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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Disposicion
NUmero: DI-2022-2365-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 31 de Marzo de 2022

Referencia: 1-47-3110-5252/17-7

VISTO € expediente N° 1-47-3110-5252/17-7 del Registro de la Administracion Nacional de Medicamentos
Alimentosy TecnologiaMedicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma ROCHEM BIOCARE ARGENTINA S.A. solicita autorizacion para la
venta a laboratorios de andlisis clinicos del Producto para diagnéstico uso In Vitro denominado HER2 | QFI SH
pharmDx™,

Que en € expediente de referencia consta el informe técnico producido por €l Servicio de Productos para
Diagnostico que establece que |os productos retinen las condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N°© 145/98
y Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que €l Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.
Que corresponde autorizar lainscripcion en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.
Que la presente se dicta en virtud de | as facultades conferidas por 1os Decretos N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por €llo;



EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagnéstico de uso In Vitro denominado HER2 |QFISH pharmDx ™ de acuerdo alo
solicitado por la firma ROCHEM BIOCARE ARGENTINA S.A. con los datos caracteristicos que figuran a pie
delapresente.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones que obran en €l
documento N° IF-2020-10990145-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “ Autorizado por la
ANMAT PM 1667-61", con exclusién de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°- Extiéndase el Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta Disposicion.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica a nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicién, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizado y € Certificado
mencionado en e articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestién de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
Nombre comercial: HER2 | QFISH pharmDx ™,

Indicacion de uso: ENSAYO DE HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH) DIRECTO PARA LA
DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA AMPLIFICACION DEL GEN HER2 EN MUESTRAS DE
TEJIDO DE CANCER MAMARIO FIJADO CON FORMOL E INCLUIDO EN PARAFINA (FFPE) Y
MUESTRAS FFPE PROCEDENTES DE ADENOCARCINOMA DE ESTOMAGO.

Forma de presentacion: Envases por 20 determinaciones, conteniendo: Pre-treatment solution 20x (150 ml),
Pepsin (4 x 6 ml), Pepsin diluent 10x (1 x 24 ml), HER2/ CEN-17 IQISH Probe mix (0.2 ml), Stringent Wash
Buffer 20x (150 ml), Fluorescence Mounting Médium (0.4 ml), Wash Buffer 20x (500 ml).

Periodo de vida Util y condicion de conservacion: 12 (DOCE) meses, desde la fecha de elaboracién conservado
entre-18y 8 °C.

Condicién de venta: venta a Laboratorios de andlisis clinicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Nombre y direccion del fabricante: DAKO DENMARK A/S. Produktionsvey 42. 2600 Glostrup.
(DINAMARCA).
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HER2 IQFISH pharmDx™
N° de catalogo K5731

22 edicion

HER2 IQFISH pharmDx™ es un ensayo de hibridacion in situ fluorescente (FISH) directo para la
determinacién cuantitativa de la amplificacién del gen HER2 en muestras de tejido de cancer
mamario fijado con formol e incluido en parafina (FFPE) y muestras FFPE procedentes de

pacientes con adenocarcinoma de estémago, incluido el de la unién gastroesofagica.

El ensayo esta indicado como complemento de HercepTest™ en la evaluacion de pacientes para
quienes se esté considerando la posibilidad de tratamiento con Herceptin™.

El kit contiene reactivos suficientes para 20 pruebas.
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Uso previsto
Para uso en diagnéstico in vitro.

HERZ2 IQFISH pharmDx™ es un ensayo de hibridacion in situ fluorescente (FISH) directo
disefiado para determinar cuantitativamente la amplificacién del gen HER2 en muestras
de tejido de cancer de mama fijadas en formol e incluidas en parafina (FFPE) y muestras
FFPE procedentes de pacientes con adenocarcinoma de estémago, incluida la union
gastroesofagica. HER2 IQFISH pharmDx™ esta indicado como complemento del
HercepTest™ en la evaluacion de pacientes para los que se esta considerando un
tratamiento con Herceptin™ (trastuzumab) (consulte el prospecto de Herceptin™).

En pacientes con cancer de mama, los resultados de HER2 IQFISH pharmDx™ se
utilizan junto a la informacién clinicopatol6gica usada para calcular el pronéstico en
pacientes con cancer de mama con nodos positivos en fase |I.

El adenocarcinoma de estdmago, incluida la unién gastroesofagica, también recibe el nombre de

cancer gastrico en este documento.

Consulte las paginas 5-30 para obtener informacion sobre su aplicacion para el cancer de

mama.

Consulte las paginas 31-59 para obtener informacion sobre su aplicacion para el cancer

gastrico.

Importante: Obsérvense las diferencias para el tejido de cancer de mamayy el
tejido de cancer gastrico especialmente en la interpretaciéon de las Secciones de

Tincion.
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Resumen y explicaciéon - Mama

El gen HER2 humano (también conocido como ERBB2 o NEU) esta ubicado en el cromosoma
17 y codifica la proteina HER2, también llamada p185™"2. La proteina HER2 es una tirosina
quinasa del receptor de membrana que presenta homologia con el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR o HER1) (1-2). El gen HER?2 esta presente en 2 copias en todas
las células diploides normales.

En una proporcién de pacientes con cancer de mama, el gen HER2 se amplifica como parte del
proceso de transformacion maligna y progresion tumoral (3-8). Generalmente, la amplificacion
del gen HER2 lleva a una sobreexpresion de la proteina HER2 en la superficie de las células
cancerosas mamarias (9).

Se ha demostrado amplificacion del gen HER2 ylo sobreexpresion de su proteina en el 25-30%
de los canceres de mama. Este aumento de la expresion se asocia con un prondstico adverso,
un aumento del riesgo de recurrencia y reduccién de las expectativas de vida. Varios estudios
han demostrado que el estado en cuanto a HER2 esta correlacionado con la sensibilidad o
resistencia a determinados regimenes quimioterapéuticos (10).

La demostracion de una elevada sobreexpresién de la proteina HER2 o de amplificacion del gen
HER2 es esencial para iniciar la terapia con Herceptin™, que es un anticuerpo monoclonal
contra la proteina HER2. Los estudios clinicos han demostrado que las pacientes cuyos tumores
presentan una alta sobreexpresién de la proteina HER2 y/o amplificacion del gen HER2 son las
que mas se benefician del tratamiento con Herceptin™ (1 1).

Principio del procedimiento - Mama

HER2 IQFISH pharmDx™ contiene todos los reactivos clave necesarios para llevar a cabo un
procedimiento FISH con cortes de tejido incluidos en parafina, fijados en formol.

Después del desparafinado y la rehidratacion, las muestras se calientan en una solucion de
pretratamiento, seguido de la digestion proteolitica usando pepsina. Después de los pasos de
calentamiento y pretratamiento proteolitico, este kit emplea una mezcla de sondas IQISH, lista
para su uso y no toxica, basada una combinacién de tecnologias de ANP (acido nucléico
peptidico) (12) y ADN. Esta mezcla de sondas consta de una mezcla de sondas de ADN marcado
con Texas Red que cubren una regién de 218 kb que incluye el gen HER2 en el cromosoma 17,y
de una mezcla de sondas de ANP marcado con fluoresceina cuya diana es la region centromérica
del cromosoma 17 (CEN-17). La hibridacién especifica de ambas dianas conduce a la formacién
de una sefial fluorescente roja bien definida en cada locus del gen HER2, asi como de una sefial
fluorescente verde bien definida en el centrémero de cada cromosoma 17. Tras un lavado
astringente, las muestras se montan con medio de montaje fluorescente que contiene DAPI y se
cubren con cubreobijetos. Utilizando un microscopio de fluorescencia dotado de los filtros
apropiados (consulte el Apéndice 3) se localizan las células tumorales, y se lleva a cabo la
enumeracion de las sefiales rojas (HER2) y verdes (CEN-17). A continuacion se calcula la relacién
HERZ2ICEN-17. Las células normales presentes en el corte de tejido analizado sirven como control
positivo interno de la eficacia del pretratamiento y de la hibridacién. Consulte la Seccién
Interpretacion de la tincion para obtener informacién detallada al respecto.

Si desea un curso de formacion electrénica interactiva, utilice el programa de formacién
electrénica HER2 IQFISH pharmDx™, que esta disefiado para ensefiar de forma rapida y
precisa a los técnicos de laboratorio, a los anatomopatélogos y a los cientificos a lograr unos
resultados 6ptimos con el HER2 IQFISH pharmDx ™:

www.dako.com
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Reactivos - Mama

Material suministrado

Los materiales enumerados a continuacion son suficientes para 20 pruebas (una prueba se define
como una area diana de 22 mm x 22 mm). El nimero de pruebas se basa en el uso de 250 uL
por portaobjetos del Vial 2A (5-8 gotas), 10 pL por portaobjetos del Vial 3, y 15 uL por
portaobjetos del Vial 5). Las soluciones del Vial 3 y el Vial 5 son viscosas y es posible que haya
que centrifugarlas brevemente en una microcentrifugadora para recoger todo el reactivo
suministrado.

El kit proporciona suficientes materiales para 10 ciclos de tincion individuales (cuatro ciclos
separados si se usa el método de inmersioén en pepsina). HER2 IQFISH pharmDx™ se
suministra en hielo seco. Los componentes del kit no se han expuesto a altas temperaturas
durante el transporte siempre que todavia haya hielo seco cuando usted reciba el kit.

Si algunos componentes del kit permanecen sin congelar, esto no afecta a la eficacia de

HER2 IQFISH pharmDx™.

Vial 1
Solucién de pretratamiento (20x)
150 mL, concentrado 20x
Tampén MES (acido 2-[N-morfolin]etanosulfénico).

Vial 2A
Pepsina
4 x 6,0 mL, listo para su uso
La solucion de pepsina, pH 2,0, contiene un estabilizante y
un agente antimicrobiano.

Vial 28

Diluyente de pepsina (10x)

24 mL, concentrado 10x

Bufer de dilucién, pH 2,0, contiene un agente
antimicrobiano.

Vial 3
Mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH
0,2 mL, listo para su uso
Mezcla de sondas de ADN marcada con Texas Red HER2
y sondas de ANP CEN-17 marcada con fluoresceina;
suministradas en tampon de hibridacion IQISH.

Vial 4
Tampén de lavado astringente (20x)
150 mL, concentrado 20x
Tampén SSC (solucién salina con citrato sédico) con
detergente (Tween-20).

Vial 5
Medio de montaje fluorescente
0,4 mL, listo para su uso
Medio de montaje fluorescente con 500 ug/L de DAPI
(4',6-diamidina-2-fenilindol).

(122303-002) MES_OO2_K5731 21-2/LMA/2013.01 p. 6/62
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Cancer de mama

Vial 6
Tampon de lavado (20x)
500 mL, concentrado 20x
Tampon Tris/HCI.

Sellador de cubreobjetos
1 tubo, listo para su uso
Solucién para el sellado eliminable de cubreobjetos.

NOTA: Los siguientes reactivos del kit: La solucién de pretratamiento (20x), pepsina, diluyente
de pepsina (10x), tampén de lavado astringente (20x), medio de montaje fluorescente, tampoén
de lavado (20x) y sellador de cubreobjetos son intercambiables con los reactivos
correspondientes del Dako Histology FISH Accessory Kit, n° de catalogo K5799.
Material necesario pero no suministrado

Reactivos de laboratorio

Agua destilada o desionizada

Etanol, 96%

Xileno o sustitutos de xileno

Equipo de laboratorio

Pafios absorbentes

Pipetas regulables.

Termémetro calibrado, de inmersién parcial (intervalo 37100 C)

Termometro de superficie calibrado (intervalo 37-100 )

Cubreobjetos (22 mm x 22 mm)

Pinzas

Campana extractora de gases

Dako Hybridizer (n° de catalogo S2450 o0 S2451)*

Bloque de calentamiento o hibridacién*

Céamara de hibridacién humeda*

Microcentrifugadora

Portaobjetos, Dako Silanized Slides, n® de catalogo S3003, o portaobjetos recubsiertos de poli-L-lisina
(consulte Preparacion de las muestras)

Recipientes o barios de tincién
Cronometro (capaz de cronometrar intervalos de 2-15 minutos)
Mezclador vortex

Bario de agua con tapa capaz de mantener una temperatura de 37(2) C, 63 (+2) Ty de 95 C
a99 )

Microondas con capacidad de deteccion, si el pretratamiento se realiza mediante un microondas
(consuite B3. Protocolo de tincion. Paso 1: Pretratamiento, método B).

* Se puede utilizar un bloque de calentamiento o un horno de hibridacién para desnaturalizacion (66 (1) C)e
hibridacién (45 (£2) ) junto con una camara de hi bridacién humeda, como alternativa al Dako Hybridizer.

(122303-002)
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Cancer de mama

Equipo de microscopia y accesorios

Filtros para microscopio de fluorescencia: doble filtro para DAPI y FITC/Texas Red, o
monofiltros para FITC y Texas Red - consulte el Apéndice 3 para obtener detalles al
respecto.

Debe utilizarse un microscopio de fluorescencia con una lampara de mercurio de 100
vatios como fuente de luz. No se recomienda el uso de otras fuentes de luz con estos
filtros.

Bandeja plegable para portaobjetos de microscopia (bandeja de carton para 20 portaobjetos con
cubierta de bisagra o similar)

Precauciones - Mama
1. Para uso en diagnéstico in vitro.
2. Para usuarios profesionales.

3. ElVial 1, solucién de pretratamiento(20x), contiene acido 2-morfolinoetanosulfénico al 1-<20%,
el Vial 2A, pepsina, contiene propan-2-ol al 5-10%; y el Vial 6, tampén de lavado (20x),
contiene trometamol al 1-<20%. A las concentraciones en que se encuentran en el producto,
estas sustancias no requieren etiquetado de advertencia de productos peligrosos. Los
usuarios profesionales pueden solicitar a Dako hojas de datos sobre la seguridad (MSDS, por
sus siglas en inglés) de estos productos.

4. Vial 2A. pepsina, contiene pepsina A, que puede causar reacciones alérgicas.

5. Vial 2B, diluyente de pepsina (10x) que contiene un 60% de propan-2-ol y estd marcado como:
Altamente inflamable.
Irritante.
R11 Altamente inflamable.
R36 Irritante para los ojos.
R67 Los vapores pueden provocar somnolencia y vértigo.
S§9 Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado.
8§16 Manténgase lejos de toda fuente de ignicién — No fumar.
S26 En caso de contacto con los ojos, enjuague inmediatamente con abundante agua y
busque atencion médica.
S60 Esta sustancia y su recipiente deben desecharse como material peligroso.

6. El sellador de cubreobjetos contiene nafta (petréleo) al 60—100%, ligeramente hidrotratada,
esta marcado como:
Extremadamente inflamable.
Peligroso para el medio ambiente.
R11 Altamente inflamable.
R51/53 Téxico para los organismos acuéticos, puede provocar a largo plazo efectos
negativos en el medio ambiente acuatico.
89 Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado.
S$16 Manténgase lejos de toda fuente de ignicién — No fumar.
S35 Este material y su envase deben desecharse de forma segura.
S§57 Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminacion del medio
ambiente.
S61 Evitar el vertido en el entorno. Consulte las instrucciones especiales/hojas de datos de
seguridad.
Consulte la hoja de datos de seguridad de materiales (MSDS) para obtener informacién
mas detallada.

7. Las muestras, antes y después de la fijacion, asi como todos los materiales expuestos a
ellas, deben manipularse como capaces de transmitir infecciones, y desecharse con las
precauciones apropiadas (13). Nunca pipetee reactivos con la boca y evite el contacto de la

(122303-002)
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Cancer de mama

piel y membranas mucosas con reactivos y muestras. En el caso de que los reactivos entren
en contacto con zonas sensibles, lave con abundante agua.

8. Afin de evitar resultados erréneos, minimice la contaminacién microbiana de los reactivos.

9. La aplicacion de tiempos y temperaturas de incubacion o de métodos distintos a los
especificados, puede producir resultados erréneos.

10. El uso de métodos de fijacion de tejidos y de espesores de muestras distintos a los
especificados puede afectar negativamente a la morfologia del tejido y/o a la intensidad de
la sefial.

11. Evite la evaporacion de la mezcla de sondas HER2/CEN-17 durante la hibridacién
garantizando una humedad suficiente en la camara de hibridacion.

12. Los reactivos estan diluidos de forma éptima. Una mayor dilucién puede provocar pérdida
de eficacia.

13. Utilice el equipo de proteccion individual adecuado para evitar el contacto con los ojos y la
piel. Le rogamos que consulte la hoja de datos de seguridad (MSDS) para obtener
informacion mas detallada.

14. Sélo deben utilizarse recipientes de tincion limpios para el método de inmersion en pepsina
(Paso 2, método C).

Almacenamiento - Mama

Conserve la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH (Vial 3) a -18 T en un lugar oscuro. El
resto de reactivos se pueden conservar a 2-8 T en la oscuridad. Todos los reactivos se pueden
almacenar congelados. Los reactivos se pueden congelar y descongelar hasta 10 veces sin que
pierdan su eficacia.

La pepsina, la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH y el medio de montaje fluorescente
(Viales 2A, 3 y 5) puede verse afectados negativamente si se exponen al calor. No deje estos
componentes a temperatura ambiente.

La mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH y el medio de montaje fluorescente (Viales 3 y 5)
pueden verse afectados negativamente si son expuestos a niveles luminicos excesivos. No
almacene estos componentes ni lleve a cabo andlisis bajo una luz intensa, por ejemplo, la luz
solar directa.

No utilice el kit después de la fecha de caducidad impresa en la caja del kit. Si los reactivos se
almacenan bajo condiciones distintas de las especificadas en este documento, el usuario debe
validar la eficacia de los reactivos (14).

No existen signos evidentes que indiquen inestabilidad de este producto. Por lo tanto, es
importante evaluar células normales presentes en el corte de tejido analizado. Si observa un
patron de fluorescencia inesperado que no pueda atribuirse a las variaciones en los
procedimientos de laboratorio y sospecha que existe un problema con HER2 IQFISH
pharmDx™, péngase en contacto con el servicio técnico de Dako.

Preparacion de las muestras - Mama

Las muestras de biopsias, escisiones o resecciones deben manipularse de tal forma que se
conserve el tejido para el andlisis FISH. Deben utilizarse con todas las muestras los métodos
estandar de procesamiento de tejidos para su tincién inmunocitoquimica (15).

Cortes incluidos en parafina
Sdlo los tejidos conservados con formol tamponado neutro e incluidos en parafina son
adecuados para su uso. Las muestras deben cortarse en bloques de, por ejemplo, 3 6 4 mm de
espesor, y fijarse durante 18—24 horas con formol tamponado neutro. Los tejidos se deshidratan
en una serie graduada de etanol y xileno, seguido de infiltracién con parafina fundida mantenida
a no mas de 60 T. Los tejidos correctamente fijado s e incluidos se conservaran indefinidamente
antes de su seccionamiento y montaje en portaobjetos si se almacenan en un sitio fresco

(15-25 T) (15-16). No es adecuado ningln otro fija dor. '
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Cancer de mama

Las muestras de tejido deben cortarse en cortes de 46 pm.

Los portaobjetos requeridos para el analisis de la amplificacién del gen HER2 y la verificacion de la
presencia de tumores deben prepararse a la vez. Se recomienda realizar un minimo de 2 cortes en
serie, 1 corte para la verificacion de la presencia de tumores tefiida con hematoxilina y eosina
(tincion H&E), y 1 corte para el analisis de la amplificacién del gen HER?2. Se recomienda montar
los cortes de tejido en los portaobjetos Dako Silanized Slides, N° de catélogo S3003, o en
portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina. Las muestras deben analizarse dentro de un periodo de
4-6 meses tras el seccionamiento, siempre que se almacenen a temperatura ambiente (20-25 T).
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INSTRUCCIONES DE USO - Mama

A. Preparacion de los reactivos - Mama
Es conveniente preparar los siguientes reactivos antes de proceder con la tincién:

A.1 Solucién de pretratamiento
Es posible que aparezcan cristales en el Vial 1, pero, a temperatura ambiente, se disuelven.
Asegurese de que no haya cristales antes de la preparacion del reactivo.

Diluya una cantidad suficiente del Vial 1 (solucién de pretratamiento 20x) diluyendo el
concentrado 1:20 en agua destilada o desionizada. La solucién diluida sin usar puede
almacenarse a 2—8 T durante un mes. Deseche la sol ucién diluida si est4 turbia.

A.2 Tampén de lavado astringente

Diluya una cantidad suficiente del Vial 4 (Tampén de lavado astringente 20x) diluyendo el
concentrado 1:20 en agua destilada o desionizada. El tampén diluido sin usar puede almacenarse
a 2-8 T durante un mes. Si el tamp6n diluido prese nta un aspecto turbio, deséchelo.

A.3 Tampon de lavado

Diluya una cantidad suficiente del Vial 6 (Tampén de lavado 20x) diluyendo el concentrado al
1:20 en agua destilada o desionizada. El tampén diluido sin usar puede almacenarse a 2-8 C
durante un mes. Si el tampén diluido presenta un aspecto turbio, deséchelo.

A.4 Serie de etanol

A partir de una solucién de etanol al 96%, prepare 3 recipientes con etanol al 70%, 85% y 96%,
respectivamente. Almacene los recipientes tapados a temperatura ambiente o a una temperatura
de 2-8 T, y utilicelos con un maximo de 200 portao bjetos. Si las soluciones presentan un
aspecto turbio, deséchelas.

A.5. Solucion de pepsina

Solo se necesita una solucion de pepsina cuando se usa el método de inmersion en pepsina
(Método C).

Prepare la solucién de pepsina como sigue;

Para un recipiente con una capacidad de seis portaobjetos prepare 60 mL de solucién de pepsina:
Anada 48 mL de agua destilada o desionizada (20-25 T) al recipiente.

Afiada 6 mL de diluyente de pepsina frio (2-8 C) (1 0x) (Vial 2B) al recipiente.

Afada 6 mL de pepsina fria (2-8 T) (Vial 2A) al re cipiente.

Coloque la tapa del recipiente y equilibre la solucién de pepsina a 37 (¥2) T en un baiio de agua.

Para un recipiente con una capacidad de 24 portaobjetos, prepare 240 mL de solucién de pepsina:
Afniada 192 mL de agua destilada o desionizada a temperatura ambiente (20—25 ) al recipiente.
Afiada 24 mL de diluyente de pepsina frio (2-8 C) ( 10x) (Vial 2B) al recipiente.

Afada 24 mL de pepsina fria (2-8 ) (Vial 2A) al r ecipiente.

Coloque la tapa del recipiente y equilibre la solucién de pepsina a 37 (+2) € en un bafio de agua.
La solucién de pepsina equilibrada se debe usar dentro de las 5 horas siguientes.
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B. Procedimiento de tincion - Mama

B.1 Notas sobre el procedimiento
El usuario debe leer detenidamente estas instrucciones y familiarizarse con todos los
componentes antes de su uso (consulte la Seccion Precauciones).

Todos los reactivos deben equilibrarse a la temperatura ambiente antes de su uso, de la manera
descrita a continuacion:

Vial 1: La solucion de pretratamiento diluida debe equilibrarse a 95-99 T si se utiliza un bafio
de agua para el pretratamiento (B3. Protocolo de tincién, Paso 1: Pretratamiento, método A). Si
se utiliza un microondas con capacidad de deteccién para el pretratamiento (B3. Protocolo de
tincién, Paso 1: Pretratamiento, Método B). La soluci6n de pretratamiento diluida debe
equilibrarse a la temperatura ambiente de 20-25 T.

Vial 2A: La pepsina debe aplicarse a 2-8 € (B3, Protocolo de tincién, Paso 2: Método A. y B) y
mantenerse fria en todo momento.

Vial 2B: El diluyente de pepsina (10x) debe aplicarse a 2-8 € (B3, Protocolo de tincién, Paso 2:
Método C).

Vial 3: La mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se separa en dos fases cuando se conserva a
-18 C. Antes de utilizar el Vial 3, asegurese de q ue s6lo haya una fase, equilibrando la mezcla
de sondas a temperatura ambiente 20-25 < ) seguido de la mezcla. Descongele el Vial 3 a
temperatura ambiente (20-25 ) durante un maximo d e 30 minutos (protéjalo de fuentes de luz
intensas) y luego mezcle bien en remolino el vial durante 15 segundos a 2500 rpm usando un
mezclador vortex. Guarde el Vial 3 a -18 € inmedia tamente después de usarlo.

Vial 4: tamp6n de lavado astringente diluido; uno de los recipientes debe equilibrarse a
temperatura ambiente, y el otro recipiente a 63 (+2) € antes de su uso.

Vial §: El medio de montaje fluorescente puede aplicarse a cualquier temperatura de 2 a 25 <.
Vial 6: El tamp6n de lavado diluido debe equilibrarse a temperatura ambiente 20-25 <.
El sellador de cubreobjetos puede aplicarse a cualquier temperatura en el rango 2-25 C.

Todos los pasos deben llevarse a cabo a las temperaturas indicadas.

El procedimiento incluye una serie de deshidrataciones, seguidas del secado de los cortes de
tejido. Asegurese de que los cortes de tejido estén completamente secos antes de continuar con
el paso siguiente. No permita que los cortes de tejido se sequen durante los demas pasos del
procedimiento.

Si tiene que interrumpir el procedimiento de tincién, puede conservar los portacbjetos en el tampén
de lavado tras el paso de desparafinado durante un méximo de 1 hora a temperatura ambiente
(20-25 T) sin que esto afecte a los resultados.

B.2 Tratamiento de los tejidos antes de la tincién

Eliminacion de la parafina y rehidratacion: Antes de llevar a cabo el analisis, debe eliminar la
parafina de los portaobjetos de tejido para eliminar el medio de inclusién y rehidratarlos. Trate de
no dejar restos de parafina. Cualquier residuo del medio de inclusién provocaria un aumento de
la tincién no especifica. Este paso debe realizarse a temperatura ambiente (20-25 T).

1. Coloque los portaobjetos en un bafio de xileno e incube durante 5 (1) minutos. Cambie los
barios y repita el paso una vez.

2. Golpee suavemente para eliminar el exceso de liquido e introduzca los portaobjetos en etanol
al 96% durante 2 (+1) minutos. Cambie los bafios y repita el paso una vez.

3. Golpee suavemente para eliminar el exceso de liquido e introduzca los portaobjetos en etanol
al 70% durante 2 (+1) minutos. Cambie los bafios y repita el paso una vez.

4. Golpee suavemente para eliminar el exceso de liquido e introduzca los portaobjetos en el
tampén de lavado diluido (consulte INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.3) durante un
minimo de 2 minutos. Inicie el procedimiento de tincién de la forma descrita en la Seccién B.3,
Paso 1, Pretratamiento.
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Cambie las soluciones de xileno y de alcohol después de cada 200 portaobjetos o menos.
Puede utilizar sustitutivos del xileno.

NOTA: Los reactivos y las instrucciones suministrados con este kit se han disefiado para obtener
resultados 6ptimos. Una mayor dilucién de los reactivos o la modificacion de las temperaturas de
incubacién pueden producir resultados erréneos o discordantes. Cualquier diferencia en el
procesamiento del tejido y en los procedimientos técnicos que el usuario llevase a cabo en su
laboratorio podria invalidar los resultados del ensayo. '

B.3 Protocolo de tincién

Paso 1: Pretratamiento

El pretratamiento se puede realizar o bien mediante un bafio de agua, segun lo descrito
en el método A) o, alternativamente, utilizando un microondas con capacidad de
deteccion, segun lo descrito en el método B).

Método A: Pretratamiento mediante bario de agua

Llene los recipientes, por ejemplo, recipientes de Coplin, con la solucién de
pretratamiento diluida (consulte las INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.1 ). Coloque
los recipientes de tincién con la solucién de pretratamiento diluido en un bafio de agua.
Caliente el bafio de agua y la solucién de pretratamiento a 95-99 C. Mida la
temperatura del interior de los recipientes con un termémetro calibrado a fin de mantener
la temperatura correcta. Tape los recipientes a fin de estabilizar la temperatura y evitar la
evaporacion.

Sumerja los cortes desparafinados a temperatura ambiente en la solucién de
pretratamiento precalentada en los recipientes de tincién. Vuelva a comprobar la
temperatura e incube durante 10 (+1) minutos a 95-99 <.

Retire del bario de agua el recipiente completo con los portaobijetos. Retire la tapa y deje
que los portaobjetos se enfrien en la solucién de pretratamiento durante 15 minutos a
temperatura ambiente.

Introduzca los portaobjetos en un recipiente que contenga tampén de lavado diluido
(consulte las INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.3) durante 3 minutos a temperatura
ambiente (20-25 ).

Sustituya el tampoén de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas.

NOTA: La solucién de pretratamiento esta disefiada para aplicarla una sola vez. No
reutilizar.

Método B: Pretratamiento utilizando un microondas con capacidad de deteccién

Rellene un recipiente de plastico con solucién de pretratamiento diluida a temperatura ambiente
(20-25 T). Sumerija los cortes desparafinados en la solucién de pretratamiento, cubra el
recipiente con una tapa perforada y coléquelo en el horno microondas. Seleccione la funcién de
deteccién de ebullicién y un programa que funcione 10 minutos tras haber alcanzado la
temperatura de ebullicion*.

Tras los 10 minutos de incubacion, saque del microondas el recipiente con los portaobjetos, retire
la tapa y deje enfriar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transfiera los portaobjetos a un
recipiente con tampén de lavado diluido y déjelos a remojo durante 3 minutos a temperatura

ambiente (20-25 T). Sustituya el tampén de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas.

* El uso de un horo microondas con capacidades de deteccién significa que el horno debe contar con un sensor y
programas que calienten inicialmente la solucion de pretratamiento hasta el punto de ebullicién y mantengan
posteriormente la temperatura de pretratamiento necesaria (por encima de los 95 °C) mientras realiza una cuenta atras
del tiempo preseleccionado (10 (+1) minutos). Es posible que algunos microondas con capacidad de deteccion no
incluyan la posibilidad de fijar libremente una cuenta atras. Si el modelo sélo incluye programas predefinidos, asegurese
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de seleccionar un programa que mantenga la temperatura de pretratamiento necesaria (por encima de 95 °C) durante
al menos 10 (1) minutos y detenga manualmente el programa transcurridos 10 (1) minutos.

NOTA: La solucién de pretratamiento se ha disefiado para un solo uso. No reutilizar.

Paso 2: Pepsina, lista para su uso (RTU) o solucién de pepsina

La incubacion en pepsina se puede realizar aplicando directamente gotas de pepsina RTU en los
portaobjetos a temperatura ambiente (2025 ) (Mét odo A) 0 a 37 T (Método B). O bien, puede
sumergir los portaobjetos en una solucién de pepsina e incubarlos a 37 (#2) T (Método C).

Método A y Método B:

Golpee suavemente para eliminar el exceso de tampon. Utilizando un pario sin pelusa (por
ejemplo, un pafio absorbente o almohadillas de gasa), frote con cuidado alrededor de la muestra
a fin de eliminar cualquier resto de liquido y de mantener los reactivos dentro del area prescrita.

Aplique 5-8 gotas (250 pL) de pepsina fria (2-8 T) (Vial 2A) para cubrir la muestra. Aimacene
siempre la pepsina a 2-8 T.

Método A: Pepsina, RTU - Incubacién a 20-25 C

Incube durante 5-15 minutos a temperatura ambiente (20-25 <T). Un tiempo de incubacién de
5-15 minutos es adecuado para la mayoria de las muestras, aunque el tiempo 6ptimo de
incubacién puede depender de la fijacion del tejido y/o del grosor de la muestra y debe ser
determinado por el usuario.

Golpee suavemente para eliminar cualquier resto de pepsina y empape los cortes en tampén de
lavado diluido (consulte INSTRUCCIONES DE USO, Seccion A.3) durante 3 minutos a
temperatura ambiente (20-25 T).

Sustituya el tampon de lavado diluido y empape los cortes durante 3 minutos mas. Continde
hasta la deshidratacion.

Método B: Pepsina, RTU - Incubacion a 37 €

Coloque la muestra con pepsina en un bloque calefactor a 37 T (p. ej. Dako Hybridizer) e
incube durante 3-5 minutos. Un tiempo de incubacion de 3-5 minutos es adecuado parala
mayoria de las muestras, aunque el tiempo 6ptimo de incubacion puede depender de la fijacién
del tejido y/o del grosor de la muestra y debe ser determinado por el usuario.

Golpee suavemente para eliminar el exceso de pepsina y sumerja los cortes en tampén de
lavado diluido durante 3 minutos a temperatura ambiente (20-25 ).

Sustituya el tampon de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas. Contintie hasta la
deshidratacion.

Deshidrate los cortes de tejido mediante una serie graduada de etanol: 2 minutos en etanol al
70%, 2 minutos en etanol al 85%, y 2 minutos en etanol al 96%.

Deje que los cortes de tejido se sequen al aire completamente.

Método C: Solucion de pepsina - Inmersién de los portaobjetos en una solucién de pepsina a 37 T

El kit contiene suficientes reactivos para cuatro ciclos separados (60 mL de solucién de pepsina,
recipiente pequefio para seis portaobjetos) o un Gnico ciclo (240 mL de solucién de pepsina,
recipiente grande para 24 portaobjetos). Prepare la solucion de pepsina de la forma descrita en
la Seccién A.5.

Coloque la tapa del recipiente y equilibre la solucién de pepsina a 37 (+2) T en un bafio de
agua. Asegurese de que la temperatura se haya estabilizado. Mida la temperatura del interior del
recipiente con un termémetro calibrado a fin de mantener la temperatura correcta.

Golpee suavemente para eliminar el exceso de tampén de lavado. Sumerija los portaobjetos en
la soluci6n de pepsina a 37 (+2) T e incube durant e 20-30 minutos. Un tiempo de incubacién de
20-30 minutos es adecuado para la mayoria de las muestras, aunque el tiempo éptimo de
incubacién puede depender de la fijacién del tejido y/o del grosor de la muestra y debe ser
determinado por el usuario.

Golpee suavemente para eliminar el exceso de solucién de pepsina y sumerja los cortes en
tampon de lavado diluido durante 3 minutos a temperatura ambiente (20—25/33).
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Sustituya el tampon de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas. Continte hasta
la deshidratacion.

Deshidrate los cortes de tejido mediante una serie graduada de etanol: 2 minutos en etanol al
70%, 2 minutos en etanol al 85%, y 2 minutos en etanol al 96%.

Deje que los cortes de tejido se sequen al aire completamente.

Paso 3: Mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH

La mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se separa en dos fases cuando se conserva a

-18 T. Antes de utilizar el Vial 3, asegurese de q ue s6lo haya una fase, equilibrando la mezcla
de sondas a temperatura ambiente 20~25 C ) seguido de la mezcla. Descongele el Vial 3 a
temperatura ambiente (2025 <) durante un maximo d e 30 minutos (protéjalo de fuentes de luz
intensas) y luego mezcle bien en remolino el vial durante 15 segundos a 2500 rpm usando un
mezclador vértex. Guarde el Vial 3 a -18 C inmedia tamente después de usarlo. Aplique 10 pL
de la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH (Vial 3) en el centro del corte de tejido. Coloque
inmediatamente un cubreobjetos de vidrio de 22 x 22 mm sobre la mezcla de sondas y deje que
ésta se distribuya uniformemente debajo del cubreobjetos. Evite la formacion de burbujas de
aire. Si observa burbujas de aire, golpee suavemente con unas pinzas para retirarlas del tejido.

Recuerde guardar el Vial 3 a -18 € inmediatamente después de usarlo.

Selle el cubreobjetos con el sellador de cubreobjetos, extendiendo el sellador alrededor de la
periferia del cubreobjetos. Deje que el sellador de cubreobjetos se superponga al cubreobjetos y
al portaobjetos; asi se formara un sello alrededor del cubreobjetos. Asegurese de que el sellador
de cubreobjetos cubra todo el borde del cubreobjetos.

Prepare Dako Hybridizer* (n° de catalogo S2450 o S$2451) para un ciclo de hibridacién.
Asegurese de que las Humidity Control Strips (n° de catalogo S2452) estén saturadas y en
estado 6ptimo para su utilizacion. Inicie el Hybridizer y seleccione un programa que:

Desnaturalice a 66 C durante 10 minutos seguido de una hibridacién a 45 C durante
60-120 minutos.

Coloque los portaobjetos en el Hybridizer, asegurese de que la tapa esté bien cerrada e inicie el
programa. Consulte el manual de instrucciones de Dako Hybridizer para obtener mas detalles.

* Para la desnaturalizacién y la hibridacién puede utilizar instrumental que permita condiciones idénticas a las
arriba descritas.

Coloque los portaobjetos sobre una superficie metalica o de piedra plana (sobre un bloque de
calentamiento o un bloque en un horno de hibridacién) precalentado a 66 (x1) T. Desnaturalice
durante exactamente 10 minutos. Introduzca los portaobjetos en una camara de hibridacion
humidificada precalentada. Cubra la camara con una tapa e incube a 45 (+2) T durante

60—120 minutos. Tenga en cuenta que una temperatura de hibridacién de 37 T no es adecuada
para las sondas incluidas en este kit.

Paso 4: Lavado astringente

Llene dos recipientes de tincion, por ejemplo recipientes de Coplin, con tampén de lavado
astringente diluido (consulte las INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.2). Se recomienda
utilizar un volumen minimo de 100 mL o 15 mL por portaobjetos en cada recipiente.

Introduzca uno de los recipientes de tincién con tampén de lavado astringente diluido a
temperatura ambiente en una campana extractora de gases, y el otro recipiente en un bafio de
agua. Caliente el bafio de agua y el tamp6n de lavado astringente diluido a 63 (+2) T.
Asegurese de que la temperatura se haya estabilizado. Tape el recipiente para estabilizar la
temperatura y evitar la evaporacién. Mida la temperatura del interior del recipiente que esta en el
bafo de agua con un termémetro calibrado a fin de mantener la temperatura correcta. El tampén
de lavado astringente contiene detergente y puede volverse turbio a 63 T; esto no afecta a

su eficacia. v
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Utilizando pinzas o guantes, saque los portaobjetos de la camara de hibridacion y, con cuidado,
elimine el sellador de cubreobjetos, asi como los cubreobjetos, e introduzca los portaobjetos en
el recipiente de prelavado a temperatura ambiente, uno por uno.

Tan pronto como se hayan quitado todos los cubreobijetos, transfiera los portaobjetos del
recipiente de prelavado a temperatura ambiente al recipiente del bafio de agua a 63 (+2) C.

Inmediatamente después de transferir los portaobjetos al tampén de lavado astringente diluido a

63 (¥2) T al bario de agua, inicie el cronémetro. R ealice el lavado astringente durante exactamente
10 minutos. Saque los portaobjetos del tamp6n de lavado astringente diluido y empape los cortes en
tamp6n de lavado diluido durante 3 minutos a temperatura ambiente (20-25 T).

Cambie el tampén de lavado diluido y empape los cortes durante 3 minutos mas.

Deshidrate los cortes de tejido mediante una serie graduada de etanol: 2 minutos en etanol al
70%, 2 minutos en etanol al 85%, y 2 minutos en etanol al 96%.

Deje que los cortes de tejido se sequen por completo.
Paso 5: Montaje

Aplique 15 pL del medio de montaje fluorescente que contiene DAPI (Vial 5) al area diana del
portaobjetos y cubra con un cubreobjetos de vidrio.

NOTA: Puede leer los portaobjetos transcurridos 15 minutos desde el montaje, o dentro de un
periodo de 7 dias. No obstante, tenga en cuenta que si expone los portaobjetos a la luz o a altas
temperaturas, se produce desvanecimiento. A fin de reducir al minimo el desvanecimiento,
almacene los portaobjetos en la oscuridad a -18-8 °C.

(122303-002)
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Control de calidad - Mama
1. Las sefiales deben ser brillantes, bien diferenciadas y faciles de evaluar.
2. Las células normales son un control interno del ensayo de tincion.

e Las células normales deberfan presentar 1-2 sefiales verdes claramente visibles que
indican que la sonda ANP de CEN-17 se ha hibridado satisfactoriamente con la region
centromérica del cromosoma 17.

o Las células normales deberian presentar también 1-2 sefiales rojas claramente visibles que
indican que la sonda de ADN HER?2 se ha hibridado satisfactoriamente con el amplicon HER2.

¢ Debido al corte del tejido, algunas células normales presentaran menos de las 2 sefales
de cada color esperadas.

¢ Sino se pueden detectar sefiales en las células normales, el ensayo ha fracasado y los
resultados deben considerarse no validos.

3. La morfologia del nticleo debe estar intacta al evaluarla utilizando un filtro para DAPI.
Numerosas células fantasma y una morfologia nuclear general pobre indican una
sobredigestién de la muestra, que tiene como resultado la pérdida o fragmentacién de las
sefiales. Tales muestras deben considerarse no validas.

4. Las diferencias en la fijacién, el procesado y la inclusion del tejido en el laboratorio del usuario
pueden generar variabilidad en los resuiltados, por lo que es necesario que el usuario lleve a
cabo una evaluacién regular de sus propios controles.

Interpretacion de la tincion - Mama

Tejidos evaluables

Sélo debe evaluar muestras de pacientes con carcinoma invasivo. En los casos de carcinoma in
situ y carcinoma invasivo en la misma muestra, s6lo debe evaluarse el componente invasivo.
Evite las areas de necrosis y las areas donde los bordes nucleares sean ambiguos. No incluya
nucleos que requieran un juicio subjetivo. Ignore los nucleos que presenten una intensidad de
sefial débil y tincién no especifica o tincion de fondo alta.

Enumeracion de la seiial: localice el tumor dentro del contexto del portaobjetos tefido con H&E y
evalle el mismo area en el portaobjetos tefiido mediante FISH. Examine varias areas de células
tumorales a fin de tener en cuenta una posible heterogeneidad. Seleccione una area que tenga
una distribucion 6ptima de nuicleos. Comience el andlisis en el cuadrante superior izquierdo del
area seleccionada y, examinando de izquierda a derecha, cuente el nimero de sefiales
comprendidas dentro del borde nuclear de cada niicleo evaluado, con arreglo a las pautas
siguientes (consulte también el Apéndice 3).

- Acerque y aleje el enfoque para encontrar todas las sefales de los nlcleos individuales.

- Cuando dos sefiales sean del mismo tamafio y estén separadas por una distancia igual o
inferior al diametro de la sefial, cuente éstas como una sola sefal.

- Enlos nucleos con altos niveles de amplificacion del gen HER?2, las sefiales de HER2 pueden
estar muy cerca unas de las otras, formando un grupo de sefiales. En esos casos no es
posible contar el nimero de sefiales de HER2, en vez de contarlo, debe realizarse una
estimacion. Debe prestar especial atencion a las sefiales verdes, ya que los grupos de
sefales de HER2 pueden cubrir las sefales verdes, haciéndolas imposibles de ver. En caso
de duda, compruebe las sefiales verdes utilizando un filtro especifico para FITC.

No puntue los nicleos que no presenten sefiales o que presenten sefales de un solo color.
Puntde sélo los nucleos que presenten una o mas sefales FISH de cada color.
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Pautas para el recuento de sefales

1

No contar. Los nucleos se superponen; no todas las
areas de los nucleos son visibles

Dos senfales verdes; no puntue los ntcleos que presenten
sefales de un solo color

Contar como 3 sefiales verdes y 12 sefiales rojas
(estimacion del grupo)

Contar como 1 sefial verde y 1 sefal roja. Dos sefiales
que sean del mismo tamario y estén separadas por una
distancia igual o inferior al didmetro de una sefial se
cuentan como una sola sefial.

o

No contar (nucleos sobre o infradigeridos).

Ausencia de sefiales en el centro del nacleo (nicleo en
forma de donut).

Contar como 2 seriales verdes y 3 sefiales rojas. Dos
sefiales que sean del mismo tamario y estén separadas
por una distancia igual o inferior al didmetro de una sefial
se cuentan como una sola sefal.

Contar como 1 sefial verde y 5 sefiales rojas.

Contar como 3 sefiales verdes (1 sefial verde esta fuera
de foco) y 3 sefiales rojas.

Grupo de sefiales rojas que estéan tapando a sefiales
verdes; comprobar las sefales verdes utilizando un filtro
especifico para FITC, o no contar.

Registre los recuentos en una tabla como la que se indica en el Apéndice 2.

Cuente 20 nucleos por muestra de tejido v, si es posible, de areas tumorales bien
definidas (17).

Calcule la proporcion HER2/CEN-17 dividiendo el niumero total de sefiales rojas de
HER?2 entre el nimero total de sefiales verdes de CEN-17.

Las muestras que presenten una proporcién HER2/CEN-17 igual o superior a 2 deben
considerarse como amplificadas en cuanto al gen HER2 (5, 17-19).

Los resultados que estén en el punto de corte (1,8-2,2) o cerca de él deben interpretarse
con precaucion.

Si la proporcion es dudosa (1,8-2,2), cuente 20 nucleos adicionales y vuelva a calcular

la proporcién para los 40 nucleos.

En caso de duda, vuelva a puntuar el portaobjetos con la muestra. En los casos de
proporcion dudosa, el patélogo debe consultar con el médico a cargo de los
tratamientos.
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Limitaciones - Mama

1. FISH es un proceso de varios pasos que requiere formacién especializada en la seleccién de
los reactivos apropiados, seleccidn, fijacion y procesamiento de tejidos, preparacion de los
portaobjetos para FISH, e interpretacion de los resultados de las tinciones.

2. Los resultados de FISH dependen de la manipulacion y el procesamiento del tejido antes de su
tincién. Una fijacion, lavado, secado, calentamiento o corte incorrectos, o la contaminacién con
ofros tejidos o liquidos, pueden afectar a la hibridacion de las sondas. La aparicién de
resultados no coherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacion y de
inclusion, o a irregularidades inherentes al tejido.

3. Afin de obtener resultados 6ptimos y reproducibles, debe desparafinar por completo los
portaobjetos de tejido. La eliminacion de la parafina debe realizarse al principio del proceso de
tincién. (Consulte INSTRUCCIONES DE USO, Seccién B.2).

4. Sélo debe utilizar bafio de agua, bloque de calentamiento y horno de hibridacién con calibracion
de la temperatura. El uso de otros tipos de equipos puede dar lugar a la evaporacion de la mezcla
de sondas HER2/CEN-17 IQISH durante la hibridacién y debe ser validado por el usuario.

Caracteristicas de resultados - Mama

Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica de la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se investigo
utilizando 18 muestras de epitelio normal de mama humano. La proporcién entre el
numero de sefiales de HER2 y de seiiales de CEN-17 se calculé basandose en un
recuento de 20 nucleos por muestra.

La proporcién de HER2/CEN-17 de las 18 muestras de epitelio normal de mama humano
fue 0,97-1,08.

Especificidad analitica

Las sondas de ADN HER2 contenidas en la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se
han secuenciado y mapeado, confirmando una cobertura total de 218 kb incluido el gen
HER?2.

Las sondas de ANP CEN-17 contenidas en la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH
se han testado individualmente y combinadas, confirmando su hibridacién especifica con
la regién centromérica del cromosoma 17.

Para medir la capacidad del ensayo para identificar de forma exclusiva las sustancias
diana HER2 y CEN-17 sin interferencia de otras sustancias, se realizaron estudios en
muestras de tejido de epitelio normal de mama humano usando el Vial 3 que contenia el
tampdn de hibridacién pero no la mezcla de sondas. Se evaluaron un total de 18
muestras en busca de la presencia de sefiales no relacionadas con la mezcla de sondas.
No se observé deteccion de otras dianas cromosomicas ni interferencia con sustancias
estrechamente relacionadas en ninguno de las 18 muestras.

Estudios de robustez

La robustez del ensayo HER2 IQFISH pharmDx™ se evalu6 variando el tiempo y la
temperatura de pretratamiento y los métodos de calentamiento del tampon de
pretratamiento (horno microondas o bafio de agua), el tiempo y el método de incubacién
con pepsina (pepsina RTU o inmersién), la temperatura y el tiempo de desnaturalizacion,
el tiempo de hibridacién, y el tiempo y la temperatura del lavado astringente.

No se observé ninguna diferencia significativa en los resultados bajo las siguientes
condiciones experimentales:

(122303-002)




Cancer de mama

* Método de pretratamiento A) Bafio de agua durante 10 minutos combinado con cada
una de las siguientes temperaturas: 95 T, 95-99 T , y 99 T junto a 9, 10 y 11
minutos a 95-99 C

¢ Meétodo de pretratamiento B) Horno microondas durante 9, 10 y 11 minutos a
temperaturas de >95 C.

* Metodo de digestion con pepsina A) con tiempos de incubacién de 5, 10 y 15 minutos
temperatura ambiente (20-25 <C).

* Metodo de digestion con pepsina B) con tiempos de incubacién de 3, 4 y 5 minutos a
37 C.

* Metodo de digestién con pepsina C) con tiempos de incubacién de 20, 25 y 30
minutos combinados con cada una de las siguientes temperaturas: 35, 37 y 39 C.

¢ Desnaturalizacién durante 10 minutos combinado con cada una de las siguientes
temperaturas: 65, 66 y 67 C junto a9, 10 y 11 min utos a 66 C. Tiempo de
hibridacién de 60, 90 y 120 minutos a 45 .

¢ Lavado astringente durante 10 minutos combinado con cada una de las siguientes
temperaturas: 61,63y65 T juntoa, 10y 11 min utos a 63 .

Nota: Para las pruebas de robustez sélo se cambi6 un parametro del procedimiento de
tincion a la vez, mientras que el resto de parametros se mantuvieron constantes. Se
recomienda respetar el tiempo y las temperaturas indicadas en el procedimiento de
tincién.

La hibridacién durante 60 minutos produjo una sefial de alta intensidad, si bien
ligeramente reducida en comparacién a la hibridacién de 90 y 120 minutos. No se
observé una diferencia significativa en los resultados observados con otras
combinaciones de tiempo/temperatura.

El procedimiento de tincién de HER2 IQFISH pharmDx™ ofrece variables de protocolo
para el pretratamiento de calor, la digestion con pepsina y el tiempo de hibridacion. Cada
combinacién unica se ha validado respecto al estado del gen HER2. La validacién se
realiz6 en 10 muestras FFPE de carcinoma de mama humano con cada una de las 12
posibles combinaciones. Se utilizé el kit HER2 FISH pharmDx™ (K5331) como
referencia. La proporcién HER2/CEN-17 de cada muestra individual se muestra en la
Figura 1. La tabulacién cruzada entre las 12 pruebas y la tincion de referencia mostré
una coincidencia general en el estado del gen HER2 del 100% (10/10) con limites del
95% de confianza inferior de dos colas inferior y superior en el 78,3% y el 100%,
respectivamente. El valor Kappa fue de 1,00 y la prueba de McNemars mostro la
ausencia de sesgo (valor p de dos colas de 1,00).
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HER2/CEN-17 Ratio
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Figura 1. Proporciones HER2/CEN-17 para 10 muestras de carcinoma de mama humano tefiidas usando las 12 posibles

combinaciones de protocolo con HER2 IQFISH pharmDx™ (n° de catéalogo K5731) (Prueba 1-12) y la referencia (R) del
kit HER2 FISH pharmDx™ (n° de catélogo K5331). La linea horizontal ilustra el punto de corte de 2,0.
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Cancer de mama

Repetibilidad

La repetibilidad (capacidad de ser repetida) de la proporcién HER2/CEN-17 se investigb
con el ensayo HER2 IQFISH pharmDx™ utilizando cortes consecutivos de muestras de
carcinoma de mama humano mamario, con el estado del gen HER2 no amplificado o
amplificado. Se analizaron cortes por triplicado de cada muestra en el mismo
procedimiento. El coeficiente de variacion promedio fue del 5,2% para muestras no
amplificadas (intervalo desde el 1% al 8%) y del 14% para muestras amplificadas
(intervalo desde el 7% al 20%).

Se analizaron un total de cinco cortes consecutivos de cuatro muestras de carcinoma de
mama humano de diferentes grosores ( 3, 4, 5, 6 y 7 pm) con HER2 IQFISH pharmDx™.
El coeficiente de variacion promedio de la proporcién HER2/CEN-17 fue del 7%
(intervalo desde el 6% al 9%).

Reproducibilidad

Se probo el ensayo HER2 IQFISH pharmDx™ en lo referente a reproducibilidad lote a
lote y observador a observador usando tres lotes de HER2 IQFISH pharmDx™ vy tres
observadores. La reproducibilidad se analizé en nueve muestras de carcinoma de mama
humano diferentes con los estados del gen HER2 no amplificado y amplificado.

El coeficiente de variacion promedio de la reproducibilidad lote a lote fue del 5% para
muestras no amplificadas (intervalo desde el 2% al 8%) y del 7,8% para muestras
amplificadas (intervalo desde el 5% al 11%).

El coeficiente de variacién promedio de la reproducibilidad observador a observador fue
del 3,2% para muestras no amplificadas (intervalo desde el 0,2% al 6%) y del 2,8% para
muestras amplificadas (intervalo desde el 2% al 4%).

Utilidad clinica

La utilidad clinica del kit Dako HER2 FISH pharmDx™ (n° de catalogo K5331) se
investigé en un estudio comparativo con el kit Vysis PathVysion™ HER-2 DNA Probe. El
estudio incluy6 150 muestras archivadas de pacientes aquejadas de cancer de mama de
grado lI-lll, con nodos positivos o negativos.

El objetivo principal del estudio fue investigar el grado de concordancia entre las
proporciones HER2/centrémero de cromosoma 17 de 150 muestras ensayadas con los
kits Dako y Vysis, en lo relativo a la concordancia general de las proporciones y la
concordancia de los resultados de FISH dicotomizados (grupos +/-).

Se hibridaron y puntuaron correctamente un total de 145 muestras, que por lo tanto eran
elegibles para el andlisis estadistico. En la Tabla 1 se muestra una tabulacién cruzada 2 x 2
de los resultados.

Tabla 1. Resultados dicotomizados de 145 muestras de cancer de mama
ensayadas con el kit Dako HER2 FISH pharmDx™ y con el kit Vysis PathVysion™
HER-2 DNA Probe. Se puntuaron 60 nicleos en cada muestra con cada uno de los
dos kits.

Kit Dako Kit Dako Suma
amplificacion (-) amplificacion (+)
Kit Vysis 95 2 97
amplificacion (-)
Kit Vysis 5 43 48
amplificacién (+)
Suma 100 45 145
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La concordancia entre los ensayos Dako y Vysis fue del 95%, con un intervalo de
confianza del
92-99%. El valor kappa fue 0,89.

El test de McNemar para el analisis del sesgo (error) sistematico entre ambos ensayos no fue
significativo (p=0,22).

En la Figura 2 se muestra una representacién de la dispersion de las observaciones pareadas de
las 145 muestras.

Representacién de dispersién de observaciones pareadas

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

Kit Dako HER2 FISH pharmDx™

0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Kit Vysis PathVysion™ HER-2 DNA Probe

Figura 2. Se analiz6 la amplificacion del gen HER2 en 145 muestras de cancer de mama utilizando el kit Dako HER2
FISH pharmDx™ y el kit Vysis PathVysion™ HER-2 DNA Probe. Los resultados se expresan como proporciones
HER2Icentrémero de cromosoma 17. Se puntuaron 60 nicleos en cada muestra con cada uno de los dos kits.

La concordancia general entre los ensayos Dako HER2 FISH pharmDx™ y Vysis
PathVysion™ HER-2 DNA Probe se investigé utilizando el analisis de la diferencia entre
las observaciones pareadas del logaritmo (proporcién), y un analisis de la regresion
lineal del logaritmo (proporcién) de ambos ensayos. Se llegé a la conclusién de que la
diferencia entre las observaciones pareadas del logaritmo (proporcion) es
sisteméaticamente creciente seguln la suma de las proporciones HER2/centromero de
cromosoma 17, y que a proporciones altas, la proporcion medida es mayor en el ensayo
Dako que en el ensayo Vysis.

La mayor proporcion HER2/centrémero de cromosoma 17 observada con el kit Dako
HER?2 FISH pharmDx™ puede estar relacionada con una verdadera diferencia entre
ambos ensayos, a saber, que una mayor resolucion del kit Dako HER2 FISH pharmDx™
Kit conduce a proporciones mas altas en los casos con alta amplificacion del gen HER2.
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Cancer de mama

No obstante, la evaluacion de los kits se llevd a cabo en 2 centros diferentes y por lo
tanto es esperable una variacioén interlaboratorios. Ademas, se ha descrito en la literatura
una mayor variacion en los casos de alta amplificacion, que no se considera
clinicamente relevante (18). El estudio actual no permite investigar si existe una
diferencia sistematica entre ambos ensayos si la investigacién se realiza entre varios
laboratorios. Cabe afadir que la variacion observada entre ambos ensayos es de una
magnitud similar a la de la variacién entre centros observada en el estudio de
portabilidad.

Dako HER2 IQFISH pharmDx™ (n° de catalogo K5731) se ha comparado con el kit Dako
HER2 FISH pharmDx™ (n° de catalogo K5331) en un estudio comparable de 78
muestras de tejido mamario de carcinoma humano de mama. La tabulacién cruzada del
estado de HER2 obtenida por los dos ensayos arrojaron una coincidencia general del
98,7% con los limites inferior y superior del intervalo de confianza del 95% en 94,2% y
99,9%. El valor kappa fue 0,96, siendo los limites inferiores y superiores del intervalo de
confianza del 95% 0,89 y 1,00. El valor p de la prueba de McNemars fue 1,00, indicando
la ausencia de sesgo entre los dos ensayos.
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Solucion de problemas - Mama

Problema Causa probable Solucién sugerida
1. No hay sefiales o 1a. ElKit ha sido expuesto a 1a. Compruebe las condiciones
son débiles altas temperaturas durante su de almacenamiento.
transporte o almacenamiento. Asegurese de que habia hielo

seco presente en el kit
cuando lo recibi6. Aseglrese
de que Vial 3 se ha
almacenado a-18 T en la
oscuridad. Asegurese de que
los Viales 2A y 5 se han
almacenado a un maximo de
2-8 T en la oscuridad.

1b. El microscopio no funciona 1b. Compruebe el microscopio y
correctamente asegurese de que los filtros
- Juego de filtros inapropiado que se estan utilizando son
- Lampara incorrecta adecuados para su uso con
- Lampara de mercurio los fluorocromos del kit;
demasiado vieja asegurese también de que la
- Objetivos colectores sucios lampara de mercurio es la
ylo con fisuras correcta y que no se haya
- Aceite de inmersién utilizado mas alla de su vida
inadecuado Gtil esperada (consuite el

Apéndice 3). En caso de
duda, contacte con el
venrdedor del microscopio.

1c. Sefiales desvanecidas 1c. Evite los examenes
prolongados con el
microscopio y minimice la
exposicién de las muestras a
fuentes de luz intensa.

1d. Condiciones de 1d. Asegurese de utilizar la
pretratamiento incorrectas temperatura y el tiempo de
pretratamiento
recomendados.

1e. Evaporacién de la mezclade | 1e. Asegurese de que haya
sondas durante la hibridacién suficiente humedad en la
camara de hibridacion.

2. No hay sefales 2a. Condiciones de lavado 2a. Asegurese de utilizar la
verdes astringente incorrectas temperatura y el tiempo
recomendados para el lavado
astringente, y de retirar los
cubreobjetos antes de llevar a
cabo el lavado astringente

3. No hay seriales 3a. Condiciones de 3a. Asegurese de utilizar la
rojas pretratamiento incorrectas temperatura y el tiempo de
pretratamiento recomendados.
4. Areas sin sefal 4a. Volumen insuficiente 4a. Asegurese de que el volumen
de sonda de sonda sea lo

suficientemente grande como
para cubrir el area bajo el
cubreobjetos.
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Problema

Causa probable

Solucioén sugerida

4b. Burbujas de aire atrapadas
durante la aplicacién de la
mezcla de sondas o
durante el montaje

4b. Evite la formacion de
burbujas de aire. Si se
observan, eliminelas
suavemente con la ayuda de
unas pinzas.

5. Excesiva tincién
de fondo

5a. Fijacion inadecuada del
tejido

5b. Parafina eliminada de forma
incompleta

56c. Temperatura de lavado
astringente demasiado baja

5d. Exposicion prolongada del
corte hibridado a una luz
intensa

5a. Asegurese de que sélo se
usen cortes de tejido fijados
con formol e incluidos en
parafina.

5b. Siga los procedimientos de
desparafinado y
rehidratacion descritos en la
Seccién B.2

5c.Asegurese de que la
temperatura del lavado
astringente sea de 63 (+2) T

5d. Evite los examenes
prolongados con el
microscopio y minimice la
exposicién a fuentes de
luz intensa

6. Morfologia tisular

6a. Tratamiento con pepsina

6a. Cinase a los tiempos de

incluyendo las
zonas sin tejido
FFPE

deficiente incorrecto incubacién con pepsina
recomendados. Constite la
Seccion B.3, Paso 2.
Asegurese de que la pepsina
se manipule a la temperatura
correcta. Consulte la
Seccién B.1.
6b. Unas condiciones de 6b. Asegurese de utilizar la
pretratamiento incorrectas temperatura y el tiempo de
pueden tener como pretratamiento
resultado un aspecto poco recomendados.
claro y turbio.
6c. Un tratamiento con pepsina 6c. Acorte el tiempo de
muy prolongado incubacién con pepsina.
o un espesor de corte muy Consulte la Seccién B.3,
reducido puede hacer que paso 2. Asegurese de que
aparezcan células fantasma el espesor del corte sea de
o células tipo donut. 4-6 ym.

7. Alto nivel de 7. Uso de portaobjetos de 7. Asegurese de que el
autofluorescencia vidrio caducados o no portaobjetos revestido de
verde en el recomendados vidrio (Dako Silanized
portaobjetos, Slides, n°® de catalogo S3003

o portaobjetos recubierto de
poli-L-lisina) no haya
caducado.

NOTA: Si no puede atribuirse el problema a ninguna de las circunstancias anteriores, o si la
accion correctiva sugerida no lo soluciona, péngase en contacto con el Servicio Técnico de Dako

para solicitar mas ayuda.

(122303-002)
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Cancer de mama

Apéndice 1 - Mama
HER2 IQFISH pharmDx™, n° de catalogo K5731
Lista de comprobacién del protocolo

ID del registro del ensayo de tincion:
Fecha del ensayo:
HER?2 IQFISH pharmDx™, K5731: Lote
ID de muestra:
ID de equipo:

Fecha de la dilucién/caducidad del tamp6n de lavado 1x (Vial 6 diluido al 1:20): /

Tejido fijado con formol tamponado neutro

Fecha de la dilucién/caducidad de la soluci6n de
retratamiento (Vial 1 diluido al 1:20)

Temperatura medida de la solucion de pretratamiento
(95-99 ) si se utiliza bafio de agua para el calen tamiento

Pretratamiento (10 minutos) y enfriamiento (15 minutos)
Lavado en tampén de lavado (Vial 6 diluido al 1:20)
inut

Duracié6n del tratamiento con pepsina (Vial 2) a 37 °C o bien Minutos

Duracion del tratamiento con pepsina (Vial 2) a temperatura Minutos
ambiente (20-25 °C) o bien
Duracién de la inmersion en pepsina a 37 (£2) T Minutos

Lavado en tampén de lavado (Vial 6 diluido al 1:20)
(2 x 3 minutos)

Deshidrate los portaobjetos (3 x 2 minutos) en series
graduadas de etanol, y seque al aire

Aplique la mezcla de sondas (Vial 3), cubra con el
cubreobjetos y selle con el sellador de cubreobjetos

Temperatura de desnaturalizacién medida (66 (+1) T)
Desnaturalizacién durante 10 minutos
Temperatura de hibridacion medida (45 (+2) ) T
Tiempo de hibridacién (60-120 minutos) Minutos

Fecha de la dilucién/caducidad del tampén de lavado
astringente (Vial 4 diluido al 1:20)

Temperatura medida del tampén de lavado astringente T
(63 (+2) T)

Lavado astringente (10 minutos) tras retirar los cubreobjetos

Lavado en tampén de lavado (Vial 6 diluido al 1:20) T
2 x 3 minutos)

Deshidrate los portaobjetos (3 x 2 minutos) en series Minutos

graduadas de etanol, y seque al aire
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Cancer de mama

Aplique 15 pL de medio de montaje fluorescente (Vial
5) y cubra con el cubreobjetos

Comentarios:

Fecha y firma del técnico:

NTIMA R Y
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Cancer de mama

Apéndice 2 - Mama

HER2 IQFISH pharmDx™, n° de catalogo K5731
Sistema de puntuacién
ID del registro del ensayo de tincion:

Fecha del ensayo:
HER2 |QFISH pharmDx™, K5731 Lote:

ID de muestra:

Recuento de seales en 20 niicleos

Nucleo
nﬂ

Puntuacién
HER2
(rojo)

Puntuacién
CEN-17
(verde)

Nucleo
no

Puntuacién
HER2
(rojo)

Puntuacion
CEN-17
(verde)

1

12

13

14

15

16

17

18

O O INO D |WIN|-

19

10

20

Total (1-10)

Total (11-20)

Para determinar la proporcion HER2/CEN-17, cuente el nimero de sefales de HER2 yel
numero de sefiales de CEN-17 en los mismos 20 nucleos y divida el numero total de sefiales de
HER?2 entre el numero total de sefiales de CEN-17. Si la relacion HER2/CEN-17 es dudosa
(1,8-2,2), cuente otros 20 nucleos y vuelva a calcular la proporcion.

Una relacién que esté en el punto de corte (1,8-2,2) o cerca de él debe interpretarse con
precauci6n (consulte la guia de recuento).

HER2

-| CEN-17 Proporcion HER2/CEN-17

Puntuacién total (1-20)

a Relacién < 2: No se observé amplificacién del gen HER2

Q Proporcién 2 2: Se observé amplificacion del gen HER2

Fecha y firma del técnico:

Fecha y firma del patélogo:

Para conocer las pautas de recuento: consulte Interpretacion de Ia tincién.

(122303-002)
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Cancer de mama

Apéndice 3 - Mama

HER2 1QFISH pharmDx™, n° de catilogo K5731
Especificaciones del microscopio de fluorescencia
Dako le recomienda que utilice el siguiente equipo con el kit HER2 FISH pharmDx™, K5731:

1. Tipo de microscopio
¢ Microscopio de epifluorescencia.

2. Lampara
e Lampara de mercurio de 100 vatios (mantenga un registro del tiempo de combustion).

3. Objetivos
e Para el cribaje del tejido, puede aplicar objetivos de fluorescencia a seco 10X u objetivos de
fluorescencia para aceite de inmersion 16X.
e Para un aumento de alta potencia y para la puntuacién de las sefiales, le recomendamos
que utilice exclusivamente objetivos de fluorescencia para aceite de inmersion, por
ejemplo, 100X.

4. Filtros

Los filtros estan disefados individualmente para cada fluorocromo concreto, y debe elegirlos en
consonancia. Dako recomienda el uso de un filtro especifico para DAPI en combinacién con un
doble filtro de alta calidad especifico para Texas Red/FITC.

* Filtro para DAPI, por ejemplo, filtro Chroma N° 31000.
¢ Doble filtro para Texas Red/FITC, por ejemplo, filtro Chroma N° 51006.

e Puede utilizar un filtro sencillo para Texas Red y otro filtro sencillo para FITC con fines
de confirmacion.

Fluorocromo Longitud de onda de excitacién | Longitud de onda de emisién
FITC 495 nm 520 nm
Texas Red 596 nm 615 nm

Los filtros son especificos de cada tipo de microscopio y el uso de los filtros adecuados es crucial
para la interpretacion. Si desea obtener informacion detallada al respecto, contacte con el
proveedor de su microscopio o con el representante de Dako.

5. Aceite
o Aceite no fluorescente.

Precauciones

* No se recomienda utilizar una ldmpara de mercurio de 50 vatios.

¢ No se pueden utilizar filtros para rodamina.

* No se recomienda utilizar triples filtros.
Un microscopio no optimizado puede causar problemas al leer las sefiales fluorescentes. Es
importante que la fuente de luz no haya caducado y que esté correctamente alineada y enfocada.
Los clientes deben monitorizar y seguir las recomendaciones del fabricante de la ldampara de
mercurio. Antes de interpretar los resultados, debe haberse realizado el mantenimiento del
microscopio, y la lampara de mercurio debe estar alineada.
Debe esforzarse por exponer la muestra a la menor cantidad de luz de excitacion posible a fin de
minimizar el desvanecimiento de la fluorescencia.
Le recomendamos que estudie la configuracion de su miéroscopio concreto con el fabricante de
éste antes de empezar la hibridacién in situ fluorescente, o que consulte la literatura.

P01499ES_002_K573121-2/LMA/2013.01 p. 30/6
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Cancer gastrico

Resumen y explicacién - Gastrico

El gen HER2 humano (también conocido como ERBB2 o NEU) esta ubicado en el cromosoma
17 y codifica la proteina HER2, también llamada p185"5%2. La proteina HER2 es una tirosina
quinasa del receptor de membrana que presenta homologia con el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR o HER1) (1-2). El gen HER?2 esta presente en 2 copias en todas
las células diploides normales.

La sobreexpresion de la proteina HER2 y la amplificacién del gen HER2 en el cancer gastrico se
ha puesto de manifiesto en un gran niimero de estudios (revisado en (20)). La positividad para
HER2 se puede detectar en aproximadamente el 20% de los pacientes mediante IHQ o FISH (20).
Estudios preclinicos in vitro e in vivo han puesto de manifiesto que trastuzumab (Herceptin™) es
eficaz en diferentes tipos de cancer gastrico lo que conduijo al inicio de varios estudios clinicos
(20-24). En un estudio de fase Il BO18255, denominado como ToGA Trial, se aleatorizaron
pacientes con adenocarcinoma inoperable localmente avanzado, recurrente y/o metastasico de
estdmago o de la union gastroesofagica con HER2 positivo para que recibieran tratamiento con
5-FU o capecitabina y cisplatino en monoterapia o en combinacién con trastuzumab. En los
pacientes que recibieron el tratamiento combinado de trastuzumab y quimioterapia se observé
un aumento estadisticamente significativo de la supervivencia global (25). Trastuzumab es un
anticuerpo monoclonal humanizado que se une con gran afinidad a la proteina HER2 y que ha
demostrado ser un inhibidor de la proliferacion de células tumorales humanas que
sobreexpresan la proteina HER2 in vitro e in vivo (21-24).

Principio del procedimiento - Gastrico

HER2 IQFISH pharmDx™ contiene todos los reactivos clave necesarios para llevar a cabo un
procedimiento FISH con cortes de tejido incluidos en parafina, fijados en formol.

Después del desparafinado y la rehidratacién, las muestras se calientan en una solucién de
pretratamiento, seguido de la digestion proteolitica usando pepsina. Después de los pasos de
calentamiento y pretratamiento proteolitico, este kit emplea una mezcla de sondas IQISH, lista
para su uso y no toxica, basada una combinacion de tecnologias de ANP (acido nucléico
peptidico) (12) y ADN. Esta mezcla de sondas consta de una mezcla de sondas de ADN marcado
con Texas Red que cubren una regién de 218 kb que incluye el gen HER2 en el cromosoma 17, y
de una mezcla de sondas de ANP marcado con fluoresceina cuya diana es la regién centromérica
del cromosoma 17 (CEN-17). La hibridacién especifica de ambas dianas conduce a la formacion
de una sefial fluorescente roja bien definida en cada locus del gen HER?2, asi como de una sefial
fluorescente verde bien definida en el centrémero de cada cromosoma 17. Tras un lavado
astringente, las muestras se montan con medio de montaje fluorescente que contiene DAPI y se
cubren con cubreobjetos. Utilizando un microscopio de fluorescencia dotado de los filtros
apropiados (consulte el Apéndice 3) se localizan las células tumorales, y se lleva a cabo la
enumeracion de las sefiales rojas (HER2) y verdes (CEN-17). A continuacién se calcula la
relacién HER2/CEN-17. Las células normales presentes en el corte de tejido analizado sirven
como control positivo interno de la eficacia del pretratamiento y de la hibridacién. Consulite la
Seccion Interpretacion de la tincién para obtener informacion detallada al respecto.

Si desea un curso de formacion electrénica interactiva, utilice el programa de formacion
electrénica HER2 IQFISH pharmDx™, que esta disefiado para ensefiar de forma rapida y
precisa a los técnicos de laboratorio, a los anatomopatélogos y a los cientificos a lograr unos
resultados 6ptimos con el HER2 IQFISH pharmDx™:

www.dako.com
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Reactivos - Gastrico

Material suministrado

Los materiales enumerados a continuacién son suficientes para 20 pruebas (una prueba se
define como una area diana de 22 mm x 22 mm). El nimero de pruebas se basa en el uso de
250 pL por portaobjetos del Vial 2A (5-8 gotas), 10 pL por portacbjetos del Vial 3, y 15 pL por
portaobjetos del Vial 5). Las soluciones del Vial 3 y el Vial 5 son viscosas y es posible que haya
que centrifugarlas brevemente en una microcentrifugadora para recoger todo el reactivo
suministrado.

El kit proporciona suficientes materiales para 10 ciclos de tincion individuales (cuatro ciclos
separados si se usa el método de inmersion en pepsina). HER2 IQFISH pharmDx™ se suministra
en hielo seco. Los componentes del kit no se han expuesto a altas temperaturas durante el
transporte siempre que todavia haya hielo seco cuando usted reciba el kit. Si algunos
componentes del kit permanecen sin congelar, esto no afecta a la eficacia de HER2 IQFISH
pharmDx ™,

Vial 1 [PRE-TREATMENT SOLUTION (20%]]
Solucion de pretratamiento (20x)
150 mL, concentrado 20x
Tampén MES (acido 2-[N-morfolinjetanosulfénico).

Vial 2A
Pepsina
4 x 6,0 mL, listo para su uso
La solucién de pepsina, pH 2,0, contiene un estabilizante y un
agente antimicrobiano.
Vial 2B

PEPSIN DILUENT (10x)

Diluyente de pepsina (10x)

24 mL, concentrado 10x

Bufer de dilucién, pH 2,0, contiene un agente antimicrobiano.

Vial 3
Mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH
0,2 mL, listo para su uso
Mezcla de sondas de ADN marcada con Texas Red HER2 y sondas
de ANP CEN-17 marcadas con fluoresceina; suministradas en
tampén de hibridacion IQISH

Vial 4
Tampon de lavado astringente (20x)
150 mL, concentrado 20x
Tampoén SSC (solucion salina con citrato sédico) con detergente
(Tween-20).

Vial 5
Medio de montaje fluorescente
0,4 mL, listo para su uso
Medio de montaje fluorescente con 500 pg/L de DAPI
(4',6-diamidina-2-fenilindol).
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Cancer gastrico

Vial 6
Tampon de lavado (20x)
500 mL, concentrado 20x
Tampo6n Tris/HCI.

COVERSLIP SEALANT

Sellador de cubreobjetos
1 tubo, listo para su uso
Solucién para el sellado eliminable de cubreobjetos.

NOTA: Los siguientes reactivos del kit: La solucién de pretratamiento (20x), la pepsina, el
diluyente de pepsina (10x), el tampdn de lavado astringente (20x), el medio de montaje
fluorescente, el tampén de lavado (20x) y el sellador de cubreobjetos son intercambiables con
los reactivos correspondientes del Dako Histology FISH Accessory Kit, n° de catalogo K5799.

Material necesario pero no suministrado

Reactivos de laboratorio

Agua destilada o desionizada

Etanol, 96%

Xileno o sustitutos de xileno

Equipo de laboratorio

Pafios absorbentes

Pipetas regulables.

Termémetro calibrado, de inmersién parcial (intervalo 37-100 )
Termémetro de superficie calibrado (intervalo 37-100 T)
Cubreobjetos (22 mm x 22 mm)

Pinzas

Campana extractora de gases

Dako Hybridizer (n° de catalogo S2450 o S2451)*
Bloque de calentamiento o hibridacién*

Camara de hibridacién himeda*
Microcentrifugadora

Portaobjetos, Dako Silanized Slides, n° de catalogo S3003, o portaobjetos recubiertos de poli-L-
lisina (consulte Preparacion de las muestras)

Recipientes o barios de tincién
Cron6metro (capaz de cronometrar intervalos de 2-15 minutos)
Mezclador vortex

Bario de agua con tapa capaz de mantener una temperatura de 37(+2) C, 63 (+2) Ty de 95 C
a99 )

Microondas con capacidad de deteccién, si el pretratamiento se realiza mediante un microondas
(consulte B3. Protocolo de tincion. Paso 1: Pretratamiento, método B).

* Se puede utilizar un blogue de calentamiento o un homo de hibridacién para desnaturalizacién (66 (t1) C)e
hibridacién (45 (+2) ) junto con una camara de hi bridacién himeda, como alternativa al Dako Hybridizer.

(122303-002)
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Cancer gastrico

Equipo de microscopia y accesorios

Filtros para microscopio de fluorescencia: doble filtro para DAPI y FITC/Texas Red, o
monofiltros para FITC y Texas Red - consulte el Apéndice 3 para obtener detalles al
respecto.

Debe utilizarse un microscopio de fluorescencia con una lampara de mercurio de 100
vatios como fuente de luz. No se recomienda el uso de otras fuentes de luz con estos
filtros.

Bandeja plegable para portaobjetos de microscopia (bandeja de cartén para 20 portaobjetos con
cubierta de bisagra o similar).

Precauciones - Gastrico
1. Para uso en diagnéstico in vitro.
2. Para usuarios profesionales.

3. ElVial 1, solucién de pretratamiento (20x), contiene de acido 2-morfolinoetanosulfénico al
1- <20%, el Vial 2A, pepsina, contiene propan-2-ol al 5-10%; y el Vial 6, tampén de lavado
(20x), contiene trometamol al 1<20%. A las concentraciones en que se encuentran en el
producto, estas sustancias no requieren etiquetado de advertencia de productos peligrosos.
Los usuarios profesionales pueden solicitar a Dako hojas de datos sobre la seguridad
(MSDS, por sus siglas en inglés) de estos productos.

4. ElVial 2, Pepsina, contiene pepsina A, que puede causar reacciones alérgicas.

5. Vial 2B, diluyente de pepsina (10x) que contiene un 60% de propan-2-ol y esta marcado como:
Altamente inflamable.
Irritante.
R11 Altamente inflamable.
R36 Irritante para los ojos.
R67 Los vapores pueden provocar somnolencia y vértigo.
S9 Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado.
S16 Manténgase lejos de toda fuente de ignicién — No fumar.
S26 En caso de contacto con los ojos, enjuague inmediatamente con abundante aguay
busque atencién médica.
S60 Esta sustancia y su recipiente deben desecharse como material peligroso.

6. El sellador de cubreobjetos contiene nafta (petroleo) al 60~100%, ligeramente hidrotratada,
esta marcado como:
Extremadamente inflamable.
Peligroso para el medio ambiente.
R11 Altamente inflamable.
R51/53 Téxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo efectos
negativos en el medio ambiente acuatico.
S9 Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado.
$16 Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas — No fumar.
S35 Este material y su recipiente deben eliminarse de una manera segura.
857 Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminacion del medio
ambiente.
861 Evitese su liberacion al medio ambiente. Consulte las instrucciones especiales/hojas
de datos de seguridad.
Consulte la hoja de datos de seguridad de materiales (MSDS) para obtener informacién
mas detallada.

7. Las muestras, antes y después de la fijacion, asi como todos los materiales expuestos a
ellas, deben manipularse como capaces de transmitir infecciones, y desecharse con las
precauciones apropiadas (16). Nunca pipetee reactivos con la boca y evite el contacto de la
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piel y membranas mucosas con reactivos y muestras. En el caso de que los reactivos entren
en contacto con zonas sensibles, lave con abundante agua.

8. Afin de evitar resultados erréneos, minimice Ila contaminacién microbiana de los reactivos.

9. La aplicacién de tiempos y temperaturas de incubacién o de métodos distintos a los
especificados, puede producir resultados erréneos.

10. El uso de métodos de fijacion de tejidos y de espesores de muestras distintos a los
especificados puede afectar negativamente a la morfologia del tejido y/o a la intensidad de
la senal.

11. Evite la evaporacion de la mezcla de sondas HER2/CEN-17 durante la hibridacion
garantizando una humedad suficiente en la cdmara de hibridacion.

12. Los reactivos estan diluidos de forma éptima. Una mayor dilucion puede provocar pérdida
de eficacia.

13. Utilice el equipo de proteccion individual adecuado para evitar el contacto con los ojosyla
piel. Le rogamos que consulte la hoja de datos de seguridad (MSDS) para obtener
informacion mas detallada.

14. Debido a la naturaleza heterogénea de las muestras de cancer gastrico es importante
realizar un examen riguroso de la totalidad de la muestra para evaluar la distribucién de la
sefial antes de seleccionar el area para la enumeracion de las sefiales.

15. No se recomienda evaluar muestras muy pequefias (es decir, las muestras tienen que tener
una morfologia intacta y suficientes nucleos para realizar la enumeracion).

16. Si el andlisis HER2 FISH se realiza en una muestra de biopsia, para garantizar una
determinacion fiable del estado en cuanto a HER2 se deberan analizar varias (7-8) muestras
de biopsia de diferentes regiones del tumor.

17. Para la identificacion de todos los tejidos de una muestra de biopsia, es importante
inspeccionar el portaobjetos tefiido con hematoxilina y eosina.

18. Solo deben utilizarse recipientes de tincion limpios para el método de inmersioén en pepsina
(Paso 2, método C).

Almacenamiento - Gastrico

Conserve la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH (Vial 3) a -18 T en un lugar oscuro. El
resto de reactivos se pueden conservar a 2-8 C en la oscuridad. Todos los reactivos se pueden
almacenar congelados. Los reactivos se pueden congelar y descongelar hasta 10 veces sin que
pierdan su eficacia.

La pepsina, la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH y el medio de montaje fluorescente
(Viales 2A, 3 y 5) puede verse afectados negativamente si se exponen al calor. No deje estos
componentes a temperatura ambiente.

La mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH y el medio de montaje fluorescente (Viales 3y 5)
pueden verse afectados negativamente si son expuestos a niveles luminicos excesivos. No
almacene estos componentes ni lleve a cabo analisis bajo una luz intensa, por ejemplo, la luz
solar directa.

No utilice el kit después de la fecha de caducidad impresa en la caja del kit. Si los reactivos se
almacenan bajo condiciones distintas de las especificadas en este documento, el usuario debe
validar la eficacia de los reactivos (13).

No existen signos evidentes que indiquen inestabilidad de este producto. Por lo tanto, es
importante evaluar células normales presentes en el corte de tejido analizado. Si observa un
patrén de fluorescencia inesperado que no pueda atribuirse a las variaciones en los
procedimientos de laboratorio y sospecha que existe un problema con HER2 IQFISH pharmDx™,
pongase en contacto con el servicio técnico de Dako.
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Preparacion de las muestras - Gastrico

Las muestras de adenocarcinoma de las biopsias, escisiones o resecciones del estomago,
incluyendo la unién gastroesofagica, deben manipularse de tal forma que se conserve el
tejido para el analisis FISH. Deben utilizarse con todas las muestras los métodos estandar
de procesamiento de tejidos para su tincién inmunocitoquimica (14). Cuando se analicen
muestras pequefias de biopsia, se determinara con precision la morfologia intacta del
tumor y la presencia de nucleos suficientes para realizar la enumeracion de las sefales. Si
el anélisis FISH de HER2 se realiza en una muestra de biopsia, para garantizar una
determinacién fiable del estado en cuanto a HER2 se deberan analizar varias (7-8)
muestras de biopsia de diferentes regiones del tumor.

Cortes incluidos en parafina

Solo los tejidos conservados con formol tamponado neutro e incluidos en parafina son
adecuados para su uso. Las muestras deben cortarse en bloques de, por ejemplo, 3 6 4 mm de
espesor, y fijarse durante 18—24 horas con formol tamponado neutro. Las muestras de biopsia se
fijaron durante 68 horas en el ToGA Trial (para obtener informacién sobre el estudio, consulte
(25)). Los tejidos se deshidratan en una serie graduada de etanol y xileno, seguido de infiltracion
con parafina fundida mantenida a no mas de 60 T. L os tejidos correctamente fijados e incluidos
se conservaran indefinidamente antes de su seccionamiento y montaje en portaobjetos si se
almacenan en un sitio fresco (15-25 ) (14, 15). N o es adecuado ningun otro fijador.

Las muestras de tejido deben cortarse en cortes de 3-6 pm.

Los portaobjetos requeridos para el analisis de la amplificacién del gen HER2 y la verificacion de
la presencia de tumores deben prepararse a la vez. Se recomienda realizar un minimo de 2
cortes en serie, 1 corte para la verificacion de la presencia de tumores tefiida con hematoxilina y
eosina (tincién H&E), y 1 corte para el analisis de la amplificacion del gen HER2. Se recomienda
montar los cortes de tejido en los portaobjetos Dako Silanized Slides, N° de catalogo S3003, o
en portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina. Las muestras deben analizarse dentro de un periodo
de 4-6 meses tras el corte, siempre que se almacenen a temperatura ambiente (20-25 T).
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INSTRUCCIONES DE USO - Gastrico

A. Preparacion de los reactivos - Gastrico
Es conveniente preparar los siguientes reactivos antes de proceder con la tincién:

A.1 Solucién de pretratamiento
Es posible que aparezcan cristales en el Vial 1, pero, a temperatura ambiente, se disuelven.
Asegurese de que no haya cristales antes de la preparacién del reactivo.

Diluya una cantidad suficiente del Vial 1 (solucién de pretratamiento 20x) diluyendo el
concentrado 1:20 en agua destilada o desionizada. La solucién diluida sin usar puede
almacenarse a 2-8 T durante un mes. Deseche la sol ucién diluida si esta turbia.

A.2 Tampén de lavado astringente

Diluya una cantidad suficiente del Vial 4 (Tampén de lavado astringente 20x) diluyendo el
concentrado 1:20 en agua destilada o desionizada. El tampén diluido sin usar puede almacenarse
a 2-8 T durante un mes. Si el tamp6n diluido prese nta un aspecto turbio, deséchelo.

A.3 Tampén de lavado

Diluya una cantidad suficiente del Vial 6 (tampon de lavado 20x) diluyendo el concentrado al 1:20
en agua destilada o desionizada. El tampén diluido sin usar puede almacenarse a 2-8 C

durante un mes. Si el tampén diluido presenta un aspecto turbio, deséchelo.

A.4 Serie de etanol

A partir de una solucion de etanol al 96%, prepare 3 recipientes con etanol al 70%, 85% y 96%,
respectivamente. Aimacene los recipientes tapados a temperatura ambiente o a una temperatura
de 2-8 T, y utilicelos con un méximo de 200 portao bjetos. Si las soluciones presentan un
aspecto turbio, deséchelas.

A.5. Solucién de pepsina

Solo se necesita una solucién de pepsina cuando se usa el método de inmersién en pepsina
(Método C).

Prepare la solucién de pepsina como sigue;

Para un recipiente con una capacidad de seis portaobjetos prepare 60 mL de solucion de pepsina:
Afiada 48 mL de agua destilada o desionizada a temperatura ambiente (20-25 T) al recipiente.
Afada 6 mL de diluyente de pepsina frio (2-8 ) (1 0x) (Vial 2B) al recipiente.

Afiada 6 mL de pepsina fria (2—-8 <) (Vial 2A) al re cipiente.

Coloque la tapa del recipiente y equilibre la solucién de pepsina a 37 (#2) T en un bario de agua.

Para un recipiente con una capacidad de 24 portaobjetos y 240 mL de solucién de pepsina:
Afiada 192 mL de agua destilada o desionizada a temperatura ambiente (2025 ) al recipiente.
Afiada 24 mL de diluyente de pepsina frio (2-8 ) ( 10x) (Vial 2B) al recipiente.

Anada 24 mL de pepsina fria (2-8 T) (Vial 2A) al r ecipiente.

Coloque la tapa del recipiente y equilibre la solucién de pepsina a 37 (£2) T en un bafo de agua.
La solucién de pepsina equilibrada se debe usar dentro de las 5 horas siguientes.
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B. Procedimiento de tincion - Gastrico

B.1 Notas sobre el procedimiento
El usuario debe leer detenidamente estas instrucciones y familiarizarse con todos los
componentes antes de su uso (consulte la Seccién Precauciones).

Todos los reactivos deben equilibrarse a la temperatura ambiente antes de su uso, de la manera
descrita a continuacion:

Vial 1: La solucién de pretratamiento diluida debe equilibrarse a 95-99 € si se utiliza un bafio
de agua para el pretratamiento (B3. Protocolo de tincién, Paso 1: Método de pretratamiento A).
Si se utiliza un microondas con capacidad de deteccion para el pretratamiento (B3. Protocolo de
tincion, Paso 1: Pretratamiento, Método B) la solucién de pretratamiento diluida debe equilibrarse
a una temperatura ambiente de 20-25 TC.

Vial 2A: La pepsina debe aplicarse a 2-8 € (B3, Protocolo de tincién, Paso 2 Método Ay B) y
mantener fria a todo momento.

Vial 2B: El diluyente de pepsina (10x) debe aplicarse a 2-8 € (B3, Protocolo de tincion, Paso 2,
Método C).

Vial 3: La mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se separa en dos fases cuando se conserva a
-18 T. Antes de utilizar el Vial 3, asegurese de q ue s6lo haya una fase, equilibrando la mezcla
de sondas a temperatura ambiente 20—25 € ) seguido de la mezcla. Descongele el Vial 3 a
temperatura ambiente (20—25 C) durante un maximo d e 30 minutos (protéjalo de fuentes de luz
intensas) y luego mezcle bien en remolino el vial durante 15 segundos a 2500 rpm usando un
mezclador vortex. Guarde el Vial 3 a -18 T inmedia tamente después de usarlo.

Vial 4: tamp6n de lavado astringente diluido; uno de los recipientes debe equilibrarse a
temperatura ambiente, y el otro a 63 (+2) T antes de su uso.

Vial 5: el medio de montaje fluorescente puede aplicarse a cualquier temperatura de 2 a 25 C.
Vial 6: el tampén de lavado diluido debe equilibrarse a temperatura ambiente 20-25 <.
El sellador de cubreobjetos puede aplicarse a cualquier temperatura en el rango 2-25 .

Todos los pasos deben llevarse a cabo a las temperaturas indicadas.

El procedimiento incluye una serie de deshidrataciones, seguidas del secado de los cortes de
tejido. Aseglrese de que los cortes de tejido estén completamente secos antes de continuar con
el paso siguiente. No permita que los cortes de tejido se sequen durante los demas pasos del
procedimiento.

Si tiene que interrumpir el procedimiento de tincion, puede conservar los portaobjetos en el
tampon de lavado tras el paso de desparafinado durante un maximo de 1 hora a temperatura
ambiente (20-25 ) sin que esto afecte a los resul tados.

B.2 Tratamiento de los tejidos antes de la tincion

Eliminacién de la parafina y rehidratacién: Antes de llevar a cabo el analisis, debe eliminar la

parafina de los portaobjetos de tejido para eliminar el medio de inclusion y rehidratarlos. Trate de

no dejar restos de parafina. Cualquier residuo del medio de inclusién provocaria un aumento de

la tincién no especifica. Este paso debe realizarse a temperatura ambiente (20-25 T).

1. Coloque los portaobjetos en un bario de xileno e incube durante 5 (+1) minutos. Cambie los
bafios y repita el paso una vez.

2. Golpee suavemente para eliminar el exceso de liquido e introduzca los portaobjetos en etanol
al 96% durante 2 (+1) minutos. Cambie los bafios y repita el paso una vez.

3. Golpee suavemente para eliminar el exceso de liquido e introduzca los portaobjetos en etanol
al 70% durante 2 (+1) minutos. Cambie los bafios y repita el paso una vez.
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4. Golpee suavemente para eliminar el exceso de liquido e introduzca los portaobjetos en el \
tamp6n de lavado diluido (consulte INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.3) durante un |
minimo de 2 minutos. Inicie el procedimiento de tincién de la forma descrita en la Seccién B.3,

Paso 1, Pretratamiento.

Cambie las soluciones de xileno y de alcohol después de cada 200 portaobjetos o menos.
Puede utilizar sustitutivos del xileno.

NOTA: Los reactivos y las instrucciones suministrados con este kit se han disefiado para obtener
resultados éptimos. Una mayor dilucién de los reactivos o la modificacion de las temperaturas de
incubacién pueden producir resultados erréneos o discordantes. Cualquier diferencia en el
procesamiento del tejido y en los procedimientos técnicos que el usuario llevase a cabo en su
laboratorio podria invalidar los resultados del ensayo.

B.3 Protocolo de tincion

Paso 1: Pretratamiento

El pretratamiento se puede realizar o bien mediante un bafio de agua, seguin lo descrito
en el método A) o, alternativamente, utilizando un microondas con capacidad de
deteccion, segun lo descrito en el método B).

Método A: Pretratamiento mediante bafio de agua

Llene los recipientes, por ejemplo, recipientes de Coplin, con la solucién de
pretratamiento diluida (consulte las INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.1). Coloque
los recipientes de tincion con la solucion de pretratamiento diluido en un bario de agua.
Caliente el bafio de agua y la solucién de pretratamiento a 95-99 C. Mida la
temperatura del interior de los recipientes con un termémetro calibrado a fin de mantener
la temperatura correcta. Tape los recipientes a fin de estabilizar la temperatura y evitar la
evaporacion.

Sumerja los cortes desparafinados a temperatura ambiente en la solucién de
pretratamiento precalentada en los recipientes de tincion. Vuelva a comprobar la
temperatura e incube durante 10 (+1) minutos a 95-99 <.

Retire del bario de agua el recipiente completo con los portaobjetos. Retire la tapa y deje
que los portaobjetos se enfrien en la solucién de pretratamiento durante 15 minutos a
temperatura ambiente.

Introduzca los portaobjetos en un recipiente que contenga tampén de lavado diluido
(consulte las INSTRUCCIONES DE USO, Seccion A.3) durante 3 minutos a temperatura
ambiente (20-25 ).

Sustituya el tampén de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas.

NOTA: la solucién de pretratamiento esta disefiada para aplicarla una sola vez. No
reutilizar.

Método B: pretratamiento utilizando un microondas con capacidad de deteccién

Rellene un recipiente de plastico con solucién de pretratamiento diluida a temperatura ambiente
(20-25 T). Sumerja los cortes desparafinados en la solucién de pretratamiento, cubra el
recipiente con una tapa perforada y coléquelo en el horno microondas. Seleccione la funcién de
deteccion de ebullicién y un programa que funcione 10 minutos tras haber alcanzado la
temperatura de ebullicion*.

Tras los 10 minutos de incubacion, saque del microondas el recipiente con los portaobjetos, retire
la tapa y deje enfriar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transfiera los portaobjetos a un
recipiente con tampon de lavado diluido y déjelos a remojo durante 3 minutos a temperatura

ambiente (20-25 T). Sustituya el tamp6n de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas.
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* El uso de un homo microondas con capacidades de deteccion significa que el horno debe contar con un sensor y
programas que calienten inicialmente la solucion de pretratamiento hasta el punto de ebullicién y mantengan
posteriormente la temperatura de pretratamiento necesaria (por encima de los 95 °C) mientras realiza una cuenta atras
del tiempo preseleccionado (10 (+1) minutos). Es posible que algunos microondas con capacidad de deteccién no
incluyan la posibilidad de fijar libremente una cuenta atras.Si el modelo sélo incluye programas predefinidos, asegurese
de seleccionar un programa que mantenga la temperatura de pretratamiento necesaria (por encima de 95 °C) durante
al menos 10 (+1) minutos y detenga manualmente el programa transcurridos 10 (1) minutos.

NOTA: La solucién de pretratamiento se ha disefiado para un solo uso. No reutilizar.

Paso 2: Laincubacién en pepsina, pepsina lista para su uso (RTU), o solucién de pepsina
se puede realizar aplicando directamente gotas de pepsina RTU en los portaobjetos a
temperatura ambiente (20-25 C) (Método A) o a 37 ° C (Método B). O bien, puede sumergir los
portaobjetos en una solucién de pepsina e incubarlos a 37 (+2) T (Método C).

Método A y Método B:

Golpee suavemente para eliminar el exceso de tampén. Utilizando un pafio sin pelusa (por
ejemplo, un pafio absorbente o almohadillas de gasa), frote con cuidado alrededor de la muestra
a fin de eliminar cualquier resto de liquido y de mantener los reactivos dentro del area prescrita.

Aplique 5-8 gotas (250 pL) de pepsina fria (2-8 C) (Vial 2A) para cubrir la muestra. Almacene
siempre la pepsina a 2-8 T.

Método A: Pepsina, RTU - Incubacién a 20-25 T

Incube durante 5-15 minutos a temperatura ambiente (20-25 T). Un tiempo de incubacion de
5-15 minutos es adecuado para la mayoria de las muestras, aunque el tiempo 6ptimo de
incubacion puede depender de la fijacion del tejido y/o del grosor de la muestra y debe ser
determinado por el usuario.

Golpee suavemente para eliminar cualquier resto de pepsina y empape los cortes en tampén de
lavado diluido (consulte INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.3) durante 3 minutos a
temperatura ambiente (20-25 C).

Sustituya el tamp6n de lavado diluido y empape los cortes durante 3 minutos mas. Continte
hasta la deshidratacion.

Método B: Pepsina, RTU - Incubacién a 37

Coloque la muestra con pepsina en un bloque calefactor a 37 T (p. ej. Dako Hybridizer) e
incube durante 3-5 minutos. Un tiempo de incubacién de 3—-5 minutos es adecuado parala
mayoria de las muestras, aunque el tiempo 6ptimo de incubacion puede depender de la fijacion
del tejido y/o del grosor de la muestra y debe ser determinado por el usuario.

Golpee suavemente para eliminar el exceso de pepsina y sumerja los cortes en tampén de
lavado diluido durante 3 minutos a temperatura ambiente (2025 ).

Sustituya el tampén de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas. Continte hasta la
deshidratacién.

Deshidrate los cortes de tejido mediante una serie graduada de etanol: 2 minutos en etanol al
70%, 2 minutos en etanol al 85%, y 2 minutos en etanol al 96%.

Deje que los cortes de tejido se sequen al aire completamente.

Método C: Solucién de pepsina - Inmersion de los portaobijetos en una solucién de pepsina a 37 C
El kit contiene suficientes reactivos para cuatro ciclos separados (60 mL de solucion de pepsina,
recipiente pequefio para seis portaobjetos) o un Unico ciclo (240 mL de solucién de pepsina,
recipiente grande para 24 portaobjetos). Prepare la solucién de pepsina de la forma descrita en
la Seccién A.5.

Coloque la tapa del recipiente y equilibre la solucién de pepsina a 37 (+2) T en un bafio de
agua. Asegurese de que la temperatura se haya estabilizado. Mida la temperatura del interior del
recipiente con un termémetro calibrado a fin de mantener la temperatura correcta.

Golpee suavemente para eliminar el exceso de tampén de lavado. Sumerija los portaobjetos en
la solucién de pepsina a 37 (+2) T e incube durant e 20-30 minutos. Un tiempo de incubacion de
20-30 minutos es adecuado para la mayoria de las muestras, aunque eftiempo 6ptimo de
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incubacién puede depender de la fijacion del tejido y/o del grosor de la muestra y debe ser
determinado por el usuario.

Golpee suavemente para eliminar el exceso de solucién de pepsina y sumerja los cortes en
tampén de lavado diluido durante 3 minutos a temperatura ambiente (20-25 C).

Sustituya el tamp6n de lavado y empape los cortes durante 3 minutos mas. Continle hasta la
deshidratacion.

Deshidrate los cortes de tejido mediante una serie graduada de etanol: 2 minutos en etanol al
70%, 2 minutos en etanol al 85%, y 2 minutos en etanol al 96%.

Deje que los cortes de tejido se sequen al aire completamente.

Paso 3: Mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH

La mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se separa en dos fases cuando se conserva a

-18 TC. Antes de utilizar el Vial 3, asegtirese de q ue sélo haya una fase, equilibrando la mezcla
de sondas a temperatura ambiente (20-25 T ) seguido de la mezcla. Descongele el Vial 3 a
temperatura ambiente (20—25 T) durante un maximo d e 30 minutos (protéjalo de fuentes de luz
intensas) y luego mezcle bien en remolino el vial durante 15 segundos a 2500 rpm usando un
mezclador vortex. Guarde el Vial 3 a -18 T inmedia tamente después de usarlo.

Aplique 10 pL de la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH (Vial 3) en el centro del corte de
tejido. Coloque inmediatamente un cubreobjetos de vidrio de 22 x 22 mm sobre la mezcla de
sondas y deje que ésta se distribuya uniformemente debajo del cubreobjetos. Evite la formacién
de burbujas de aire. Si observa burbujas de aire, golpee suavemente con unas pinzas para
retirarlas del tejido.

Recuerde guardar el Vial 3 a -18 °C inmediatamente después de usarlo.

Selle el cubreobjetos con el sellador de cubreobjetos, extendiendo el sellador alrededor de la
periferia del cubreobjetos. Deje que el sellador de cubreobjetos se superponga al cubreobijetos y
al portaobjetos; asi se formara un sello alrededor del cubreobjetos. Asegurese de que el sellador
de cubreobjetos cubra todo el borde del cubreobjetos.

Prepare Dako Hybridizer* (n° de catalogo S2450 o S2451) para un ciclo de hibridacién. Asegurese
de que las Humidity Control Strips (n° de catalogo S2452) estén saturadas y en estado 6ptimo para
su utilizacién. Inicie el Hybridizer y seleccione un programa que:

Desnaturalice a 66 T durante 10 minutos seguido de una hibridacién a 45 C durante
60—120 minutos

Coloque los portaobjetos en el Hybridizer, aseglrese de que la tapa esté bien cerrada e inicie el

programa. Consulte el manual de instrucciones de Dako Hybridizer para obtener mas detalles.
* Para la desnaturalizacion y la hibridacién puede utilizar instrumental que permita condiciones idénticas a las arriba
descritas.

Coloque los portaobjetos sobre una superficie metalica o de piedra plana (sobre un bloque de
calentamiento o un blogue en un horno de hibridacion) precalentado a 66 (+1) T. Desnaturalice
durante exactamente 10 minutos.

Introduzca los portaobjetos en una cdmara de hibridacién humidificada precalentada. Cubra la
camara con una tapa e incube a 45 (+2) T durante 6 0-120 minutos. Tenga en cuenta que una
temperatura de hibridacién de 37 C no es adecuada para las sondas incluidas en este kit.

Paso 4: Lavado astringente

Llene dos recipientes de tincién, por ejemplo recipientes de Coplin, con Tampén de lavado
astringente diluido (consulte las INSTRUCCIONES DE USO, Seccién A.2). Se recomienda
utilizar un volumen minimo de 100 mL o 15 mL por portaobjetos en cada recipiente.

Introduzca uno de los recipientes de tincién con Tamp6n de lavado astringente diluido a
temperatura ambiente en una campana extractora de gases, y el otro recipiente en un bafio de
agua. Caliente el bafio de agua y el tampén de lavado astringente diluido a 63 (+2) T. Aseglirese
de que la temperatura se haya estabilizado. Tape el recipiente para estabilizar la temperatura y
evitar la evaporacion. Mida la temperatura del interior del recipiente que esta en el bafio de agua
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con un termdmetro calibrado a fin de mantener la temperatura cerrecta. El tampén de lavado
astringente contiene detergente y puede volverse turbio a 63 C; esto no afecta a su eficacia.

Utilizando pinzas o guantes, saque los portaobjetos de la camara de hibridacion y, con cuidado,
retire el sellador de cubreobjetos, asi como los cubreobjetos, e introduzca los portaobjetos en el
recipiente de prelavado a temperatura ambiente, uno por uno.

Tan pronto como se hayan quitado todos los cubreobjetos, transfiera los portaobjetos del
recipiente de prelavado a temperatura ambiente al recipiente del bafio de agua a 63 (+2) C.

Inmediatamente después de transferir los portaobjetos al recipiente a 63 (+2) T al bafio de agua,
inicie el cronémetro. Lleve a cabo un lavado astringente durante 10 minutos exactos.

Saque los portaobjetos del tampén de lavado astringente diluido y empape los cortes en tampén
de lavado diluido durante 3 minutos a temperatura ambiente (20-25 ).

Cambie el tampén de lavado diluido y empape los cortes durante 3 minutos mas.

Deshidrate los cortes de tejido mediante una serie graduada de etanol: 2 minutos en etanol al
70%, 2 minutos en etanol al 85%, y 2 minutos en etanol al 96%.

Deje que los cortes de tejido se sequen por completo.

Paso 5: Montaje
Aplique 15 uL del medio de montaje fluorescente que contiene DAPI (Vial 5) al area diana del
portaobjetos y cubra con un cubreobjetos de vidrio.

NOTA: puede leer los portaobjetos transcurridos 15 minutos desde el montaje, o dentro de un
periodo de 7 dias. No obstante, tenga en cuenta que si expone los portaobjetos a la luz o a altas
temperaturas, se produce desvanecimiento. A fin de reducir al minimo el desvanecimiento,
almacene los portaobjetos en la oscuridad a -18-8 °C.

Control de calidad - Gastrico
1. Las sefales deben ser brillantes, bien diferenciadas y faciles de evaluar.
2. Las células normales son un control interno del ensayo de tincién.
¢ Las células normales deberian presentar 1-2 sefiales verdes claramente visibles que
indican que la sonda ANP de CEN-17 se ha hibridado satisfactoriamente con la region
centromérica del cromosoma 17.
e Las células normales deberian presentar también 1-2 sefiales rojas claramente visibles que
indican que la sonda de ADN HER?2 se ha hibridado satisfactoriamente con el amplicon HER2.

* Debido al corte del tejido, algunas células normales presentaran menos de las 2 sefales
de cada color esperadas.

* Sino se pueden detectar sefiales en las células normales, el ensayo ha fracasado y los
resultados deben considerarse no validos.

3. La morfologia del nucleo debe estar intacta al evaluarla utilizando un filtro para DAPI.
Numerosas células fantasma y una morfologia nuclear general pobre indican una .
sobredigestion de la muestra, que tiene como resultado la pérdida o fragmentacién de las
sefiales. Tales muestras deben considerarse no vélidas.

4. El nimero minimo de células tumorales evaluables es 20.

5. Las diferencias en la fijacion, el procesado v la inclusion del tejido en el laboratorio del usuario
pueden generar variabilidad en los resultados, por lo que es necesario que el usuario lleve a
cabo una evaluacion regular de sus propios controles.
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Interpretacion de la tincion - Gastrico

Tejidos evaluables

Localice el tumor dentro del contexto del portaobjetos tefiido con hematoxilina y eosina y evalue
el mismo area en el portaobjetos tefiido mediante FISH (en el filtro para DAPI). Solo deben
analizarse las de pacientes con adenocarcinoma de estdmago, incluida la unién gastroesofagica.
En los casos con metaplasia intestinal y adenocarcinoma en la misma muestra, sélo debe
contabilizarse el componente de carcinoma gastrico. Evite las areas de fuerte inflamacion,
necrosis y las areas en las que los bordes de los nucleos sean ambiguos. No incluya los nucleos
que requieran una valoracién subjetiva. No incluya nucleos que presenten una intensidad de
sefial débil y no especifica o tincion de fondo alta.

Comience con la evaluacién microscéopica del corte completo FISH tefiido y el area asignada en
el corte teflido con hematoxilina y eosina, respectivamente. Antes de enumerar el portaobjetos
tefiido mediante FISH, anote la distribucién general de la sefial (homogénea o heterogénea) en
la hoja de enumeracién de la sefal. Si la distribucién es heterogénea, anote si hay amplificacion
focal o amplificacién de célula Gnica (mosaico).

1) Distribucién homogénea de la sefal
Si la distribucion de la sefial es homogénea, enumere el nimero de centrémeros de cromosoma
(sefiales verdes) y el nimero de genes HER2 (sefales rojas), respectivamente, desde 20 células
en 1-2 areas tumorales representativas.

2) Distribucion heterogénea de la senal

Si la distribucién de la sefial es heterogénea, se evaluaran un total de 20 células de éareas
seleccionadas, como se indica mas abajo:

A) Si existe amplificacién focal, se deberan seleccionar las areas con células amplificadas.

B) Si hay distribucién en mosaico o células amplificadas polisémicas y disémicas, se contaran las
areas con células amplificadas. En estas areas, se debe contar un total de 20 células, no solo la
células amplificadas, sino también las células no amplificadas adyacentes.

Si es posible, no seleccione areas que se superpongan.

Ignorar la tincién de ADN bacteriano

Una serie de células especializadas (mastocitos y macréfagos), presentes entremezcladas en el
tejido gastrico, muestran un alto grado de tincién mediante la sonda de HER2 debido a la
presencia de ADN bacteriano. Como consecuencia aparecen células fluorescentes muy rojas que
se distinguen claramente de las células tumorales con una alta amplificacién del gen HER2.

Enumeracion de la seial

Cuando se ha seleccionado un area para la evaluacién de sefales, empiece el andlisis en uno de los
20 nucleos adyacentes elegidos y cuente célula por célula omitiendo los nticleos que no cumplan los
criterios de calidad. Cuente el nimero de sefiales comprendidas dentro del borde nuclear de cada
nlcleo evaluado, con arreglo a las pautas siguientes (consulte también el Apéndice 7).

- Acerque y aleje el enfoque para encontrar todas las sefiales de los nucleos individuales.

- Cuando dos sefales sean del mismo tamario y estén separadas por una distancia (igual o)
inferior al diametro de la sefial, cuente éstas como una sola sefial. La distancia tiene que ser al
menos igual al diametro de una sefial de tamario normal con el fin de contar dos sefiales
individuales. Cuando la distancia entre dos sefiales es menor que el didmetro de una sefial se
tendra que contar como una sola.

- En los nucleos con altos niveles de amplificacién del gen HER?2, las sefiales de HER2 pueden
estar muy cerca unas de las otras, formando un grupo de sefiales. En esos casos no es posible
contar el nimero de sefales de HER2;, en vez de contarlo, debe realizarse una estimacion.
Debe prestar especial atencion a las sefales verdes, ya que los grupos de sefales de rojas
HER?2 pueden cubrir las sefales verdes, haciéndolas imposibles de ver. En caso de duda,
compruebe las sefiales verdes utilizando un filtro especifico para FITC.

No puntte los nucleos que no presenten sefiales o que presenten sefiales de un solo color. Puntie
s6lo los nlcleos que presenten una o mas sefiales FISH de cada color.
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Pautas para el recuento de sefiales
1

No contar. Los nucleos se superponen; no todas las
areas de los ntcleos son visibles.

Dos sefiales verdes; no puntue los nucleos que presenten
seniales de un solo color.

3 ‘ Contar como 3 sefiales verdes y 12 sefiales rojas

(estimacion del grupo). |

Contar como 1 sefial verde y 1 sefial roja. Dos sefiales
que sean del mismo tamario y estén separadas por una
distancia igual o inferior al didmetro de una sefial se
cuentan como una sola sefal.

5 No contar (nucleos sobre o infradigeridos).
o Ausencia de sefiales en el centro del nicleo (nucleo en
forma de donut).
6

Contar como 2 sefiales verdes y 3 sefiales rojas. Dos
sefiales que sean del mismo tamario y estén separadas
por una distancia igual o inferior al didmetro de una sefal
se cuentan como una sola serial.

7 i Contar como 1 sefial verde y 5 sefales rojas.

Contar como 3 sefiales verdes (1 sefial verde esta fuera
de foco) y 3 sefiales rojas.

Grupo de sefiales rojas que estan tapando a sefales
verdes; comprobar las sefiales verdes utilizando un filtro
especifico para FITC, o no contar.

Registre los recuentos en una tabla como la que se indica en el Apéndice 5y 6.

Cuente 20 nucleos por muestra de tejido, y si es posible, de areas tumorales bien
definidas.

Calcule la proporcion HER2/CEN-17 dividiendo el nimero total de sefiales rojas de
HER2 entre el numero total de sefiales verdes de CEN-17.

Las muestras que presenten una proporcién HER2/CEN-17 igual o superior a 2 deben
considerarse como amplificadas en cuanto al gen HER2 (26).

Los resultados que estén en el punto de corte (1,8-2,2) o cerca de él deben interpretarse
con precaucion.

Si la proporcion es dudosa (1,8-2,2), cuente 40 nlcleos adicionales y calcule la
proporcién para los 40 ntcleos. Si la enumeracién todavia es dudosa, el resultado valido
sera el de la segunda evaluacién. Si esta disponible, se debera incluir una tincion
inmunohistoquimica de HER2 para conseguir una mejor orientacion durante la segunda
enumeracion.
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En caso de duda, vuelva a puntuar el portaobjetos con la muestra. En los casos de
proporcién dudosa, el patélogo debe consultar con el médico a cargo de los
tratamientos.

Limitaciones - Gastrico

1. FISH es un proceso de varios pasos que requiere formacion especializada en la seleccién de los
reactivos apropiados, seleccion, fijacion y procesamiento de tejidos, preparacion de los
portaobjetos para FISH, e interpretacién de los resultados de las tinciones.

2. Los resultados de FISH dependen de la manipulacion y el procesamiento del tejido antes de su
tincion. Una fijacién, lavado, secado, calentamiento o corte incorrectos, o la contaminacién con
otros tejidos o liquidos, pueden afectar a la hibridacion de las sondas. La aparicién de resultados
no coherentes puede deberse a variaciones en los métodos de fijacién y de inclusién, o a
irregularidades inherentes al tejido.

3. Afin de obtener resultados 6ptimos y reproducibles, debe desparafinar por completo los
portaobjetos de tejido. La eliminacion de la parafina debe realizarse al principio del proceso de
tincion. (Consulte INSTRUCCIONES DE USO, Seccién B.2).

4. Sélo debe utilizar bario de agua, bloque de calentamiento y homo de hibridacién con calibracion
de la temperatura. El uso de otros tipos de equipos puede dar lugar a la evaporacién de la
mezcla de sondas HER2/CEN-17 durante la hibridacién y debe ser validado por el usuario.

Caracteristicas de resultados - Gastrico

Antecedentes

La seguridad y eficacia de trastuzumab (Herceptin™) se ha demostrado en un estudio
clinico (el ToGA Trial) (25). El estudio fue disefiado como un estudio multicéntrico de fase
lll, abierto, aleatorizado realizado en pacientes con HER2 positivo con adenocarcinoma
inoperable localmente avanzado, recurrente y/o metastasico de estémago o de la unién
gastroesofagica. La positividad para HER2 en el ToGA Trial se defini6 segn si era positiva
con IHC (3+) (HercepTest™ de Dako) y/o positiva con HER2 FISH (HER2/CEN-1722,0) (kit
HER2 FISH pharmDx™ de Dako n° de catalogo K5331)). Después de la inclusién en el
estudio, los pacientes fueron aleatorizados para que recibieran quimioterapia (5-FU o
capecitabina y cisplatino) o quimioterapia mas trastuzumab. El criterio de valoracién
principal del estudio fue la supervivencia global (SG).

En el estudio se aleatorizaron 594 pacientes y 584 recibieron la medicacién objeto del estudio
y fueron incluidos en el conjunto de andlisis completo (FAS). Para el criterio de valoracion
principal la combinacién de quimioterapia mas trastuzumab mostré ser superior
estadisticamente que la quimioterapia sola. La mediana de la SG aument6 de 11,1 a 13,8
meses (p=0,0046) con un indice de riesgo de 0,74 (IC 95%: 0,60-0,91). Las curvas de
Kaplan-Meier para la SG se muestran en la figura 3.
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Probabilidad de supervivencia

Prueba Log-Rank
P =0,0046

Tiempo (meses)

N° dejado e .
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Figura 3. Curva de SG de Kaplan-Meier (n=584).
Se realizaron andlisis de subgrupo exploratorio con HER2 preespecificados una vez disponibles los datos, y ademas
se definieron dos nuevos subgrupos de HER2 con posterioridad, basandose en la puntuacion de IHC:

Tras/Fluoro/Cisp

Grupo 1 (“grupo de baja expresién de IHC O/FISH+ e IHC 1+/FISH+ (n = 131)
HER2”):

Grupo 2 (“grupo de alta expresiéon de IHC 2+/FISH+ e IHC 3+ (FISH+ o
HER2”): FISH- o FISH sin resultado (n=446)

Cuando se repitié el analisis principal de la SG con posterioridad para el “grupo de alta
expresion de HER2” (n = 446) el beneficio a favor del tratamiento combinado fue incluso
mayor. La mediana de la SG del grupo de pacientes que habian recibido quimioterapia mas
trastuzumab aument6 a 16,0 meses en comparacion con 11,8 meses de los pacientes que
solamente recibieron quimioterapia. El indice de riesgo de este analisis disminuy6 a 0,65
(IC 95%: 0,51-0,83). Las curvas de SG de Kaplan-Meier para el "grupo de alta expresion
de HER2" se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Curva de SG de Kaplan-Meier para el "grupo de alta expresién de HER2" (n=4486).

El estudio BO18255 demostrd la utilidad clinica tanto de HercepTest™ como de HER2 FISH pharmDx™ para la
evaluacién del estado en cuanto a HER2 en pacientes con adenocarcinoma inoperable localmente avanzado,
recurrente y/o metastasico de estdmago o de la unién gastroesofagica.

Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica de la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se investigo
utilizando 18 muestras de adenocarcinoma de cancer gastrico. La proporcion entre el
numero de sefiales de HER2 y de sefiales de CEN-17 se calculé basandose en un
recuento de 20 nucleos procedentes de células normales alrededor del tumor. La
proporcion de HER2/CEN-17 de las 18 muestras de adenocarcinoma de cancer gastrico
humano fue 0,95y 1,06.
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Especificidad analitica

Las sondas de ADN HER?2 contenidas en la mezcla de sondas HER2/CEN-17 IQISH se
han secuenciado y mapeado, confirmando una cobertura total de 218 kb incluido el gen
HER?2.

Las sondas de ANP CEN-17 contenidas en la mezcla de sondas HER2/CEN-17 1QISH
se han testado individualmente y combinadas, confirmando su hibridacién especifica con
la regién centromérica del cromosoma 17.

Para medir la capacidad del ensayo para identificar de forma exclusiva las sustancias diana
HERZ2 y CEN-17 sin interferencia de otras sustancias, se realizaron estudios en muestras
de adenocarcinoma de cancer gastrico usando el Vial 3 que contenia el tampén de
hibridacién pero no la mezcla de sondas. Se evaluaron un total de 18 muestras en busca
de la presencia de sefiales no relacionadas con la mezcla de sondas. No se observé
deteccién de otras dianas cromosoémicas ni interferencia con sustancias estrechamente
relacionadas en ninguno de las 18 muestras

Estudios de robustez

La robustez del ensayo HER2 IQFISH pharmDx™ se evalué variando el tiempo y la
temperatura de pretratamiento y los métodos de calentamiento del tampén de
pretratamiento (horno microondas o bario de agua), el tiempo y el método de incubacién
con pepsina (pepsina RTU o inmersién), la temperatura y el tiempo de desnaturalizacion,
el tiempo de hibridacion, y el tiempo y la temperatura del lavado astringente.

No se observé ninguna diferencia significativa en los resultados bajo las siguientes

condiciones experimentales:

e Método de pretratamiento A) Bafio de agua durante 10 minutos combinado con cada
una de las siguientes temperaturas: 95 C, 95-99 €,y 99 Cjunto a 9, 10 y 11
minutos a 95-99 T

e Método de pretratamiento B) Horno microondas durante 9, 10 y 11 minutos a
temperaturas de >95 TC.

e Método de digestion con pepsina A) con tiempos de incubacién de 5, 10 y 15 minutos
temperatura ambiente (20-25 C).

¢ Método de digestiéon con pepsina B) con tiempos de incubacién de 3, 4 y 5 minutos a
37 C.

e Método de digestion con pepsina C) con tiempos de incubacion de 20, 25y 30
minutos combinados con cada una de las siguientes temperaturas: 35, 37 y 39 C.

o Desnaturalizacion durante 10 minutos combinado con cada una de las siguientes
temperaturas: 65, 66 y 67 T juntoa 9, 10 y 11 min utos a 66 C.
¢ Tiempos de hibridacién de 60, 90 y 120 minutos a una temperatura de 45 C.

¢ Lavado astringente durante 10 minutos combinado con cada una de las siguientes
temperaturas: 61,63y 65 T juntoa 9, 10 y 11 min utos a 63 T.

Nota: Para las pruebas de robustez sélo se cambi6 un parametro del procedimiento de tincion a
la vez, mientras que el resto de parametros se mantuvieron constantes. Se recomienda respetar
el tiempo y las temperaturas indicadas en el procedimiento de tincién.

El procedimiento de tincion de HER2 IQFISH pharmDx™ ofrece variables de protocolo
para el pretratamiento de calor, la digestion con pepsina y el tiempo de hibridacién. Cada
combinacién unica se ha validado respecto al estado del gen HER2. La validacion se
realiz6 en 10 muestras FFPE de adenocarcinoma gastrico y de la unién gastroesofagica
humanas de mama humano con cada una de las 12 posibles corpbinaciones. Se utilizé el
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kit HER2 FISH pharmDx™ (K5331) como referencia. La proporcion HER2/CEN-17 de
cada muestra individual se muestra en la Figura 5. La tabulacion cruzada entre las 12
pruebas y la tincién de referencia mostré una coincidencia general en el estado del gen
HER2 del 100% (10/10) con limites del 95% de confianza inferior de dos colas inferior y
superior en el 78,3% y el 100%, respectivamente. El valor Kappa fue de 1,00 y la prueba
de McNemars mostré la ausencia de sesgo (valor p de dos colas de 1,00).

A0

@
9

HER2ICEN-17 Ratio
5

sas1 ‘ 58863 58239 % sa242 v ; ssm ssaou l 53302 1794
Figura 5. Las proporciones individuales HER2/CEN-17 para 10 muestras de adenocarcinoma gastrico humano tefiidas
usando las 12 posibles combinaciones de protocolo con HER2 IQFISH pharmDx™ (n° de catalogo K5731) (Prueba 1-
12) y la referencia (R) del kit HER2 FISH pharmDx™ (n° de catalogo K5331). La linea horizontal ilustra el punto de
corte de 2,0.

Repetibilidad

La repetibilidad de la proporcién HER2/CEN-17 se investigé con el ensayo HER2
IQFISH pharmDx™ utilizando cortes consecutivos de nueve muestras diferentes de
adenocarcinoma géstrico, con el estado del gen HER2 no amplificado o amplificado. Se
analizaron cortes por triplicado de cada muestra en el mismo procedimiento. El
coeficiente de variacién promedio fue del 3,5% para muestras no amplificadas (intervalo
desde el 1% al 5%) y del 2,8% para muestras amplificadas (intervalo desde el 1% al
5%).

La repetibilidad en cortes consecutivos de muestras de adenocarcinoma gastrico con
espesores diferentes (2, 3, 4, 5, 6, y 7 um) fue evaluada con HER2 IQFISH pharmDx™. El
coeficiente de variacion de la proporcién HER2/CEN-17 fue del 4,5 (intervalo del 3% al
6%), es decir, en el mismo intervalo que el tejido de igual espesor y dentro de los criterios
de aceptacion preestablecidos.

Reproducibilidad

Se probé el ensayo HER2 IQFISH pharmDx™ en lo referente a reproducibilidad lote a
lote y observador a observador usando tres lotes de HER2 IQFISH pharmDx™ vy tres
observadores. La reproducibilidad se analiz6 en nueve muestras de adenocarcinoma
gastrico diferentes con los estados del gen HER2 no amplificado y amplificado.
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El coeficiente de variacién promedio de la reproducibilidad lote a lote fue del 3,8% para
muestras no amplificadas (intervalo desde el 2% al 7%) y del 1,8% para muestras
amplificadas (intervalo desde el 1% al 3%).

El coeficiente de variacion promedio de la reproducibilidad observador a observador fue del 4,3%
para muestras no amplificadas (intervalo desde el 3% al 5%) y del 4,4% para muestras
amplificadas (intervalo desde el 2% al 7%). Las muestras de adenocarcinoma gastrico
consistieron en un 78,8% de muestras de reseccion y en un 22,2% de muestras de biopsia.

El 55,6% de las muestras se obtuvieron del estémago y un 44,4% de la unién gastroesofagica.

Utilidad clinica

La utilidad clinica de Dako HER2 IQFISH pharmDx™ (n° de catalogo K5731) se
investigd en un estudio comparativo con el kit Dako HER2 FISH pharmDx™ (n° de
catalogo K5331). El estudio incluia 79 muestras de cancer gastrico que consistian en
diferentes tipos de tejido de adenocarcinoma gastrico, como adenocarcinomas del
estébmago o de la unién gastroesofagica y resecciones o biopsias con distribucién de
sefales homogéneas o heterogéneas (focales o en mosaico). Todos los tumores han
sido evaluados en cuanto al estado de la expresién de la proteina HER2 usando Dako
HercepTest™ (n° de catalogo K5207). En el estudio se incluyeron muestras de cada uno
de los cuatro grupos de puntuacién IHC (0, 1+, 2+, 3+). La tabulacién cruzada del estado
de HER2 obtenida por los dos ensayos arrojaron una coincidencia general del 98,7%
con los limites inferior y superior del intervalo de confianza del 95% en 94,2% y 99,9%.
El valor kappa fue 0,97, siendo los limites inferiores y superiores del intervalo de
confianza del 95% 0,92 y 1,00. El valor p de la prueba de McNemars fue 1,00, indicando
la ausencia de sesgo entre los dos ensayos.
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Solucién de problemas - Gastrico

Su transporte o
almacenamiento.

1b. El microscopio no funciona

correctamente

- Juego de filtros
inapropiado

- Lampara incorrecta

- Lampara de mercurio
demasiado vieja

- Objetivos colectores
sucios y/o con fisuras

- Aceite de inmersion
inadecuado

1c. Sefales desvanecidas

1d. Condiciones de
pretratamiento incorrectas

1e. Evaporacién de la mezcla
de sondas durante la
hibridacion

Problema Causa probable Solucién sugerida
1. No hay seriales o 1a. ElKit ha sido expuesto a 1a. Compruebe las condiciones
son débiles altas temperaturas durante de almacenamiento.

1b.

1c.

1d.

1e.

Asegurese de que habia hielo
seco presente en el kit
cuando lo recibi6. Asegurese
de que Vial 3 se ha
almacenado a-18 T enla
oscuridad. Asegurese de que
los Viales 2A y 5 se han
almacenado a un maximo de
2-8 T en la oscuridad.

Compruebe el microscopio y
asegurese de que los filtros
que se estan utilizando son
adecuados para su uso con
los fluorocromos del kit;
asegurese también de que la
lampara de mercurio es la
correcta y que no se haya
utilizado mas alla de su vida
util esperada. (consulte el
Apéndice 7). En caso de
duda, contacte con el
vendedor del microscopio.

Evite los examenes
prolongados con el
microscopio y minimice la
exposicién de las muestras a
fuentes de luz intensa.

Asegurese de utilizar la
temperatura y el tiempo de
pretratamiento
recomendados.

Asegurese de que haya
suficiente humedad en la
camara de hibridacién.

2. No hay sefiales
verdes

2a. Condiciones de lavado
astringente incorrectas

2a.

Asegurese de utilizar la
temperatura y el tiempo
recomendados para el lavado
astringente, y de retirar los
cubreobjetos antes de llevar a
cabo el lavado astringente

3. No hay seriales

3a. Condiciones de

3a.

Aseglrese de utilizar la

rojas pretratamiento incorrectas temperatura y el tiempo de
pretratamiento
recomendados.
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Problema

Causa probable

Solucion sugerida

4. Areas sin sefial

4a. Volumen insuficiente
de sonda

4b. Burbujas de aire atrapadas
durante la aplicacion de la
mezcla de sondas o
durante el montaje

4a.

4b.

Asegurese de que el volumen
de sonda sea lo
suficientemente grande como
para cubrir el area bajo el
cubreobjetos.

Evite la formacién de
burbujas de aire. Si se
observan, eliminelas
suavemente con la ayuda de
unas pinzas.

5. Excesiva tincién
de fondo

5a. Fijacion inadecuada
del tejido

5b. Parafina eliminada de forma
incompleta

5c. Temperatura de lavado
astringente demasiado baja

5d. Exposicion prolongada del
corte hibridado a una luz
intensa

5a.

5b.

5c.

5d.

Asegurese de que sélo se
usen cortes de tejido fijados
con formol e incluidos en
parafina.

Siga los procedimientos de
desparafinado y rehidratacion
descritos en la Seccién B.2

Asegurese de que la
temperatura del lavado
astringente sea de 63 (¥2) T

Evite los examenes
prolongados con el
microscopio y minimice la
exposicién a fuentes de
luz intensa

6. Morfologia tisular 6a. Tratamiento con pepsina 6a. Cifase a los tiempos de
deficiente incorrecto incubacién con pepsina
recomendados. Consulte la
Seccién B.3, Paso 2.
Asegurese de que la pepsina
se manipule a la temperatura
correcta. Consulte la
Seccién B.1.
6b. Unas condiciones de 6b. Asegurese de utilizar la

pretratamiento incorrectas temperatura y el tiempo de

pueden tener como pretratamiento

resultado un aspecto poco recomendados.

claro y turbio.

6c. Un tratamiento con pepsina 6c. Acorte el tiempo de

muy prolongado o un incubacién con pepsina.

espesor de corte muy Consulte la Seccién B.3,

reducido puede hacer que paso 2. Asegurese de que

aparezcan células fantasma el espesor del corte sea

o células tipo donut. de 3—6 um.
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Cancer géstrico

incluyendo las
zonas sin tejido
FFPE

Problema Causa probable Solucién sugerida

7. Alto nivel de 7. Uso de portaobjetos de 7. Asegurese de que el
autofluorescencia vidrio caducados o no portaobjetos revestido de
verde en el recomendados vidrio (Dako Silanized
portaobijetos,

Slides, n° de catalogo
S3003 o portaobjetos
recubierto de poli-L-lisina)
no haya caducado.

NOTA: Si no puede atribuirse el problema a ninguna de las circunstancias anteriores, o si la
acci6n correctiva sugerida no lo soluciona, péngase en contacto con &l Servicio Técnico de Dako

para solicitar mas ayuda.
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Cancer gastrico

Apéndice 4 - Gastrico
HER2 IQFISH pharmDx™, n° de catalogo K5731

Lista de comprobacién del protocolo
ID del registro del ensayo de tincién:

Fecha del ensayo:

HER2 IQFISH pharmDx™, K5731: Lote
ID de muestra:

ID de equipo:

Fecha de la dilucién/caducidad del tampén de lavado 1x (Vial 6 diluido al 1:20): /

Tejido fijado con f

Fecha de la dilucién/caducidad de Ia solucién de pretratamiento
Vial 1 diluido al 1:20)

Temperatura medida de la solucién de pretratamiento °c
95-99 ) si se utiliza bafio de agua para el calen tamiento

Pretratamiento (10 minutos) y enfriamiento (15 minutos)
Lavado en tampén de lavado (Vial 6 diluido al 1:20)

2 x 3 minutos

Duracién del tratamiento con pepsina (Vial 2) a 37 °C o bien Minutos
Duracién del tratamiento con pepsina (Vial 2) a temperatura Minutos
ambiente o bien

Duracién de la inmersién en pepsina a 37 (+2) T Minutos

Lavado en tampén de lavado (Vial 6 diluido al 1:20) (2 x 3 minutos)

Deshidrate los portaobjetos (3 x 2 minutos) en series
raduadas de etanol, y seque al aire

Aplique la mezcla de sondas (Vial 3), cubra con el cubreobjetos
y selle con el sellador de cubreobijetos

Temperatura de desnaturalizacién medida (66 (1) T ) °c

Desnaturalizacién durante 10 minutos
Temperatura de hibridacién medida (45 (+2) ) °c
Ti de hibridacion (60—120 minutos)

Minutos

Fecha de la dlucién/caducidad del tampén de lavado
astringente (Vial 4 diluido al 1:20)

Temperatura medida del tamp6n de lavado astringente (63 (+2) T)
Lavado astringente (10 minutos) tras retirar los cubreobjetos

Lavado en tampén de lavado (Vial 6 diluido al 1:20)
(2 x 3 minutos)

Deshidrate los portaobjetos (3 x 2 minutos) en series Minutos
graduadas de etanol, y seque al aire

C
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Aplique 15 uL de medio de montaje fluorescente (Vial 5) y
cubra con el cubreobjetos

Comentarios:

Fecha y firma del técnico:

(122303-002)
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Cancer géstrico

Apéndice 5 - Gastrico

HER2 IQFISH pharmDx™, n° de catalogo K5731
Sistema de puntuacién

HER2 IQFISH pharmDx™, K5731 Lote:
ID del registro del ensayo de tincién:
Fecha del ensayo: ID de muestra:

Caracterizacion de la distribucién de la sefial en el tejido:
Homogéneo: []

Heterogéneo — Focal{ ] o Heterogéneo — Mosaico: []

Recuento de senales en 20 nicleos
Roja Verde Roja Verde
(HER2) | (CEN-17) (HER2) (CEN-17)
1 11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
Total 1-10 Total 11-20

N° nicleo N° nicleo

ole|x|~jo|a|alw]n

Para determinar la proporcion HER2/CEN-17, cuente el nimero de sefiales de HER2'y
el nimero de sefiales de CEN-17 en los mismos 20 nuicleos y divida el nimero total de
sefiales de HER?2 entre el numero total de sefiales de CEN-17. Si la proporcién
HER2/CEN-17 es dudosa (1,8-2,2), cuente 40 ncleos adicionales y vuelva a calcular la
proporcién (consulte el esquema de puntuacion del recuento).

Una relacién que esté en el punto de corte (1,8-2,2) o cerca de él debe interpretarse con
precaucién (consulte la guia de recuento).

(122303-002)
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FISH PARA HER2

HER2

CEN-17 Proporcién HER2/CEN-17

PUNTUACION TOTAL (1-20)

a Relacion < 2: No se observé amplificacién del gen HER2

a Relacién 2 2: Se observo amplificacién del gen HER?2

Fecha y firma del técnico:

Fecha y firma del patélogo:

Para conocer las pautas de recuento: consulte Interpretacién de Ia tincion.
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Apéndice 6 - Gastrico
HER2 IQFISH pharmDx™, n° de catalogo K5731

Esquema de puntuacién del recuento

HER2 1QFISH pharmDx™, K5731 Lote:
ID del registro del ensayo de tincién:

Fecha del ensayo: ID de muestra:
Sefiales en 40 nucleos adicionales (1-40)

N° Roja | Verde N° Roja | Verde N° Roja | Verde N° Roja | Verde
nucleo | HER2 |CEN-17 | niicleo | HER2 |CEN-17| niicleo | HER2 | CEN-17 | nacleo | HER2 | CEN-17
1 11 21 31
2 12 22 32
3 13 23 33
4 14 24 34
5 15 25 35
6 16 26 36
7 17 27 37
8 18 28 38
9 19 29 39
10 20 30 40
Total Total Total Total
1-10 11-20 21-30 31-40

Para determinar la proporcién HER2/CEN-17, cuente el nimero de sefiales de HER2 y el nimero de
sefales de CEN-17 en los mismos 40 nuicleos y divida el nimero total de sefales de HER2 entre el nimero
total de sefiales de CEN-17. Incluya la puntuacién total de los niicleos 1-40 en la siguiente tabla.

FISH PARA HER? HER2 CEN-17 Proporcién HER2/CEN-17
PUNTUACION TOTAL (1-40)

a Relacion < 2: No se observé amplificacion del gen HER2

a Relacién 2 2: Se observé amplificacion del gen HER2

Fecha y firma del técnico:

Fecha y firma del patélogo:

Para conocer las pautas de recuento: consulte Interpretacion de la tincion.
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Apéndice 7 - Gastrico

HER2 IQFISH pharmDx™, n° de catalogo K5731
Especificaciones del microscopio de fluorescencia

Dako le recomienda que utilice siguiente equipo para su uso con el kit HER2 FISH
pharmDx™, K5731:

1. Tipo de microscopio

¢ Microscopio de epifluorescencia.
2. Lampara

e Lampara de mercurio de 100 vatios (mantenga un registro del tiempo de combustién).
3. Objetivos

¢ Para el cribaje del tejido, puede aplicar objetivos de fluorescencia a seco 10X u objetivos de
fluorescencia para aceite de inmersién 16X.

e Para un aumento de alta potencia y para la puntuacién de las sefiales, le recomendamos que
utilice exclusivamente objetivos de fluorescencia para aceite de inmersion, por ejemplo, 100X.

4. Filtros

Los filtros estan disefiados individualmente para cada fluorocromo concreto, y debe elegirlos en
consonancia. Dako recomienda el uso de un filtro especifico para DAPI en combinacién con un
doble filtro de alta calidad especifico para Texas Red/FITC.

e Filtro para DAPI, por ejemplo, filtro Chroma N° 31000.
¢ Doble filtro para Texas Red/FITC, por ejemplo, filtro Chroma N° 51006.
e Puede utilizar un filtro sencillo para Texas Red y otro filtro sencillo para FITC con fines de

confirmacioén.

Fluorocromo Longitud de onda de excitacion | Longitud de onda de emision
FITC 495 nm 520 nm

Texas Red 596 nm 615 nm

Los filtros son especificos de cada tipo de microscopio y el uso de los filtros adecuados es crucial
para la interpretacion. Si desea obtener informacién detallada al respecto, contacte con el
proveedor de su microscopio o con el representante de Dako.

5. Aceite
e Aceite no fluorescente.

Precauciones
¢ No se recomienda utilizar una lampara de mercurio de 50 vatios.
¢ No se pueden utilizar filtros para rodamina. '
¢ No se recomienda utilizar triples filtros.

Un microscopio no optimizado puede causar problemas al leer las sefiales fluorescentes. Es
importante que la fuente de luz no haya caducado y que esté correctamente alineada y enfocada.
Los clientes deben monitorizar y seguir las recomendaciones del fabricante de la lampara de
mercurio. Antes de interpretar los resultados, debe haberse realizado el mantenimiento del
microscopio, y la lampara de mercurio debe estar alineada.

Debe esforzarse por exponer la muestra a la menor cantidad de luz de excitacion posible a fin de
minimizar el desvanecimiento de la fluorescencia.

Le recomendamos que estudie la configuracién de su microscopio concreto con el fabricante de
éste antes de empezar la hibridacion in situ fluorescente, o que consulte la literatura.

(122303-002)
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Fabricado por:

Dako Denmark A/S
Produktionsvej 42
DK-2600 Glostrup
Dinamarca

Tfno. +45 44 85 95 00
Fax +45 44 85 95 95
www.dako.com

(122303-002)

0\= srmand
[ .
D .

Pagina 62 de 72




K573111-2 Secondary v0
HERZ21QFISH pharmDx™ (€
8 2001-01
PRE-TREATMENT SOLUTION (20x)

nftithe =
V=
PEPSIN DILUENT ({10x) LOT | 12345678 o
O =
B
HER2/CEN-17 IQISH s =
PROBE MIX W 20 5 =
R — N =—
STRINGENT WASH BUFFER (20x) 1-18°C § ;— ; —
» |FLUORESCENCE Y= R =
28, |MOUNTING MEDIUM S
m e T=Dbh &=
=’} WASH BUFFER (20x) I:Ii] 4? Keep away from sunlight 2 Eé =
S E o prem——
E’OVERSUP SEALANT | — S E E

} I |

O : Address 1, Address 2
';5 ‘ i City,StateZip Country
m

(e]

Phone
Eremelo(F+) Imitant (XI) Qg oo

IF-2020-10990145-APN-INJf

3
—(\ Péagina 63 de 72



SOBREROTULO

Elaborado por Dako Denmark A/S
Produktionsvej 42, DK-2600 Glostrup
Dinamarca

Importado y Distribuido Rochem Biocare Argentina S.A.

por Herrera 1855, Planta Baja D-021, Barracas,
(C1292) CABA

Director Técnico: Carlos Bobbett

"Autorizado por ANMAT. N° de certificado ..."
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