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Leica HER2 FISH System - 30 Test
Instrucoes de uso

Para uso no sistema Leica Biosystems’ BOND-MAX and BOND-III.

O TA9217 é um produto de hibridizagdo por fluorescéncia in situ desenhado para colorir
30 testes (30 laminas coloridas com LS| HER2/CEP17 Dual Probe).
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Uso pretendido

Para uso em diagnéstico in vitro

O Leica HER2 FISH System - 30 Test € projetado para detectar a amplificacdo do gene HER2/
neu através da hibridizagdo com fluorescéncia in situ (FISH) em amostras de tecido de cancer
de mama humano embebidos em parafina e fixadas com formol adenocarcinomas do estbmago
(incluindo jungao gastroesofagica). O Leica HER2 FISH System - 30 Test é indicado como um
auxiliar no teste de pacientes para os quais o tratamento com Herceptin® (trastuzumab) seja
considerado (veja a bula de Herceptin). O Leica HER2 FISH System - 30 Test ndo € destinado
ao uso na busca ou diagndstico de cancer de mama. Todas as outras informagdes clinicas
disponiveis devem também ser levadas em consideragéo, tais como o tamanho do tumor,
o numero de nodulos linfaticos envolvidos e o status do receptor de esterdides. Nenhuma
decisao de tratamento para pacientes com cancer de mama deve ser baseada apenas no
status da ampliagéo do gene HER2.

Obs.: Todos os pacientes nos testes clinicos com Herceptin foram selecionados por meio de
um ensaio de avaliagao clinica (CTA) imunocitoquimica investigativa. Nenhum dos pacientes
destes testes foi selecionado usando o Leica HER2 FISH System - 30 Test. O Leica HER2
FISH System - 30 Test foi comparado ao ensaio do Abbott Molecular PathVysion® HER-2 DNA
Probe Kit em um conjunto independente de amostras e tinha como objetivo fornecer resultados
semelhantes aceitaveis, conforme indicado no resumo de concordancia clinica. A correlacdo
real dos resultados do Leica HER2 FISH System - 30 Test para o resultado clinico nao foi
estabelecida.

Todos os pacientes nos testes clinicos de cancer gastrico avangado (ToGA) com Herceptin
foram selecionados usando o Dako HercepTest. Nenhum dos pacientes destes testes foi
selecionado usando o Leica HER2 FISH System - 30 Test. O Leica HER2 FISH System - 30
Test foi comparado ao ensaio do Abbott Molecular PathVysion* HER-2 DNA Probe Kit em um
conjunto independente de amostras e tinha como objetivo fornecer resultados semelhantes
aceitaveis, conforme indicado no resumo de concordéncia clinica. A correlagcdo real dos
resultados do Leica HER2 - FISH System - 30 Test para o resultado clinico néo foi estabelecida.

* Herceptin® é uma marca registrada da Genentech, Inc. e F. Hoffmann-La Roche Ltd. PathVysion®é uma marca registrada da
Abbott Molecular Inc. Todos os direitos reservados. Usado sob licenca.

Treinamento exigido
A Leica Biosystems fornecera o treinamento sobre a preparagao de amostras, o procedimento
do ensaio e a interpretacéo do teste FISH do gene HER2 para todos os usuarios.

Resumo e explicagao

Histérico

O gene HERZ2, alternativamente conhecido como neu ou c-erbB2, é localizado no longo
brago do cromossomo 17 na posi¢cdo 17911-12 (1). Tanto o gene HER2 quanto sua proteina

codificada 185 kD tém demonstrado cumprir um papel importante na transformagao maligna e
na progressao do tumor de cancer de mama (2).

As funcdes do HER2 como um marcador de progndstico, com amplificacdo do gene e da
proteina sobre a expresséo que estao sendo relacionadas a um aumento na taxa de recorréncia
da doenca e mortalidade mais alta. O HER2 também funciona como um marcador preditivo
para quimioterapia sistémica selecionada e tratamentos examinados (3). Especificamente, a
amplificagdo do gene HER2 demonstra ser um indicador de progndstico mediocre em cancer
de mama com nédulo positivo (4-8). Além disso, um estudo indica que o valor do progndstico
do HER2 é mais forte entre pacientes tratados com quimioterapia (7). Contudo, ao prever a
sobrevivéncia geral e livre da doenga em pacientes individuais, outros fatores de prognéstico,
como o tamanho do tumor, numero de ndédulos linfaticos positivos e status do receptor de
esteroides devem também ser levados em consideragéo.
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A superexpressdo da oncoproteina HER2, como um resultado da amplificagdo do gene
encontrado nas células cancerigenas da mama, aponta o HER2 como um alvo para uma
terapia baseada em anticorpos (3) - enquanto os resultados do teste de ToGA indicam
claramente que o uso de Herceptin em cancer gastrico aliado a quimioterapia revela-se um
tratamento eficaz que permite melhorar a sobrevivéncia geral em cancer gastrico positivo com
HER2 (9). O Herceptin (trastuzumab) € um anticorpo monoclonal humanizado (10) que se une
com alta afinidade a oncoproteina HER2 e demonstrou inibir a proliferagéo de células de tumor
humano que superexpressam a oncoproteina HER2 tanto in vitro quanto in vivo (11-13). Desde
o desenvolvimento do Herceptin, a detec¢cdo do gene HER2 e da proteina tornou-se uma
ferramenta essencial na avaliagdo de tumores de mama, direcionando a escolha da terapia e o
gerenciamento subsequente do paciente (14,15).

Tanto nas células em interfase quanto em metafase derivadas das linhas de células de
carcinoma de mama humano, FISH tem sido usado para mostrar a amplificagdo do gene
HER2 (16-19). Para a quantificacdo da amplificagdo do gene HER2, o FISH avalia o nivel
da amplificagdo do gene HER2 diretamente nas células de tumor. A morfologia caracteristica
do tecido e da distribuicdo espacial de cépias oncogene em carcinomas de mama primarios
sem cultura individuais € mantida. As anomalias no numero de copia do cromossomo 17
(aneussomia) também sdo comumente encontradas em tumores de mama que podem
se apresentar como eliminagdo ou ganho de cromossomos (polissomia). Essa variagdo de
cromossomos tem impacto critico na interpretagao e no relatério do status de amplificagéo do
gene HER2. Portanto, a medida do nimero de cépia do cromossomo 17 em conjunto com o
HER?2 é criticamente importante (4).

O Leica HER2 FISH System - 30 Test contém a sonda LS| HER2 DNA, uma sonda de 226 kb
de DNA fluorescente, diretamente rotulada SpectrumOrange™, especifica para a localizagdo do
gene HER2 (17911.2-q12) e a sonda DNA CEP17 DNA, uma sonda DNA de 5,4 kb fluorescente
diretamente rotulada SpectrumGreen™ especifica para a sequéncia satélite de DNA alpha na
regido centrométrica do cromossomo 17 (17p11.1-q11.1). A solugao da sonda foi especialmente
formulada e validada para uso no BOND-MAX and BOND-III System e n&do deve ser modificada
ou usada em uma configuragdo manual.

Resumo de concordancia clinica do BOND-MAX System

O Leica HER2 FISH System - 30 Test foi desenvolvido para fornecer uma alternativa totalmente
automatizada para metodologias atuais usadas para determinar o status de amplificagéo do
gene HER2. O desempenho do Leica HER2 FISH System - 30 Test no BOND-MAX System
foi avaliado em um estudo independente que comparou os resultados do Leica HER2 FISH
System - 30 Test com o Abbott Molecular PathVysion Ensaio do HER-2 DNA Probe Kit em
300 amostras de tumor de mama e em 109 adenocarcinomas do estdmago (incluindo jungéo
gastroesofagica). Nenhuma dessas amostras de tumor foi obtida de pacientes em estudos
clinicos com Herceptin. Os resultados em tecido mamario indicaram uma concordancia de
99,33% em uma analise 2x2 (95% de intervalo de seguranca de 97,61-99,92%). Os resultados
em adenocarcinomas do estdémago (incluindo tecido de jungéo gastroesofagica) indicaram uma
concordancia de 98,17% em uma analise 2x2 (95% de intervalos de seguranca de 93,53—
99,78%). Os dados de concordancia também indicam que um resultado positivo com o Leica
HER2 FISH System - 30 Test é altamente provavel a corresponder com um resultado positivo
no ensaio do Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. O Leica HER2 FISH System
- 30 Test é interpretado como negativo para a amplificagdo do gene HER2 quando a razéo do
gene HER2:CEP17 for menor do que 2,0 e positivo quando a razdo do gene HER2:CEP17
for maior ou igual a 2,0. Os resultados ambiguos (limitrofes), nos quais a razdo do gene
HER2:CEP17 esta entre ou é igual a 1,8-2,2, devem ser interpretados com cuidado. Conte 20
nucleos adicionais e recalcule a razéo.

Resumo de concordancia clinica do BOND-IIl System

O Leica HER2 FISH System - 30 Test foi desenvolvido para fornecer uma alternativa totalmente
automatizada para metodologias atuais usadas para determinar o status de amplificagdo do
gene HER2. O desempenho do Leica HER2 FISH System - 30 Test no BOND-III System foi
avaliado em um estudo independente comparando os resultados doLeica HER2 FISH System -
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30 Test para o ensaio do Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit em 300 amostras
de tumor de mama. Nenhuma dessas amostras de tumor foi obtida de pacientes em estudos
clinicos com Herceptin®. Os resultados indicaram uma concordancia de 99,67% em uma
analise 2x2 (95% de intervalos de seguranca de 98,16-99,99%). Os dados de concordancia
também indicam que um resultado positivo com o Leica HER2 FISH System - 30 Test &
altamente provavel a corresponder com um resultado positivo no ensaio Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. O Leica HER2 FISH System - 30 Test é interpretado como
negativo para a amplificagdo do gene HER2 quando a razéo do gene HER2:CEP17 for menor
que 2,0 e positivo quando a razéo do gene HER2:CEP17 for maior ou igual a 2,0. Os resultados
ambiguos (limitrofes), nos quais a razdo do gene HER2:CEP17 esta entre ou € igual a 1,8-2,2
devem ser interpretados com cuidado. Conte 20 nucleos adicionais e recalcule a razao.

Principios do procedimento

O Leica HER2 FISH System - 30 Test contém os componentes exigidos para completar uma
hibridizagédo por fluorescéncia in situ baseada no procedimento de coloragdo para tecidos
embebidos em parafina e fixados com formol. Apds o pré-tratamento adequado, a incubacéo
com a LS| HER2/CEP17 Dual Probe pronta para uso e a lavagem de rigor apropriado, as
secgdes do tecido sdo desidratadas e montadas com DAPI. Os resultados sé&o interpretados
por um microscopio de fluorescéncia usando os filtros recomendados em comprimentos de
onda adequados.

O Leica HER2 FISH System - 30 Test € apenas para uso no BOND-MAX and BOND-III System.

Componentes fornecidos

Os materiais listados abaixo (Tabela 1) séo suficientes para colorir 30 testes (30 laminas
coloridas com LS| HER2/CEP17 Dual Probe).

LSI HER2/CEP17 Probe Contém o LSI HER2/CEP17 Dual Probe pronto para o uso.

6,6 mL Contém <60% (v/v) formamida.

Post Hybridization Wash 2 Contém a solugdo para lavagem pés-hibridizacio pronta para
9mL uso.

Contém <50% (v/v) formamida.

BOND Enzyme Concentrate 2 | Contém uma solucéo de Proteinase K em 1,7 mg/ml.
1mL

BOND Enzyme Diluent Contém diluente de enzimas.

65 mL

BOND Open Container BOND Open Container utilizado para Enzyme 5.
3x7mL

Tabela 1: Componentes do Leica HER2 FISH System - 30 Test

Consulte o MSDS individual para mais informagdes sobre seguranga do produto, disponivel
em www.LeicaBiosystems.com/TA9217 - IFU

Instrugdes de uso

Todos os reagentes fornecidos sédo especificamente formulados para usar com este ensaio e
os numeros de lotes séo especificos para cada Leica HER2 FISH System - 30 Test. Para que o
ensaio seja valido, ndo se deve fazer nenhuma substituicéo.

Armazenamento e estabilidade

Armazene a 2-8 °C. Nao congele. Volte a 2-8 °C imediatamente apds o uso. Qualquer desvio
dessas condigdes invalidara o ensaio. Certifiqgue-se de que o Leica HER2 FISH System - 30 Test
seja usado dentro de sua data de validade designada. Os sinais que indicam contaminagéo e/ou
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instabilidade do Leica HER2 FISH System - 30 Test sdo a turbidez das solu¢des (com excegéo
da solugéo da sonda) e desenvolvimento de odor. O usuario deve verificar as condigbes de
armazenamento que ndo sejam as especificadas acima.

Preparagao da amostra

Os métodos padrao de processamento de tecidos devem ser usados para todas as amostras (20).
Recomenda-se que os tecidos sejam preparados em fixadores baseados em formol e diariamente
processados e embebidos em parafina. Por exemplo, amostras devem ter 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, seguidos pela impregnagéo com cera de parafina fundida,
mantida a 60 °C, no maximo. As amostras de tecido devem ser seccionadas entre 4-6 pm.

As secgoes de tecidos agrupadas em laminas carregadas (BOND Plus Slides S21.2113) podem
ser armazenadas por até 12 meses a 2-8 °C antes da coloragdo. Apos o seccionamento, é
recomendado que as lAminas sejam incubadas a 60 °C por uma hora. As secgdes coloridas
devem ser armazenadas a -20 °C para preservar o sinal fluorescente e evitar o desbotamento.
Permita que as laminas armazenadas cheguem a temperatura ambiente antes da leitura.

Adverténcias e precaugoes

Para usuarios profissionais somente.

Um ou mais componentes no produto séo perigosos e podem causar dano ao feto.

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 instrugdes de seguranga necessarias.

As amostras, antes e depois da fixagdo, 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 regulamentagdes
federais, estaduais ou locais para descartar componentes potencialmente téxicos.

Minimize a contaminagdo microbiana de reagentes para que n&o ocorra uma coloragéo néo
especifica.

Procedimento

A. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

+ BOND Dewax Solution (AR9222)

* BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)

* BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)

» Solventes padrao usados em ensaios baseados hibridizacdo em fluorescéncia in situ
(por exemplo, etanol, absoluto e graduado)

« Agua destilada ou desionizada

» Contracorante DAPI

* Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)

* BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Equipamentos necessarios, mas nao fornecidos

» Pipetas (capazes de medir volumes de 1-20 pl e 100 — 1000 pl)

* Laminas carregadas (BOND Plus Slides — S21.2113)

+ BOND-MAX (21.0051) or BOND-III (21.2201)

»  BOND Universal Covertiles™ (S21.2001, S21.4583 ou S21.4611)

» BOND Mixing Stations (S21.1971)

+ BOND Slide Label & Print Ribbon (S21.4564)

* Laminulas

* Incubadora (capaz de manter 60 °C)

* Microscopio de fluorescéncia (objetiva 60-100x) com fonte de luz adequada. Registre o
numero de horas em que a lampada foi usada e substitua-a antes de exceder o tempo
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classificado. Certifique-se de que a lampada esta alinhada adequadamente.

» Conjunto de filtro de fluorescéncia adequada (SpectrumOrange™ — Pico de agitagdo em
559 nm, pico de emissdo em 588 nm, SpectrumGreen™ — pico de agitagdo em 497 nm,
pico de emissdo em 524 nm e DAPI — pico de agitacdo em 367 nm, pico de emisséo
em 452 nm). Conjuntos de filtro de microscopio de fluorescéncia com multibandpass
otimizados para uso com o Leica HER2 FISH System - 30 Test estdo disponiveis para
a maioria dos modelos dos microscopios. Os conjuntos de filtro recomendados para o
Leica HER2 FISH System - 30 Test sdo DAPI/9-Orange bandpass duplo, DAPI/Green
bandpass duplo, Green/Orange(V.2) bandpass duplo e o DAPI/Green/Orange (V.2)
bandpass triplo.

C. Metodologia

* Antes de adotar essa metodologia, os usuarios devem ser adequadamente treinados
na técnica de fluorescéncia in situ automatizada.

» Cada seccéo de teste colorida com a LS| HER2/CEP17 Dual Probe permite a analise
da mesma célula do HER2 e dos sinais do cromossomo centromérico 17. Uma
razéo subsequente do HER2 com os sinais do cromossomo 17 permitirdo que um
valor quantitativo seja designado a amostra, indicando um resultado negativo (ndo
amplificado) ou positivo (amplificado). Os resultados ambiguos (limitrofes) (1,8-2,2)
devem ser interpretados com cuidado. Conte 20 ntcleos adicionais e recalcule a razao.

D. Pré-tratamento da enzima BOND
Antes de colorir, dilua 0 BOND Enzyme Concentrate 2 fornecido em uma diluicdo 1:300
usando o BOND Enzyme Diluent fornecido em um dos BOND Open Containers fornecidos.
Por exemplo, para colorir 10 laminas, prepare 3 ml da solugao de enzima de trabalho ao
diluir 10 pl do BOND Enzyme Concentrate 2 em 2990 ul de BOND Enzyme Diluent. E
recomendado que a enzima esteja preparada recentemente antes de cada execugao de
coloragéo e que um volume minimo de 900 pl seja usado por execugao.

E. Protocolo de coloragao padrao

E recomendado que o Leica HER2 FISH System - 30 Test seja usado com o protocolo de
coloragao recomendado, mostrado na Tabela 2 abaixo.

Tipo de protocolo Nome do protocolo
Coloracao *FISH Protocol A
Preparacéo *Dewax

HIER *HIER 25 min with ER1 (97)
Enzimas *Enzyme 5 for 25 min
Desnaturagao *D10

Hibridizacao *ISH Hybridization (12Hr)

Tabela 2: Leica HER2 FISH System - 30 Test Staining Protocol

F. Etapas de procedimento
Essas instrugdes devem ser lidas em conjunto com o manual do usuario BOND-MAX and
BOND-III System. Um BOND Universal Covertile novo deve ser usado com cada lamina.
O uso das BOND Universal Covertiles que foram previamente utilizadas para coloragéo
imuno-histoquimica ou por hibridizagéo in situ nao foi validado com este teste.

1. No aparelho BOND-MAX and BOND-III System, certifique-se de que os recipientes a
granel e de residuos perigosos tenham capacidade suficiente para realizar as operagdes
de coloragao necessarias.

2. Certifiqgue-se de que haja alcool adequado, agua destilada ou desionizada, BOND
Dewax Solution, BOND Epitope Retrieval Solution 1 e BOND Wash Solution nos
recipientes de reagentes a granel, para desenvolver a execugéo da coloracgao.

3. Assegure-se de que uma BOND Mixing Station limpa esteja instalada.
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14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.

21

22.

23.

24,

25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

. Ligue o BOND-MAX and BOND-III System.

. Ligue o computador anexo ao BOND-MAX and BOND-III System.

. Abra o software BOND.

. Para um kit Leica HER2 FISH System - 30 Test novo, escaneie os codigos de barras

da bandeja reagente com o scanner portatil para inserir o sistema no inventario de
reagentes BOND (apenas um unico cédigo de barras).

. Prepare a BOND Enzyme 5 no BOND Open Container fornecido, em uma diluicdo de

1:300. Por exemplo, para 10 laminas, acrescente 10 yl do BOND Enzyme Concentrate
2 a 2990 pl do BOND Enzyme Diluent.

. Escaneie no BOND Open Container fornecido e registre como Bond Enzyme 5.
10.
1.

Va até a tela de configuragdo Lamina e clique em Adicionar caso.

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.

Com o estojo selecionado na tela de configuragéo Slide, clique em Adic. lamina.

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

Selecione o modo de coloragéo Unica.
Selecione o processo ISH.

Selecione *LSI HER2/CEP17 Dual Probe - 30 Test na lista de sondas. Os padrbes da
guia Protocols para o protocolo de coloragédo correto (*FISH Protocol A), protocolo HIER
(*HIER 25 min with ER1 (97)), protocolo EIER (*Enzyme 5 for 25 min), desnaturacéo
(*D10) e hibridizacéo (ISH Hybridization (12Hr)).

Repita as etapas de 10 a 16 até que as laminas e controles do teste do paciente (laminas
de controle Leica HER2 FISH e/ou controles internos) tenham sido criados. Imprima os
rétulos das laminas.

Coloque os rétulos nas laminas corretamente.

Abra as tampas de todos os recipientes do Leica HER2 FISH System - 30 Test e encha
a bandeja de reagente no BOND-MAX and BOND-IIl System.

Aplique novos Covertiles a cada lamina.

Carregue o bandeja de ldminas no BOND-MAX and BOND-III System e pressione o
botdo Carregar/Descarregar.

Confirme se as laminas foram escaneadas e clique no botéo Run (Play) na tela de status
do sistema para iniciar a execugédo imediatamente (para o Leica HER2 FISH System
- 30 Test é recomendado que esse ensaio seja realizado durante a noite, utilizando a
funcionalidade inicio atrasado).

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

Quando a operagao for concluida, pressione o botéo Carregar/Descarregar e remova as
bandejas de 1aminas do BOND-MAX and BOND-III System.

Remova os Covertiles e enxague as laminas com agua desionizada.
Desidrate rapidamente em duas alteragdes de alcool, ar seco.
Despeje 20 pl de DAPI diretamente na amostra.

Aplique a lamela e deixe a solucdo espalhar em toda a sua extenséo, tomando cuidado
de remover quaisquer bolhas de ar.

Sele a borda da lamela com esmalte ou selante similar.

Coloque as laminas no escuro para facilitar o desenvolvimento do sinal antes da
visualizagdo sob o microscépio de fluorescéncia.

Para preservar a intensidade do sinal, armazene as laminas coloridas a -20 °C.

G. Armazenamento das laminas

Armazene as laminas coloridas a -20 °C no escuro. Deixe que as laminas cheguem a
temperatura ambiente antes de visualizar, seguindo a remogéo de -20 °C.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Instrugdes de uso TA9217 EU-PT-CE-Rev_F 24/07/2015 Pagina 8 de 25

Portugués I



Enumeracgao e avaliagao dos sinais

Para avaliar a qualidade do sinal e enumerar os sinais do HER2 e CEP17, siga o processo
abaixo:

Portugués I

1. Avalie a
qualidade da
lamina
- Intensidade do
sinal da sonda
- Fundo

1. Avaliagdo da qualidade da lamina

Avalie a qualidade da lamina seguindo os seguintes critérios:

Intensidade do sinal da sonda: Os sinais devem ser brilhantes e faceis
de avaliar. Os sinais devem estar em formas ovais compactas e brilhantes
ou ovais difusas e viscosas.

2. Reconhega
os sinais alvo

- Viséo geral do
tecido

- Profundidade do
foco

A 4

Fundo: O fundo deve ser relativamente livre de particulas fluorescentes
e parecer escuro ou preto.

Consulte o guia de solugdo de problemas (Tabela 6) se quaisquer das
caracteristicas acima forem insatisfatérias e repita a verificagdo se necessario.

2. Reconheca os sinais alvo

Certifique-se de que os filtros corretos sdo usados para a andlise:

Visdo geral do tecido: Os sinais de hibridizagdo devem apenas serem
enumerados entre as células invasivas do tumor. As células do tumor,
geralmente, podem ser distinguidas das células normais pelo tamanho:
em geral, sdo maiores do que as células normais, linfécitos e células

3. Adequagao do
nucleo

- Selegéo do
nucleo

v

epiteliais. Identifique e selecione as areas alvo com a coloragdo H & E e
marque essas areas na lamela apos o teste FISH ser executado.

Profundidade do foco: Ajuste a profundidade do foco para determinar
a profundidade plana focal e familiariza-se com a forma e tamanho dos
sinais alvo e barulho (detritos).

3. Adequacao do nucleo
Visdo geral da area hibridizada usando uma objetiva 20X:

» Selegdo do nicleo: Localize uma éarea alvo de interesse (células de tumor,
como identificadas pela coloragdo H & E). Evite areas nas quais as fronteiras

4. Enumeragao
do sinal

- Viséo geral do
tumor

- Contagem

nucleares ndo estejam claras ou em que as células estejam necrosadas.

A 4

Além disso, os sinais com intensidade fraca e ndo especifica, fundo
barulhento ou contracorante insuficiente para determinar a fronteira
nuclear devem ser ignorados. Apenas os nucleos com sinais discretos
devem ser enumerados.

IS

. Enumeracéo do sinal

Visdo geral do tumor: Escaneie diversas areas de células cancerigenas
para considerar a possivel heterogeneidade usando uma objetiva 40X.
Evite as areas do alvo nas quais os sinais sejam fracos e selecione uma
area de boa distribuigao celular.

Contagem: Comece a andlise no quadrante esquerdo superior da area
selecionada e, escaneando da esquerda para a direita, conte o nimero de
sinais dentro da fronteira nuclear, usando uma objetiva 100X, de acordo
com as instrugdes fornecidas abaixo e na Figura 1.
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Localize todos os sinais presentes no nucleo ao focar para cima e para
baixo (eixo Z).

Conte dois sinais que sejam do mesmo tamanho e separados por uma
distancia igual ou menor do que o didmetro do sinal, como um sinal.

Nucleos com nenhum sinal ou com sinais de apenas uma cor ndo devem
ser contados. Conte apenas aqueles nlcleos com um ou mais sinais FISH
de cada cor.

Conte o nimero de sinais HER2 e o nimero de sinais CEP17 para cada nucleo.
Alterne entre laranja (HER2), verde (CEP17), verde/laranja e os conjuntos de
filtro DAPI/verde/laranja para visualizar ambas as cores, conforme necessario.
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Método recomendado para determinagao de razdao LSI HER2 a CEP17
Para determinar a razao LS| HER2 a CEP17, use o seguinte método:

1. Registre e determine o numero de sinais LS| HER2 e CEP17 em 20 nucleos (veja a folha de
classificacéo Leica HER2 FISH System - 30 Test na Figura 2 abaixo).

2. Totalize todos os sinais de LS| HER2. Isso representa o total de sinais LS| HER2 para a
contagem, por exemplo 143.

3. Totalize todos os sinais CEP17. Isso representa o total de sinais CEP17 para a contagem,
por exemplo 48.

4. Para calcular o resultado final, use o seguinte calculo:

Total de sinais LS| HER2 dividido pelo Total de sinais CEP17,
por exemplo 143/48 igual a razdo de 2,98, o que € positivo para a amplificagdo do HER2.

Observacgao importante: Se a razdo LS| HER2 a CEP17 for ambigua (1,80 - 2,20), conte
mais 20 nucleos e recalcule a razao.

Os resultados devem ser relatados como segue:
1. Se arazao for <2, a amplificagdo do gene HER2 né&o foi observada

2. Se arazao for 22, a amplificagéo do gene HER?2 foi observada

Observagao importante: Uma razdo no limite ou préxima dele (1,80 - 2,20) deve ser
interpretada com cuidado, como descrito acima.
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Guia de Interpretacao do Leica HER2 FISH System - 30 Test

Conte como 2 sinais laranja e 1 sinal verde

Nao conte. Nticleos com nenhum sinal ou com sinais de apenas
1 cor nao devem ser contados. Conte apenas aqueles nticleos
com um ou mais sinais FISH de cada cor

Conte como 1 sinal laranja e 2 sinais verdes

Conte como 3 sinais laranjas e 2 sinais verdes

Conte como 5 sinais laranjas e 4 sinais verdes. 1 sinal laranja é
difuso e 1 sinal verde é difuso

Conte como 4 sinais laranjas e 2 sinais verdes. 1 sinal laranja é
difuso. Conte 2 sinais que sejam do mesmo tamanho e sepa-
rados por uma distancia igual ou menor do que o diametro do
sinal, como um sinal

Conte como 5 sinais laranjas e 3 sinais verdes. 1 sinal laranja é
difuso

Conte como 2 sinais laranjas e 2 sinais verdes. 1 sinal laranja e 1
sinal verde sdo sobreposicao

Néo conte. Os nuicleos estao sobrepostos. £ muito dificil dizer
em quais ntcleos os sinais estao localizados

Conte como aproximadamente 16 sinais laranjas e 2 sinais
verdes

Figura 1: Guia de interpretagdao
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Folha de classificagao Leica HER2 FISH System - 30 Test

Contagem do sinal de 20 nucleos

Numero da
copia do
HER2

Ne do nucleo

Numero da
copia do
CEP17

Ne do ntcleo

Numero da
copia do
HER2

Numero da
copia do CEP17

11

12

13

14

15

16

17

18

V| O |IN[ojUn || W|IN |

19

10

20

Total 1-10

Total 11-20

HER2

CEP17

Razdo de amplificacdo

HER2:CEP17

Classificacao total 1-20

Média por célula

Figura 2: Folha de classificacdo de amostras
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Método automatizado Ariol® para a determinagdo HER2 FISH

A utilizacdo da aplicagdo da classificagado digital Ariol PathVysion® como uma ajuda na
interpretagéao foi validada independentemente num coorte diferente de amostras para utilizagéo
com o Leica HER2 FISH System. A aplicacéo da classificagao digital Ariol PathVysion, quando
utilizada em conjung¢éo com o Leica HER2 FISH System, destina-se a utilizagdo em Diagnéstico
“In Vitro”. Quando utilizada com o Leica HER2 FISH System, a aplicagdo Ariol PathVysion
devera ser calibrada para que possa ser utilizada em laminas de controlo de tecidos, ndo nas
Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123).

Todas as decisdes de diagnostico sao efetuadas pelo clinico qualificado.

Para mais informagdes, consulte o manual do utilizador Ariol.

Controle de qualidade

Uso de laminas de controle

E recomendado que uma Leica HER2 FISH Control Slide seja incluida em cada teste executado
para monitorar o desempenho da verificagao e para testar a precisdo da enumeragao de sinais.
As laminas de controle devem ser executadas para cada lote de coloragdo no BOND-MAX and
BOND-III System e com cada novo lote de reagente. Além disso, os usuarios individuais podem
optar por usar seu proprio material de controle.

Avalie a qualidade da Iamina de controle e realize a enumeragéo de sinais de acordo com as
instrugbes na secédo Avaliagdo e enumeracgao de sinais. Os critérios para a qualidade da
lamina devem ser atingidos e os resultados da razdo HER2:CEP17 devem estar dentro das
faixas estabelecidas para o desempenho aceitavel do teste. Veja a Tabela 3 para critérios de
aceitagdo das Leica HER2 FISH Control Slides.

Linha da célula | Perfil do Carga do Critérios de aceitagao Leica HER2 FISH
Bond Oracle | receptorde | System - 30 Test
HER2 IHC HER2 por HER2:CEP17
System célula*
SKBr-3 3+ 4,3x10° A amplificagdo do HER2 é observada
MDA-MB-453 24 1,4 x 10° A razao do gene HER2/CEP17 deve estar
entre 1,5-2,5
MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10* A amplificagdo do HER2 ndo é observada
MDA-MB-231 0 9,3 x 103 A amplificagdo do HER2 ndo é observada

*Anélise de carga do receptor de HER2 avaliada pela citometria de vazédo
Tabela 3: Interpretagéo Leica HER2 FISH Control Slide

Se a verificagdo de controle falhar, os resultados FISH para esse caso ndo devem ser
relatados. Se as laminas de controle falharem em satisfazer os critérios de aceitagédo, o Leica
HER2 FISH System - 30 Test pode ter sido executado incorretamente. Nesse exemplo, um teste
repetido com laminas de controle frescas e lamina(s) de amostra do paciente sera exigido. Se os
resultados estiverem fora da faixa especificada, mas as laminas de controle satisfizerem os critérios
de aceitag&o para a qualidade, pode ser recomendado a repeticdo da triagem da mesma lamina pode
ser apropriada, ja que a enumeracgao pode nao ter sido executada corretamente. Consulte o guia de
solugéo de problemas (Tabela 6) no caso de falha da hibridizagéo, tanto com a amostra quanto com
a(s) laminas(s) de controle.

Para amostras clinicas, quando a interpretagdo do sinal de hibridizagao for dificil e houver
amostras insuficientes para um novo ensaio, o teste ndo é informativo. Se ha células insuficientes
para analise, o teste ndo é informativo.

As amostras de pacientes devem ser controladas de acordo com os procedimentos padronizados
de funcionamento do laboratério. Os resultados de enumeracao e qualidade de sinal devem ser
documentados no formato adequado de um relatério.
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Limitagoes

A. Limitagoes gerais

FISH é uma técnica que precisa de treinamento especializado em todos os aspectos do procedimento
(incluindo a selecdo de reagentes adequados, tecidos, fixagdo, processamento e preparacéo
da lamina IHC) e de interpretagdo. A coloragdo do tecido depende do manuseio, da fixagcdo e
processamento do tecido antes da coloragdo. A fixagéo, o congelamento, o degelo, a lavagem, a
secagem, o aquecimento, o seccionamento incorretos ou a contaminagao por outros tecidos ou
fluidos podem produzir degradagéo de acido nucleico artificial morfolégico, fluorescéncia do fundo
ou resultados negativos falsos. Os resultados inconsistentes podem ser provenientes das variages
de fixacdo, métodos de inclusdo ou irregularidades inerentes dentro do tecido (21). A contracoloragéo
excessiva ou incompleta também pode comprometer a interpretagéo correta dos resultados.

A coloragéo ndo especifica como um resultado de sonda desacoplada tem uma aparéncia
granular difusa e pode ser visualizada a distancia do local esperado de hibridizagdo. Use
células intactas para a interpretacdo de resultados da coloracdo. As células degeneradas
ou necrosadas podem colorir de forma ndo especifica (22). A coloragcdo FISH inesperada
ou as variagdes na coloragdo podem ser resultado de alteracdes nos niveis de expressao
da codificagdo de genes. Qualquer alteragdo nos padroes de coloragdo esperados deve ser
interpretada em associagéo com todas as outras investigagdes de diagndstico. A interpretagéo
da coloragdo deve ser complementada por estudos morfolégicos e pelo uso de material de
controle adequado, além de ser avaliada dentro do contexto do histérico clinico do paciente e
de outros testes de diagnosticos, realizados por um patologista qualificado.

A realizagdo do ensaio (ou seja, as avaliagbes da adequagdo dos materiais de controle) e
a interpretacdo de qualquer coloragdo 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 de
hibridizagéo in situ e sua interpretacdo. Os resultados negativos falsos em FISH podem ser
devidos a reagdo cruzada da sonda com outras sequéncias de acido nucléico e/ou vinculagdo
nao especifica. Os controles apropriados devem ser usados e documentados, e testes devem
levar em consideragao todas as datas de validade relevantes.

Avariagéo técnica e de interpretagéo também pode ser vista quando FISH é usado em materiais
derivados da linha de células (23).

B. Limitag6es especificas do produto

Este produto n&o é projetado para uso em qualquer outra verificagédo de diagndstico baseada
em DNA.

Nao substitua os reagentes do Leica HER2 FISH System - 30 Test por nenhum outro componente
fornecido pela Leica Biosystems ou por outros fabricantes. Isso invalidara o ensaio. O usuario
deve validar quaisquer desvios dos procedimentos recomendados.

No ensaio, é recomendado usar apenas tecidos presos em fixadores baseados em formol.
O uso de qualquer outro tipo de fixador pode invalidar o ensaio.

O corte de secgdes de tecidos fora da faixa de espessura recomendada nao sera validado.
O uso de qualquer outra espessura de sec¢ao pode invalidar o ensaio.

Concordancia clinica do Leica HER2 FISH System - 30 Test para
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Mama

Este estudo examinou a adequacgédo do Leica HER2 FISH System - 30 Test para uso como um
auxiliar na determinagdo de tratamento para terapia com Herceptin (trastuzumab). O estudo
foi designado para examinar a concordancia entre o Leica HER2 FISH System - 30 Test e um
dispositivo de diagndstico previamente aprovado, o Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit, considerado como o “padréo de ouro” para essa verificagdo em tecido mamario. O critério de
aceitagéo para o teste foi que o menor limite de 95% de intervalo de seguranc¢a de um lado é maior
do que 90% entre o Leica HER2 FISH System - 30 Test e 0 manual Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit, entre casos de cancer de mama invasivos embebidos em parafina (FFPE),
fixados com formol, positivos (amplificados) e negativos (ndo amplificados).
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O estudo foi conduzido como amostras de trés locais, avaliagdo mascarada de carcinoma de
mama invasivo clinico. Cada um dos locais de investigacdo foram abastecidos com blocos de
tecido de carcinoma de mama invasivo embebidos em parafina, fixados em formol arquivados
com niveis de expressao da oncoproteina HER2 conhecidos. Um coorte de 300 amostras
consistindo em 75, 0/1+ casos IHC previamente caracterizados; 150, 2+ casos IHC previamente
caracterizados; e 75, 3+ casos IHC previamente caracterizados foram selecionados e divididos
igualmente em cada um dos trés locais de teste de investigacao.

Todos os casos foram coloridos com o manual Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Assay de acordo com as instru¢des de uso do fabricante, como especificado na bula. As secg¢des
sequenciais de cada caso foram coloridas com o Leica HER2 FISH System - 30 Test no BOND-MAX
and BOND-III System.

Todas as laminas coloridas foram mascaradas e classificadas de maneira aleatéria por um tnico
observador treinado em cada um dos trés locais de teste de investigagédo. As classificagdes
foram interpretadas como negativas com uma razdo de gene HER2/CEP17 de <2,0 e positivo
com uma razéo do gene calculada HER2/CEP17 de 22,0. Os dados foram analisados para
concordancia, pelo acordo de coloracao positiva e 0 acordo de coloragéo negativa.

Resultados de concordancia 2x2 BOND-MAX System - Mama

Os dados foram agrupados como negativos (<2,00) ou positivos (=2,00) para uma analise 2x2.
O acordo observado para 300 amostras entre os dois testes em uma analise 2x2 mostra uma
concordancia de 99,33% (298/300) com um 95% CI de 97,61-99,92% para o BOND-MAX
System.

A porcentagem do acordo positivo (sensibilidade) ou a habilidade do Leica HER2 FISH System
- 30 Test identificar corretamente os casos positivos da verificagdo Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe (a porcentagem de amostras classificadas positivas tanto para o Leica
HER2 FISH System - 30 Test e o manual Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
fora de todos os casos positivos Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) foi de
99,03% (102/103).

A porcentagem do acordo negativo (especificidade) ou a habilidade do teste em identificar
corretamente os casos negativos Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
(a porcentagem de amostras classificadas negativas tanto para o Leica HER2 FISH System -
30 Test e Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit fora de todos os casos negativos
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) foi de 99,49% (196/197). Veja a tabela 4.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Negativos (<2,0) | Positivos (=2,0) | Totais

Leica HER2 FISH Negativos (<2,0) 196 1 197

System - 30 Test

B‘(’)ND-MAX Positivos (22,0) 1 102 103
Totais 197 103 300

Concordancia geral (95% Cl) = 99,33% (97,61 - 99,92%)

Tabela 4. Concordéncia 2x2 de Leica HER2 FISH System - 30 Test no BOND-MAX System com Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit em tecido mamério.
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Resultados de concordancia 2x2 BOND-IIl System - Mama

Os dados foram agrupados como negativos (<2,00) ou positivos (22,00) para uma analise 2x2.
O acordo observado para 300 amostras entre os dois testes em uma analise 2x2 mostra uma
concordancia de 99,67% (299/300) com um 95% ClI de 98,16-99,99% para o BOND-III System.
A porcentagem do acordo positivo (sensibilidade) ou a habilidade do Leica HER2 FISH System
- 30 Test em identificar corretamente os casos positivos da verificagdo Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (a porcentagem de amostras classificadas positivas tanto
para o Leica HER2 FISH System - 30 Test e o manual Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit fora de todos os casos positivos Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit)
foi de 99,03% (102/103).

A porcentagem do acordo negativo (especificidade) ou a habilidade do teste em identificar
corretamente os casos negativos Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (a
porcentagem de amostras classificadas negativas tanto para o Leica HER2 FISH System - 30
Test e Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit fora de todos os casos negativos
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) foi de 100% (197/197). Veja a tabela 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativos (<2,0) | Positivos (=2,0) | Totais
Leica HER2 FISH Negativos (<2,0) 197 1 198
System-30Test | pogitives (22,00 | 0O 102 102
BOND-III
Totais 197 103 300

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Instrugdes de uso TA9217 EU-PT-CE-Rev_F 24/07/2015

Concordancia geral (95% Cl) = 99,67% (98,16 - 99,99%)

Tabela 5. Concordéncia 2x2 de Leica HER2 FISH System - 30 Test no BOND-III System com Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit em tecido mamario.

Concluindo, os dados gerados neste estudo demonstram que o Leica HER2 FISH System - 30
Test pode ser usado como um auxiliar na avaliagdo de pacientes para os quais o tratamento
com Herceptin (trastuzumab) seja considerado, baseado em sua alta concordancia com Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, um teste de diagnostico previamente aprovado
para esta indicacéo.
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Concordancia clinica do Leica HER2 FISH System - 30 Test com o Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Gastrico

Este estudo examinou a adequacgéo do Leica HER2 FISH System - 30 Test para uso como
um auxiliar na determinagéo de tratamento para terapia com Herceptin (trastuzumab). O
estudo foi designado para examinar a concordancia entre o Leica HER2 FISH System - 30
Test e um dispositivo de diagndstico previamente aprovado, o Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit, considerado como o "padrdo de ouro" para essa verificagdo em
tecido gastrico. O critério de aceitacdo para o teste foi que o menor limite de 95% de
intervalo de seguranga de um lado é maior do que 90% entre o Leica HER2 FISH System
- 30 Test e 0 manual Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, entre casos
de adenocarcinomas do estdbmago embebidos em parafina (FFPE), fixados com formol,
positivos (amplificados) e negativos (ndo amplificados) (incluindo jungéo gastroesofagica).
O estudo foi conduzido como amostras de adenocarcinoma gastrico invasivo clinico. O
teste foi realizado em blocos de tecido de adenocarcinoma gastrico arquivados, embebidos
em parafina, fixados com formol com niveis expressivos de gene HER2. Uma coorte de
109 amostras que consistem em 50 casos amplificados e 59 casos nao amplificados foi
selecionada.

Todos os casos foram coloridos com o manual Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit Assay de acordo com as instru¢cdes de uso do fabricante, como especificado
na bula. As segdes sequenciais de cada caso foram coloridas com o Leica HER2 FISH
System - 30 Test no BOND-MAX System.

Todas as laminas coloridas foram classificadas de maneira aleatéria por um Unico
observador treinado. As classificagdes foram interpretadas como negativas com uma
razdo de gene HER2/CEP17 de <2,0 e positivo com uma raz&o do gene calculada HER2/
CEP17 de 22,0. Os dados foram analisados para concordancia, pelo acordo de coloragédo
positiva e o acordo de coloragao negativa.

2x2 Resultados de concordancia BOND-MAX System - Gastrico

Os dados foram agrupados como negativos (<2,00) ou positivos (=2,00) para uma analise
2x2. O acordo observado para 109 amostras entre os dois testes em uma analise 2x2
mostra uma concordancia de 98,17% (107/109) com um 95% CI de 93,53-99,78% para o
BOND-MAX System.

A porcentagem do acordo positivo (sensibilidade) ou a habilidade do Leica HER2 FISH
System - 30 Test identificar corretamente os casos positivos da verificagdo Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe (a porcentagem de amostras classificadas positivas tanto
para o Leica HER2 FISH System - 30 Test e o manual Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit fora de todos os casos positivos Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit) foi de 96,00% (48/50).

A porcentagem do acordo negativo (especificidade) ou a habilidade do teste em identificar
corretamente os casos negativos Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (a
porcentagem de amostras classificadas negativas tanto para o Leica HER2 FISH System
- 30 Test e Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit fora de todos os casos
negativos Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) foi de 100% (59/59). Veja
a tabela 6.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativos Positivos (22,0) | Totais
(<2,0)

Leica HER2 Negativos (<2,0) | 59 2 61

FISH System - ['pitivos (22,00 | 0 48 48

30 Test

BOND-MAX Totais 59 50 109

Concordancia geral (95% Cl) = 98.17% (93.53—-99.78%)

Tabela 6. Concordancia 2x2 de Leica FISH System- 30 Test no Leica BOND Max System com Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit no tecido gastrico.
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Teste de precisiao — BOND-MAX System

A. Estudo de precisdo dentro do funcionamento

O estudo de precisdo dentro do funcionamento foi executado de modo cego e aleatdrio.
O teste de precisdo dentro do funcionamento do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi
avaliado em um unico local de investigagdo em 540 amostras de TMA caracterizadas
previamente HER2 contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados
com formol. O uso de TMAs para a determinagdo da precisdo dentro do funcionamento
permitiu um volume maior de casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressdo HER2
dentro de uma Unica execugdao em um Unico instrumento.

Na enumeragéo das laminas coloridas com o estudo de precisdo dentro da operagéo,
532/540 dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma
concordancia geral de 98,52% com uma Cl menor 95% de 97,10%.

B. Estudo de precisao dentro do instrumento

O estudo de precisao dentro do instrumento foi executado de modo cego e aleatdrio. O teste
de precisao dentro do instrumento do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado em um
unico local de investigagdo em 1620 amostras de TMA caracterizadas previamente HER2
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso de
TMAs para a determinagao da precisdo dentro do instrumento permitiu um volume maior de
casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressdo HER2 dentro de execugdes multiplas
em um Unico instrumento.

Na enumeracgéo das laminas coloridas com o estudo de precisdo dentro do instrumento,
1620/1620 dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma
concordancia geral de 100% com uma CI menor 95% de 99,82%.

C. Estudo de precisao entre operagoes

O estudo de precisao entre as operagdes foi executado de modo cego e aleatorio. O teste
de precisdo entre o funcionamento do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado em
um unico local de investigagao em 900 amostras de TMA caracterizadas previamente HER2
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso
de TMAs para a determinagéo da precisao entre a operagao, teste de precisao dia-a-dia
permitiu um volume maior de casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressdo do HER2
a ser testada dentro de execugdes em dias diferentes.

Na enumeracgéo das laminas coloridas com o estudo de preciséo entre as operagdes, 894/900
dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia
geral de 99,33% com uma CI menor 95% de 98,55%.

D. Estudo de precisao entre laboratérios

O estudo de precisdo entre laboratérios foi executado de modo cego e aleatério. O teste
de preciséo entre laboratérios do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado entre
trés locais de investigagdo em 513 amostras de TMA caracterizadas previamente HER2
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso
de TMAs para a determinagao do teste de precisdo entre laboratérios permitiu um volume
maior de casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressao do HER2 a ser testada entre
execucdes em instrumentos multiplos.

Na enumeracgao das laminas coloridas com o estudo de precisao entre laboratérios, 510/513
dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia
geral de 99,42% com uma Cl menor 95% de 98,30%.

E. Estudo de precisao entre observadores
O estudo de precisdo entre observadores foi executado de modo cego e aleatério. O teste
de reprodutibilidade entre observadores do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado
entre trés locais de investigagdo. Um unico observador com experiéncia em cada local de
investigagao foi usado. Dezoito casos de cancer de mama da secgéo inteira foram usados
para a precisdo entre observadores, refletindo tipos de amostras usadas em ambiente
clinico.
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Na enumeragéo das laminas coloridas com o estudo de precisdo entre observadores, 53/54
dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia
geral de 98,15% com uma Cl menor 95% de 90,11%.

F. Estudo de precisao lote a lote

O estudo de precisao lote-a-lote foi executado de modo cego e aleatério. A preciséo lote-
a-lote foi determinada em trés lotes fabricados independentemente do Leica HER2 FISH
System - 30 Test, fabricados sob a Boa pratica de fabricagdo (GMP). Cada lote foi testado em
um Unico local de investigagdo em 540 amostras TMA HER2 previamente caracterizadas,
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso
de TMAs para a determinacéo da reprodutibilidade lote-a-lote permite um volume maior de
casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressdo HER2 a ser testada entre lotes.

Na enumeragao das laminas coloridas com o estudo de precisdo lote-a-lote, 534/540 dos
casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia geral
de 98,89% com uma Cl menor 95% de 97,60%.

Teste de precisdao — BOND-IIl System

G. Estudo de precisao dentro da operagao

O estudo de precisdo dentro da operagao foi executado de modo cego e aleatério. O teste
de precisao dentro da operagéo do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado em um
unico local de investigacdo em 540 amostras de TMA caracterizadas previamente HER2
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso de
TMAs para a determinagéo da precisdo dentro da operagéo permitiu um volume maior de
casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressdo HER2 dentro de uma Unica execugao
em um unico instrumento.

Na enumeragéo das laminas coloridas com o Estudo de precisdo dentro da operagéo,
540/540 dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma
concordancia geral de 100% com uma Cl menor 95% de 99,45%.

H. Estudo de precisdo dentro do instrumento

O estudo de precisédo dentro do instrumento foi executado de modo cego e aleatério. O
teste de precisdo dentro do instrumento do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado
em um unico local de investigacdo em 1620 amostras de TMA caracterizadas previamente
HER2 contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O
uso de TMAs para a determinagéo da precisédo dentro do instrumento permitiu um volume
maior de casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressdo do HER2 dentro de execugdes
multiplas em um unico instrumento.

Na enumeragéo das Iaminas coloridas com o Estudo de precisdo dentro da operacao,
1620/1620 dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma
concordancia geral de 100% com uma Cl menor 95% de 99,82%.

I. Estudo de precisao entre operagoes

O estudo de preciséo entre operacdes foi executado de modo cego e aleatorio. O teste
de precisdo entre operagdes do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado em um
unico local de investigacdo em 900 amostras de TMA caracterizadas previamente HER2
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso de
TMAs para a determinagéo da precisao entre o funcionamento, teste de precisao dia-a-dia
permitiu um volume maior de casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressédo HER2 a
ser testada dentro de execugbes em dias diferentes.

Na enumeracgéo das laminas coloridas com o Estudo de preciséo entre operagdes, 891/900
dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia
geral de 99,00% com uma CI menor 95% de 98,11%.
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J. Estudo de precisao entre laboratérios

O estudo de precisao entre laboratorios foi executado de modo cego e aleatdrio. O teste
de preciséo entre laboratérios do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado entre
trés locais de investigagdo em 513 amostras de TMA caracterizadas previamente HER2
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso
de TMAs para a determinagéo do teste de precisédo entre laboratérios permitiu um volume
maior de casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressao do HER2 a ser testada entre
execugdes em instrumentos multiplos.

Na enumeracao das laminas coloridas com o Estudo de preciséo entre laboratérios, 511/513
dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia
geral de 99,61% com uma CI menor 95% de 98,60%.

K. Estudo de precisao entre observadores

O estudo de preciséo entre observadores foi executado de modo cego e aleatério. O teste
de reprodutibilidade entre observadores do Leica HER2 FISH System - 30 Test foi avaliado
entre trés locais de investigagdo. Um unico observador com experiéncia em cada local de
investigagao foi usado. Dezoito casos de cancer de mama da secgao inteira foram usados
para a precisdo entre observadores, refletindo tipos de amostras usadas em ambiente
clinico.

Na enumeragao das laminas coloridas com o Estudo de preciséo entre observadores, 53/54
dos casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia
geral de 98,15% com uma Cl menor 95% de 90,11%.

L. Estudo de precisao lote a lote

O estudo de precisdo lote-a-lote foi executado de modo cego e aleatério. A preciséo lote-
a-lote foi determinada em trés lotes fabricados independentemente do Leica HER2 FISH
System - 30 Test, fabricados sob a boa pratica de fabricagéo (GMP). Cada lote foi testado em
um Unico local de investigacdo em 540 amostras TMA HER2 previamente caracterizadas,
contendo casos de cancer de mama embebidos em parafina e fixados com formol. O uso
de TMAs para a determinagéo da reprodutibilidade lote-a-lote permite um volume maior de
casos cobrindo uma faixa mais ampla da expressdo HER2 a ser testada entre lotes.

Na enumeragédo das laminas coloridas com o estudo de precisdo lote-a-lote, 540/540 dos
casos avaliados demonstraram um resultado concordante, dando uma concordancia geral
de 100% com uma Cl menor 95% de 99,45%.

Robustez da avaliagao

Os estudos sobre robustez foram realizados no BOND-MAX and BOND-III System para
determinar a faixa de tolerancia do ensaio para o tempo de recuperagao de calor e temperatura;
tempo de recuperagdo de enzimas, temperatura e concentragéo; tempo de desnaturacédo e
temperatura; tempo de hibridizacéo e temperatura; tempo de rigor de lavagem e temperatura.

Os estudos de robustez que usam o protocolo padrdo BOND-MAX and BOND-III System

também foram executados fora dos limites recomendados como definido no documento de

orientagdo do FDA/ORA t ORA LAB5.3 Rev1.7 para temperatura e umidade.

* Nenhuma diferenca no status da amplificagdo foi observada quando a temperatura
padrdo para cada etapa dependente de calor foi elevada em 4 °C ou diminuida em 4 °C,
quando comparada ao protocolo padrdo Leica HER2 FISH System - 30 Test. As mais
altas classificagoes de qualidade foram observadas nas temperaturas padrdo e essas
temperaturas sao as recomendadas.

* Nao foi observada nenhuma diferenca no status da amplificacdo quando o tempo de
recuperagdo do epitopo de enzima induzido (HIER) foi executado por 20 minutos e
30 minutos a 97 °C com solucdo BOND ER1 quando comparado ao protocolo do Leica
HER2 FISH System - 30 Test padrédo. As taxas de qualidade mais altas foram observadas
no tempo padréo de 25 minutos e esse tempo de incubagao é recomendado.
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* Nao foi observada nenhuma diferenga no status da amplificagdo quando o tempo de
recuperagdo do epitopo de enzima induzido (EIER) foi executado por 15 minutos e
35 minutos a 37 °C quando comparado ao protocolo do Leica HER2 FISH System - 30 Test
padrdo. As taxas de qualidade mais altas foram observadas no tempo padréo de 25 minutos
e esse tempo de incubagéo é recomendado.

* Nenhuma diferenga no status de amplificagdo foi observada quando a concentragéo de
enzima de recuperacao do epitopo induzido de enzima (EIER) foi executado com razdes
de 1:200 e 1:500 de concentrado de enzimas/diluentes de enzima usando o protocolo do
Leica HER2 FISH System - 30 Test protocol padréo. As taxas de qualidade mais altas foram
observadas na concentragao padrao de 1:300 e essa diluicdo € recomendada.

» Nenhuma diferenca no status de amplificagao foi observada quando o tempo de desnaturagao
foi executado por 5 minutos e 15 minutos quando comparado ao protocolo do Leica HER2
FISH System - 30 Test padrdo. As taxas de qualidade mais altas foram observadas no
tempo padréao de 10 minutos e esse tempo de desnaturagéo é recomendado.

* Nenhuma diferenca no status de amplificagéo foi observada quando o tempo de hibridizagéo
foi executado por 9 horas e 15 horas quando comparado ao protocolo do Leica HER2 FISH
System - 30 Test padréo. As taxas de qualidade mais altas foram observadas no tempo
padrdo de 12 horas e esse tempo de hibridizagéo é recomendado.

» Nenhuma diferenca no status de amplificagéo foi observada quando o tempo de lavagem
pds-hibridizagao foi executado por 2, 5 e 7 minutos quando comparado ao protocolo do Leica
HER2 FISH System - 30 Test padrdo. As taxas de qualidade mais altas foram observadas no
tempo padréo de 4 minutos e esse tempo de lavagem pds-hibridizagdo é recomendado.

* Nenhuma diferenga no status de amplificagédo foi observada quando o Leica HER2 FISH
System - 30 Test foi executado a 28 °C e umidade relativa de 30% e 16 °C e umidade
relativa de 80% quando comparado com o protocolo do Leica HER2 FISH System - 30 Test
padrao realizado em condigées ambientes.

As operacgdes executadas fora dos parametros recomendados de robustez da avaliagao

testados ndo foram validados. O uso de qualquer outro parametro de teste pode invalidar o

ensaio.

O texto acima descreve as condigdes testadas e os resultados do estudo. Observe que a Leica

nao testou todas as combinagdes possiveis e ndo recomenda o uso de faixas ndo padrao para

todas as condic¢des. O protocolo do Leica HER2 FISH Staining Protocol padréo esta resumido

na Tabela 2.
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Solugao de problemas

Problema Causa provavel

Acao corretiva

Nenhum sinal/
coloracéo ou

Fixagdo incorreta ou
processamento da amostra

Certifique-se de que a fixagao baseada
em formol é usada e que o cronograma de

sinal/coloracéo de teste processamento é adequado para a amostra
fluorescente em teste.
fraco

Leica HER2 FISH System - 30
Test com data de validade
vencida esta sendo usado

Certifique-se de que o Leica HER2 FISH
System - 30 Test seja usado dentro de sua
data de validade especificada.

Selecdo incorreta do
protocolo

Certifique-se de que o padrao adequado
para o *FISH Protocol A no campo de
protocolo de coloracédo da caixa de dialogo
"Adic. lamina".

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.

Desparafinazacdoinadequada
das [daminas

Certifique-se de que o modo *Dewax esta
selecionado no campo Preparation da caixa
de didlogo "Adic. lamina"

Pré-tratamento inadequado

Certifique-se de que os protocolos de
pré-tratamento padrédo (HIER e Digestao
Enzimatica) sejam selecionados.

Ajuste o protocolo de pré-tratamento (HIER
e/ou Digestao de Enzimas) se necessario.

Desnaturagao inadequada

Certifique-se de que a desnaturagao padrao
*D10 seja selecionada.

Hibridizacdo inadequada

Certifique-se de que a hibridizacao padrao
*H12 seja selecionada.

Prorrogue o tempo de hibridizagao se
necessario.

Excesso pos-hibridizacdo
lavagem

Diminua o tempo de incubacédo de lavagem
pos-hibridizagao.

Portugués I

Operacao interrompida antes
da conclusao

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

Equipamento de microscopio
de fluorescéncia inadequado

. Conjunto de filtros
inadequado

. Lampada incorreta
. Lampada vencida
. Tipo de dleo incorreto

Certifique-se de que todo o equipamento
de microscépio de fluorescéncia usado

é adequado para a verificacao sendo
executada, confirme:

. Conjunto de filtros adequado
. Lampada adequada
. Boa resisténcia da lampada

. Oleo adequado para uso em
microscopio de imersao a 6leo

Excesso de exposicdo a luz UV
(fotodegradacéo)

Armazene as laminas antes e depois da
avaliacdo no escuro para preservar os sinais
fluorescentes. Para manter o sinal por longo
tempo, armazene as laminas a -20 °C.
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Problema

Causa provavel

Acao corretiva

Coloragdo de
fundo/sinal
fluorescente nao
especifico

Pés-hibridizacdo inadequada
lavagem

Aumente otempodeincubacdo delavagem
pés-hibridizacéo.

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.

Desparafinazacdoinadequada
das laminas

Certifique-se de que o modo Dewax estd
selecionado no campo Preparation da caixa
de didlogo "Adic. lamina"

Reacéo cruzada ndo
especifica com areas de
necrose do tecido

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 nao for
possivel, avalie e selecione as areas que
mostram melhores padrdes de fixacao em
conjunto com uma seccdo colorida H&E.

Sec¢Oes aderentes a laminas
usando adesivos alternativos

Use as BOND Plus Slides (521.2113).

Preservacao ruim
da morfologia do
tecido

Fixacdo e processamento do
tecido inadequada

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 nao for
possivel, avalie e selecione as areas que
mostram melhores padrdes de fixacao em
conjunto com uma seccdo colorida H&E.

Pré-tratamento inadequado

Ajustedo protocolo pré-tratamento (HIERou
Digestdo enzimética).

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 (ex.: BOND Plus Slides $21.2113).
Certifique-se de que as laminas recebam
drenagem adequada e que sejam
incubadas por 1 hora a 60 °C.

Tabela 7: Guia de solugdo de problemas Leica HER2 FISH System - 30 Test

Se algum problema associado ao Leica HER2 FISH System - 30 Test estiver fora do escopo do
guia de solucao de problemas, entre em contato com o departamento de assisténcia técnica ou
distribuidor da Leica Biosystems para obter ajuda.
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Contrato de licenga
Este produto contém sondas PathVysion FISH fornecidas por Abbott Molecular Inc.

PathVysion, LS| e CEP sdo marcas registradas Abbott Molecular Inc. Todos os direitos
reservados. Usado sob licenga.

Adicoes a edigao anterior
Dados gastricas adicionado.

Data da edicao
24 de Julho de 2015

Identificacdo dos simbolos
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Fabricante SN Numero de série

Herceptin € uma marca registrada de Genentech, Inc. e Hoffmann-La Roche Ltd.
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