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UTILIZAGAO PRETENDIDA

CONFIRM anti-bcl-2 (124) Mouse
Monoclonal Primary Antibody
destina-se a utilizagéo em laboratorio
na deteg&o imuno-histoquimica
qualitativa da proteina do linfoma de
células B 2 (bcl-2) utilizando
microscopia 6tica em secgdes de tecido
fixadas em formol e impregnadas em
parafina (FFPE) coradas num
instrumento BenchMark IHC/ISH.
Este produto deveré ser interpretado
por um patologista qualificado, em
conjunto com um exame histoldgico, a informag&o clinica relevante e os controlos
adequados.

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

RESUMO E EXPLICAGAO

CONFIRM anti-bcl-2 (124) Mouse Monoclonal Primary Antibody (anticorpo CONFIRM
anti-bcl-2 (124)) é direcionado para a proteina bcl-2 humana. A oncoproteina bcl-2
desempenha um papel central na apoptose, funcionando como inibidor do processo
apoptético, e veio a dar o nome a uma familia de proteinas implicadas na
promogaolinibigao da apoptose.! Esta provado que a expressao de bcl-2 bloqueia a
morte celular programada em vez de promover a proliferagéo. A bcl-2 € normalmente
expressa nas células T, nas células pré-B, nas células B em repouso, incluindo os
linfécitos normais da zona do manto, e em certos tipos de células B em proliferagao.23
No entanto, a bcl-2 é regulada negativamente nas células B do centro germinal
normais.2-3 Nos tecidos neoplésicos, s&o detetados niveis elevados de bcl-2 na maioria
dos linfomas humanos de células B pequenas e maduras (por exemplo, linfoma linfocitico
crénico/linfoma linfocitico pequeno, linfoma folicular, linfoma de células do manto e
linfoma da zona marginal), ao passo que é expresso em graus variaveis no linfoma difuso
de grandes células B, no linfoma de Hodgkin e no linfoma de células T.24 O linfoma de
Burkitt é tipicamente bcl-2-negativo, embora se observe uma expressao fraca nalguns
casos.245 Além disso, a expressdo de bcl-2 também é detetada em muitos tumores
malignos ndo hematopoiéticos, incluindo o cancro do pulmé&o de células ndo pequenas, o
cancro da mama, o cancro do cdlon e o melanoma.8 Os mecanismos subjacentes &
sobre-expressao de bcl-2 variam muito nestas neoplasias e incluem translocagéo
cromossémica, amplificagéo do gene e desregulagéo de microRNA.6

A sobre-expressao da bcl-2 é uma das principais caracteristicas do linfoma folicular. A
grande maioria dos linfomas foliculares apresenta uma translocagéo cromossémica de
t(14;18) caracteristica, que coloca o gene bcl-2 sob o controlo do promotor IgH,
provocando a sua sobre-expressdo.”-8 Consequentemente, a detecao da bcl-2 pela
imuno-histoquimica (IHC) com o anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) pode ser utilizada
como auxiliar na identificagao do linfoma folicular.

Segundo a classificagdo revista de neoplasias linféides da OMS de 2016, uma vez
estabelecido o diagnéstico de linfoma difuso de grandes células B (DLBCL), é necessaria
uma caracterizagéo adicional.? O DLBCL pode ser caracterizado pela célula de origem,
pelas carateristicas moleculares e pelo panorama genético ou mutacional.0 Bcl-2 IHC é
frequentemente efetuado neste contexto. Assim, a detegéo da bcl-2 através de IHC com o
anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) pode ser utilizada como auxiliar na caraterizagdo do
DLBCL.

A expressdo da Bcl-2 encontra-se regulada negativamente nas células B normais do
centro germinativo em tecidos reativos, enquanto nos foliculos neoplésicos do linfoma
folicular esta sobre-expressa.” Assim, a detegéo da bcl-2 através de IHC com o anticorpo

Figura 1. Coloragéo citoplasmatica com
anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) de
tecido de linfoma.
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CONFIRM anti-bcl-2 (124) pode ser utilizada como auxiliar na diferenciagéo entre linfoma
folicular e foliculos reativos benignos.

O padréo de coloragéo deste anticorpo é citoplasmatico. Pode ser utilizada como parte de
um painel de estudos de IHC.

PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

O anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) liga-se & proteina bcl-2 em secgdes de tecido
fixadas em formol e impregnadas em parafina (FFPE). Este anticorpo pode ser
visualizado utilizando u/traView Universal DAB Detection Kit (Ref. 760-500 /
05269806001) ou OptiView DAB IHC Detection Kit (Ref. 760-700 / 06396500001).
Consulte a respetiva folha de métodos para obter mais informagges.

MATERIAIS FORNECIDOS

O anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) contém reagente suficiente para 50 testes.

Um dispensador de anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) de 5 mL contém
aproximadamente 85 jg de um anticorpo monoclonal de ratinho.

O anticorpo é diluido em 0.05 M de Tris-HCI com aproximadamente 1% de proteina
transportadora e 0.10% de ProClin 300, um conservante.

A concentragéo especifica do anticorpo é de aproximadamente 17 ug/mL. N&o foi
observada qualquer reatividade nédo especifica conhecida ao anticorpo neste produto.

O anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) é um anticorpo monoclonal recombinante de
ratinho produzido como sobrenadante de uma cultura celular purificada.

Consulte a folha de métodos incluida na embalagem do kit de detegdo VENTANA
apropriado para obter descrigdes detalhadas sobre: Principio do procedimento, Material e
métodos, Colheita das amostras e preparagéo para analise, Procedimentos de controlo
de qualidade, Resolugdo de problemas, Interpretagédo dos resultados e Limitagbes gerais.

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 sédo fornecidos.
Os produtos indicados na folha de métodos podem néo estar todos disponiveis em todas
as regides. Consulte o seu representante de assisténcia local.

Os seguintes reagentes e materiais podem ser necessarios para a coloragéo, mas ndo
séo fornecidos:

Tecido de controlo recomendado

Laminas de microscdpio carregadas positivamente

Negative Control (Monoclonal) (Ref. 760-2014 / 05266670001)

ultraView Universal DAB Detection Kit (Ref. 760-500 / 05269806001)

OptiView DAB IHC Detection Kit (Ref. 760-700 / 06396500001)

EZ Prep Concentrate (10X) (Ref. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (Ref. 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (Ref. 650-010 / 05264839001)

9. ULTRALCS (Predilute) (Ref. 650-210 / 05424534001)

10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (Ref. 950-124 / 05279801001)

11. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Ref. 950-224 / 05424569001)
12. Hematoxylin Il (Ref. 790-2208 / 05277965001)

13.  Bluing Reagent (Ref. 760-2037 / 05266769001)

14.  Meio de montagem permanente

15.  Lamela de cobertura

16.  Dispositivo de cobertura automatico

17.  Equipamento de laboratorio de uso genérico

18.  Instrumento BenchMark IHC/ISH

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

Apos a recegdo e quando néo 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 apds cada utilizagéo e coloque o dispensador
imediatamente no frigorifico na posig&o 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.
Né&o utilizar o reagente depois de ultrapassada a data de validade.
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PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Os tecidos FFPE processados regularmente s&o adequados para utilizagéo com este
anticorpo priméario quando utilizados com kits de detecdo VENTANA e instrumentos
BenchMark IHC/ISH. O fixador de tecido recomendado é o formol neutro tamponado a
10%.™1 As secgdes devem ser cortadas com aproximadamente 4 um de espessura e
colocadas em l&minas carregadas positivamente. Uma vez que a antigenicidade das
secgdes de tecido cortado pode diminuir ao longo do tempo, as laminas devem ser
coradas imediatamente. Peca ao representante da Roche uma cépia de "Recommended
Slide Storage and Handling" para obter mais informagdes.

De acordo com as recomendagdes, os controlos positivos e negativos devem ser
executados em simultdneo com amostras desconhecidas.

AVISOS E PRECAUGOES

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

2. Apenas para utilizagao profissional.

3. Nao utilizar num nimero de testes superior ao especificado.

4 Este produto contém 1% ou menos de soro bovino, que € utilizado na produgéo do
anticorpo.

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

6.  Aslaminas carregadas positivamente podem ser suscetiveis a pressdes ambientais
que podem ter como consequéncia uma coloragéo inadequada. Contacte o
representante da Roche para mais informagdes sobre como utilizar estes tipos de
[&minas.

7. Os materiais de origem humana ou animal devem ser manuseados como materiais
que envolvem risco de contaminago e eliminados adotando as devidas
precaugdes. Em caso de exposicdo, devem ser seguidas as diretivas de satde das
autoridades responsaveis. 12,13

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

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

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

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

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

13.  Para reportar situagdes graves suspeitas relacionadas com este dispositivo,

Perigo Cadigo Adverténcia
P501 Eliminar o contedo/recipiente num centro de
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 detecéo e acessorios VENTANA.
Consulte a Tabela 2 e a Tabela 3 abaixo para obter mais informagdes sobre os protocolos

de coloragéo recomendados.

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 autométicos podem ser apresentados, impressos e
editados de acordo com o procedimento contido no Manual do utilizador do instrumento.
Consulte a folha de métodos incluida na embalagem do kit de detegdo VENTANA
apropriado para obter mais detalhes relativamente aos procedimentos de coloragéo de

imuno-histoquimica.

Para mais informagdes sobre a utilizagao correta deste dispositivo, consulte a folha de
métodos do dispensador em linha associado ao P/N 790-4464.

Tabela 2. Protocolo de coloragéo recomendado para o anticorpo CONFIRM anti-bcl-2
(124) com ultraView Universal DAB Detection Kit em instrumentos BenchMark IHC/ISH.

TIpO de Método
procedimento XT ULTRA ou ULTRA PLUS @
Desparafinagao Selecionado Selecionado
Cell Conditioning CC1, ULTRA CC1
(revelagdio de Padréo 64 minutos, 95 °C
antigénio)

Anticorpo (primario)

16 minutos, 37 °C 16 minutos, 36 °C

Coloragao de
contraste

Hematoxylin Il, 4 minutos

Pés-contraste

Bluing, 4 minutos

a Foi demonstrada concordancia entre os instrumentos BenchMark ULTRA e
BenchMark ULTRA PLUS utilizando ensaios representativos.

Tabela 3. Protocolo de coloragdo recomendado para o anticorpo CONFIRM anti-bcl-2
(124) com OptiView DAB IHC Detection Kit em instrumentos BenchMark IHC/ISH.

contacte o representante local da Roche e a autoridade competente do Estado- Tipo de b D
Membro ou do Pais onde o utilizador esta estabelecido. procedimento XT ULTRA ou ULTRA PLUS 2

Este produto contém componentes classificados da seguinte forma, nos termos do . . .

disposto no Regulamento (CE) N.¢ 1272/2008: Desparafinagao Selecionado Selecionado

Tabela 1. Informagdes sobre os perigos. Cell Conditioning cc, ULTRA CC1

Perido Codino Advertincla (revelagio de 32 minutos 32 minutos, 100 °C
g g antigénio)
AVISO H317 Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea. Anticorpo (primério) 16 minutos, 37 °C 16 minutos, 36 °C
H412 Nocivo para os organismos aquéaticos com efeitos Inibidor de
duradouros. . . .
peroxidase pré- Selecionado
P261 Evitar respirar névoas ou vapores. primario
P273 Evitar a libertagéo para o ambiente. OptiView HQ . N
P280 Usar luvas de protegéo Universal Linker o mntos predeinizo)
T — OptiView HRP .

P333+ | Em caso de irritagdo ou erupgao cutinea: consulte um plvllullttai‘:vner 8 minutos (predefinicao)
P313 médico.
P362 + Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar Czl:rr:rga:zede Hematoxylin I, 4 minutos
P364 ausar.
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Método
ULTRA ou ULTRAPLUS 2

Bluing, 4 minutos

Tipo de
procedimento XT

Pos-contraste

2 Foi demonstrada concordancia entre os instrumentos BenchMark ULTRA e
BenchMark ULTRA PLUS utilizando ensaios representativos.

Devido a variagdo na fixag&o e no processamento dos tecidos, bem como nos
instrumentos laboratoriais gerais e nas condi¢des ambientais, podera ser necessario
aumentar ou diminuir a incubag&o 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 de fixagao, consulte
"Immunohistochemistry Principles and Advances". 14

CONTROLO DE REAGENTE NEGATIVO

Além da coloragao com o anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124), deve ser corada uma
segunda l&mina com o reagente de controlo negativo apropriado.

CONTROLO TECIDULAR POSITIVO

A prética laboratorial ideal deve incluir uma secg&o de controlo positivo na mesma lamina
que contém o tecido de teste. Isto ajuda a identificar quaisquer falhas na aplicacéo dos
reagentes na lamina. Um tecido com coloragéo positiva fraca é o mais adequado para o
controlo de qualidade. O tecido de controlo podera conter elementos de coloragéo
positiva e negativa e servir como controlo positivo e negativo. O tecido de controlo devera
ser uma amostra recém-colhida de autopsia, biopsia ou cirurgia, preparada ou fixada o
mais cedo possivel e de forma idéntica a das secgdes de teste.

Os controlos tecidulares positivos conhecidos deverao ser utilizados apenas para
monitorizar o desempenho dos reagentes e instrumentos, e n&o para auxiliar na
determinagéo de um diagndstico especifico de amostras de teste. Se os controlos
tecidulares positivos ndo demonstrarem uma coloragéo positiva, os resultados da amostra
de teste deverdo ser considerados invalidos.

Exemplos de tecidos de controlo positivos para este anticorpo séo as células B da zona
do manto e as células T interfoliculares existentes na amigdala.

INTERPRETACAO DA COLORACAO/RESULTADOS PREVISTOS
O padréo de coloragéo celular do anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) é citoplasmaético.

LIMITACOES ESPECIFICAS

As laminas devem ser coradas prontamente, uma vez que a antigenicidade das secgdes
de tecido cortado pode diminuir ao longo do tempo e pode ficar comprometida devido a
fatores ambientais durante uma conservagéo prolongada.

O sistema de detegao OptiView é, de um modo geral, mais sensivel do que o sistema de
detegdo uftraView. O utilizador tera de validar os resultados obtidos com este reagente e
estes sistemas de detegéo.

Até 20% dos casos de linfoma folicular que contém translocagéo da bcl-2 ndo apresentam
coloragdo IHC da bcl-2 quando € utilizado o anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124), devido
a mutagdes no gene bcl-2 que eliminam o epitopo reconhecido por esse anticorpo. No
entanto, a bcl-2 pode ser detetada nos casos em que séo utilizados anticorpos que
reconhecem epitopos alternativos da bcl-2.15,16,17

Os ensaios podem ndo estar todos registados em todos os instrumentos. Contacte o seu
representante local da Roche para obter mais informagées.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

DESEMPENHO ANALITICO

Foram realizados testes de coloragéo de especificidade, sensibilidade e preciséo e os
resultados est&o listados abaixo.
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Sensibilidade e especificidade

Tabela 4. A sensibilidade/especificidade do anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) foi

determinada testando tecidos normais FFPE.

N.° de N.° de

casos casos

positivos/ positivos/
Tecido totais Tecido totais
Cérebro hemisférico 0/3 Timo 33
Cerebelo 0/4 Medula 6ssea 212
Cérebro, NOS 0N Pulmé&o 0/4
Glandula suprarrenal 0/4 Coragéo 0/3
Ovario 4/4 Esofago 0/1
Pancreas 0/3 Estomago 1/4
Glandula paratiroide 3/3 Intestino delgado 3/4
Hipofise 33 Coélon 33
Testiculo 0/4 Reto il
Tiroide 4/4 Figado 0/4
Mama 7 Glandula salivar 0/4
Bago 212 Rim 4/4
Amigdala 22 Préstata 4/4
Centro germinal reativo 2 0/6 Bexiga 4/4
Endométrio " Colo do utero 13
Miométrio 2/2 Apéndice 33
Placenta 33 Pele 33
Musculo esquelético 33 Mesotélio 22
Nervo periférico 0/3

a Centro germinal avaliado em amigdala benigna e génglio linfatico reativo.

Tabela 5. A sensibilidade/especificidade do anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) foi
determinada testando uma série de tecidos neoplasicos FFPE.

N.° de casos
Patologia positivos/totais
Meningioma fibroblastico (cérebro) 12
Meningioma (cerebelo) on
Adenocarcinoma (ovario) 11
Adenocarcinoma endometrioide (ovario) on
Carcinoma de células em anel de sinete do célon (metastatico) on
Adenocarcinoma (pancreas) on
Seminoma (testiculos) on
Adenoma (tiroide) 17
Carcinoma folicular (tiroide) on
Adenocarcinoma papilar folicular (tiroide) 17
Fibroadenoma (mama) 22
Carcinoma ductal invasivo (mama) 113
Carcinoma de pequenas células (pulm&o) 17
Carcinoma de células escamosas (pulmao) on
1006259PT Rev D
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N.° de casos
Patologia positivos/totais
Adenocarcinoma (pulméo) 0/1
Cancros gastrintestinais (metastaticos) 0/1
Carcinoma de células escamosas (esdfago) 073
Adenocarcinoma (estdmago) 013
Adenocarcinoma (intestino delgado) 0/1
Adenocarcinoma (cdlon) 113
Adenocarcinoma (reto) 0/3
Adenoma (cdlon) 11
Adenoma (intestino delgado) 0/1
Carcinoma hepatocelular (figado) 02
Adenocarcinoma do célon (metastatico) 0/1
Carcinoma de células claras (rim) 2/2
Adenocarcinoma (prostata) on
Adenocarcinoma endometrioide (Utero) 02
Carcinoma de células escamosas (colo do utero) 02
Melanoma (cabega e pescogo) 11
Carcinoma de células escamosas (pele) on
Carcinoma ductal invasivo da mama (metastatico) 01
Carcinoma de células escamosas esofagico (metastatico) 17
Leucemia linfocitica cronicallinfoma linfocitico de pequenas 3/3
células (ganglio linfatico)
Linfoma difuso de grandes células B; NOS 1311153
Linfoma n&o-Hodgkin 8/9
Linfoma folicular de células B 10/10
Linfoma de Hodgkin (ganglio linfatico) 11
Linfoma maduro de células B; NOS (ganglio linfatico) 11
Adenoma cortical (glandula suprarrenal) on
Carcinoma adrenocortical (glandula suprarrenal) 1M
Adenocarcinoma (cabega e pescogo, cavidade oral, palato
duro) 0/1
Carcinoma cistico adenoide (cabega e pescogo, glandula
salivar) 11
Carcinoma nasofaringeo (cabega e pescogo) on
Carcinoma de células escamosas (lingua) on
Carcinoma urotelial (bexiga) 02
Osteossarcoma (0sso) 1M
Preciséo

Os estudos de precisdo do anticorpo CONFIRM anti-bcl-2 (124) foram realizados para
demonstrar:

. Precis&o do anticorpo entre lotes.
. Preciséo intraensaio e entre dias num instrumento BenchMark XT.
. Preciséo entre instrumentos no instrumento BenchMark XT e BenchMark ULTRA.

. Precisao entre plataformas entre o instrumento BenchMark XT e BenchMark
ULTRA.
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Todos os estudos cumpriram os respetivos critérios de aceitagéo.

A precisdo no instrumento BenchMark ULTRA PLUS foi demonstrada utilizando ensaios
representativos. Os estudos incluiram a repetibilidade intraensaio e a precisédo intermédia
entre dias e entre ensaios. Todos os estudos cumpriram os respetivos critérios de
aceitagéo.

DESEMPENHO CLINICO

Os dados de desempenho clinico relevantes para a utilizagao prevista do anticorpo
CONFIRM anti-bcl-2 (124) foram avaliados através de uma revisdo sistematica da
literatura. Os dados recolhidos suportam a utilizagao do dispositivo de acordo com a
utilizag&o prevista.
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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 niimero decimal. N&o séo

utilizados separadores de milhares.

O resumo sobre seguranga e desempenho esta disponivel aqui:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Simbolos

Ventana utiliza os seguintes simbolos e sinais, além dos listados na norma I1SO 15223-1
(para os USA: consultar elabdoc.roche.com/symbols para mais informagges).
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