Tissue-Tek Genie®

anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody [EP3]

8388-C010

Istruzioni per I'uso

Per uso diagnostico in vitro.

Scopo previsto

Uso previsto: Tissue-Tek Genie® anti-HER2 Rabbit Monoclonal
Antibody [EP3] €& un anticorpo studiato per l'identificazione
qualitativa della proteina HER2 in sezioni di campioni di tessuto
umano fissate in formalina e incluse in paraffina (FFPE) mediante
colorazione immunoistochimica (IHC) sul sistema automatico
avanzato di colorazione immunoistochimica Tissue-Tek Genie®.

Questo dispositivo funge da ausilio diagnostico e deve essere
utilizzato da un patologo qualificato con un pannello di altri anticorpi
per caratterizzare le neoplasie con espressione della proteina HER2.

Limitazioni

Tissue-Tek Genie® anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody [EP3] &
stato ottimizzato per I'uso con il sistema avanzato di colorazione
immunoistochimica Tissue-Tek Genie®, i reagenti Tissue-Tek Genie®
e sezioni di tessuto fissate in formalina e incluse in paraffina. La
qualita della colorazione potrebbe risultare inferiore se effettuata con
altri sistemi e/o reagenti.

L'interpretazione clinica deve essere effettuata congiuntamente
all'esame istologico, alle informazioni cliniche pertinenti, a un
pannello di altri anticorpi, ad altri test diagnostici e a opportuni
controlli da parte di un patologo qualificato.

La qualita della colorazione potrebbe risultare inferiore in caso di
rimozione impropria o incompleta della paraffina.

La sensibilitd di questo anticorpo nell'identificazione della proteina
HER2 potrebbe essere influenzata da wuna manipolazione
impropria dei campioni. Cid pud alterare I'antigenicita, indebolire
I'identificazione e generare risultati falsi negativi.

Una processazione speciale dei tessuti, come la decalcificazione dei
tessuti del midollo osseo, pud causare una colorazione incoerente.

Per ottenere una colorazione ottimale con il sistema avanzato di
colorazione immunoistochimica Tissue-Tek Genie si consiglia di
utilizzare vetrini caricati positivamente.
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Riepilogo e principio di funzionamento

La colorazione immunoistochimica (IHC) & un metodo diagnostico in
vitro consolidato per visualizzare la presenza di proteine specifiche
espresse all'interno di una sezione di tessuto per studiare le
caratteristiche microscopiche.

La colorazione immunoistochimica viene eseguita in due fasi:

1) un anticorpo primario riconosce una particolare proteina target
espressa su un compartimento cellulare specifico di un tipo di cellule
specifico su vari tessuti, e

2) un anticorpo secondario e terziario coniugato a un enzima
cromogenico si lega all'anticorpo primario per il rilevamento
dell'interazione anticorpo-antigene. Nella rilevazione cromogenica al
microscopio ottico, un enzima coniugato all'anticorpo scinde un
substrato per produrre un precipitato colorato in corrispondenza
della proteina.

Il recettore 2 per il fattore di crescita epidermico umano (HER2), noto
anche come c-erbB2, ERBB2 e HER2/neu, & un recettore tirosin
chinasico transmembrana.! Di solito presenta un pattern di
colorazione prevalentemente membranosa,? con positivita focale e
membranosa rara nelle cellule epiteliali normali (fino a un'intensita
moderata nell'epitelio tonsillare ed esofageo normale).34 Tuttavia,
I'espressione di HER2 & generalmente assente nella maggior parte
dei campioni di tessuto normali®4 e nei linfociti.®

L'attivazione e la sovraespressione di HER2 causano trasformazioni
maligne. Nei tumori umani, HER2 viene attivato tramite
amplificazione genica sul braccio lungo del cromosoma 17.6 HER2
viene rilevato a varie intensita in una gamma di cellule
neoplastiche.®69 L'analisi dell'espressione di HER2 nel carcinoma
mammario invasivo & standard nella pratica clinica e utilizza sistemi
di punteggio consolidati.>368 | 'amplificazione e la sovraespressione
di HER2 si verificano in circa il 10-25% dei carcinomi mammari
invasivi.236-810 | g bassa espressione di HER2 (IHC 1+ e IHC 2+ senza
amplificazione genica) si verifica nel 31-71% dei carcinomi mammari
invasivi.’%1" Sebbene I'espressione di HER2 nei carcinomi mammari
invasivi sia segnalata frequentemente, studi recenti hanno
evidenziato anche l'importanza di HER2 in altre neoplasie.>3%° La
sovraespressione di HER2 & stata osservata prevalentemente in
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tumori maligni di origine epiteliale, come i carcinomi di vescica,
stomaco, utero, ovaie, polmoni e colon.®8° La variabilita dei livelli di
espressione di HER2 segnalati in diverse neoplasie € in parte dovuta
alla mancanza di consenso su un sistema di punteggio
standardizzato.38° L'espressione di HER2 e invece assente nel
100% dei linfomi.®

L'anticorpo anti-HER2 marca HER2 sia nelle cellule normali che in
quelle neoplastiche e presenta un pattern di colorazione
membranosa.

Tissue-Tek Genie anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody [EP3] € un
anticorpo primario diretto contro la proteina umana HER2 ed ¢ fornito
in soluzione salina tamponata contenente 1'1% di albumina di siero
bovino e lo 0,09% di sodio azide. Le sezioni di tessuto fissate in
formalina e incluse in paraffina vengono poste su vetrini caricati
positivamente e la paraffina viene rimossa utilizzando Tissue-Tek
Genie® Dewax Solution (R 8865-G001), dopodiché si procede al
recupero dell'epitopo mediante calore utilizzando Tissue-Tek Genie®
Citrate Antigen Retrieval Solution 8742-G001).

La dimostrazione immunoistochimica della proteina HER2, in sezioni
di tessuto fissate in formalina e incluse in paraffina, si ottiene
utilizzando Tissue-Tek Genie anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody
[EP3] e Tissue-Tek Genie® PRO Detection Kit, DAB 8826-K250).

Questa  procedura comporta I'applicazione  sequenziale

dell'anticorpo e dei componenti del kit come segue:

. Tissue-Tek Genie® Protein Block

. Tissue-Tek Genie® anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody
[EPS]

. Tissue-Tek Genie® Peroxidase Block

° Tissue-Tek Genie® Link

(si lega all'anticorpo primario)

o Tissue-Tek Genie® Poly HRP-Conjugate
(si lega al legante)

° Tissue-Tek Genie® DAB
(visualizza le proteine rilevate)

. Tissue-Tek Genie® DAB Intensifier

Quindi si utilizza Tissue-Tek Genie® Hematoxylin 8830-M250) per
visualizzare i nuclei delle cellule. Il vetrino sottoposto a colorazione
immunoistochimica viene montato ed esaminato con un microscopio
ottico.

Risultati attesi

Pattern di colorazione cellulare: membranosa

Tessuto di controllo positivo: carcinomi mammari con espressione di
HER2 debole, moderata e intensa

La specificita e I'uso previsto di questo anticorpo sono stati validati
mediante colorazione immunoistochimica, utilizzando il sistema
avanzato di colorazione immunoistochimica Tissue-Tek Genie su
sezioni di tessuto normale e neoplastico fissate in formalina e incluse
in paraffina come segue.

Sensibilitd/specificita analitica: E stato testato un totale di 32 tipi e
152 campioni di tessuti normali fissati in formalina e inclusi in
paraffina. Tissue-Tek Genie anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody
[EP3] ha evidenziato una colorazione membranosa debole (<2+) in
un numero limitato di cellule epiteliali normali (11/134) di pelle,
tessuto mammario, esofago, intestino tenue, colon/appendice, rene,
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placenta e muscolo cardiaco. E stata osservata una colorazione
membranosa focale rara nell'epitelio tonsillare (7/18). La colorazione
era assente nella maggior parte dei campioni di tessuto normale
(123/152), tra cui telencefalo (6/6), cervelletto (3/3), ipofisi (1/1),
tiroide (4/4), paratiroide (1/1), ghiandola del timo (2/2), ghiandola
salivari (1/1), polmone (7/7), stomaco (6/6), pancreas (7/7), fegato
(8/8), milza (7/7), ghiandola surrenale (7/7), ghiandola prostatica (7/7),
testicoli (7/7), cervice (3/3), vescica (3/3), tuba di Falloppio (2/2),
muscolo scheletrico (4/4), muscolo cardiaco (1/1), ovaio (4/4),
omento (1/1) e nervi periferici (1/1). Non & stata osservata alcuna
colorazione anche nei linfociti in tutti i tessuti testati (0/152).

Gli studi di precisione per i lotti di Tissue-Tek Genie anti-HER2 Rabbit
Monoclonal Antibody [EP3] verranno completati. Saranno utilizzate
sezioni di tessuto fissate in formalina e incluse in paraffina di
carcinoma mammario. Saranno condotti studi per dimostrare la
riproducibilita da lotto a lotto (minimo 2 lotti), da sessione a sessione
(minimo 2 sessioni Genie), da strumento a strumento (2 Genie), da
stazione a stazione (minimo 2 stazioni) e da operatore a operatore (2
operatori). | risultati saranno confrontati con i relativi criteri di
accettabilita: Colorazione membranosa da debole a intensa nelle
cellule neoplastiche di un sottoinsieme di carcinomi mammari
invasivi.

Questi risultati dimostreranno la precisione di Tissue-Tek Genie anti-
HER2 Rabbit Monoclonal Antibody [EP3], che & risultata costante tra
lotti, sessioni, strumenti, stazioni e operatori.

Sensibilitd/specificita diagnostica: E stato testato un totale di 27 tipi
e 517 campioni di tessuti neoplastici fissati in formalina e inclusi in
paraffina.

Sono state rilevate varie intensita di colorazione membranosa (0, 1+,
2+ e 3+) nelle cellule neoplastiche dei carcinomi mammari invasivi
valutate secondo le linee guida ASCO/CAP.2

Tabella 1. Linee guida ASCO/CAP per la valutazione
immunoistochimica di HER2 nei carcinomi mammari invasivi.

Non si osserva alcuna colorazione o si osserva
una colorazione incompleta della membrana in
<10% delle cellule tumorali.

Punteggio 0

Punteggio 1+ Si osserva una colorazione debolmente
percepibile e incompleta della membrana in
>10% delle cellule tumorali.

Si osserva una colorazione della membrana
incompleta e circonferenziale da debole a
moderata in oltre il 10% delle cellule tumorali
0 una colorazione della membrana completa
e circonferenziale intensa in <10% delle cellule
tumorali.

Punteggio 2+

Punteggio 3+ Si osserva un'intensa colorazione della
membrana completa e circonferenziale in
>10% delle cellule tumorali.

In uno studio su campioni di tessuto di carcinoma mammario
invasivo (n=200) che rappresentava la popolazione generale, Tissue-
Tek Genie anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody [EP3] ha
dimostrato una colorazione membranosa delle cellule neoplastiche
in un sottoinsieme di carcinomi duttali invasivi (103/200, 51,5%). Su
200 carcinomi mammari testati, 76 (38%) hanno mostrato bassa
espressione di HER2, definita come 1+ o 2+ con stato non
amplificato confermato da FISH. Al contrario, 27 carcinomi (13,5%)
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hanno dimostrato sovraespressione di HER2, definita come 3+ 0 2+
con stato amplificato confermato da FISH.

Tabella 2. Stato HER2 nel carcinoma mammario nella popolazione
generale

N. di
Categoria Stato HER2 carcinomi | Percentuale
mammari

Negativo 0+ 97 48,5%

5 1+ 67
assa o
espressione 2+ non 9 88%
amplificato

2+ amplificato 5

Sovraespressione 13,5%
3+ 22

Totale 200 100%

L'anticorpo  ha marcato (ha evidenziato una colorazione
membranosa positiva) 2/2 (100%) carcinomi uroteliali, 1/3 (33%)
adenocarcinomi gastrici e 2/5 (40%) adenocarcinomi del colon. Altre
neoplasie maligne testate, tra cui quelle di origine polmonare,
pancreatica, tiroidea, ovarica, renale, cerebrale, cutanea (compreso
il melanoma) e muscolare liscia, sono risultate negative per HER2
(nessuna colorazione osservata).

La specificita diagnostica & stata dimostrata dall'assenza di
colorazione nelle cellule neoplastiche dei linfomi (30/30, 100%),
inclusi i linfomi non Hodgkin a cellule B e i linfomi a cellule T.

Prestazioni cliniche:

Tissue-Tek Genie anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody [EP3] ha
dimostrato di rispondere alle prestazioni cliniche attese attraverso
studi analitici e valutazioni delle prestazioni diagnostiche in
combinazione con la validita scientifica consolidata (sintetizzata nella
precedente sezione "Riepilogo e principio di funzionamento" con i
dati tratti dalla Bibliografia alla fine delle presenti Istruzioni per I'uso)
sulla base delle informazioni su altri dispositivi medici di diagnostica
in vitro con lo stesso anticorpo, i manuali e la letteratura peer-
reviewed disponibile.

Campione Validita consolidata

di tessuto

Campione di
tessuto testato

E stata osservata una
colorazione
membranosa debole
(inferiore a 2+) in un
numero limitato di
cellule epiteliali

Si osserva una
positivita focale e
membranosa rara a
HER2 nelle cellule
epiteliali normali
(fino a un'intensita

Epitelio normale,
comprese le
tonsille

moderata normali (11/134) di
nell'epitelio pelle, tessuto
tonsillare ed mammario, esofago,
esofageo intestino tenue,
normale).34 colon/appendice,

rene, placenta e
muscolo cardiaco.

E stata osservata
una colorazione
membranosa focale
rara nell'epitelio
tonsillare (7/18).

Altro tessuto
normale

L'espressione

di HER2 &
generalmente
assente nella
maggior parte dei
campioni di tessuto
normale.34

Non & stata osservata
alcuna colorazione
nella maggior parte
dei campioni di
tessuto normale
(1283/152), tra cui
telencefalo (6/6),
cervelletto (3/3),
ipofisi (1/1), tiroide
(4/4), paratiroide (1/1),
ghiandola del timo
(2/2), ghiandola
salivari (1/1), polmone
(7/7), stomaco (6/6),
pancreas (7/7), fegato
(8/8), milza (7/7),
ghiandola surrenale
(7/7), ghiandola
prostatica (7/7),
testicoli (7/7), cervice
(8/3), vescica (3/3),
tuba di Falloppio
(2/2), muscolo
scheletrico (4/4),
muscolo cardiaco
(1/1), ovaio (4/4),
omento (1/1) e nervi
periferici (1/1).

Linfociti

L'espressione di
HER2 ¢ assente nei
linfociti.?

Non é stata osservata
alcuna colorazione
nei linfociti in tutti i
tessuti testati (0/152).

Carcinoma
mammario
invasivo

L'amplificazione e
la sovraespressione
di HER2 si
verificano in circa

il 10-25% dei
carcinomi mammari
invasivi.236-810

La bassa
espressione di
HER2 (IHC 1+ e
IHC 2+ senza
amplificazione
genica) si verifica
nel 31-71% di tutti
i carcinomi
mammari.10.11

Su 200 carcinomi
mammari testati,

27 (13,5%) hanno
dimostrato
sovraespressione di
HER2, definita come
3+ 0 2+ con stato
amplificato
confermato da FISH.

Su 200 carcinomi
mammari testati,

76 (38%) hanno
mostrato bassa
espressione di HER2,
definita come 1+ 0 2+
con stato non
amplificato
confermato da FISH.
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HER2 era assente
nelle cellule
neoplastiche dei
linfomi (30/30, 100%),
inclusi i linfomi non
Hodgkin a cellule B

e i linfomi a cellule T.

Linfoma L'espressione di
HER2 ¢ assente nel

100% dei linfomi.®

Insieme, queste informazioni sono sufficienti per dimostrare la
conformita ai principi essenziali pertinenti senza la necessita di
ulteriori dati sulle prestazioni cliniche.

Precauzioni e avvertenze

Solo per uso professionale.

Adottare ragionevoli precauzioni durante la manipolazione. Evitare il
contatto dei reagenti con occhi, pelle e mucose. Indossare guanti
protettivi, indumenti protettivi e protezioni per gli occhi.

Il prodotto non deve essere esposto a temperature che non rientrano
nelle condizioni di conservazione.

Le capsule riempite con anticorpo prediluito pronto per I'uso sono
esclusivamente monouso. La stabilita durante l'uso di ciascuna
cartuccia e di circa 72 ore se utilizzata al di fuori delle condizioni di
conservazione. Non tentare di riempirle di nuovo o di aggiungere
ulteriore reagente. Gettare la capsula dopo I'uso.

Si raccomanda di applicare opportuni controlli su ogni vetrino di
campione, per favorire lI'identificazione di eventuali deviazioni
verificatesi durante il processo di colorazione.

Tutte le pratiche di smaltimento devono essere conformi a tutte le
normative e ai regolamenti statali e locali. Per ulteriori informazioni
consultare la Scheda Dati di Sicurezza (SDS).

Raccolta dei
|'analisi

campioni e preparazione per

| tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina processati
abitualmente sono adatti all'uso con questo reagente se utilizzati con
reagenti Tissue-Tek Genie e un sistema avanzato di colorazione
immunoistochimica Tissue-Tek Genie (vedere la sezione "Materiale
necessario, ma non fornito"). La fissazione consigliata viene eseguita
con formalina neutra tamponata al 10% (v/v) per 24-72 ore.’? Si
possono ottenere risultati variabili a causa di una fissazione
prolungata o di processi speciali come la decalcificazione di
preparati di midollo osseo. Ogni sezione tagliata deve avere uno
spessore di 3-5 pm e deve essere posta su un vetrino caricato
positivamente. | vetrini contenenti la sezione di tessuto possono
essere inseriti in forno a 58-60 °C per almeno 30 minuti o per tutta la
notte (generalmente fino a 16 ore).2

Condizioni di conservazione

Conservare questo prodotto a una temperatura compresa tra 2 e
8 °C. Non congelare. Riportare le capsule non utilizzate a una
temperatura compresa tra2 e 8 °C.

Per la data di scadenza, fare riferimento all'etichetta sul prodotto.

Il reagente sara stabile fino alla data di scadenza se conservato e
manipolato correttamente. Non utilizzare il reagente oltre la data di
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scadenza indicata. Condizioni di conservazione diverse da quelle
specificate sopra devono essere verificate dall'utente.

Non utilizzare se il precipitato & visibile nel contenitore del reagente.

Istruzioni per I'uso

Tissue-Tek Genie® anti-HER2 Rabbit Monoclonal Antibody [EP3],
pronto all'uso, 10 capsule/confezione 8388-C010):

1. Collocare nell'area di erogazione reagente (RDA) la targhetta
per I'area di erogazione reagente (targhetta RDA) Tissue-Tek
Genie® fissata alla capsula.

2. Spingere la capsula nell'RDA, con il lato di alluminio rivolto
verso il basso, e premere la relativa targhetta per inserirla in
posizione sopra I'RDA.

3. Posizionare I'RDA sulla stazione desiderata di Tissue-Tek
Genie Advanced Staining System.

4. Posizionare il vetrino con la sezione di tessuto sopra la stessa
stazione, con il lato della sezione di tessuto rivolto verso il
basso.

5. Assegnare il protocollo 8388 alla stessa stazione.

Iniziare I'esecuzione del protocollo 8388.

7. All'inizio del processo di colorazione, la targhetta RDA 8388
viene automaticamente scansionata e registrata.

8. Durante la fase di applicazione dell'anticorpo primario, questo
viene rilasciato dalla capsula nell'RDA e sulla sezione di
tessuto sul vetrino.

9. Il protocollo di colorazione procede fino al termine.

Materiale necessario, ma non fornito

o Sistema avanzato di colorazione immunoistochimica Tissue-
Tek Genie® (R& 8200)

. Controlli positivi e negativi dei tessuti

o Forno di asciugatura in grado di mantenere una temperatura

compresa tra 58 e 60 °C

. Tissue-Tek Genie® Dewax Solution
8865-G001)

. Tissue-Tek Genie® Wash Buffer Solution
8874-G004)

. Soluzione di recupero dell'antigene in tampone citrato
Tissue-Tek Genie® 8742-G001)

. Tissue-Tek Genie® Non-Immune Rabbit Ig Antibody, controllo

negativo 8605-C010)
o Tissue-Tek Genie® PRO Detection Kit, DAB 8826-K250)
o Tissue-Tek Genie® Hematoxylin 8830-M250)

o Tissue-Tek Genie® Reagent Dispense Area [RDA]
8616-G090)

Ulteriori informazioni sono disponibili sul sito web Sakura Finetek
USA all'indirizzo www.sakuraus.com/Genie

Risoluzione dei problemi

La sessione di test deve includere controlli adeguati dei reagenti
e dei tessuti.
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http://www.sakuraus.com/Genie

. Se il controllo positivo mostra una colorazione negativa, o piu
debole o intensa, oppure una colorazione di fondo pil intensa
del previsto, & necessario esaminare altri controlli positivi sulla
stessa sessione dello strumento per determinare se cid sia
dovuto all'anticorpo, ad altri reagenti, al software, alla
strumentazione o alla processazione e fissazione del/dei
campione/i di tessuto.

. Se la paraffina non & stata rimossa completamente, &
necessario verificare la procedura di deparaffinazione.

. Se le sezioni di tessuto sono state lavate, occorre esaminare i
vetrini per assicurarsi che siano caricati positivamente ed
esaminare il campione per verificare un'eventuale
processazione o fissazione inadeguata.

o Consultare il manuale d'uso del sistema avanzato di
colorazione immunoistochimica Tissue-Tek Genie o contattare
il rappresentante dell'assistenza tecnica Sakura Finetek per
ricevere informazioni o assistenza.

Informazioni per gli ordini/prodotto fornito

Codice prodotto, nome prodotto e quantita

[REF1 8388-C010 Tissue-Tek Genie® anti-HER2 Rabbit Monoclonal
Antibody [EP3]; pronto all'uso, 10 capsule/confezione.

NOTA: Non disponibile negli Stati Uniti.

NOTA: La Scheda Dati di Sicurezza (SDS) & disponibile online sul sito
web Sakura Finetek USA all'indirizzo www.sakuraus.com/SDS.html

Il riepilogo relativo alla sicurezza e alle prestazioni (SSP) € disponibile
online tramite EUDAMED.
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