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UTILIZAGAO PRETENDIDA

VENTANA DLL3 (SP347) Assay

(DLL3 (SP347) Assay) destina-se a
utilizag&o em laboratério na detegéo da
proteina Delta-like 3 (DLL3) em
secgdes de tecido fixado em formol e
impregnado em parafina (FFPE) corado
em instrumentos BenchMark IHC/ISH
utilizando OptiView DAB IHC Detection
Kit.

Este produto deveré ser interpretado
por um patologista qualificado, em
conjunto com um exame histolégico, a
informag&o clinica relevante e os controlos adequados.

Este anticorpo destina-se a utilizagdo em diagnéstico in vitro (IVD).

RESUMO E EXPLICAGAO

DLL3 (SP347) Assay utiliza um anticorpo monoclonal de coelho produzido contra a
proteina DLL3. A coloragdo com DLL3 (SP347) Assay em células tumorais pode
apresentar uma coloragao citoplasmatica e/ou membranar pontilhada e/ou difusa que
pode ser parcial ou circunferencial.

A proteina Delta-like 3 (DLL3) é um dos varios ligandos transmembranares que estéo
envolvidos na regulagéo da via Notch. A via Notch € um importante mecanismo de
controlo do destino celular que regula a diferenciagéo, a proliferacéo e a apoptose das
células; estas vias celulares s&o de particular importancia na biologia do desenvolvimento
e na manutengéo das células estaminais.! A desregulagao desta via esta associada a
anomalias do desenvolvimento, com potencial para oncogénese numa variedade de
tecidos.! Durante o desenvolvimento normal, a proteina DLL3 inibe a express&o da via de
sinalizagdo Notch, redirecionando a Notch clivada e a DLL1 para endossomas e/ou
lisossomas ou para o Golgi, respetivamente. Este sequestro impede efetivamente a
localizag&o da proteina Notch intermédia ativada na superficie celular. Foi demonstrado
que a sobre-expresséo de Notch-1 inibe a apoptose em diferentes tipos de cancro;2
consequentemente, a inibi¢do da via de sinalizag&o Notch é um potencial alvo terapéutico
do cancro.234

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

DLL3 (SP347) Assay utiliza um anticorpo monoclonal de coelho produzido contra a
proteina DLL3 em secgdes de tecido impregnadas em parafina. O anticorpo especifico
pode ser visualizado utilizando OptiView DAB IHC Detection Kit (Ref. 760-700 /
06396500001). Consulte o folheto informativo de OptiView DAB IHC Detection Kit para
obter mais informagdes.

Além da coloragéo com DLL3 (SP347) Assay, deve ser corada uma segunda lamina com
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (Ref. 790-4795 / 06683380001).

MATERIAIS FORNECIDOS

DLL3 (SP347) Assay contém reagente suficiente para 50 testes.

Um dispensador de 5 mL de anticorpo DLL3 (SP347) contém aproximadamente 5 pg de
um anticorpo monoclonal de coelho.

O anticorpo é diluido em 0.05 M de solugao salina tamponada Tris, 0.01 M de EDTA,
0.05% de Brij-35 com 0.3% de proteina transportadora e 0.05% de azida sddica, um
conservante.

A concentracéo especifica do anticorpo é de aproximadamente 1 pg/mL.

O anticorpo DLL3 (SP347) & um anticorpo monoclonal de coelho produzido como
sobrenadante de uma cultura celular purificada.

Figura 1. Expressao de VENTANA DLL3
(SP347) Assay no carcinoma do
pulmao de pequenas células.
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Consulte a folha de métodos incluida na embalagem do kit de detegdo VENTANA
apropriado para uma descrigdo detalhada de: Principio do procedimento, Material e
métodos, Colheita das amostras e preparag&o para analise, Procedimentos de controlo
de qualidade, Resolugéo de problemas, Interpretagéo dos resultados e Limitages.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS
Os reagentes de coloragdo, como os dos kits de detegdo VENTANA e os componentes
auxiliares, incluindo laminas de controlo tecidular positivo e negativo, ndo séo fornecidos.
Os produtos indicados no folheto informativo podem nao estar todos disponiveis em todas
as regides. Consulte 0 seu representante de assisténcia local.
Os seguintes reagentes e materiais podem ser necessarios para a coloragéo, mas ndo
séo fornecidos:
Tecidos de controlo positivo e negativo recomendados
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (Ref. 790-4795 / 06683380001)
Laminas de microscdpio carregadas positivamente
Estufa de secagem capaz de manter uma temperatura de 60 °C £ 5 °C
Etiquetas de cddigos de barras (apropriadas para o controlo de reagente negativo
ou o anticorpo primario que esta a ser testado)
Xileno (de grau histolégico)
7. Etanol ou alcool reagente (de grau histoldgico)

e Solugdo a 100%: etanol ou alcool reagente ndo diluido

. Solug&o a 95%: misturar 95 partes de etanol ou de alcool reagente com

5 partes de agua desionizada
. Solug&o a 80%: misturar 80 partes de etanol ou de alcool reagente com
20 partes de &gua desionizada

8.  Agua desionizada ou destilada
9. OptiView DAB IHC Detection Kit (Ref. 760-700 / 06396500001)
10. EZ Prep Concentrate (10X) (Ref. 950-102 / 05279771001)
11.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (Ref. 950-300 / 05353955001)
12.  ULTRALCS (Predilute) (Ref. 650-210 / 05424534001)
13. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Ref. 950-224 / 05424569001)
14.  LCS (Predilute) (Ref. 650-010 / 05264839001)
15.  Cell Conditioning Solution (CC1) (Ref. 950-124 / 05279801001)
16.  Coloragdo de contraste Hematoxylin Il (Ref. 790-2208 / 05277965001)
17.  Bluing Reagent (Ref. 760-2037 / 05266769001)
18.  Meio de montagem permanente (Permount Fisher Ref. SP15-500 ou equivalente)
19. Lamela de cobertura (suficiente para cobrir tecido, como VWR Ref. 48393-060)
20. Dispositivo de cobertura automatico (como Tissue-Tek SCA Automated

Coverslipper)
21.  Microscépio 6tico
22.  Compressas absorventes

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

Apbs a recegdo e quando ndo estiver a ser utilizado, conservar entre 2-8 °C. Nao
congelar.

Para garantir uma correta distribuicdo do reagente e a estabilidade do anticorpo, volte a
colocar a tampa do dispensador apés cada utilizagédo e coloque o dispensador
imediatamente no frigorifico na posigéo vertical.

Cada dispensador de anticorpos tem indicada a respetiva data de validade. Quando
corretamente conservado, o reagente permanece estavel até a data indicada na etiqueta.
Nao utilizar o reagente depois de ultrapassada a data de validade.

PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Os tecidos FFPE processados regularmente sao adequados para utilizagdo com este
anticorpo priméario quando utilizados com OptiView DAB Detection Kit e instrumentos
BenchMark IHC/ISH. O fixador de tecido recomendado é o formol neutro tamponado a
10%.5 Devem ser evitados fixadores com uma concentragéo elevada de alcool (por
exemplo, etanol a 95%) ou fixadores & base de glioxal (por exemplo, fixador PREFER).
Uma vez que a antigenicidade das secgdes de tecido cortado pode diminuir ao longo do
tempo, as laminas devem ser coradas imediatamente.

Recomenda-se que sejam executados controlos positivos e negativos em simultdneo com
amostras desconhecidas.
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AVISOS E PRECAUCOES

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

2. Apenas para utilizagao profissional.

3. ADVERTENCIA: Nos Estados Unidos, a Lei Federal restringe a venda deste
dispositivo a um médico ou mediante receita médica. (Rx Only)

Né&o utilizar num niimero de testes superior ao especificado.

A solugéo ProClin 300 é utilizada como conservante neste reagente. Esta
classificada como irritante e pode causar sensibilizagéo através do contacto com a
pele. Tome as precaugdes razoaveis ao manusear a mesma. Evite o contacto dos
reagentes com os olhos, a pele e as membranas mucosas. Utilize luvas e vestuario
de protecéo.

As laminas carregadas positivamente podem ser suscetiveis a tensdes ambientais,
resultando na coloragédo inadequada de qualquer ensaio IHC (por exemplo, falta de
anticorpo primario ou coloragao de contraste no tecido). Solicite ao seu
representante da Roche uma cépia do documento “Impacts of Environmental
Stresses on IHC Positively Charged Slides” para compreender melhor como utilizar
estes tipos de laminas.

Os materiais de origem humana ou animal devem ser manuseados como materiais
que envolvem risco de contaminago e eliminados adotando as devidas
precaugdes.

Evite o contacto dos reagentes com os olhos e as membranas mucosas. Se 0s
reagentes entrarem em contacto com areas sensiveis, lave com agua em
abundancia.

Evite a contaminagao microbiana dos reagentes, pois tal podera dar origem a
resultados incorretos.

Para mais informag6es acerca da utilizagéo deste dispositivo, consulte 0 Manual do
utilizador do instrumento BenchMark IHC/ISH, bem como as instrugdes de
utilizagao de todos os componentes necessarios em dialog.roche.com.

Consulte as autoridades locais e/ou estatais no que se refere ao método de
eliminagéo recomendado.

A etiquetagem de seguranca do produto segue principalmente as diretrizes do GHS
da UE. Ficha de dados de seguranga disponivel para utilizadores profissionais a
pedido.

Para reportar situagdes graves suspeitas relacionadas com este dispositivo,
contacte o representante local da Roche e a autoridade competente do Estado-
Membro ou do Pais onde o utilizador esta estabelecido.

Este produto contém componentes classificados da seguinte forma, nos termos do
disposto no Regulamento (CE) N.° 1272/2008:

Tabela 1. Informagdes sobre os perigos.

13.

Perigo Cadigo Adverténcia
Aviso H317 Pode provocar uma reagao alérgica cutanea.
Nocivo para o0s organismos aquaticos com efeitos
H412
duradouros.
P261 Evitar respirar névoas ou vapores.
P273 Evitar a libertagéo para o ambiente.
P280 Usar luvas de proteg&o.
P333 + Em caso de irritagéo ou erupgdo cutanea: consulte um
P313 médico.
P362 + Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar
P364 a usar.
Eliminar o contetido/recipiente num centro de
P501 ; )
tratamento de residuos apropriado.

Este produto contém CAS # 55965-84-9, uma massa de reagéo de: 5-cloro-2-metil-2H-
isotiazol-3-ona e 2-metil-2H-isotiazol-3-ona (3:1).

PROCEDIMENTO DE COLORAGAO

Os anticorpos primarios VENTANA foram desenvolvidos para utilizagdo em instrumentos
BenchMark IHC/ISH em combinag&o com kits de detegéo IHC e acessorios OptiView
DAB. Consulte a Tabela 2 para obter mais informagdes sobre os protocolos de coloragéo
recomendados.
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Este anticorpo foi otimizado para tempos de incubagéo especificos, mas o utilizador tera
de validar os resultados obtidos com este reagente.

Os parametros para os procedimentos automaticos podem ser apresentados, impressos e
editados de acordo com o procedimento contido no Manual do Operador do instrumento.
Consulte o folheto informativo do kit de detegdo VENTANA apropriado para obter mais
detalhes relativamente aos procedimentos de coloragdo de imuno-histoquimica.

Tabela 2. Protocolo de coloragdo recomendado para DLL3 (SP347) Assay com OptiView
DAB IHC Detection Kit num instrumento BenchMark XT, num instrumento BenchMark GX
e num instrumento BenchMark ULTRA.

Tipo de procedimento Método
Cozedura Opcional
Desparafinagao Selecionado

Instrumento BenchMark GX
CC1, 88 minutos
Instrumento BenchMark XT
CC1, 88 minutos
Instrumento BenchMark ULTRA
ULTRA CC1, 80 minutos, 100 °C
Instrumento BenchMark GX
48 minutos, 37 °C

Instrumento BenchMark XT
32 minutos, 37 °C

Instrumento BenchMark ULTRA
32 minutos, 36 °C

Selecionado

Condicionamento celular
(revelag@o de antigénio)

Anticorpo (primario)
Ou Rabbit Monoclonal Negative
Control Ig

Inibidor de peroxidase pré-primario

Coloragéo de contraste Hematoxylin Il, 4 minutos

Pds-contraste Bluing, 4 minutos

Devido a variagdo na fixagéo e no processamento de tecidos, bem como nos
instrumentos laboratoriais gerais e nas condigbes ambientais, podera ser necessario
aumentar ou diminuir a incubagao do anticorpo primario, o condicionamento celular ou o
pré-tratamento com protease com base nas amostras individuais, na detegao utilizada e
na preferéncia do leitor. Para mais informagdes sobre as variaveis da fixagéo, consulte
“Immunohistochemistry Principles and Advances”.6

CONTROLO TECIDULAR POSITIVO E NEGATIVO

Um exemplo de um controlo tecidular positivo é o tecido de carcinoma do pulmé&o de
células pequenas. Quando esta presente coloragéo, as células tumorais apresentam uma
coloragdo da DLL3 citoplasmatica e/ou membranar pontilhada efou difusa que pode ser
parcial ou circunferencial. Pode ser utilizado tecido de pulmao normal como controlo
tecidular negativo, uma vez que ndo apresenta qualquer coloragdo da DLL3. O pigmento
€ 0 sangue podem corar positivamente para DLL3 e podem mesmo ser encontrados nos
macréfagos alveolares, podendo por isso parecer que coram positivamente. Isto ndo deve
ser considerado coloragdo de fundo ou inaceitavel.

INTERPRETAGAO DA COLORAGAO / RESULTADOS PREVISTOS

O procedimento automatizado de imunocoloragédo VENTANA provoca a precipitagéo de
um produto de reagéo de cor castanha (DAB) nos locais do antigénio identificados por
DLL3 (SP347) Assay.

O padréo de coloragéo celular de DLL3 (SP347) Assay é uma coloragéo citoplasmatica
e/ou membranar pontilhada e/ou difusa que pode ser parcial ou circunferencial.

LIMITAGOES ESPECIFICAS

1. Asamostras histologicas devem ser fixadas no prazo de 24 horas apés a colheita
com formol neutro tamponado a 10% durante 6-72 horas.

2. Assecgdes de tecido com aproximadamente 4-6 pm de espessura devem ser
cortadas e montadas em laminas carregadas positivamente.
3. Alimuno-histoquimica é um processo de diagnostico em varias etapas que exige

uma formag&o especializada na selecéo dos reagentes apropriados, na selegéo dos
tecidos, fixagao, processamento, preparagdo da l&mina de imuno-histoquimica e
interpretagéo dos resultados da coloragéo.
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4. Acoloragdo do tecido depende do manuseamento e do processamento do tecido N.° de casos
antes da coIoragéo. Uma incqrreta fixagéo, congelg(;éoLdescongelagéo, I_avagem, Patologia positivos/totais
secagem, aquecimento, seccionamento ou contaminag&o com outros tecidos ou
fluidos pode produzir artefactos, aprisionamento de anticorpos ou resultados falsos Adenocarcinoma seroso do ovario 01
negativos. Os resultados inconsistentes podem ser resultantes de variagdes nos - —
métodos de fixag&o e impregnag&o ou de irregularidades inerentes no tecido. Adenocarcinoma do ovario on
CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO Pancreas — tumor de células dos ilhéus 11
Foram realizados}es}es de colorag&o para especificidade, sensibilidade e r?petibilidade e Adenocarcinoma do pancreas 01
os resultados estdo listados na Tabela 3 e na Tabela 4, bem como na secgédo
Repetibilidade. Testiculo — seminoma n
Especificidade Testiculo — carcinoma embrionario 7
Tabela 3. A especificidade de DLL3 (SP347) Assay foi determinada testando tecidos
normais fixados em formol e impregnados em parafina. Tiroide — carcinoma medular 7
N.° de N.° de Tiroide — carcinoma papilar on
casos casos
positivos/ positivos/ Mama - carcinoma intraductal 0n
Tecido totais Tecido totais - - -
Mama - carcinoma ductal invasivo 0/2
Cérebro hemisférico 1/9 Estomago 1/5
Baco - linfoma difuso de células B 0n
Cerebelo 0/6 Intestino delgado 0/6
Pulmé&o - carcinoma de pequenas células 7
Glandula suprarrenal 5/6 Colon 0/6
Pulm&o - carcinoma de células escamosas 0N
Ovario 0/6 Figado 4/5
Pulmé&o — adenocarcinoma on
Lingua (tecido de -
Pancreas 3/5 glandula salivar) 06 Esofago — carcinoma de células escamosas 0/1
Ganglio linfatico 0/2 Rim 06 Esoéfago — adenocarcinoma 0n
Hipofise 6/6 Prostata 06 Estdmago — adenocarcinoma mucinoso 0N
Testiculo 116 Utero 02 Adenocarcinoma do intestino delgado oM
Glandula tiroide 116 Colo do utero oM Intersticialoma maligno do intestino delgado n
Tecido de musculo Cdlon — adenocarcinoma 01
Gléndula timo 06 | esqueldtico 03 Coélon — intersticialoma o
Mama 04 Pele on Reto — adenocarcinoma on
Baco 06 :;:ﬁ'fg?i:: neno 0 Reto - intersticialoma maligno moderado 7
Tecido de mesotlio Figado — carcinoma hepatocelular "
Amigdala 0/6 pleural 013 Figado — hepatoblastoma 0
Medula dssea 0/4 Olhos 113 Rim - carcinoma de células claras on
Pulméo 0/5 Laringe 2/3 Préstata — adenocarcinoma 0/2
Coragédo 0/6 Glandula paratiroide 0/3 Utero — adenocarcinoma 0N
Esdfago 0/6 Bexiga 03 Utero — carcinoma de células claras on
Colo do utero - carcinoma de células escamosas 12
Sensibilidade - : : — ;
Tabela 4. A sensibilidade de DLL3 (SP347) Assay foi determinada testando varios tecidos Musculo estriado — rabdomiossarcoma embrionario on
neoplésicos fixados em formol e impregnados em parafina. Reto — melanoma maligno 11
]
Patologia pys;it?veots:?tz::is Pele - carcinoma basocelular on
Cérebro hemisférico — glioblastoma 11 Retroperitoneu - neuroblastoma 0/t
Cérebro hemisférico — meningioma atipico 01 Peritoneu —mesotelioma maligno o/t
Cérebro hemisférico — ependimoma maligno N1 Ganglio linfatico — linfoma difuso de células B 112
Cérebro hemisférico — oligodendroglioma 11 Ganglio linftico  linfoma de Hodgkin n
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N.° de casos
Patologia positivos/totais
Bexiga - carcinoma urotelial on
Bexiga — leiomiossarcoma maligno 0N
Musculo liso — leiomiossarcoma 01

Repetibilidade

Os estudos de repetibilidade de DLL3 (SP347) Assay foram realizados para demonstrar:

. Reprodutibilidade interlote do anticorpo.

. Reprodutibilidade intraensaio e interensaio num instrumento BenchMark GX.

. Reprodutibilidade intraensaio e interensaio num instrumento BenchMark XT.

. Reprodutibilidade intraensaio e interensaio num instrumento BenchMark ULTRA.

. Reprodutibilidade interplataformas entre o instrumento BenchMark GX, o
instrumento BenchMark XT e o instrumento BenchMark ULTRA.

Todos os estudos cumpriram os respetivos critérios de aceitagéo.
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NOTA: neste documento, é sempre utilizado o ponto como separador decimal para

marcar o limite entre a parte inteira e as partes fracionais de um nimero decimal. N&o séo

utilizados separadores de milhares.

Simbolos

Ventana utiliza os seguintes simbolos e sinais, além dos listados na norma I1SO 15223-1
(para os EUA: consultar dialog.roche.com para a definigdo dos simbolos utilizados):

GTIN Nimero Global de Item Comercial
Identificagdo Unica de dispositivo
Indica a entidade que importa o dispositivo médico para a Unido
Europeia

HISTORICO DE REVISOES

Rev Atualizagoes

C Foram realizadas atualizagdes nas secgdes Materiais fornecidos, Materiais
necessarios, mas nao fomecidos, Avisos e precaugdes, Simbolos e
Propriedade intelectual

PROPRIEDADE INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK, OPTIVIEW e o logétipo VENTANA s&o marcas comerciais da
Roche.

Todas as restantes marcas comerciais sdo propriedade dos respetivos titulares.

© 2023 Ventana Medical Systems, Inc.
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INFORMACOES DE CONTACTO

l

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606

www.roche.com
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