedea Tabelul 6). Apoi
rata de concordanta totala bazata pe acest tabel de format 2x2 a fost calculata insoftita de un
interval de incredere exact cu o probabilitate de 95% (bazat pe distibutia binomiala).

Ipoteza de nul (H,), pe baza careia este stabilit criteriul de succes, este ca, concordanta nu este
mai mare de 75%.

Concordanta observata a celor 431 de probe pentru cele doua teste intr-o analiza 2x2 au aratat
o concordanta de 92,34% (398/431) cu un Cl cu o probabilitate de 95% cuprins intre 89,42%
si 94,67%. Aceste date sprijina respingerea ipotezei de nul (H) pe baza careia concordanta
observata nu a fost mai mare de 75% cu o valoare p < 0,0001.

Concordanta pozitiva in procente (sensibilitatea) sau capacitatea sistemului Bond Oracle
HER2 IHC System de a identifica Tn mod corect cazurile pozitive de HercepTest (procentul
de probe evaluate ca pozitive atat de catre Sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cat si de
catre HercepTest raportat la toate cazurile HercepTest pozitive) a fost de 84,87% (129/152)
cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins intre 78,17% si 90,16%. Concordanta negativa in
procente (specificitatea) sau capacitatea testului de a identifica in mod corect cazurile negative
de HercepTest (procentul de probe evaluate ca negative atat de catre Sistemul Bond Oracle
HER2 IHC System céat si de catre HercepTest raportat la toate cazurile HercepTest negative) a
fost de 96,42% (269/279) cu un Cl cu o probabilitate de 95% cuprins intre 93,51% si 98,27%.

HercepTest
Negativ Pozitiv Totals
Bond Oracle HER2 | Negativ 269 23 292
IHC System Pozitiv 10 129 139
Totals 279 152 431
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Concordanta in formatul 2x2 (Cl cu o probabilitate de 95%) = 92,34% (intre 89,42 si 94,67%); p<0,0001

Table 6. Concordanta in formatul 2x2 a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System cu HercepTest

Rezultatele de concordanta in formatul 3x3

Datele au fost grupate in negative (0 sau 1+), neconcludente (2+) sau pozitive (3+) pentru
analiza 3x3 si au aratat o concordanta de 86,54% (373/431) cu un Cl cu o probabilitate de
95% cuprins intre 82,95% si 89,62%. Astfel, ipoteza de nul (H,) pe baza careia concordanta
observata nu a fost mai mare de 75% a fost respinsa cu o valoare p < 0,0001.

Concordanta pozitiva in procente pentru valoarea de 3+ (procentul de probe evaluate ca pozitive 3+
atat de catre sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cét si de catre HercepTest raportat la toate
cazurile HercepTest pozitive 3+) din acest studiu a fost de 73,33% (66/90) cu un CI cu o probabilitate
de 95% cuprins intre 62,97% si 82,11%. Concordanta negativa in procente a fost de 96,42%
(269/279) cu un Cl cu o probabilitate de 95% cuprins intre 93,51% si 98.27%. A se vedea Tabelul 7.

HercepTest
Negativ(Osaul+) | 2+ 3+ Totals
BondOracleHER2 | Negativ(Osaul+) | 269 23 0 292
IHC System 15, 10 38 24 72
3+ 0 1 66 67
Totals 279 62 90 431

Concordanta in formatul de 3x3 (Cl cu o probabilitate de 95%) = 86,54% (intre 82,95 si 89,62%); p<0.0001
Tabelul 7. Concordanta in formatul 3x3 a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System cu HercepTest

in concluzie, datele obtinute in acest studiu arata ca sistemul Bond Oracle HER2 IHC System
poate fi utilizat pentru a asista in determinarea tratamentului pentru terapia cu Herceptin®
(trastuzumab), pe baza concordantei sale ridicate cu HercepTest.

Concordanta clinica a Bond Oracle HER2 IHC System cu PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit

Partea a 2-a a studiului a fost conceputa pentru a examina concordanta dintre sistemul Bond
Oracle HER2 IHC System si Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit considerat
ca "standardul de aur" pentru evaluarea genelor prin testul reflex utilizat impreuna cu
imunohistochimia HER2.

Acest studiu s-a desfasurat in cadrul acelorasi centre de investigatie si s-a utilizat aceeasi
cohorta de studiu ca in Partea 1. Toate cazurile au fost supuse colorarii cu Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit in conformitate cu instructiunile producatorului specificate
in prospect. Sectiunile succesive de la fiecare caz au fost colorate cu sistemul Bond Oracle
HER2 IHC System pe un sistem BOND avansat si complet automatizat (din Partea 1 a studiului
clinic). Din cele 431 de cazuri supuse colorarii, nu au fost obtinute coloratji in trei ocazii datorita
hibridizarii insuficiente a sondei ducand la o cohorta totala de 428 de cazuri.

Pentru toate lamele colorate s-a evaluat intensitatea coloratiei de catre observatori instruitj, la
cele doua centre de investigatie. Pentru analiza de concordanta in formatul 3x2, scorurile au fost
interpretate ca negative daca raportul de amplificare a genelor HER2/CEP17 a fost mai mic de (<)
2,0 si pozitive daca a fost mai mare sau egal cu (>) 2,0 dupa o numarare a 20 de celule tumorale.

Rezultatele de concordanta in formatul 3x2

Concordanta observata a celor 428 de probe pentru cele doua teste intr-o analiza 3x2 au aratat
o concordanta de 87,6% (375/428) cu un Cl cu o probabilitate de 95% cuprins intre 84% si 90%.
Concordanta pozitiva in procente (sensibilitatea) sau capacitatea sistemului Bond Oracle HER2
IHC System de a identifica corect cazurile pozitive PathVysion (procentul de probe evaluate ca
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pozitive atat de sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cat si de PathVysion raportat la toate
cazurile pozitive PathVysion) a fost de 93,8% (61+30/97) cu un CI cu o probabilitate de 95%
cuprins intre 86,8% si 97,4%.

Concordanta negativa in procente (specificitatea) sau capacitatea testului de a identifica in
mod corect cazurile negative PathVysion (procentul de probe evaluate ca negative atat de catre
sistemul Bond Oracle HER2 IHC System cat si de PathVysion raportat la toate cazurile negative
PathVysion) a fost de 85,8% (284/331) cu un CI cu o probabilitate de 95% cuprins intre 81,6%
$i 89,2%. A se vedea Tabelul 8.

PathVysion HER2 DNA Probe Kit
Negativ Pozitiv Totals
BOND Oracle HER2 | 0/1+ 284 6 290
IHC System P 41 30 71
3+ 6 61 67
Totals 331 97 428

Concordanta generala (Cl cu o probabilitate de 95%) = 87,6% (intre 84 si 90%)

Tabelul 8. Concordanta in formatul 3x2 a colorarii cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System fata de PathVysion HER-2
DNA Probe kit.

Immunoreactivitate — Tablou normal

Tip normal de tesut Profilul coloratiei

HER2 Primary Antibody HER2 Negative Control
Suprarenal Negativ Negativ
Cerebral, cerebelos Negativ Negativ
Cerebral, cerebelos Negativ Negativ
Mamar Negativ Negativ
Medular Negativ Negativ
Colonic Negativ Negativ
Esofagian Negativ Negativ
Ocular Negativ Negativ
Hipofizar Coloratie citoplasmica moderata Negativ

observata in celulele hipofizare (1/3)
Renal Negativ Negativ
Laringian Negativ Negativ
Hepatic Negativ Negativ
Pulmonar Negativ Negativ
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Mezotelial Negativ Negativ
Ovarian Negativ Negativ
Pancreatic Negativ Negativ
Paratiroidal Negativ Negativ
Nervos periferic Negativ Negativ
Prostatic Negativ Negativ
Glandular salivar Negativ Negativ
Cutanat Negativ Negativ
Intestinal subtire Negativ Negativ
Splinal Negativ Negativ
Stomacal Colorare citoplasmica slaba observatd | Negativ
in glandele gastrice (2/3)
Muscular striat Negativ Negativ
Testicular Negativ Negativ
Timic Negativ Negativ
Tiroidal Negativ Negativ
Tonsilar Negativ Negativ
Cervical uterin Negativ Negativ
Uterin Negativ Negativ

Tabelul 9 Tabloul normal de colorare

Studiu de reproductibilitate

Testarea preciziei in cadrul unui ciclu si intre cicluri

Testarea preciziei a fost efectuata la compania Leica Biosystems, Newcastle Ltd. Tesutul utilizat
a fost o micromatrice de tesuturi (TMA) de mai multe tipuri fixate in formol, incluse in parafina,
livrate de Isu Abxis (Yonsei University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seoul, 120-752 Korea),
continand 20 de carote de tesut de carcinom mamar invaziv cu grosimi de 4 mm. Cele 20 de cazuri
au fost selectate pe baza unor scoruri HER2 atribuite anterior. Pe aceasta baza, au fost incluse 5x
cazuri de HER2 3+, 5x cazuri de HER2 2+, 5x cazuri de HER2 1+ si 5x cazuri de HER2 0.

A. Testarea preciziei in cadrul unui ciclu

Testarea preciziei in cadrul unui ciclu a sistemelor Bond Oracle HER2 IHC System a fost
evaluata pe un total de 40 de sectiuni consecutive dintr-o micromatrice TMA continand 20 de
tumori mamare invazive si 40 de lame HER2 Control Slides. Toate lamele au fost colorate
cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare BOND avansat si
complet automatizat. Sectiunile au fost colorate in timpul unei perioade continue utilizand un
sistem Bond Oracle HER2 IHC System din acelasi lot de fabricatie. A fost stearsa identitatea
sectiunilor colorate si acestea au fost evaluate in mod aleator de catre un singur observator
experimentat pentru a determina precizia in cadrul ciclului de analiza.

O evaluare a lamelor pentru investigatia din cadrul ciclului a indicat ca pot fi interpretate
733/800 (91,63%) din punctele de date ale analizei. 40 de puncte de date au fost excluse
datorita prezentei numai a DCIS (carcinom ductal in-situ), si alte 27 de puncte de date nu
au putut fi interpretate din cauza pierderii carcinomului invaziv (specific pentru 3 carote de
tesut). Variatia in coloratie a avut loc in 61 (8,32%) din totalul de 733 de evenimente de
colorare. In 37 de ocazii, a fost observaté variatia intensitatii de la 3+ la 2+ (n = 20) si de la
1+ la 0 (n = 17), astfel incat acestea nu reprezinta modificari de la clinic pozitiv la clinic
negativ sau vice versa intr-o evaluare de date in format 2x2. Cele 24 (3,27%) de situatii
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ramase au reprezentat modificari de la clinic negativ (0 sau 1+) la clinic pozitiv (2+ sau 3+).
Valoare de reusita = 96,7% (Cl cu o probabilitate de 95% = cuprins intre 95,15% si 97,81%).

B. Testarea preciziei intre cicluri

Testarea preciziei intre cicluri a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System a fost evaluata pe
un total de 24 de sectjuni succesive dintr-o micromatrice TMA continand 20 de tumori mamare
invazive si 24 de lame HER2 Control Slides. Toate lamele au fost colorate cu sistemul Bond
Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare BOND avansat si complet automatizat.
Lamele au fost evaluate in cadrul a 8 cicluri independente, efectuate in acelasi laborator, in trei
momente de timp separate utilizand sistemul Bond Oracle HER2 IHC System din acelasi lot
de fabricatie. A fost stearsa identitatea sectiunilor si acestea au fost evaluate in mod aleator de
catre un singur observator experimentat pentru a determina precizia intre ciclurile de analiza.

O evaluare a lamelor intre cicluri a indicat ca pot fi interpretate 456/480 (95,00%) din punctele
de date ale analizei. 24 de puncte de date nu au putut fi interpretate datorita pierderii tumorii
invazive (specifice pentru 5 carote de tesut). Variatia in coloratie a avut loc in 42 (9,21%) din
totalul de 456 de puncte de date. in 30 de situatii, a fost observata variatia de la 3+ la 2+
(n=10) side la 1+ la 0 (n = 20), astfel incat acestea nu reprezinta maodificari de la clinic pozitiv
la clinic negativ sau vice versa intr-o evaluare de date in format 2x2. Cele 12 (2,63%) situatii
ramase au reprezentat modificari de la clinic negativ (0 sau 1+) la clinic pozitiv (2+ sau 3+).
Valoare de reusita = 97,37% (Cl cu o probabilitate de 95% = cuprins intre 95,90% si 98,77%).

C. Reproductibilitatea intre loturi

Pentru a determina reproductibilitatea intre loturi, au fost produse 3 loturi de sisteme Bond
Oracle HER2 IHC System in conformitate cu GMP (buna practica de fabricatie) in 3 ocazii
diferite si evaluate pe 24 de sectiuni de carcinom mamar (24 de puncte de date pentru analiza)
luate din patru blocuri diferite de tesuturi fixate in formol si incluse in parafina (reprezentand
intensitati ale coloratiei pentru HER2 de 0, 1+, 2+ si 3+) si trei lame HER2 Control Slides
(12 puncte de date de control). Au fost efectuate trei cicluri independente in cadrul aceluiasi
laborator in trei momente de timp separate, fiecare utilizdnd un lot de fabricatie diferit al
sistemului Bond Oracle HER2 IHC System. Toate lamele au fost colorate cu sistemul Bond
Oracle HER2 IHC System pe un sistem de colorare BOND, avansat si complet automatizat.
Sectiunile colorate au fost mascate si evaluate in mod aleator de catre un singur observator
instruit pentru a determina reproductibilitatea intre loturi.

O evaluare a lamelor (pentru analize si controale) din investigatiile pentru loturi au indicat ca pot fi
interpretate 36/36 puncte de date. Nu au avut loc variatji de culoare in cele 36 de puncte de date
ntre cele trei loturi de fabricatie diferite ale sistemului BOND Oracle HER2 IHC System. Coloratia
cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System este concordanta in cadrul loturilor de fabricatie.

D. Reproductibilitatea intre laboratoare

Studiul reproductibilitatii intre laboratoare a sistemului Bond Oracle HER2 IHC System a
fost evaluata in 3 centre, Leica Biosystems Newcastle Ltd (Centrul A) si doua laboratoare
independente (Centrele B si C) pe un total de 192 de sectiuni dintr-o micromatrice TMA
incluzand 20 de carcinoame mamare invazive si 24 de lame HER2 Control Slides. Din cele
192 de sectiuni TMA colorate, 96 au fost colorate cu HER2 Primary Antibody si 96 cu reactivul
HER2 Negative Control. Toate lamele au fost colorate cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC
System pe un sistem de colorare BOND avansat si complet automatizat. Lamele au fost
evaluate in cadrul a 8 cicluri de analiza independente, efectuate in fiecare din cele 3 centre
de investigatie diferite utilizadnd sistemul Bond Oracle HER2 IHC System din acelasi lot de
fabricatie. A fost stearsa identitatea sectiunilor colorate si acestea au fost evaluate in mod
aleator de catre un singur observator experimentat la Leica Biosystems, Newcastle Ltd pentru
a determina reproductibilitatea intre laboratoare.

O evaluare a lamelor din investigatia privind reproductibilitatea intre laboratoare, a indicat ca
pot fi interpretate 1477/1920 (76,93%) din punctele de date ale analizei. 443 de puncte de
date ale analizei nu pot fi interpretate din cauza:

a) Performantei necorespunzatoare a lamei HER2 Control slide in 2/24 ocazii ceea ce a dus
la eliminarea a 2 cicluri/160 de puncte de date ale analizei. Acest eveniment a avut loc o data
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la Centrul A si o data la Centrul B (au fost eliminate cate 80 de puncte de date la fiecare
centru de investigatie).

b) Abaterii de la planul de analiza la centrul C, unde un total de 24 de lame au fost supuse
coloratiei de contrast manuale cu hematoxilina dupa colorarea cu sistemul Bond Oracle
HER2 IHC System. Aceasta a dus la o colorare de contrast in exces atat a lamelor HER2
control slides cat si a punctelor de date ale analizei TMA si la o eliminare a 240 de puncte
de date.

c) Pierderii tumorii invazive ce a dus la eliminarea a 23 de puncte de date ale analizei. Acest
eveniment a avut loc Tn 23 de situatii la centrul A si a fost rezultatul direct al pierderii de tesut
in blocul TMA la producerea a 192 de sectiuni succesive TMA necesare pentru efectuarea
acestei investigatii.

d) Colorarii neinterpretabile din cauza spalarii necorespunzatoare de catre sistemul de
colorare BOND avansat si complet automatizat ceea ce a dus la eliminarea a 20 de puncte
de date.

O evaluare a lamelor interpretabile pentru studiul preciziei intre laboratoare a indicat ca
variatia in coloratie a avut loc in 79 (5,28%) dintr-un total de 1477 evenimente de colorare
posibile. Dintre acestea, 14/1477 (0,95%) situatii au reprezentat variatii de la 0 la 1+ sau de
la 2+ la 3+ si astfel nu au reprezentat modificari din clinic pozitiv in clinic negativ sau vice
versa in evaluarea datelor in format 2x2. Valoare de reusita = 99,05% (Cl cu o probabilitate
de 95% = cuprins intre 98,42% si 99,46%). Din cele 14 evenimente de colorare, 5/1477
(0,34%) evenimente de colorare au avut loc la Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (Centrul A),
8/1477 (0,54%) au avut loc la Centrul B si 1/1477 (0,07%) au avut loc la Centrul C.

Cele 65/1477 evenimente de colorare ramase (4,40%) au reprezentat variatii de la 2+ la
1+ sau de la 2+ la 0 si astfel nu au reprezentat modificari din clinic pozitiv in clinic negativ sau
vice versa in evaluarea datelor in format 2x2. Valoare de reusita = 95,6% (Cl cu o probabilitate
de 95% = cuprins intre 94,42% si 96,54%). Din cele 65 de modificari semnificative clinic,
11/65 (16,9%) au avut loc la Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (Centrul A), 24/65 (36,9%)
au avut loc la Centrul B si 30/65 (46,1%) au avut loc la Centrul C. Tn cadrul modificarilor
semnificative clinic, In nicio situatie nu a avut loc o modificare de la 3+ la negativ (0 sau 1+)
ori vice versa.

E. Reproductibilitatea intre observatori

40 de cazuri de carcinoame mamare invazive selectate aleator, asigurand o distributie egala
a fiecarui grad HER2 IHC (probe de rezectie) au fost sectionate succesiv si oferite companiei
Leica Biosystems, Newcastle Ltd (Centrul A), Centrului B si Centrului C pentru colorare si
interpretare. A fost stearsa identitatea sectiunilor si acestea au fost distribuite aleator la
fiecare centru inainte de evaluarea intensitatii coloratiei. Concordanta intre observatorii din
cele doua centre clinice independente, Centrul B si Centrul C a fost de 87,5% (Cl cu o
probabilitate de 95% = cuprins intre 73,3% si 95,8%). Concordanta intre Centrul B, Centrul C
si Leica Biosystems Newcastle, Ltd a fost de 92,5% (CI cu o probabilitate de 95% = cuprins
ntre 79,6% si 98,4%) si respectiv 85% (Cl cu o probabilitate de 95% = cuprins intre 70,1% si
94,29%). Analiza concordantei totale intre cei trei observatori (A, B, C) este de 82,50%.

F. Precizia intre aparate (BOND-MAX fata de BOND-III)

Studiul preciziei intre aparate utilizand sistemul Bond Oracle HER2 IHC System a fost efectuat
intr-un singur centru independent de investigatie european. Probele testate au fost obtinute
din sectiuni intregi fixate in formol si incluse in parafina din o suta treizeci opt de cazuri de
carcinom mamar invaziv (probe obtinute prin biopsie cu trocar sau prin rezectie). Testarea intre
aparate a fost efectuatd in mod prospectiv in cadrul centrului de investigatie, prin colorarea
sectiunilor succesive de pe platformele BOND-MAX si BOND-III. Trei cazuri au fost considerate
ca necorespunzatoare din cauza disponibilitatii probei/tumorii si au fost eliminate din studiu.
Pentru fiecare aparat au fost utilizate numere de lot identice ale sistemului Bond Oracle HER2
IHC System si ale reactivilor auxiliari pentru aparatul BOND. Sectiunile au fost colorate retroactiv.
Lamele au fost interpretate la centrul de investigatie de catre un singur observator experimentat
pentru a determina precizia intre aparate.

O evaluare a lamelor pentru precizia intre aparate a aratat o concordanta in formatul 2x2 intre
valorile pozitive (2+, 3+) si negative (0, 1+) de 94,2% (130/138) cu un Cl cu o probabilitate
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de 95% cuprins intre 88,9 si 97,5% si o concordanta in formatul 3x3 intre valorile pozitive
(3+), neconcludente (2+) si negative (0, 1+) de 87,0% (120/138) cu un CI cu o probabilitate
de 95% cuprins intre 80,2 si 92,1%.

BOND-MAX
Negativ (0/1+) Pozitiv (2/3+) Totals
Negativ (0/1+) 80 1 81
BOND-III Pozitiv (2/34) 7 50 57
Totals 87 51 138

Concordanta totala (Cl cu o probabilitate de 95%) = 94,2% (intre 88,9 si 97,5%)

Tabelul 10. Concordanta in formatul 2x2 a colorarii cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System pe platformele BOND-MAX fata de
BOND-/II.

BOND-MAX
Negativ (0/1+) Neconcludent(2+) | Pozitiv (3+) Totals
Negativ (0/1+) 80 1 0 81
BOND-III Neconcludent(2+) | 6 5 1 12
Pozitiv (3+) 1 9 35 45
Totals 87 15 36 138

Concordanta totala (Cl cu o probabilitate de 95%) = 87,0% (intre 80,2 si 92,1%)

Tabelul 11. Concordanta in formatul 3x3 a coloréarii cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System pe platformele BOND-MAX fata de
BOND-/II.

n concluzie, datele obtinute in acest studiu demonstreaza un inalt nivel de concordants
intre sistemele Leica Biosystems’ BOND-MAX si BOND-III evaluate utilizand sistemul Bond
Oracle HER2 IHC System.

Solutionarea problemelor

Problema Cauza probabila Actiune de remediere
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Nu exista coloratie
imunohistochimica

Ciclul oprit inainte de a fi
finalizat

Cu ajutorul programului software

BOND, confirmati prezenta oricaror erori
raportabile pe parcursul ciclului de colorare
si abordati-le asa cum va indruma acest
program.

Selectarea incorecta a
protocolului

Asigurati protocolulul implicit corect la *IHC
Protocol H in cdmpul de protocol al colorarii
din caseta de dialog Add slide (Addugare
lama).

Deparafinizare
necorespunzatoare a
lamelor

Verificati daca este selectat modul *Dewax
in cdmpul Preparation (Preparare) al casetei
de dialog Add slide (Adaugare lama).

Dozarea neadecvata a
reactivilor stoc

Verificati daca toti reactivii BOND au fost
introdusi in recipientele de mare capacitate
corespunzatoare si au fost asezati in pozitiile
corecte in aparat.

Contaminarea solutiei
BOND Wash Solution cu
azida de sodiu

Utilizati solutie proaspata BOND Wash
Solution preparata la concentratia de lucru
corecta.

Colorare imunochimica
specifica slaba

Recuperarea
necorespunzatoare a
epitopului

Asigurati-va ca reactivii BOND Epitope
Retrieval au fost alocati recipientelor de mare
capacitate corespunzatoare si ca programul
BOND este setat implicit la protocolul
corespunzator de recuperare a epitopului
*HIER 25 min with *ER1 (97).

Fixarea sau procesarea
necorespunzatoare a
probelor de analizat

Verificati daca se utilizeaza un fixativ pe baza
de formol si ca programele de procesare
sunt adecvate pentru proba supusa analizei.

Bond Oracle HER2 IHC
System este utilizat in
afara termenului sau de
valabilitate

Verificati daca Bond Oracle HER2 IHC System
este utilizat in interiorul termenului de
valabilitate indicat.

Colorare
imunohistochimica
specifica excesiva

Recuperarea
necorespunzatoare a
epitopului

Asigurati-va ca reactivii BOND Epitope
Retrieval au fost alocati recipientelor de
mare capacitate corespunzatoare si ca
programul BOND este setat implicit la
protocolul *HIER 25 min with ER1 (97).

Variatia in modul de fixare

Verificati daca se utilizeaza un fixativ pe baza
de formol si ca programele de procesare sunt
adecvate pentru proba supusa analizei. Daca
este posibil, retestati cazul folosind un alt
bloc. Dacé acest lucru nu este posibil, evaluati
zonele care prezinta profilurile de fixare cele
mai bune fata de sectiunea colorata cu H&E
(Hematoxilina si Eozina).

Problema

Cauza probabild

Actiune de remediere
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Coloratie de fond

Dozarea neadecvatd a

Verificati daca toti reactivii BOND au fost

nespecifica reactivului stoc introdusi in recipientele de mare capacitate

corespunzdtoare si asezati in pozitiile
corecte in aparat.

Deparafinizare Verificati daca este selectat modul *Dewax in

necorespunzitoare a campul Preparation (Preparare) al casetei de

lamelor dialog Add slide (Adaugare lama).

Reactie incrucisata Consultati descrierea sistemului Bond Oracle

imunohistochimicanespecifici | HER2 IHC System referitoare la reactivitatea

in tesut incrucisata in fesuturile normale (consultati
Tabelul 9).

Reactie incrucisata Verificati daca se utilizeaza un fixativ pe baza

imunohistochimica de formol si ca programele de procesare sunt

nespecifics cu zone de adecvate pentru proba supusa analizei. Dacd

necrozi de tesut este posibil, retestati cazul folosind un alt
bloc. Daca acest lucru nu este posibil, evaluati
zonele care prezinta profilurile de fixare cele
mai bune comparativ cu sectiunea colorata
cu H&E (Hematoxilina si Eozind).

Artefacte de uscare dupa Daca lamele sunt asezate pentru un ciclu

finalizarea ciclului de pe timpul noptii se recomanda utilizarea

colorare functiei BOND de pornire temporizata.
Verificati daca volumul de apa distilata sau
demineralizata este suficient pentru a fi
distribuit pe lame in aceasta perioada cu
scopul de a evita uscarea lamelor.

Sectiunile aderad la lame Utilizati lame fara amidon (Leica BOND Plus

cu ajutorul unor aditivi pe Slides - cod produs $21.2113 sau Apex

baza de amidon BOND Slides - cod produs 3800040).

Tesut detasat de pe Utilizarea unui tip Verificati daca se utilizeaza lame

lamele de pacient/
control

necorespunzator de lame
sau uscarea incorectd a
sectiunii

corespunzatoare pentru sectiunile de
pacient/control (Leica BOND Plus Slides

- cod produs 521.2113 sau Apex BOND
Slides - cod produs 3800040). Verificati

daca lamele sunt corect uscate si ca sunt
incubate timp de 12-18 ore la 37 °C (peste
noapte). Sectiunile care necesita o adeziune
suplimentara pot fi incubate la 60 °C pentru
nca o ora.

Tabelul 12. Bond Oracle HER2 IHC System Ghid de solutionare a problemelor.

Daca vreo problema asociata cu sistemul Bond Oracle HER2 IHC System nu intra in sfera de
aplicare a acestui ghid de solutionare a problemelor (consultati Tabelul 12), va rugam sa contactati
Departamentul tehnic de service Leica Biosystems sau distribuitorul local pentru asistenta.
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Modificari ale editiilor anterioare
Precizia intre aparate (BOND-MAX fata de BOND-III).
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HercepTest™ este 0 marca comerciala a, si intra sub licenta detinuta de DakoCytomation, Denmark
A/S Herceptin® este o marca comerciala a Genentech, Inc. si a F. Hoffmann-La Roche Ltd.
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