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APLICACAO

O VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA HER2 (4B5)) destina-se a
ser utilizado na deteccdo semi-
quantitativa do antigénio HER2 em
secgdes de tecido da mama e gastrico
normal e neoplasico fixado em formol
e impregnado em parafina, num
dispositivo automatico de coloragéo
IHC/ISH da VENTANA.

E indicado como um auxiliar da
avaliac&o de doentes com cancro da
mama e gastrico para os quais se
considera o tratamento com Herceptin e para doentes com cancro da mama para 0s
quais se consideram tratamento com Kadcyla (trastuzumab emtansine) ou Perjeta
(pertuzumab).

Este produto devera ser interpretado por um patologista qualificado, em conjunto com
um exame histologico, a informacéo clinica relevante e os controlos adequados.

Este anticorpo destina-se a ser utilizado no diagndstico in vitro.

RESUMO E EXPLICAGAO

VENTANA O HER2 (4B5) é um anticorpo monaclonal de coelho (clone 4B5)
direccionado contra o dominio interno da oncoproteina c-erbB-2 (HER2). A oncoproteina
c-erbB-2 foi clonada e caracterizada por Akiyama et al em 1986.1 E uma glicoproteina
transmembranosa com cerca de 185 kD, estruturalmente semelhante ao receptor do
factor de crescimento epidérmico (EGFR). A proteina estd associada a actividade da
tirosina cinase semelhante a de varios receptores do factor de crescimento e a das
proteinas de transformacéo da familia src. A sequéncia de codificagdo é consistente
com o dominio de ligag&o extracelular e com o dominio de cinase intracelular. Isto
sugere que a HER2 pode estar envolvida na transdugéo do sinal e na estimulag&o da
actividade mitogénica.l

O clone 4B5 mostrou reagir com uma proteina de 185 kD de lisados celulares de
SK-BR-3 através de andlises Western Blot. A SK-BR-3 é uma linha celular de carcinoma
da mama que apresenta uma expressdo 128 vezes superior & do mRNA de HER2.2

0 tamanho da banda identificada correlaciona-se bem com o indicado para a proteina
HER2 (185 kD).1 Experiéncias imuno-histoquimicas com linhas celulares transfectadas
(HEK293) tém demonstrado que o clone 4B5 produz a coloragéo de células
transfectadas com HER2 e de células transfectadas com HER4. N&o se observou a
coloragdo de células transfectadas com HER1 ou HER3. Os dados da analise Western
Blot com proteina recombinante HER4 também indicaram que o clone 4B5 reconhece
um epitopo de HER4.

No carcinoma da mama, a proteina HER2 expressa-se a um nivel detectavel pela
imuno-histoquimica numa percentagem que chega a atingir os 20% dos
adenocarcinomas de varios locais. Entre 15 a 30% dos cancros canaliculares invasivos
s80 positivos para a HER2.3 Quase todos os casos de doenca de Paget da mama? e
até 90% dos casos de carcinoma canalicular in situ do tipo comedéo s&o positivos.3

No carcinoma gastrico, a proteina HER2 expressa-se a um nivel detectavel pela imuno-
histoquimica numa percentagem de até 30% de tipo intestinal, 15% de tipo misto e 5%
de cancros gastricos de tipo difuso. A detec¢do imuno-histoquimica de sobreexpressao
da proteina HER2 também é utilizada como auxiliar da determinacéo dos doentes para
os quais é indicada a terapéutica direccionada para HER2.5:31-35

Os resultados da coloracéo foram avaliados pela Ventana com o clone 4B5 em tecidos
normais, em tecidos neoplasicos e em 322 casos de carcinoma da mama. Nos tecidos
normais testados, a expresséo foi consistente com a literatura publicada, na medida em
que ndo foi observada uma coloragéo do citoplasma/membrana especifica inesperada,

Figura 1. Coloragdo de VENTANA
anti-HER2/neu (4B5) 3+ no carcinoma
gastrico.
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com as seguintes excepcdes: dois casos de amigdalas demonstraram coloracéo da
membrana das células epiteliais, um caso da paratiréide e um caso do epitélio
esofagico. Dos tecidos neoplasicos examinados, foi observada coloragéo do
citoplasma/membrana nas células cancerigenas da mama, célon e ovarios. Foram
avaliados trezentos e vinte e dois (322) carcinomas da mama com o clone 4B5 num
estudo comparativo de métodos com PATHWAY HER-2/neu (CB11). Existe uma
correlacéo significativa da coloragéo entre estes dois testes. Consultar a secgao
Resumo dos resultados previstos para obter informages adicionais. Podem ser
consultadas informag@es adicionais sobre o clone 4B5 nas Referéncias.24-30

A utilizac&o do VENTANA HER2 (4B5) pré-diluido e do iVIEW DAB Detection Kit e
ultraView Universal DAB Detection Kit prontos a utilizar, em combinagéo com um
dispositivo automatico de coloragdo IHC/ISH da VENTANA, reduz a possibilidade de
erro humano e da inerente variabilidade resultantes da diluic&o de reagente individual,
da pipetagem manual e da aplicagdo manual de reagente.

SIGNIFICADO CLINICO

O cancro da mama é o carcinoma mais comum que ocorre na mulher e a segunda
causa de morte relacionada com o cancro. Na América do Norte, as hipéteses de uma
mulher vir a contrair cancro da mama s&o de uma em oito.8 A deteccéo precoce e 0
tratamento com terapéuticas apropriadas podem afectar significativamente a taxa geral
de sobrevivéncia.” O cancro gastrico € o quarto cancro mais comum e a segunda causa
de morte relacionada com cancro a nivel global. A cirurgia é o tratamento mais comum
para o cancro do estdmago. No entanto, a maioria dos casos de cancro gastrico &
detectada numa fase avangada, dificultando frequentemente a realizagéo da cirurgia.

A quimioterapia é utilizada para tratar o cancro gastrico avangado, embora a taxa de
sobrevivéncia de doentes com cancro seja muito baixa. Pequenas amostras tecidulares
podem ser facilmente utilizadas na imuno-histoquimica (IHC) de rotina, tornando esta
técnica, aliada a anticorpos que detectam os antigénios importantes na interpretacéo
dos carcinomas, uma ferramenta eficaz para o patologista no seu diagnostico e no
prognoéstico da doenga. Actualmente, um importante marcador no cancro da mama e
gastrico é a oncoproteina c-erbB-2 (HER?2).

A HER2 é uma proteina transmembranar.8 Esté estreitamente relacionada com o EGFR
e, tal como 0 EGFR, apresenta actividade da tirosina cinase.l A amplificaio genética e
a correspondente sobreexpresséo da c-erbB-2 foi encontrada numa variedade de
tumores, incluindo os carcinomas da mama e géstrico.8:9

As terapéuticas direccionadas para HER2 demonstraram ser benéficas para alguns
doentes com carcinoma da mama e gastrico. Apenas os doentes com carcinomas da
mama e gastricos positivos para HER2 devem beneficiar de um tratamento direccionado
para HER2. Os diagndsticos in vitro para a determinagédo do estado da HER2 nos
carcinomas da mama e gastrico s@o importantes, pois auxiliam o médico a determinar
os doentes elegiveis para tratamento com terapias direccionadas para HER2.

A interpretacdo dos resultados de qualquer sistema de detecgéo da HER2 tem que ter

em conta o facto de que a HER2 é expressa tanto nos tumores cancerigenos da mama
como gastricos e no tecido saudavel, embora com niveis e com padrdes de expressao

diferentes.10 As preparag@es de tecido histologico tém a vantagem de a morfologia do

tecido intacto auxiliar na interpretagéo da positividade da HER2 da amostra.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

VENTANA O HER2 (4B5) é um anticorpo monoclonal de coelho que se liga 8 HER2 nas
secgdes de tecido impregnadas em parafina. O anticorpo especffico pode ser localizado
por uma formulag&o de anticorpo secundario conjugado com biotina que reconhece as
imunoglobulinas de coelho, seguido pela adicdo de um conjugado de estreptavidina-
peroxidase de rabano (HRP) (i\VIEW DAB Detection Kit) ou de um conjugado de anticorpo
secundario com HRP (ultraView Universal DAB Detection Kit). O complexo de anticorpo-
enzima especifico é entdo visualizado com um produto de reacgéo do precipitado da
enzima. Cada etapa € entdo incubada durante um tempo e a uma temperatura
especificos. No fim de cada etapa de incubaco, as secgdes séo lavadas pelo dispositivo
automatico de coloragdo IHC/ISH da VENTANA para parar a reacgao e para retirar o
material ndo ligado que prejudicaria a reaccéo desejada nas etapas subseguentes. O
dispositivo aplica igualmente uma solugéo de protecgéo Liquid Coverslip para minimizar a
evaporagdo dos reagentes aquosos da lamina que contém a amostra.

Os casos clinicos devem ser avaliados dentro do contexto de desempenho dos
controlos apropriados. A Ventana recomenda a incluséo de um controlo de tecido
positivo fixado e processado da mesma forma que a amostra do doente (por exemplo,
um carcinoma fraco-positivo da mama ou géstrico). Para além da coloragéo com
VENTANA HER?2 (4B5), deve proceder-se & coloragéo de uma segunda lamina com
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Para que o teste seja considerado valido, o tecido
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de controlo positivo deve apresentar uma coloragéo de membrana das células tumorais.
Estes componentes devem ser negativos quando corados com CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig. Além disso, recomendamos que seja incluida uma lamina de controlo
de tecido negativo (por exemplo, um carcinoma da mama ou gastrico negativo para
HER?2) para cada lote de amostras processadas e executadas no dispositivo automatico
de coloracéo IHC/ISH da VENTANA. Este controlo de tecido negativo deve ser corado
com VENTANA HER2 (4B5) para assegurar que a intensificacdo do antigénio e outros
procedimentos do tratamento néo criaram coloracdes falsas-positivas.

REAGENTES FORNECIDOS

VENTANA HER2 (4B5) O dispensador contém reagente suficiente para 50 testes.

Um dispensador de 5 ml de VENTANA HER2 (4B5) contém aproximadamente 30 pg de
um anticorpo monoclonal de coelho direccionado contra o antigénio de c-erbB-2 humano.

O anticorpo é diluido em 0,05 M de solucéo salina de tampéo Tris, 0,01 M de EDTA,
0,05% de Brij-35 com 0,3% de proteina transportadora e 0,05% de azida de s6dio

(um conservante). Na solucdo mée ha vestigios de soro fetal de vitela,
aproximadamente 0,25%.

A concentracdo de proteina total do reagente é de aproximadamente 16 mg/ml. A
concentracdo especifica do anticorpo é de aproximadamente 6 pg/ml. O VENTANA HER2
(4B5) consiste em IgG de coelho diluida a partir de sobrenadantes da cultura de tecido.
Consultar o folheto informativo incluido na embalagem do kit de detecgdo VENTANA
apropriado para obter descricbes detalhadas sobre: (1) Principios do procedimento,
(2) Materiais e reagentes necessarios, mas ndo fornecidos, (3) Colheita e preparacéo
das amostras para andlise, (4) Procedimentos de controlo de qualidade, (5) Resolugao
de problemas, (6) Interpretacéo dos resultados e (7) LimitagOes gerais.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Os reagentes de coloragdo como os dos kits de deteccdo VENTANA, e 0s componentes
auxiliares, incluindo laminas de controlo de tecidos positivos e negativos, ndo sao formecidos.
Os produtos indicados no folheto informativo podem néo estar todos disponiveis em
todas as regides. Consultar o representante de assisténcia local.

CONSERVAGCAO

Conservar entre 2 e 8 °C. N&o congelar.

Para garantir uma correcta distribuicdo de reagente e a estabilidade do anticorpo apds
cada processamento, dever-se-a voltar a colocar a tampa, e o dispensador devera ser
imediatamente colocado no frigorifico em posicéo vertical.

Cada dispensador de anticorpo tem indicada a respectiva data de validade. Quando
correctamente conservado, o reagente permanece estavel até a data indicada no rétulo.
Né&o utilizar o reagente depois de ultrapassada a data de validade.

PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Os tecidos processados regularmente, fixados em formol e impregnados em parafina,
séo adequados para utilizacdo com este anticorpo primario quando utilizados com os
kits de detecgdo VENTANA e dispositivos automaticos de coloragdo VENTANA
BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT e BenchMark ULTRA. O fixador de tecido
recomendado € o formol neutro tamponado a 10%.2

Devem ser cortadas secgdes com aproximadamente 4 um de espessura que serao,
posteriormente, colocadas em ldminas de vidro. As laminas devem ser Superfrost Plus ou
equivalente. Os estudos realizados pela Ventana indicam que o tecido cortado seco ao ar
e as seccdes de linhas celulares conservados a 2-8 °C permanecem estaveis durante,
pelo menos, 6 meses. Cada laboratdrio deve validar a estabilidade do corte da lamina de
acordo com os seus proprios procedimentos e condigdes ambientais de conservagao.

ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

1. Para utilizagdo em diagndstico in vitro (IVD).

2. Autilizag8o deste produto para seleccéo de doentes elegiveis para terapéuticas
Kadcyla ou Perjeta podera néo estar disponivel em todas as regides. Consultar o
representante local da Roche para confirmar a disponibilidade em locais
especificos.

3. Evitar o contacto dos reagentes com os olhos e membranas mucosas. Se 0s
reagentes entrarem em contacto com areas sensiveis, lavar com 4gua abundante.

4. Os materiais de origem humana ou animal deverao ser manuseados como materiais
que constituem perigo bioldgico e devem ser eliminados com as devidas precaugdes.

5. Evitar a contaminacdo microbiana dos reagentes, pois tal podera dar origem a
resultados incorrectos.
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6. Quando utilizado de acordo com as instrucdes, este produto néo é classificado
como substancia perigosa. O conservante no reagente é a azida de sédio.
Os sintomas de exposicéo excessiva a azida de sédio incluem irritacdo cutanea e
dos olhos, bem como irritagéo das membranas mucosas e do tracto respiratorio
superior. A concentragéo de azida de sddio neste produto é de 0,05% e ndo
atinge os critérios OSHA para classificacdo como substancia perigosa.
A acumulacéo de NaN3 pode reagir com as canalizagbes de chumbo e cobre
dando origem a azidas metalicas altamente explosivas. Durante a eliminagao,
juntar com grande volume de &gua para evitar a acumulacéo de azida na
canalizagio.12 E possivel a ocorréncia de reacgdes alérgicas sistémicas em
individuos sensiveis.

7. Consultar as autoridades locais ou estatais no gue se refere ao método de
eliminacéo recomendado.

8.  Consultar a ficha de dados de seguranga do produto para obter informagdes
adicionais.

PROCEDIMENTO DE COLORAGAO

Os anticorpos priméarios da VENTANA foram desenvolvidos para utilizagdo em
dispositivos de coloragdo automaticos VENTANA BenchMark, BenchMark GX,
BenchMark XT e BenchMark ULTRA em combinagao com os kits de deteccéo
VENTANA e acessorios. Consultar a Tabela 1 e Tabela 2 para os protocolos de
coloragéo recomendados.

Este anticorpo foi optimizado para tempos de incubac&o especificos, mas o utilizador
tera de validar os resultados obtidos com este reagente.

Os parametros para 0s procedimentos automaticos podem ser apresentados, impressos
e editados de acordo com o procedimento no Manual do Operador do instrumento.
Consultar o folheto informativo incluido na embalagem do kit de deteccdo VENTANA
adequado, para obter mais informagcdes relativamente aos procedimentos de coloracéo
imuno-histoquimica.

Tabela 1. Protocolo de coloracdo recomendado para o0 VENTANA HER2 (4B5) com
iVIEW DAB Detection Kit num instrumento BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT
e instrumento BenchMark ULTRA.

Método
Instrumento Instrumento
Tipo de BenchMark e Instrumento BenchMark
procedimento BenchMark GX BenchMark XT ULTRA
Desparafinagéo Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Cell Conditionin
fovelacio co 9 | Cell Conditioning 1, gg'r! dioring 1, | ULTRACCL
Y Padréo x ' moderado
antigénio) Padrdo
Anticorpo . o 32 minutos, 24 minutos,
(primario) 82 minutos, 37°C | 5700 36°C
A/B Block
(blogqueio da Né&o seleccionado Seleccionado Seleccionado
biotina)
Contrastante Hematoxylin I, Hematoxylin II, Hematoxylin I,
(hematoxilina) 4 minutos 4 minutos 4 minutos
Pés-contrastante | Bluing, 4 minutos Blumg, Blumg,
4 minutos 4 minutos
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Tabela 2. Protocolo de Coloragdo Recomendado para VENTANA HER2 (4B5) com
ultraView DAB Detection Kit num instrumento. BenchMark, BenchMark GX,
BenchMark XT e BenchMark ULTRA.

Método

Instrumento

BenchMark, BenchMark | Instrumento
Tipo de procedimento GX e BenchMark XT BenchMark ULTRA
Desparafinacéo Seleccionado Seleccionado
Cell Conditioning Cell Conditioning 1, ULTRA CC1,
(revelagdo de antigénio) moderado moderado

Anticorpo (primario) 16 minutos, 37 °C 12 minutos, 36 °C

ultraWash Seleccionado Seleccionado
Contrastante Hematoxylin Il Hematoxylin II,
4 minutos 4 minutos

Pés-contrastante Bluing, 4 minutos Bluing, 4 minutos

PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE
Controlos do sistema de linha celular

A Ventana tem disponivel, como produto separado, quatro controlos de linha celular
fixados em formol, impregnados em parafina, seccionados e colocados numa Unica
l&mina carregada. As laminas de controlo PATHWAY HER-2 4 em 1 (referéncia
781-2991) podem ser (teis para uma validacéo preliminar do método de processamento
utilizado para a coloracéo de laminas com VENTANA HER2 (4B5). Estes quatro
controlos de linha celular séo caracterizados pela hibridac&o in situ para o nimero de
copias genéticas. Quando processadas e coradas de forma apropriada, as linhas
celulares devem apresentar uma coloracdo como a descrita na Tabela 4. Se a coloragéo
indicada nao for evidente nos nucleos apropriados, especialmente os controlos 1+ e 2+,
deve repetir-se a coloragéo dos tecidos.

Tabela 3. Caracteristicas das laminas de controlo PATHWAY HER-2 4 em 1

0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 1,12
2+ MDA-MB-453 2,66
3+ BT-474 5,53

* A relacdo HER2/Chrl7 é uma média de trés lotes de laminas de controlo PATHWAY
HER-2 4 em 1 determinada utilizando a hibridacéo por fluorescéncia in situ (FISH).

Controlo tecidular positivo

Deve ser processado um tecido de controlo positivo, que tenha sido fixado e processado
da mesma forma que as amostras do doente, para cada conjunto de condigdes de teste
e com cada procedimento de coloracdo VENTANA HER? (4B5) realizado. Este tecido
podera conter componentes ou células de coloragéo negativa e positiva e servir como
tecido de controlo positivo e negativo. Os tecidos de controlo deverdo ser amostras
recém-colhidas de autdpsia, biépsia ou cirurgia, preparados ou fixados o mais cedo
possivel de forma idéntica as sec¢des de teste. Tais tecidos poderdo monitorizar todas
as etapas da andlise, desde a preparac&o dos tecidos até a coloracdo. A utilizacéo de
uma sec¢éo de tecido fixado ou processado de forma diferente da amostra de teste
faculta um controlo para todos os reagentes e etapas do método, excepto para a fixacéo
e preparagao de tecidos. Um tecido com coloracéo positiva fraca é mais adequado do
que um tecido com colorag&o positiva intensa para um controlo de qualidade ideal e
para a detec¢do de niveis reduzidos de degradagao dos reagentes. Idealmente, deve
escolher-se um tecido que se saiba ter uma coloracéo fraca mas positiva para assegurar
que o sistema é sensivel a pequenas quantidades de degradagao de reagente ou
problemas com a metodologia IHC. Geralmente, no entanto, o tecido neoplasico positivo
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para HER2 é fortemente positivo devido a natureza da patologia (sobreexpresséo).
Um exemplo de um controlo positivo para HER2 (4B5) € um carcinoma da mama
invasivo conhecido como sendo fraco-positivo para HER2 ou uma amostra de
carcinoma gastrico fraco-positivo. Os componentes tecidulares com colora¢éo positiva
(coloragdo membranosa das células neoplasicas) sdo utilizados para confirmar a
aplicagéo do anticorpo e o correcto funcionamento do instrumento.

Os controlos tecidulares positivos conhecidos deverdo ser utilizados apenas para
monitorizar o correcto desempenho dos tecidos processados e dos reagentes de teste,
e ndo para auxiliar na determinacao de um diagndstico especifico de amostras de doentes.

Controlo tecidular negativo

Podera ser utilizado como controlo tecidular negativo a mesma lamina utilizada para o
controlo tecidular positivo (carcinoma da mama invasivo canalicular ou lobular ou
carcinoma gastrico). Os componentes sem coloragao (estroma circundante, células
linféides e vasos sanguineos) deverdo demonstrar a auséncia de coloragdo especifica e
fornecer uma indicagao de coloracao especifica de fundo (resultado falso positivo) com
0 anticorpo primério. Utilizar um tecido conhecido negativo, fixado, processado e
impregnado de forma idéntica a(s) amostra(s) do doente.

Controlo de reagente negativo

Devera ser processado um controlo de reagente negativo para cada amostra, para
auxiliar na interpretag&o dos resultados. E utilizado um controlo de reagente negativo
em vez do anticorpo primario para avaliar a coloracdo ndo especifica. Deve proceder-se
a coloragéo da lamina com CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. O periodo de
incubacéo do controlo de reagente negativo devera ser igual ao periodo de incubagéo
do anticorpo primario.

Discrepancias inexplicaveis

As discrepancias inexplicadas nos controlos devem ser mencionadas, de imediato,

ao seu representante de assisténcia local. Se os resultados do controlo de qualidade
ndo estiverem em conformidade com as especificacdes, os resultados dos doentes s&o
invélidos. Consultar a secgao de Resolucéo de problemas deste folheto. Identificar e
corrigir o problema e, em seguida, repetir as amostras dos doentes.

Verificacdo do ensaio

Antes da primeira utilizacdo de um anticorpo ou de um sistema de coloragéo num
procedimento de diagndstico, a especificidade do anticorpo devera ser verificada através
de testes numa série de tecidos com caracteristicas de desempenho imuno-histoquimicas
conhecidas, representando tecidos conhecidos positivos e negativos (consultar os
Procedimentos de controlo de qualidade anteriormente descritos nesta sec¢éo do folheto
informativo, bem como as recomendagdes de Controlo de Qualidade do College of
American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist, 13
e a norma CLSI Approved Guidelinel4). Estes procedimentos de controlo de qualidade
devem ser repetidos para cada novo lote de anticorpo ou sempre que houver alteragdes
nos parametros do ensaio. Os tecidos de cancro da mama e gastrico com um estado de
HER?2 conhecido sdo adequados para a verificagdo do ensaio.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

O procedimento automatico de imuno-coloracdo da VENTANA provoca a precipitacéo
de um produto de reaccdo de cor castanha (DAB) nos locais do antigénio identificados
pelo VENTANA HER2 (4B5). Um patologista qualificado com experiéncia em
procedimentos imuno-histoquimicos tem que avaliar os controlos e qualificar o produto
corado antes de interpretar os resultados.

Controlos positivos

O controlo tecidular corado positivo devera ser examinado primeiro para conferir que
todos os reagentes estdo a funcionar correctamente. A presencga de um produto de
reacgéo com coloragao correcta dentro da membrana das células alvo indica uma
reactividade positiva. Dependendo da duracéo da incubacéo e da poténcia da
hematoxilina utilizada, a contra-colorac&o resultara numa coloracéo azul clara a escura
dos nicleos das células. A adigao excessiva ou insuficiente de contrastante pode
comprometer a interpretagéo correcta dos resultados.

Se o controlo tecidular positivo ndo demonstrar uma coloragéo positiva, quaisquer
resultados das amostras de teste deverdo ser considerados invalidos.

Controlos tecidulares negativos

O controlo tecidular negativo devera ser examinado depois do controlo tecidular positivo
para verificar a identificacdo especifica do antigénio alvo pelo anticorpo primario.

A auséncia de coloragdo especifica no controlo tecidular negativo confirma a
inexisténcia de reactividade cruzada do anticorpo relativamente as células ou
componentes celulares. Se ocorrer uma coloracao especifica no controlo tecidular
negativo, os resultados da amostra do doente deveréo ser considerados invalidos.
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Controlos de reagente negativo

A coloracdo ndo especifica, se existente, tera uma aparéncia difusa. Podera ser
igualmente observada uma coloragéo ligeira esporadica do tecido conjuntivo em
seccdes de tecidos excessivamente fixadas em formol. Deverdo ser utilizadas células
intactas para a interpretacdo dos resultados da coloracdo, uma vez que as células
necréticas ou degeneradas, muitas vezes, coram de forma néo especifica.

Tecido do doente

As amostras do doente deverdo ser examinadas em Ultimo lugar. A intensidade da
coloragdo positiva devera ser avaliada dentro do contexto de qualquer coloragéo de
fundo do controlo de reagente negativo. Tal como acontece com qualquer teste de
imuno-histoquimica, um resultado negativo significa que o antigénio em questao néo foi
detectado, e ndo que o antigénio ndo existe nas células ou tecidos analisados.

Ao interpretar qualquer resultado de imuno-histoquimica, a morfologia de cada amostra
de tecido devera ser igualmente examinada utilizando uma secgéo corada com
hematoxilina e eosina. Os resultados morfolégicos e os dados clinicos pertinentes do
doente devem ser interpretados por um patologista qualificado.

INTERPRETACAO DA COLORACAO

Convengdes de pontuagdo para a interpretacdo do VENTANA HER2 (4B5) no
carcinoma da mama

Os carcinomas da mama considerados positivos para a sobreexpresséo da proteina
HER?2 tém de ir ao encontro do limiar dos critérios para a intensidade de coloragéo

(2+ ou superior numa escala de 0 a 3+) e da percentagem de células de tumor positivas
(superior a 10%). A coloragao tem também de localizar a membrana celular. A coloragéo
citoplasmica pode ainda estar presente, mas esta coloracéo ndo esta incluida na
determinacéo da positividade. Examinar a sec¢ao de tecido completa para garantir a
pontuagao apenas em areas bem preservadas e bem coradas. A coloragdo que rodeia
totalmente a membrana citoplasmica deve ser pontuada como uma intensidade de “2+"
ou “3+". A coloracdo parcial da membrana deve ser pontuada como “1+". Podera ser
necessario examinar os casos borderline com uma ampliagdo de 40X ou mais para
discriminar entre intensidades de “1+" e “2+". Em contraste com casos pontuados com
uma intensidade de 3+, a coloragdo pontuada com 2+ tem um anel mais vivo e mais bem
delineado, ao passo que o0s casos pontuados com 3+ apresentam um contorno bastante
compacto. Em baixo podera ver um quadro de referéncia rapida para os critérios de
coloracdo. Consultar o Interpretation Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Monaclonal Primary Antibody staining of breast and gastric carcinoma para obter uma
descrigAo mais detalhada com fotografias de coloragdo com VENTANA HER2 (4B5).

Tabela 4. Critérios para a intensidade e padréo de coloragdo da membrana celular com
VENTANA HER? (4B5) no carcinoma da mama.

Pontuacéo
(apresentar ao Avaliacéo da
Padréo de coloragdo médico assistente) | coloragdo de HER2
N&o é observada coloracéo 0 Negativa
da membrana
Coloragéo esbatida e parcial
da membrana em gualquer !
= . +
proporc&o das células 1 Negativa
cancerigenas
Coloracéo completa fraca da
membrana, superior a 10% 2+ Equivoco*
das células cancerigenas
Coloracéo completa intensa
da membrana, superior a -
. +
10% das células 3 Positiva
cancerigenas

*Reflexo recomendado para ISH

Convengdes de pontuagdo para a interpretagdo de VENTANA HER2 (4B5) no
carcinoma gastrico

Os carcinomas gastricos considerados positivos para a sobreexpresséo da proteina
HER?2 tém de ir ao encontro do limiar dos critérios para a intensidade e padrdo de
coloracéo da membrana (2+ ou superior numa escala de 0 a 3+) e da percentagem de
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células tumorais positivas. A coloracéo tem de localizar a membrana celular, mas nédo
tem de cobrir a circunferéncia completa, uma vez que a coloragéo basolateral &
regularmente observada e devera ser considerada na pontuagao. A coloragéo do
citoplasma e/ou do ndcleo pode estar presente, mas esta coloracéo ndo é incluida na
determinagdo de positividade. No carcinoma gastrico, a percentagem de células
tumorais positivas depende de a amostra se tratar de uma amostra de bi6psia

(=5 células coesas) ou de uma amostra de ressecgao (210%).

Aguando da defini¢do das directrizes de pontuagao para a imuno-histoquimica da HER2
no cancro gastricol®, ter em considerac&o que embora uma coloragdo membranosa
intensa constitua uma evidéncia da sobreexpressao da proteina HER2 em células
neoplasicas, ndo é necessario que seja completamente circunferencial.

Rischoff et al referiram uma colorac&o citoplasmica difusa com ou sem coloracéo
nuclear no cancro gastrico.16 Apenas a coloragio membranosa devera ser utilizada na
determinagdo da expresséo da proteina HER2 no cancro gastrico.

A coloragdo imuno-histoquimica com o clone 4B5 pode produzir uma coloracéo
citoplasmica e nuclear da mucosa gastrica normal e, mais raramente, das células
neoplasicas no carcinoma gastrico e no carcinoma gastro-esofagico. Actualmente,
desconhece-se a natureza desta coloragao citoplasmica e nuclear. Este padréo de
coloragéo nao deve ser confundido com a coloracdo membranosa discreta, que &
indicativa de positividade de HER2 nas células neoplasicas.

Consultar o Interpretation Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody staining of breast and gastric carcinoma para obter uma descricdo mais
detalhada com fotomicrografias de coloragéo com VENTANA HER? (4B5).

Tabela 5. Critérios para a intensidade e padréo de coloragdo da membrana celular com
VENTANA HER?2 (4B5) no carcinoma gastrico.

Pontuacéo Avaliacéo
(apresentar | da
Padréo de coloragdo - Padréo de coloragdo - | ao médico coloracéo
Amostra de ressec¢cdo | Amostra de bidpsia requisitante) | de HER2
Sem reactividade ou Sem reactividade ou
reactividade reactividade 0 Negativa
membranosa em <10% membranosa em
das células tumorais qualquer célula tumoral
Reactividade Agrupamento de
membranosa esbatida/ | células tumorais* com
quase imperceptivel em uma reactividade
210% das células membranosa esbatida/
tumorais; as células sdo | quase imperceptivel, 1+ Negativa
reactivas apenas em independentemente da
parte da membrana percentagem de
células tumorais
coradas
Reactividade Agrupamento de células
membranosa basolateral | tumorais com uma
ou lateral fraca a reactividade
moderadamente membranosa
cqmpleta em ;10% das | basolateral ou lateral 94 Equivoco™
células tumorais fraca a moderadamente
completa,
independentemente da
percentagem de células
tumorais coradas
Reactividade Agrupamento de células
membranosa basolateral | tumorais com uma
ou lateral intensa e reactividade
completa em 210% das membranosa
células tumorais basolateral ou lateral 3+ Positiva
intensa e completa,
independentemente da
percentagem de células
tumorais coradas
*25 células coesas
** Reflexo recomendado para ISH
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LIMITACOES neoplasicas no carcinoma gastrico e no carcinoma gastro-esofagico. Actualmente,

desconhece-se a natureza desta coloracdo citoplasmica e nuclear. Este padrdo
de coloracéo ndo deve ser confundido com a coloragdo membranosa discreta,
que € indicativa de positividade de HER2 nas células neoplasicas.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O desempenho do anticorpo VENTANA HER2 (4B5) foi avaliado através da realizacéo
de estudos comparativos de métodos, especificidade e reprodutibilidade. Todos os
procedimentos de coloragéo foram realizados utilizando o protocolo iVIEW DAB
Detection Kit referido acima num dispositivo automatico de coloragdo Benchmark XT,

Limitagdes gerais

1. Aimuno-histoquimica é um processo de diagnéstico de varias etapas que exige
uma formacéo especializada na seleccéo dos reagentes apropriados, seleccdes
de tecidos, fixagéo, processamento, preparacdo da lamina imuno-histoquimica e
interpretacdo dos resultados da coloracéo.

2. Acoloragéo do tecido depende do manuseamento e do processamento do tecido
antes da colorag&o. Uma incorrecta fixagéo, congelacéo, descongelacéo, lavagem,
secagem, aguecimento, seccionamento ou contaminag&o com outros tecidos ou

fluidos pode produzir artefactos, aprisionamento de anticorpos ou resultados falsos
negativos. Os resultados inconsistentes podem ser resultantes de variagdes nos
métodos de fixacdo e impregnacéo ou de irregularidades inerentes ao tecido.

a menos que especificado de outro modo. Os dados apresentados referem-se primeiro
ao carcinoma da mama e, em seguida, aos carcinomas gastricos.

e ’ R 1. Especificidade: A especificidade do clone 4B5 foi determinada por um estudo que

3. Aadicdo excessiva ou insuficiente de contrastante pode comprometer a néo apresentou coloragio especifica da membrana para a maioria dos tecidos
interpretagdo correcta dos resultados. normais. Os resultados de coloragao foram os seguintes: tecido supra-renal (0/3),

4. Ainterpretacdo clinica de qualquer coloragao positiva, ou da sua auséncia, mama (0/3), cerebelo (0/3), cérebro (0/3), colo uterino (0/3), clon (0/3), eséfago
tem que ser avaliada dentro do contexto do historial clinico, morfologia e outros (1/3), coragéo (0/2), rins (0/3), figado (0/3), pulmé&o (0/3), células mesoteliais (0/3),
critérios histopatoldgicos. A interpretagéo clinica de qualguer coloragéo, ou da sua ovarios (0/3), pancreas (0/3), paratiride (1/3, coloragéo da membrana focal),
auséncia, tem que ser complementada por meio de estudos morfoldgicos e nervos periféricos (1/3), hipéfise (0/2), préstata (1/3), glandula salivar (0/3),
controlos adequados, bem como por meio de outros testes de diagndstico. musculo-esquelético (0/3), pele (0/3), intestino delgado (0/3), bago (0/3),

E da responsabilidade de um patologista qualificado estar familiarizado com os estdmago (0/3), testiculos (0/3), timo (0/2), tirdide (0/3), amigdalas (2/3 coloragéo
anticorpos, reagentes e métodos utilizados na interpretagéo da preparagéo focal das células epiteliais de superficie) e Gtero (0/3).

corada. A coloracéo tem de ser realizada num laboratério licenciado, certificado, A especificidade do clone 4B5 foi também determinada por um estudo que no
mediante a supervisdo de um anatomopatologista responsavel pela analise das apresentou coloracao especifica da membrana na maioria dos tecidos

laminas coradas e que assegure a adequagéo dos controlos positivos e negativos. neoplasicos. Os resultados de coloragao foram os seguintes: cancro da mama

5 A Yentana fornece anticorpos e rgagent~es com uma diluic&o ideal para serem (1/4), carcindide (0/2), cancro do célon (1/3), cancro hepatocelular (0/5),
utilizados quando se seguem as instrugdes fornecidas. Qualquer desvio dos leiomioma (0/2), cancro do pulméo (0/2), linfoma (0/3), melanoma (0/2), cancro
procedimentos de teste recomendados pode invalidar os resultados previstos. dos ovarios (1/2), cancro pancreatico (0/3), cancro da prostata (0/3), cancro das
Tém de ser utilizados e documentados os controlos apropriados. Os utilizadores células renais (0/5), sarcoma (0/2), cancro do estomago (0/3), cancro da tirdide
que se desviem dos procedimentos de teste recomendados terdo de aceitar a (0/3) e cancro indiferenciado (0/1).
responsabilidade da interpretagdo dos resultados dos doentes. ~ " . . o - .

6.  Este produto ndo se destina a ser utilizado na citometria de fluxo A cplp_ragao pOSI@I\{Q no epitélio das amlgdglas, epitélio esofag|c9,l pros}ata, nervos

L x A ' periféricos, paratirdide, cancro da mama, célon e cancro dos ovarios sé&o
as caracteristicas de desempenho néo lioram determinadas. ) N consistentes com a literatura publicada relativamente a expresséo de HER2.

7. Osreagentes podem demonstrar reaccoes inesperadas em tecidos ndo testados 2. Sensibilidade: A sensibilidade é demonstrada nas Tabelas 9 e 11: Pontuages de
anteriormente. A possibilidade de surgirem reacgdes inesperadas, mesmo nos : HC o de 185 patologist lone 485 - ronuag FISH
grupos de tecidos testados, ndo pode ser totalmente eliminada devido a consensuals de Ires pato (39|§ as para 0 clone €m comparagao com ’
variabilidade biolégica da expresséo de antigénios em neoplasias ou outros 3. A reprogiutlb|||dade da coloracdo intra-ensaio nas plataformas/dos |nstrume~ntos de
tecidos patoldgicos.17 Contactar o representante de assisténcia local para ;%I;)Eﬁﬁgazezgzgiﬁae (?:251 T:'\(;l?étiil(gsleed:;ircrgng:?n?r;agizr(:]au(r:r?ﬂ?rﬁgadg%o
comunicar qual|sqlue,3r reacgoes inesperadas d ocumentadqs. relativa & expressdo de HER2 de 0, 1+, 2+ e 3+. Para cada caso, trés de 3

8 0Os .te,C'(.jOS de |nd|v[dyos |nfecta(_ios com o virus da hepatite B e contendo o ~ |&minas apresentaram uma coloragéo apropriada em cada ensaio e para todas as
antigénio de superficie da hepatite B (HBsAG) podem apresentar uma coloragao plataformas de instrumentos testadas. Os utilizadores deverdo verificar a
néo especifica com peroxidase de rabano.18 reprodutibilidade dos resultados intra-ensaio corando vérios conjuntos de secgBes

9. Poderdo observar-se resultados falsos positivos devido a ligagdo ndo imunolégica em série com uma densidade de antigénio baixa, média e alta num nico ensaio.
de proteinas ou produtos de reacgdo dos substratos. Tais resultados poderdo 4. Areprodutibilidade da coloragéo inter-ensaio e inter-plataforma foi determinada
igualmente ser provocados por actividade de pseudo-peroxidase (eritrdcitos), através da coloraco de trés laminas, cada uma de cinco tecidos de cancro da
actividade de peroxidase endégena (citocromo C) ou biotina endégena (exemplo: mama com uma pontuaco relativa a expressdo de HER2 de 0, 1+, 2+ e 3+ em
figado, cérebro, mama, rim) dependendo do tipo de imuno-corante utilizado.19 ensaios em trés instrumentos diferentes nas plataformas dos instrumentos

10.  Tal como acontece com qualquer teste de imuno-histoquimica, um resultado BenchMark e BenchMark XT. Para cada caso, nove de 9 laminas apresentaram
negativo significa que o antigénio ndo foi detectado, e ndo que o antigénio ndo uma coloragdo apropriada nos ensaios nos trés instrumentos e em todas as
existia nas células ou tecidos analisados. plataformas de instrumentos testadas.

5. Reprodutibilidade de pontuacéo inter-leitor e de coloragéo inter-laboratorial com

LIMITAGOES ESPECIFICAS

BenchMark XT: No estudo de reprodutibilidade inter-laboratorial participaram trés

1. Oanticorpo foi optimizado conforme indicado nas tabelas 1 e 2 para plataformas e laboratdrios. Foram enviadas para cada um dos locais laminas de cortes de 40
quimicas de deteccdo da VENTANA. Devido a variagao na fixagao e casos de carcinomas da mama invasivos fixados em formol neutro tamponado
processamento dos tecidos, podera ser necessario aumentar ou diminuir o tempo [10 cada de cada categoria de colocagdo em lote de HER2 (0-1+, 2+, 3+)] e seis
de incubac&o do anticorpo primario em amostras individuais. Para obter mais (6) laminas de controlo PATHWAY HER-2 4 em 1 para se proceder a coloragio
informagcGes sobre as variaveis de fixagao, consultar “Immunohistochemistry numa plataforma automatica de coloragio VENTANA BenchMark XT, utilizando o
Principles and Advances”.20 protocolo de coloragéo recomendado. Os controlos incluidos nas laminas

2. O anticorpo, em combinagéo com os kits de detec¢do VENTANA e acessorios, PATHWAY HER-2 4 em 1 e uma segunda |amina de cada caso apresentaram
detecta o antigénio que sobrevive a fixagdo em formol, processamento de tecidos coloragéo com reagente negativo para Ig. Nenhum local observou ensaios
e seccionamento de rotina. Os utilizadores que se desviem dos procedimentos de invalidos, com base no desempenho dos controlos. Os resultados foram
teste recomendados sé&o responsaveis pela interpretacao e validagdo dos analisados pela Ventana. Trinta e quatro de quarenta (34/40) laminas
resultados dos doentes. apresentaram uma intensidade de coloragéo semelhante nos varios locais de

3. Amedula 6ssea nio foi testada quanto & especificidade. O utilizador deve coloracgo. Seis amostras (6/40 ou 15%) nao variaram mais do que 1 nivel de
determinar a coloragéo apropriada nos tecidos mencionados acima antes da intensidade. Trés (3/6) amostras variaram entre 0 e 1+, sendo ambas
interpretagéo das informagdes de colorag#o. consideradas negativas. Duas amostras (2/40 ou 5%) variaram entre 2+ e 3+ e

4. A coloragdo imuno-histoguimica com o clone 4B5 pode produzir uma coloragéo uma amostra (1/40) variou entre 1+ e 2+.
citoplasmica e nuclear da mucosa gastrica normal e, mais raramente, das células
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6.  Reprodutibilidade de pontuagéo inter-leitor com o instrumento BenchMark XT:

Em todos os 40 casos (100%), verificou-se uma concordancia de, no minimo, 2 de
3 patologistas.

7. Areprodutibilidade de lote para lote foi determinada através da coloragéo
automatica de 5 tecidos de cancro da mama com pontuacdes relativas a
expressdo de HER2 de 0, 1+, 2+ e 3+ com 3 lotes de HER2 (4B5). Os tecidos
corados foram pontuados numa escala de 0 a 3+ por trés leitores qualificados.
Verificou-se uma concordancia de 100% entre os lotes e leitores para as
3 laminas e 5 tecidos corados.

8. Estudos comparativos entre o anticorpo monoclonal de coelho do clone 4B5 e o
anticorpo monoclonal de ratinho do clone PATHWAY HER-2/neu (CB11): Resumo
dos estudos realizados. Foi realizado um estudo comparativo de métodos com
vista a examinar a correlacédo entre o clone 4B5 e 0 PATHWAY HER-2/neu
(CB11) e PathVysion Her-2 FISH, sendo ambos testes de diagndstico
anteriormente aprovados pela FDA. No estudo participaram seis investigadores.
Dois conjuntos de trés investigadores diferentes avaliaram dois grupos
independentes (Grupo 1: n =178, Grupo 2: n = 144) utilizando casos de cancro da
mama conhecidos corados com PATHWAY HER-2/neu (CB11) e clone 4B5. Os
dados FISH foram obtidos a partir do historial dos doentes. Foi criada uma
pontuacéo consensual, dos trés leitores para cada anticorpo, para cada caso para
reduzir a variabilidade intra-leitor conhecida por existir com a pontuacéo para
HER2.21,22,23 No total, foram avaliados 322 casos. As laminas coradas com o
PATHWAY HER-2/neu (CB11) foram processadas e apresentaram uma colora¢do
de acordo com as instruces do fabricante especificadas no folheto informativo do
PATHWAY HER-2/neu (CB11). Observou-se uma média de aproximadamente um
ano entre a coloragéo e leitura das laminas coradas com PATHWAY HER-2/neu
(CB11). Uma vez que as pontuacdes de um dos seis leitores se encontrava fora
do intervalo de confianga (IC), os dados dos dois grupos séo apresentados da
seguinte forma:

Reprodutibilidade inter-patologista das amostras dos estudos comparativos
Tabela 6. Grupo 1: Pontuagdes de IHC consensuais de trés patologistas.

Pontuacio do Pontuagéo do PATHWAY HER-2/neu (CB11)
clone 4B5 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 29 24 5 58
2+ 2 13 17 32

0, 1+ 0 0 53 53
Total 31 37 75 143

Grupo 1: Caracteristicas de desempenho para a Apresentacéo 3x3.
A concordancia global é 29+13+53/143 = 66,4% (IC de 95% = 38,6%, 59,7%).

Grupo 1: Caracteristicas de desempenho para a Apresentagéo 2x2 [pontuacdes
combinadas de resultados positivos (2+ e 3+) e negativos (0+ e 1+) para o anticorpo
HER?2].

A percentagem de concordancia positiva é 29+2+24+13/31+37 = 100%

(IC de 95% = 97,5% — 100%).

A percentagem de concordancia negativa é 53/75 = 70,7%

(IC de 95% = 58,5% — 80,1%).
A concordancia global é 29+24+2+13+53/143 = 84,7% (IC de 95% = 78,2% - 90,0).

Tabela 7. Grupo 2: Pontuagdes de IHC consensuais de trés patologistas.

Pontuacio do clone Pontuacéo do PATHWAY HER-2/neu (CB11)
4B5 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18

0, 1+ 0 7 80 87
Total 73 20 85 178

Grupo 2: Caracteristicas de desempenho para a Apresentagéo 3x3.
A concordancia global é 72+12+80/178 = 92,1% (IC de 95% = 80,1%, 93,1%).
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Grupo 2: Caracteristicas de desempenho para a Apresentacéo 2x2 [pontuagdes
combinadas de resultados positivos (2+ e 3+) e negativos (0+ e 1+) para 0 anticorpo
HER?2].

A percentagem de concordancia positiva é 72+12+1+1/73+20 = 92,5%

(IC de 95% = 85,2% — 96,9%).

A percentagem de concordancia negativa é 80/85 = 94,1%

(IC de 95% = 86,8% — 98,1%).
A concordancia global é 72+12+1+1+80/178 = 93,3% (IC de 95% = 88,5% — 96,4%).

Tabela 8. Grupo 1: Pontuaces de IHC de PATHWAY HER-2/neu (CB11) consensuais
de trés patologistas em comparacéo com FISH.

Pontuacéo do Resultado FISH

;ﬁ-erﬂ\?é’/'\BYlgER Positivo Negativo Total
3+ 32 0 32
2+ 32 5 37
0,1+ 22 53 75
Total 86 58 144

Grupo 1: Caracteristicas de desempenho para PATHWAY HER-2/NEU (CB11) e FISH,
Apresentacdo 2x2 (na qual as pontuacdes de 2 e 3 séo consideradas positivas).

A percentagem de concordancia positiva é 32+32/ 86 = 74,4%

(IC de 95% = 63,8% — 83,2%).

A percentagem de concordancia negativa é 53/58 = 91,4%

(IC de 95% = 80,9% — 97,1%).
A concordancia global é 32+32+53/144 = 81,2% (IC de 95% = 73,9% — 87,2%).

Tabela 9. Grupo 1: Pontuagdes de IHC consensuais de trés patologistas para o clone
4B5 em comparagao com FISH

x Resultado FISH
Pontuacéo do
clone 4B5 Positivo Negativo Total
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0, 1+ 6 47 53
Total 86 58 144

Grupo 1: Caracteristicas de desempenho para o clone 4B5 e FISH, Apresentacéo 2x2
(na qual as pontuagdes de 2 e 3 sdo consideradas positivas).

A percentagem de concordancia positiva é 55+25/ 86 = 93,0%
(IC de 95% = 87,9% — 96,3%).
A percentagem de concordancia negativa é 47/58 = 81,0%
(IC de 95% = 73,4% — 86,0%).
A concordancia global é 55+25+47/144 = 88,2% (IC de 95% = 82,1% — 92,2%).

Tabela 10. Grupo 2: Pontuag@es de IHC de PATHWAY HER-2/neu (CB11) consensuais
de trés patologistas em comparacgéo com FISH.

Pontuagéo do Resultado FISH
g/ﬁlﬂ\?égl;m Positivo Negativo Total
3+ 72 1 73
2+ 13 7 20
0,1+ 8 77 85
Total 93 85 178

Grupo 2: Caracteristicas de desempenho para PATHWAY HER-2/neu (CB11) e FISH,
Apresentacdo 2x2 (na qual as pontuacdes de 2 e 3 séo consideradas positivas).
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A percentagem de concordancia positiva & 72+13/ 93 = 91,3%

Roche)

Tabela 13. Grupo 1: Pontuac&o do PATHWAY HER-2/neu (CB11) para os trés

(IC de 95% = 85,0% — 96,7%). patologistas.
A percentagem de concordancia negativa é 77/85 = 90,6% . Pontuag&o do PATHWAY HER-2/neu (CB11)
(C de 95% = 83,9% - 96,3%). Po;ét;{azgao | tigador 1 | Investigador 2 Investigador 3
A concordancia global & 72+13+77/178 = 91,0% (IC de 95% = 86,5% — 94,9%). nvestigador - | Tnvestigador nvestigador
3+ 72 75 73
Tabela 11. Grupo 2: Pontuagdes de IHC consensuais de trés patologistas para o clone 24 29 29 18
4B5 em comparagao com FISH
0,1+ 80 81 87
Pontuacéo do clone RETERD A
4B5 Positivo Negativo Total Total 174 178 178
3+ 72 1 73 . . . .
Nota: Um total de 1 amostra variou em mais do que um nivel de graduacéo
2+ 11 7 18 (ou seja, 1 - 3+) aquando da avaliacéio pelos trés patologistas.
: i + + iro 3+.
0.1+ 10 77 a7 Amostra 1: Um patologista pontuou 1+, 0 segundo pontuou 2+ e o terceiro 3
Total 9 8 178 Tabela 14. Grupo 2: Pontuag&o do clone 4B5 para os trés patologistas.

Grupo 2: Caracteristicas de desempenho para o clone 4B5 e FISH, Apresentagdo 2x2

(na qual as pontuagBes de 2 e 3 sdo consideradas positivas).

A percentagem de concordancia positiva é 72+11/ 93 = 89,2%
(IC de 95% = 82,5% — 95,1%).
A percentagem de concordancia negativa é 77/85 = 90,6%
(IC de 95% = 84,0% — 96,4%).
A concordancia global é 72+11+77/178 = 90,0% (IC de 95% = 85,4% — 93,6%).

Reprodutibilidade inter-patologista das amostras dos estudos comparativos

Uma vez que é bem conhecido que patologistas diferentes poderdo ter interpretagdes
diferentes das laminas de imuno-histoquimica, estiverem envolvidos trés patologistas
para cada um dos dois grupos (para um total de 6 patologistas) na leitura de todas as

amostras. Foi utilizada uma regra de dois em trés para decidir os resultados finais.
Em seguida, é apresentado um resumo dos resultados variaveis obtidos pelos trés
patologistas das amostras do estudo comparativo para cada grupo.

Tabela 12. Grupo 1: Pontuag&o do clone 4B5 para os trés patologistas.

- Pontuacéo do clone 4B5
Pontuacgéo
HER2 Investigador 4 | Investigador 5 Investigador 6
3 59 65 50
2 30 28 39
01 52 51 55
Total 141 144 144

Nota: Um total de 6 amostras variou em mais do que um nivel de graduagéo
(por exemplo, 0, 3+) aquando da avaliacéo pelos trés patologistas.

Amostra 1: Um patologista pontuou 0+, 0 segundo pontuou 0+ e o terceiro 2+.
Amostra 2: Um patologista pontuou 1+, 0 segundo pontuou 1+ e o terceiro 3+.
Amostra 3: Um patologista pontuou 0+, 0 segundo pontuou 2+ e o terceiro 2+
Amostras 4 e 5: Um patologista pontuou 0+, 0 segundo pontuou 2+ € 0

. Pontuacéo do clone 4B5 terceiro 2+.
Pontacao . . . Amostra 6: Um patologista pontuou 0+, 0 segundo pontuou 3+ e o terceiro 3+.
HER2 Investigador 1 | Investigador 2 Investigador 3 !
3+ 72 70 73 . R
Tabela 15. Grupo 2: Pontuacéo do PATHWAY HER-2/neu (CB11) para os trés
2+ 22 19 18 patologistas.
0,1+ 80 89 87 Pontuagio Pontuagéo do PATHWAY HER-2/neu (CB11)
HER2 Investigador 4 Investigador 5 Investigador 6
Total 174 178 178
- - - 3+ 31 37 28
Nota: Um total de 3 amostras variou em mais do que um nivel de graduacéo
(i.e., 0, 2+) aquando da avaliagdo pelos trés patologistas. 2+ 38 32 47
Amostra 1: Um patologista pontuou 2+, dois patologistas pontuaram 0+. 0,1+ 75 75 69
Amostra 2: Um patologista pontuou 0, dois patologistas pontuaram 2+.
Amostra 3: Um patologista pontuou 0+, 0 segundo pontuou 1+ e 0 terceiro 2+. Total 144 144 144

Nota: Um total de 8 amostras variou em mais do que um nivel de graduagéo
(i.e., 0 - 2+) aquando da avaliagdo pelos trés patologistas.

Amostras 1 - 6: Um patologista pontuou 0+, 0 segundo pontuou 1+ € 0
terceiro 2+.

Amostras 7 e 8: Um patologista pontuou 0+, 0 segundo pontuou 2+ € 0
terceiro 2+.

Em seguida é apresentada uma tabulag&o dos intervalos de percentagem de
concordancia entre pares de patologistas (trés pares para cada grupo).
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Tabela 16. Intervalos de concordancias de 2X2* para os trés patologistas.

Percentagem de | Percentagem de Percentagem de
concordancia concordancia concordancia
global positiva negativa
Clone 4B5 vs. PATHWAY HER-2/neu (CB11)
Grupo 1 82,6 - 86,9% 97,3 - 100,0% 68,0% - 75,4%
Grupo 2 88,2 - 95,5% 87,6 — 95,6% 86,1 - 95,4%
Clone 4B5 vs. FISH
Grupo 1 86,8 —88,2% 90,7 - 94,2% 79,3 -81,0%
Grupo 2 87,4 -89,9% 88,2 -90,0% 84,5-91,8%
PATHWAY HER-2/neu (CB11) vs. FISH
Grupo 1 79,9 - 84,0% 73,3-80,2% 89,7 -89,7%
Grupo 2 84,8% - 93,3% 86,7 - 92,5% 82,7-94,1%

*0, 1+ = Negativo. 2+ e 3+ = Positivo.
Concluséo: Os dados obtidos com estes estudos indicaram que o anticorpo primario do

clone 4B5 era especifico e reprodutivel em termos da sua capacidade de localizar a

coloragdo de membrana especifica para tecidos normais e neoplasicos. Os dados de

comparacéo dos métodos demonstraram que o anticorpo primario do clone 4B5 é

indicado como um auxiliar da avaliagdo de doentes com cancro da mama para 0s quais
se considera o tratamento com Herceptin.

9.  Caracteristicas de desempenho do instrumento BenchMark ULTRA
utilizando o kit de deteccéo iVIEW DAB Detection Kit ou ultraView Universal
DAB Detection Kit:

Reprodutibilidade de colorago inter-laboratorial e inter-dia com o instrumento

BenchMark ULTRA: Trés laboratdrios, de instituicBes separadas nos Estados
Unidos, participaram no estudo de reprodutibilidade inter-laboratorial. Foram

distribuidas laminas de cortes de 48 casos de carcinomas da mama invasivos
FFPE [12 de cada categoria de colocacéo em lote de HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] e 1

Roche)

Tabela 17. Analise 3x3 das Taxas de Concordancia Inter-laboratorial do Local A vs.

Local B - clone 4B5 no instrumento BenchMark ULTRA com o ultraView Universal DAB

Detection Kit.

Local B
Local A 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
Total 12 9 27 48
Percentagem de concordancia global (OPA): n/N (%) 43/48 (89,6)

Tabela 18. Analise 3x3 das taxas de concordancia inter-laboratorial do Local A vs.

Local C - clone 4B5 no instrumento BenchMark ULTRA com o ultraView Universal DAB

Detection Kit.

Local C
Local A 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
Total 12 5 31 48
Percentagem de concordancia global (OPA): n/N (%) 42148 (87,5)

Tabela 19. Analise 3x3 das taxas de concordancia inter-laboratorial do Local B vs.

Detection Kit.

Local C - clone 4B5 no instrumento BenchMark ULTRA com o ultraView Universal DAB

2013-10-09
FT0700-410g

par de laminas de controlo PATHWAY HER-2 4 em 1 por cada 12 processos de
coloragdo nos locais de estudo para se proceder a coloracdo num dispositivo
automatico de coloragdo VENTANA BenchMark ULTRA, utilizando o protocolo de
coloracéo recomendado e o kit de deteccéo ultraView Universal DAB Detection
Kit. Os controlos incluidos nas laminas PATHWAY HER-2 4 em 1 e uma segunda
lamina de cada caso apresentaram coloragdo com reagente negativo para Ig.

Os patologistas, desconhecendo o estado do caso, avaliaram as laminas e
forneceram uma pontuacao clinica (ou seja, 0, 1+, 2+, 3+). Os resultados foram
analisados pela Ventana. Utilizando a nomenclatura padréo para tabelas 2x2,

a concordancia positiva média (APA) foi calculada em todos os locais como
[2al(2a+b+c)] e a concordancia negativa média (ANA) foi calculada como
[2d/(2d+b+c)]. Em todos os locais, a APA inter-local baseada na avaliagdo clinica
(positiva, negativa) foi de 90,0% (108/120) e a ANA de 92,9% (156/168). Para
comparacdes emparelhadas de locais, a APA foi calculada como a/(a+c) e a ANA
foi calculada como d/(b+d). As taxas de APA inter-local foram de 93,0% (40/43),
87,2% (34/39) e 89,5% (34/38) para o Local A vs. Local B, Local A vs. Local C e
Local B vs. Local C, respectivamente. As taxas de ANA inter-local foram de 94,3%
(50/53), 91,2% (52/57) e 93,1% (54/58) para o Local A vs. Local B, Local A vs.
Local C e Local B vs. Local C, respectivamente.

As tabelas seguintes sdo apresentacdes 3x3 dos resultados de cada leitor
baseadas numa pontuacdo clinica em que 2+ e 3+ foram separados.

8/16

Local C
Local B 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0,1+ 0 0 27 27
Total 12 5 31 48

Percentagem de concordancia global (OPA): n/N (%)

44/48 (91,7)

10.

BenchMark ULTRA Reprodutibilidade da coloracéo inter-dia com o
instrumento:

A porcdo de reprodutibilidade inter-dia (IDR) do estudo incluiu 12 casos com uma
distribuicdo prevista de aproximadamente trés (3) casos para cada pontuacéo
clinica (0, 1+, 2+, 3+). No total, 0s cinco ensaios no instrumento BenchMark
ULTRA numa Unica instituicdo (Local C) sobre a porgéo de IDR do estudo foram
realizados durante um periodo minimo de 20 dias, de forma a que ndo
ocorressem dois dias de coloragdo consecutivos. As taxas de APA e ANA de IDR
baseadas na avaliacdo clinica da coloragéo do clone 4B5 no Local C durante
todos os dias foram ambas de 100%. As taxas de percentagem de concordancia
global (OPA) para as comparacdes inter-dia baseadas nas pontuacdes clinicas
foram de 100% para cada uma das comparacdes dia-a-dia e para todos os dias
combinados.
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Tabela 22. Andlise 3x3 das taxas de concordancia inter-plataforma do instrumento
BenchMark ULTRA vs. BenchMark XT — Leitor C.

11. Estudo comparativo entre a plataforma de coloragdo BenchMark ULTRA e as
plataformas de coloragdo BenchMark XT:

Dois laboratorios de coloragéo e trés locais de leitura nos Estados Unidos Instrumento

participaram no estudo comparativo de plataformas. Foram aleatoriamente BenchMark ULTRA Instrumento BenchMark XT
distribuidas laminas de cortes de 280 casos de carcinomas da mama invasivos :

FFPE [aproximadamente 70 casos por cada categoria de colocag&o em lote de Leitor C 3+ 2+ 0,1+ Total
HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] em dois locais de coloragéo (140 casos para cada local) 3+ 64 1 0 65

para se proceder & coloragdo num instrumento BenchMark XT e num instrumento

BenchMark ULTRA utilizando os respectivos protocolos de coloragéo 2+ 2 45 1 48
recomendados e o kit de deteccéo ultraView Universal DAB Detection Kit.

Os controlos incluidos nas laminas PATHWAY HER-2 4 em 1 e uma segunda 0,1+ 0 6 148 154
lamina de cada caso apresentaram coloragdo com reagente negativo para Ig.

Os casos corados do Local 1 e Local 2 foram divididos em quatro conjuntos de Total 66 52 149 267
laminas e fomecidos, um conjunto de cada vez, a trés leitores qualificados Percentagem de concordancia global: n/N 257/267 (96,3) (93,2-98,0)
diferentes (patologistas), um leitor no Local 1, um no Local 2 e um no Local 3. (%) (IC de 95%)

Os patologistas, desconhecendo o estado do caso e plataforma de coloragéo,

avaliaram os quatro conjuntos de laminas e facultaram uma pontuacéo clinica

(ou seja, 0, 1+, 2+, 3+) para cada caso. Os resultados foram analisados pela 12.  Reprodutibilidade inter-patologista das amostras dos estudos comparativos

Ventana. As taxas de PPA (e de ligag&o inferior dos intervalos de confianca
bilaterais de 95%) para a colora¢éo do anticorpo do clone 4B5 no instrumento

BenchMark ULTRA versus o instrumento BenchMark XT baseadas na avaliagéo

clinica (positiva, negativa) foram de 91,6% (85,9), 91,2% (85,3) e 94,9% (89,3)

para o Leitor A, B e C, respectivamente. As taxas de NPA (e de ligacéo inferior

dos intervalos de confianga bilaterais de 95%) para a coloragdo do anticorpo do
clone 4B5 no instrumento BenchMark ULTRA versus o instrumento BenchMark
XT baseadas na avaliagao clinica (positiva, negativa) foram de 91,9% (85,8),

93,8% (88,3) e 99,3% (96,3) para o Leitor A, B e C, respectivamente. A OPA entre

a coloragdo do clone 4B5 utilizando o instrumento BenchMark ULTRA versus o

instrumento BenchMark XT baseada na andlise 2x2 de avaliagao clinica (positiva,

negativa) foi de 91,8%, 92,5% e 97,4% para o Leitor A, B e C, respectivamente.

A apresentacdo 3x3 das taxas de concordancia inter-plataforma para cada leitor

baseadas na pontuagéo clinica (0/1+, 2+, 3+) é indicada nas tabelas abaixo:

Tabela 20. Andlise 3x3 das taxas de concordancia inter-plataforma do instrumento
BenchMark ULTRA vs. BenchMark XT — Leitor A.

Tabela 21. Andlise 3x3 das taxas de concordancia inter-plataforma do instrumento
BenchMark ULTRA vs. BenchMark XT - Leitor B.

de plataforma:

As taxas de concordancia positiva e negativa com intervalos de confianga de 95%
de pontuagdo bilateral foram calculadas para as seis comparacdes emparelhadas
possiveis entre leitores para cada plataforma.

Para o instrumento BenchMark ULTRA, as taxas de PPA para o Leitor A vs. B,
Avs.C,Bvs.C,Bvs. A Cvs. Ae Cvs. B foram de 94,7% (126/133), 98,2%
(111/113), 98,2% (111/113), 89,4% (126/141), 78,7% (111/141) e 83,5%
(111/133), respectivamente. As taxas de NPA para o Leitor Avs. B, Avs. C, B vs.
C,Bvs. A, Cvs.Ae Cvs. B foram de 88,8% (119/134), 80,5% (124/154), 85,7%
(132/154), 94,4% (119/126), 98,4% (124/126) e 98,5% (132/134),
respectivamente. A taxa de OPA foi superior entre o Leitor A e o Leitor B (91,8%)
e inferior entre o Leitor B e o Leitor C (91,0%) e entre o Leitor A e o Leitor C
(88,8%).

Para o instrumento BenchMark XT, as taxas de PPA para o Leitor A vs. B, A vs.
C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs. Ae Cvs. B foram de 94,9% (130/137), 98,3% (116/118),
98,3% (116/118), 90,9% (130/143), 81,1% (116/143) e 84,7% (116/137),
respectivamente. As taxas de NPA para o Leitor Avs. B, Avs. C, B vs. C, B vs. A,
Cvs, Ae Cvs. B foram de 90,0% (117/130), 81,9% (122/149), 85,9% (128/149),

Instrumento :
94,4% (117/124), 98,4% (122/124) e 98,5% (128/130), respectivamente. A taxa de
EAE UL IERIETE S OPA foi superior entre o Leitor A e o Leitor B (92,5%) e inferior entre o Leitor B e 0
Leitor A 3+ 2+ 0, 1+ Total Leitor C (91,4 %) e entre o Leitor A e o Leitor C (89,1%).
3+ 84 1 1 9% 13. Estudo de comparag&o entre o kit de deteccéo iVIEW DAB Detection Kit
e ultraView Universal DAB Detection Kit:
2* 8 28 9 45 O grupo do Local 1 com 140 casos de carcinomas da mama invasivos FFPE
0.1+ 4 8 14 126 [aproximadamentfe 35 casos por cada categoria d.e colocacéo em lote de HER2
' (0, 1+, 2+, 3+)] foi utilizado num estudo comparativo entre os kits de deteccéo
Total 96 47 124 267 iVIEW DAB Detection Kit e ultraView Universal DAB Detection Kit durante a
colorag&o com o clone 4B5 num dispositivo automético de coloragéo BenchMark
Percentagem de concordancia global: n/N 226/267 (84,6) (79,8-88,5) ULTRA. Um Unico laboratdrio de coloragéo e trés locais de leitura nos Estados
(%) (IC de 95%) Unidos participaram no estudo comparativo de detec¢éo. Na coloracéo do

anticorpo do clone 4B5 com o instrumento BenchMark ULTRA, as taxas de PPA
entre resultados obtidas através dos métodos com o iVIEW DAB Detection Kit e
ultraView Universal DAB Detection Kit baseadas na avaliagéo clinica (positiva,
negativa) foram de 95,8% (68/71), 96,9% (63/65) e 96,5% (55/57) para os Leitores

Instrumento A, B e C, respectivamente, e as taxas de NPA entre os métodos de detecgao
BenchMark ULTRA Instrumento BenchMark XT foram de 90,8% (59/65), 91,5% (65/71) e 97,5% (77/79) para os Leitores A, B e C,
- respectivamente. As taxas de OPA entre os kits de deteccdo foram de 93,4%
Leitor B 3+ 2+ 0,1+ Total (127/136), 94,1% (128/136) e 97,1% (132/136) para os Leitores A, B e C,
3+ 64 2 1 67 respectivamente. A apresentagéo 3x3 das taxas de concordancia comparativa de
deteccéo para cada leitor baseadas na pontuacéo clinica (0/1+, 2+, 3+) é indicada
2+ 3 56 7 66 nas tabelas abaixo:
0,1+ 2 10 122 134
Total 69 68 130 267
Percentagem de concordancia global: n/N 2421267 (90,6) (86,5-93,6)
(%) (IC de 95%)
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Tabela 23. Leitor A, Andlise 3x3 das taxas de concordancia do iVIEW DAB Detection Kit

vs. ultraView Universal DAB Detection Kit — coloracdo do clone 4B5 no instrumento
BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB

Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit

Leitor A 3+ 2+ 0,1+ Total

3+ 43 5 0 48

2+ 3 17 6 26

0,1+ 0 3 59 62

Total 46 25 65 136
(Fl’grggngtg%m de concordancia global: n/N (%) 119/136 (87.5) (80,9-92,0)

Tabela 24. Leitor B, Andlise 3x3 das taxas de concordancia do iVIEW DAB Detection Kit

vs. ultraView Universal DAB Detection Kit — coloracéo do clone 4B5 no instrumento
BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Leitor B 3+ 2+ 0,1+ Total

3+ 32 0 0 32

2+ 0 31 6 37

0,1+ 1 1 65 67

Total 33 32 71 136
E/el\zcz%a(?grgedgsgz;cordanc|a global: 128/136 (94.1) (88,8-97,0)

Tabela 25. Leitor C, Anélise 3x3 das taxas de concordancia do iVIEW DAB Detection Kit

vs. ultraView Universal DAB Detection Kit — coloracdo do clone 4B5 no instrumento
BenchMark ULTRA.

Roche)

No ultraView Universal DAB Detection Kit, as taxas de PPA para o Leitor A vs. B,
Avs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs. Ae Cvs. B foram de 96,9% (63/65), 98,2%
(56/57), 98,2% (56/57), 88,7% (63/71), 78,9% (56/71) e 86,2% (56/65),
respectivamente. As taxas de NPA para o Leitor Avs. B, Avs. C, B vs. C, B vs. A,
Cvs, Ae Cvs. B foram de 88,7% (63/71), 81,0% (64/79), 88,6% (70/79), 96,9%
(63/65), 98,5% (64/65) e 98,6% (70/71), respectivamente. As taxas de
concordancia global foram semelhantes para cada par de leitores: 92,6%
(126/136), 88,2% (120/136) e 92,6% (126/136) para o Leitor A vs. B, o Leitor A vs.
C e o Leitor B vs. C, respectivamente.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO NOS CASOS GASTRICOS

A repetibilidade inter-ensaio no instrumento BenchMark XT foi efectuada em cinco
ensaios realizados durante um periodo de 5 dias (ndo consecutivos). Cinco
l&minas contendo trés casos de tecido gastrico com pontuagdes relativas a
expressao de HER2 de 0, 1+, 2+ e 3+ demonstraram 100% de concordancia

A repetibilidade intra-ensaio no instrumento BenchMark XT foi efectuada em 28
laminas contendo trés casos de tecido gastrico com pontuagdes relativas a
expressao de HER2 de 0, 1+, 2+ e 3+. Todos 0s casos obtiveram pontuacdes
equivalentes dentro do valor positivo/negativo para cada tipo de tecido.

A repetibilidade intra-plataforma foi efectuada em trés instrumentos BenchMark
XT. Nestes ensaios, todas as 30 laminas de dois blocos diferentes com vérios
tecidos apresentando pontuacdes relativas a expressdo de HER2 de 0, 1+, 2+ e
3+ obtiveram pontuacdes equivalentes dentro do valor positivo/negativo para cada

A repetibilidade intra-plataforma foi testada em trés instrumentos BenchMark
ULTRA. Nestes ensaios, todas as 15 laminas de um bloco com vérios tecidos
obtiveram pontuacdes equivalentes dentro do valor positivo/negativo para cada

A repetibilidade inter-plataforma foi testada em trés instrumentos BenchMark XT e
em trés instrumentos BenchMark ULTRA. Nestes ensaios, todas as 30 laminas de
um bloco com varios tecidos obtiveram pontuacdes equivalentes dentro do valor

1.

dentro do valor positivo/negativo para cada tecido.
2.

tipo de tecido.

tipo de tecido.

positivo/negativo para cada tipo de tecido.
3.

Comparagéo entre os kits de deteccéo iVIEW DAB Detection Kit e ultraView
Universal DAB Detection Kit utilizando casos gastricos:

O clone 4B5 foi utilizado para efectuar testes comparativos entre kits de detecgéo
com dois instrumentos (instrumento BenchMark XT e instrumento BenchMark
ULTRA), utilizando os kits de deteccéo iVIEW DAB Detection Kit e ultraView
Universal DAB Detection Kit. Foram utilizados duzentos e dez casos de tecido
como parte dos testes. As laminas coradas foram avaliadas relativamente a
pontuacéo clinica positiva/negativa.

As taxas de aceitagdo morfoldgica e de fundo foram de 100% para ambos os kits
de detecgdo e instrumentos. As comparacdes directas entre a avaliagdo positiva e
negativa dos kits de detecg@o para cada instrumento séo apresentadas nas
tabelas seguintes.

Tabela 26. Avaliacéo clinica para ultraView Universal DAB Detection Kit versus iVIEW
DAB Detection Kit no instrumento BenchMark XT.

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Leitor C 3+ 2+ 0, 1+ Total

3+ 32 0 0 32

2+ 0 23 2 25

0,1+ 0 2 77 79

Total 32 25 79 136
ifh:cgjzga(?gngedgsgz)ncordénua global: 132136 (97.1) (92.7-98.9)

14.  Reprodutibilidade inter-patologista das amostras dos estudos comparativos
de deteccéo:

Calcularam-se as taxas de concordancia positiva e negativa com intervalos de
confianga de 95% bilaterais para as seis comparacfes emparelhadas possiveis
entre leitores para cada método.

No iVIEW DAB Detection Kit, as taxas de PPA para o Leitor Avs. B, Avs. C, B vs.
C,Bvs. A, Cvs. Ae Cvs. B foram de 100,0% (69/69), 98,2% (56/57), 96,5%
(55/57), 93,2% (69/74), 75,7% (56/74) e 79,7% (55/69), respectivamente. As taxas
de NPA para o Leitor Avs. B, Avs. C,Bvs. C,Bvs. A, Cvs. Ae Cvs. B foram de
92,5% (62/67), 77,2% (61/79), 82,3% (65/79), 100,0% (62/62), 98,4% (61/62) e
97,0% (65/67), respectivamente. A taxa de concordancia global foi superior entre
o Leitor A e o Leitor B (96,3%) e inferior entre o Leitor A e o Leitor C (86,0%) e
entre o Leitor B e o Leitor C (88,2%).

2013-10-09 10/16
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ultraView Universal DAB 1557 L2/A1B DS
Detection Kit Positivo Negativo Total
Positivo 21 0 21
Negativo 0 189 189
Total 21 189 210

n/N %
Percentagem de concordancia 2121 100
positiva
Percentagem de concordancia 189/189 100
negativa
Percentagem de concordancia 210/210 100
global
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Tabela 27. Comparagéo da avaliacdo clinica nas plataformas de coloragdo BenchMark

£ VENTANA

XT e BenchMark ULTRA utilizando o ultraView Universal DAB Detection Kit.

BenchMark XT com ultraView

BenchMark ULTRA com ultraView
Universal DAB Detection Kit

Roche)

Os trés locais utilizaram uma plataforma BenchMark XT e uma plataforma
BenchMark ULTRA para efectuar os quatro ensaios de coloragéo por plataforma.

Os casos foram aleatoriamente distribuidos para coloracéo utilizando um
procedimento de distribuicéo aleatdria estratificado, que atribuiu os casos de forma a
que cada ensaio contivesse casos representativos de todas as categorias de
pontuagdo para HER2 no cancro gastrico. Os ensaios com cada instrumento em
cada local contiveram os mesmos casos. Em cada local, uma lamina de cada caso
foi corada com o clone 4B5 e outra lamina do mesmo caso com CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig na plataforma BenchMark ULTRA. Um segundo par de laminas do
mesmo caso foi identicamente corado na plataforma BenchMark XT em cada local.
As laminas de caso foram pontuadas por um leitor qualificado em cada local,
desconhecendo as pontuagdes IHC anteriormente determinadas para cada amostra.

Universal DAB Detection Kit Positivo Negativo Total

Positivo 20 1 21

Negativo 0 189 189

Total 20 190 210
niN % (IC de 95%)

Percentagem de concordancia positiva 20/20

100 (83.9-100)

Percentagem de concordancia 189/190 99.5 (97.1-99.9)
negativa
Percentagem de concordancia global {209/210 99.5 (97.4-99.9)

Comparacdo entre o clone 4B5 e HercepTest no cancro gastrico humano:

Foi realizado um estudo externo, com ocultagéo, para comparar o desempenho
da coloracéo do clone 4B5 no instrumento BenchMark XT com o do Dako
HercepTest. Foram testados aproximadamente 239 casos de cancro gastrico no
estudo, bem como 159 casos do laboratério TARGOS, provenientes do ensaio
ToGA que investigou o estado de HER2 e o resultado clinico em doentes tratados
com Herceptin. O laboratério procedeu a coloracéo de casos com o clone 4B5 e
HercepTest. Um patologista pontuou os casos numa escala de 0/1+, 2+ e 3+.

Os casos positivos consistem nas pontuagdes de 2+ e 3+, enquanto 0s casos
negativos consistem nas de 0 e 1+.

As Tabelas 28 e 29 incluem as taxas de concordancia entre o clone 4B5 e
HercepTest, divididas por origem do tecido. A Tabela 28 compara os resultados
positivos vs. negativos, enquanto a Tabela 29 utiliza uma escala de IHC com 3
categorias de 0/1+, 2+ e 3+. A concordancia global para todos os tecidos nas
Tabelas 28 e 29 é de 91,0% e 95,3%, respectivamente.

Tabela 28. Taxas de percentagem de concordancia e intervalo de confianga de 95%
para o clone 4B5 (IHC) vs. HercepTest, divididas por origem do tecido. Ambos os testes
de IHC foram pontuados como positivos vs. negativos (0/1+ vs 2+/3+).

Percentagem
de Percentagem de Percentagem de
concordancia concordancia concordancia
global positiva negativa
n (IC de 95%) n | (ICde95%) n (IC de 95%)
362/ 46/ 316/
208 91,0 (87,7-93,4) 56 82,1 (70,2-90,0) 349 92,4 (89,1-94,8)

Tabela 29. Percentagem de concordéncia global e intervalo de confianca de 95% para o
clone 4B5 (IHC) vs. HercepTest, divididas por origem do tecido. Os testes de IHC foram
pontuados como 0/1+, 2+ ou 3+.

Percentagem de
concordancia global

Origem do tecido n (IC de 95%)
TMA e ToGA 355/398 89,2 (85,8-91,9)

5. Reprodutibilidade inter-laboratorial do clone 4B5: O estudo foi realizado em trés
locais de teste. As amostras para incluséo no estudo foram seleccionadas com
base na pontuagdo clinica de IHC do clone 4B5, de forma a existir um nimero
aproximadamente igual de casos positivos (3+) e negativos (0, 1+).
Adicionalmente, foram estudados até quatro casos de cancro gastrico qualificado
como 2+.
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A concordancia global para todos os casos passiveis de avaliagao foi de 100%
para todas as comparag@es entre os trés locais com ambas as plataformas
BenchMark ULTRA e BenchMark XT. A concordancia global entre a plataforma
BenchMark ULTRA e a plataforma BenchMark XT para os casos passiveis de
avaliagao foi de 100% em cada um dos trés locais. As taxas de aceitacéo de
fundo e morfoldgica para todos os casos foram de 100% para ambas as
plataformas nos Locais A e C e >95% para ambas as plataformas no Local B.
Consultar as tabelas abaixo.

Tabela 30. Concordancia da avaliagao clinica global entre locais: Todos os casos
passiveis de avaliagao.

Percentagem de concordancia
global

30/30 (100%) (88,6 — 100)
30/30 (100%) (88,6 — 100)

Instrumento BenchMark ULTRA

Local A vs Local B: n/N (%) (IC de 95%)
Local A vs Local C: n/N (%) (IC de 95%)

Local B vs Local C: n/N (%) (IC de 95%) | 30/30 (100%) (88,6 — 100)

Percentagem de concordancia
global

31/31 (100%) (89,0 - 100,0)
31/31 (100%) (89,0 - 100,0)
31/31 (100%) (89,0 - 100,0)

Instrumento BenchMark XT

Local A vs Local B: n/N (%) (IC de 95%)
Local A vs Local C: n/N (%) (IC de 95%)
Local B vs Local C; n/N (%) (IC de 95%)

Tabela 31. Concordancia da avaliagdo clinica global entre plataformas: Todos os casos
passiveis de avaliagéo.

Instrumento BenchMark ULTRA vs
instrumento BenchMark XT

Percentagem de concordancia
global

Local A: n/N (%) (IC de 95%)
Local B: n/N (%) (IC de 95%)
Local C: n/N (%) (IC de 95%)

40/40 (100%) (91,2 - 100)

34/34 (100%) (89,8 — 100)
32/32 (100%) (89,3 — 100)

Tabela 32. Taxas de aceitacdo de coloracéo de fundo e morfol6gica: Todos os casos.

Instrumento BenchMark
ULTRA Local A Local B Local C
Taxas de aceitacio 44/44 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
morfolégica
Taxas de aceitacio de 44]44 (100%) 42/44 (95,5%) 44/44 (100%)
fundo
I)?_?trumento ST Local A Local B Local C
Taxas de aceitagdo 44/44 (100%) 43144 (97,7%) 44/44 (100%)
morfologica
Taxas de aceitacio de 44/44 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
fundo
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Estudo comparativo entre as plataformas de coloragdo BenchMark
e BenchMark GX e a plataforma de colorag&o BenchMark XT:

Foram coradas laminas de cortes de 3 TMAs contendo casos de carcinoma
gastrico FFPE [aproximadamente 50 casos por TMA] num instrumento
BenchMark XT, num instrumento BenchMark e num instrumento BenchMark GX
utilizando os respectivos protocolos de coloragdo recomendados para os kits de
deteccéo ultraView Universal DAB Detection Kit e iVIEW DAB Detection Kit.

Os controlos incluiram as laminas de controlo PATHWAY HER-2 4 em 1 e uma
segunda lamina de cada TMA corada com reagente negativo para Ig. As laminas
coradas foram pontuadas por um leitor (patologista).

As taxas de concordancia global (e de ligagao inferior dos intervalos de confianga
bilaterais de 95%) para a colora¢éo do anticorpo do clone 4B5 baseadas numa
avaliagdo clinica (positiva, negativa) foram as seguintes: Instrumento BenchMark
versus instrumento BenchMark XT com ultraView Universal DAB Detection Kit
98,0% (94,2-99,3), instrumento BenchMark GX versus instrumento BenchMark XT
com ultraView Universal DAB Detection Kit 97,4% (93,6-99,0), instrumento
BenchMark versus instrumento BenchMark XT com iVIEW DAB Detection Kit
96,6% (92,7-98,4), instrumento BenchMark GX versus instrumento BenchMark XT
com iVIEW DAB Detection Kit 95,9% (91,8-98,0).

As taxas de concordancia positiva (e de ligagao inferior dos intervalos de
confianga bilaterais de 95%) para a colorag&o do anticorpo do clone 4B5
baseadas numa avaliagéo clinica (positiva, negativa) foram as seguintes:
Instrumento BenchMark versus instrumento BenchMark XT com ultraView
Universal DAB Detection Kit 91,7% (64,4-98,5), instrumento BenchMark GX
versus instrumento BenchMark XT com ultraView Universal DAB Detection Kit
78,6% (52,4-92,4), instrumento BenchMark versus instrumento BenchMark XT
com iVIEW DAB Detection Kit 80,0% (54,8-93,0), instrumento BenchMark GX
versus instrumento BenchMark XT com iVIEW DAB Detection Kit 73,3%
(48,0-89,1).

As taxas de concordancia negativa (e de ligacéo inferior dos intervalos de
confianga bilaterais de 95%) para a coloragao do clone 4B5 baseadas numa
avaliacdo clinica (positiva, negativa) foram as seguintes: Instrumento BenchMark
versus instrumento BenchMark XT com ultraView Universal DAB Detection Kit
98,5% (94,8-99,6), instrumento BenchMark GX versus instrumento BenchMark XT
com ultraView Universal DAB Detection Kit 99,3% (96,1-99,9), instrumento
BenchMark versus instrumento BenchMark XT com iVIEW DAB Detection Kit
98,1% (94,6-99,4), instrumento BenchMark GX versus instrumento BenchMark XT
com iVIEW DAB Detection Kit 98,1% (94,5-99,3). A apresentagdo 2x2 das taxas
de concordancia para cada comparagao baseadas na avaliagdo clinica (positiva,
negativa) € incluida nas tabelas abaixo.

Tabela 33. Andlise 2x2 das taxas de concordancia inter-plataforma do instrumento
BenchMark vs. instrumento BenchMark XT com o ultraView Universal DAB Detection

Kit.
Clone 4B5 com ultraView Universal DAB Detection Kit
Instrumento BenchMark XT
Instrumento
BenchMark Positivo Negativo Total
Positivo 11 2 13
Negativo 1 133 134
Total 12 135 147
n/N % (IC de 95%)
Percentagem de 1441147 98,0% (94,2-99,3)
concordancia global
Percentagem de
concordancia 11/12 91,7% (64,6-98,5)
positiva
Percentagem de
concordancia 133/135 98,5% (94,8-99,6)
negativa
2013-10-09 12/16
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Tabela 34. Andlise 2x2 das taxas de concordancia inter-plataforma do instrumento
BenchMark GX vs. instrumento BenchMark XT com o ultraView Universal DAB
Detection Kit.

Clone 4B5 com ultraView Universal DAB Detection Kit

BenchMark GX Instrumento BenchMark XT
Instrumento Positivo Negativo Total
Positivo 11 1 12
Negativo 3 140 143
Total 14 141 155
niN % (IC de 95%)
Percentagem de 151/155 97,4% (93,6-99,0)
concordancia global
Percentagem de
concordancia 11/14 78,6% (52,4-92,4)
positiva
Percentagem de
concordancia 140/141 99,3% (96,1-99,9)
negativa

Tabela 35. Andlise 2x2 das taxas de concordancia inter-plataforma do instrumento
BenchMark vs. instrumento BenchMark XT com o iVIEW DAB Detection Kit.

Clone 4B5 com iVIEW DAB Detection Kit

EETiE Instrumento BenchMark XT
BenchMark Positivo Negativo Total
Positivo 12 3 15
Negativo 3 156 159
Total 15 159 174
n/N % (IC de 95%)
Percentagem de
concordancia 168/174 96,6% (92,7-98,4)
global
Percentagem de
concordancia 12/15 80,0% (54,8-93,0)
positiva
Percentagem de
concordancia 156/159 98,1% (94,6-99,4)
negativa
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Tabela 36. Andlise 2x2 das taxas de concordancia inter-plataforma do instrumento
BenchMark GX vs. instrumento BenchMark XT com o iVIEW DAB Detection Kit.

Clone 4B5 com iVIEW DAB Detection Kit
Instrumento BenchMark XT
Instrumento
BenchMark GX Positivo Negativo Total
Positivo 11 3 14
Negativo 4 154 158
Total 15 157 172
niN % (IC de 95%)
Percentagem de 165/172
concordancia 95,9% (91,8-98,0)
global
Percentagem de 11/15
concordancia 73,3% (48,0-89,1)
positiva
Percentagem de 154/157
concordancia 98,1% (94,5-99,3)
negativa

Roche)

Concluséo: Os dados destes estudos indicam que 0 VENTANA HER2 (4B5) era
especifico e reprodutivel em termos da sua capacidade de corar apropriadamente os
tecidos neoplasicos da mama e gastricos. Os dados de comparacdo dos métodos e de
reprodutibilidade inter-laboratorial demonstraram que o VENTANA HER2 (4B5) é
indicado como um auxiliar da avaliacdo de doentes com cancro da mama e gastrico
para 0s quais se considera o tratamento com Herceptin.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO — PERJETA E KADCYLA

HER2 na mama - Estudo comparativo de métodos com o ensaio de inscri¢éo dos
estudos de Perjeta e Kadcyla no carcinoma da mama

Foi determinada a equivaléncia com ensaios de inscri¢do para grupos dos estudos de
Perjeta e Kadcyla através da coloragdo de amostras experimentais com o ensaio
VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody. Foi efectuada a
coloragéo de 2753 amostras avaliadas para um ensaio de Perjeta e 99 amostras
avaliadas para um ensaio de Kadcyla com VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody (VENTANA HER2 (4B5)). Foram determinadas as taxas
de concordancia de percentagem positiva (PPA), negativa (NPA) e global (OPA). O IC
de 95% (intervalo de confianca de 95% bilateral) foi calculado utilizando o método de
pontuacéo.

Tabela 37. Concordancia do ensaio Clone 4B5 e de ensaios Dako relativamente ao estado de HER2 para todos os sujeitos passiveis de avaliacdo de HER2. Os sujeitos passiveis de
avaliagéo IHC apresentam um estado de HER2 positivo ou negativo determinado pelo ensaio Clone 4B5 e pelo ensaio IHC na inscri¢éo.

Estado DAKO HER2 [a] [b]
Estudo Pontuac&o Clone 4B5 [b] Positivo Negativo Total
Perjeta e 3+ 2380 15 2395
Kadcyla
2+ 140 122 262
0L+ 38 135 173
Total 2558 272 2830

Percentagem de concordancia positiva (PPA) n/N (%) (IC de 95%) 2380/2558 (93,0)

(92,0-94,0)

Percentagem de concordancia negativa (NPA) n/N (%) (IC de 95%) 2571272 (94,5)

(91,1-96,6)

Percentagem de concordancia global (OPA) n/N (%) (IC de 95%) 2637/2830 (93,2)

(92,2-94,1)

[a] Positivo = positivo para IHC efou amplificagdo por ISH. Negativo = negativo para IHC e sem amplificacéo por ISH ou sem amplificacéo por ISH e

néo positivo para IHC.
[b] IHC: Positivo = 3+; Negativo = 0, 1+, ou 2+.

2013-10-09
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Tabela 38. Concordéancia do ensaio Clone 4B5 e de ensaios Dako relativamente ao estado de IHC para todos os sujeitos passiveis de avaliacdo de IHC. Os sujeitos passiveis de
avaliagéo IHC apresentam um estado de HER2 positivo ou negativo determinado pelo ensaio Clone 4B5 e pelo ensaio IHC na inscri¢éo.

Estado Dako HercepTest [a]

Estudo Estado Clone 4B5 [a] Positivo Negativo Total

Perjeta e Kadcyla Positivo 2330 65 2395
Negativo 21 414 435
Total 2351 479 2830
Percentagem de concordancia positiva (PPA) n/N (%) (IC de 95%) 2330/2351 (99,1) (98,6-99,4)
Percentagem de concordancia negativa (NPA) n/N (%) (IC de 95%) 414/479 (86,4) (83,1-89,2)
Percentagem de concordancia global (OPA) n/N (%)(IC de 95%)  2744/2830 (97,0) (96,3-97,5)

Perjeta Positivo 2267 63 2330
Negativo 10 399 409
Total 2277 462 2739
Percentagem de concordancia positiva (PPA) n/N (%) (IC de 95%) 2267/2277 (99,6) (99,2-99,8)
Percentagem de concordancia negativa (NPA) n/N (%) (IC de 95%) 399/462 (86,4) (82,9-89,2)
Percentagem de concordancia global (OPA) n/N (%) (IC de 95%)  2666/2739 (97,3) (96,7-97,9)

Kadcyla Positivo 63 2 65
Negativo 11 15 26
Total 74 17 91

Percentagem de concordancia positiva (PPA) n/N (%) (IC de 95%)
Percentagem de concordancia negativa (NPA) n/N (%) (IC de 95%)
Percentagem de concordancia global (OPA) n/N (%) (IC de 95%)

[a] Positivo = 3+; Negativo = 0, 1+, ou 2+.

Tabela 39. Concordancia dos ensaios Clone 4B5 e de ensaios Dako relativamente a pontuacéo de IHC para todos os sujeitos passiveis de avaliagdo de IHC.

63/74 (85,1) (75,3-915)
15/17(88,2) (65,7-96,7)
78/91 (85,7) (77,1-91,5)

avaliagdo IHC apresentam um estado de HER2 positivo ou negativo determinado pelo ensaio Clone 4B5 e pelo ensaio IHC na inscrigao.

Os sujeitos passiveis de

Pontuagéo Dako HercepTest

Estudo Pontuacgéo do Clone 4B5 (4B5) 3+ 2+ 0/1+ Total

Perjeta e Kadcyla 3+ 2330 64 1 2395
2+ 12 235 15 262
0/1+ 9 26 138 173
Total 2351 325 154 2830
Percentagem de concordancia global (OPA) n/N (%) (IC de 95%)  2703/2830 (95,5) (94,7-96,2)

Perjeta 3+ 2267 62 1 2330
2+ 9 226 13 248
0/1+ 1 24 136 161
Total 2277 312 150 2739
Percentagem de concordancia global (OPA) n/N (%) (IC de 95%)  2629/2739 (96,0) (95,2-96,7)

Kadcyla 3+ 63 2 0 65
2+ 3 9 2 14
0/1+ 8 2 2 12
Total 74 13 4 91
Percentagem de concordéncia global (OPA) n/N (%) (IC de 95%) 74/91 (81,3) (72,1-88,0)
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Tabela 40. Aceitabilidade de coloracéo do Clone 4B5. Sujeitos testados por IHC. A coloragéo IHC é considerada aceitavel se for possivel determinar uma pontuac&o IHC valida (0,
1+, 2+ ou 3+). As razdes para coloragdo inaceitavel incluem um controlo negativo inaceitavel, perda de tecido, tumor insuficiente, coloragao de fundo inaceitavel e morfologia
inaceitavel.

Parametro
NUmero de testes IHC iniciais

Aceitabilidade da colorag&o inicial n/N (%) (IC de 95%)

Perjeta Kadcyla
2753 99

270812753 (98,4) (97,8, 98,8) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5)

Perjeta e Kadcyla
2852

280012852 (98,2) (97,6, 98,6)

Numero de testes IHC repetidos 40 0 40
Aceitabilidade da coloragéo final n/N (%) (IC de 95%) 2746/2753 (99,7) (99,5,99,9) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 2838/2852 (99,5) (99,2, 99,7)
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