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For anvandning i Leica Biosystems BOND-MAX and BOND-IlI-system.
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Avsedd anvandning

For anvandning inom in vitro-diagnostik

Leica HER2 FISH System - 30 Test ar utformat for att upptacka forstarkning av HER2/neu-
genen genom fluorescerande in situ-hybridisering (FISH) i formalinfixerade, paraffingjuten
brostcancer hos manniskor och adenocarcinom i magen (inklusive den esofagogastriska
forbindelsen) vavnadsprover. Leica HER2 FISH System - 30 Test anvisas som ett hjalpmedel
vid klinisk bedémning av patienter for vilka behandling med Herceptin® (trastuzumab) dvervags
(se bipacksedeln for Herceptin). Leica HER2 FISH System - 30 Test ar inte avsett att anvandas
vid screening eller diagnos av bréstcancer. All annan tillganglig klinisk information bor ocksa
ta i beaktande, som t.ex. tumorstorlek, antal inblandade lymfnoder och steroidreceptorernas
tillstand. Beslut om behandling av bréstcancerpatienter bor aldrig baseras enbart pa HER2-
genforstarkningsstatus.

Obs: Alla patienter i kliniska forsok med Herceptin valdes ut med ett undersdkande
immunocytokemiskt kliniskt forsdkstest (CTA). Ingen av patienterna i dessa forsok valdes ut
med Leica HER2 FISH System - 30 Test. Leica HER2 FISH System - 30 Test har jamforts med
Abbott Molecular PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit-test pa en oberoende uppsattning prover
och har visat sig ge acceptabelt samstammiga resultat, vilket dokumenterats i den kliniska
konkordanssammanfattningen. Den faktiska korrelationen av resultatet av Leica HER2 FISH
System - 30 Test till det kliniska resultatet har inte faststallts.

Samtliga patienter i de kliniska forséken av Herceptin vid framskriden magcancer (ToGA) valdes
ut med hjalp av Dako Hercep-testet. Ingen av patienterna i forsoken i fraga valdes ut genom
Leica HER2 FISH System - 30 Test. Leica HER2 FISH System - 30 Test har jamférts med
Abbott Molecular PathVysion* HER-2 DNA Sondkittest pa en oberoende uppsattning av prover
och har visat sig ge acceptabelt samstammiga resultat, vilket dokumenterats i den kliniska
konkordanssammanfattningen.Den faktiska korrelationen av resultaten fran Leica HER2 FISH
System - 30 Testet med de kliniska resultaten har inte faststallts.

* Herceptin® &r ett varumérke som tillhér Genentech, Inc. and F. Hoffmann-La Roche Ltd. PathVysion® &r ett varumérke som
tillhér Abbott Molecular Inc. Alla réttigheter férbehallna. Anvénds under licens.

Utbildning som kravs
Leica Biosystems tillhandahaller tréning i provforberedelse, testprocedur och tolkning av FISH-
testning av HER2-genen at alla anvandare.

Summering och férklaring

Bakgrund

HER2-genen, dven kand som neu eller c-erbB2, sitter pa den langa armen pa kromosom 17 vid
position 17q11-12 (1). Bade HER2-genen och dess 185 kD kodade protein har visat sig spela
en betydande roll i malign transformation och tumérutveckling vid bréstcancer (2).

HER2 fungerar som en prognosmarkor, da genforstérkning och Overuttryck av protein
sammankopplas med en 6kad sannolikhet for sjukdomsaterfall och hogre dédlighet. HER2 fungerar
aven som prognosmarkor for viss systemisk cellgiftsbehandling och riktade behandlingar (3).
Mer specifikt sa har forstarkning av HER2-genen har visat sig vara en indikator for dalig prognos i
nodpositiv bréstcancer (4-8). Dessutom visar en studie att HER2:s prognosvarde ar starkare hos
patienter som behandlas med cellgifter (7). For att forutse chansen for sjukdomsfri och allman
Overlevnad for individuella patienter maste dock andra etablerade prognosfaktorer, som t.ex.
tumdrstorlek, antal positiva lymfnoder och steroidreceptorstatus, ocksa tas i beaktande.

Overuttryck av HER2-onkoprotein, orsakat av genférstirkning som identifierats i
brostcancerceller, ger idén till HER2 som mal for antikroppsbaserad behandling (3) - medan
resultaten fran ToGA-forsoken tydligt visar att anvandningen av Herceptin® vid magsackscancer
tillsammans med stralbehandling ar en effektiv behandling som forbattrar den dvergripande
Overlevnadsgraden vid HER2-positiv. magsackscancer (9). Herceptin (trastuzumab), en
humaniserad monoklonal antikropp (10) som binder med hdég affinitet till HER2-onkoprotein har
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visat sig hdmma spridningen av manskliga tumorceller som 6veruttrycker HER2-onkoprotein
bade in vitro och in vivo (11-13). Sedan Herceptin togs fram, har detektion av bade HER2-
genen och -proteinet blivit vardefulla verktyg i utvarderingen av brosttumorer, till hjalp bade vid
behandlingsvalet och vid efterfljande patienthantering (14,15).

| celler i bade interfas och metafas som kommer fran cellinjer i manskligt bréstcarcinom, har FISH
anvants for att pavisa HER2-genforstarkning (16-19). For kvantifiering av HER2-genfdrstarkning
mater FISH nivan av HER2-genforstarkning direkt i tumorcellerna. Vavnadens karakteristiska
morfologi och distributionen av onkogena kopior i individuella ej odlade primara bréstcarcinom
behalls. Avvikelser i antal kopior av kromosom 17 (aneusomi) hittas ocksa ofta i brosttumorer.
Dessa kan vara antingen minskningar eller dkningar (polysomi) i kromosomantalet. Denna
kromosomvariation har en avgorande inverkan pa tolkningen och rapporteringen av HER2-
genforstarkningsstatusen. Méatning av antal kopior av kromosom 17 i samband med HER2 &r
darfor av avgorande betydelse (4).

Leica HER2 FISH System - 30 Testinnehaller LS| HER2 DNA-sond, en 226 Kb SpectrumOrange™
direktmarkt fluorescerande DNA-sond specifik for HER2-genlokus (17911.2-q12) och CEP17
DNA-sond, en 5,4 Kb SpectrumGreen™ direktmarkt fluorescerande DNA-sond specifik for
satellit-DNA-sekvens alpha vid den centromeriska delen av kromosom 17 (17p11.1-q11.1).
Sondlésningen har formulerats och godkants speciellt for anvandning med BOND-MAX and
BOND-III System och bér inte modifieras eller anvandas i en manuell miljé.

Sammanfattning for klinisk konkordans BOND-MAX System

Leica HER2 FISH System - 30 Test ar utvecklat for att utgora ett helautomatiserat alternativ
till aktuella metoder for att bestdmma status for HER2-genforstarkning. Resultaten for Leica
HER2 FISH System - 30 Test p4A BOND-MAX System utvarderades i en oberoende studie som
jamférde resultaten for Leica HER2 FISH System - 30 Test med Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit test pa 300 brosttumorsprover och pa 109 adenocarcinomer i magen
(inklusive den esofagogastriska forbindelsen). Inga av dessa brésttumérprov har erhallits fran
patienter i kliniska forsok med Herceptin. Resultaten pa brostvavnad indikerade en konkordans
pa 99,33 % i en 2x2-analys (95 % konfidensintervaller av 97,61-99,92 %). Resultaten pa
adenocarcinomer i magen (inklusive vavnad i den esofagogastriska férbindelsen) indikerade
en konkordans pa 98,17 % i en 2x2-analys (95 % konfidensintervaller av 93,53-99,78 %).
Konkordansdata indikerar ocksa att ett positivt resultat med Leica HER2 FISH System - 30 Test
sannolikt motsvarar ett positivt resultat av test med Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit. Leica HER2 FISH System - 30 Test tolkas negativt for HER2-genférstarkning nar
HER2:CEP17-genkvoten ar mindre an 2,0 och positivt ndr HER2:CEP17-genkvoten ar stdrre an
eller lika med 2,0. Osékra resultat, dar genkvoten HER2:CEP17 ar mellan eller lika med 1,8-2,2,
bor tolkas med forsiktighet. Rékna ytterligare 20 cellkarnor och berakna kvoten pa nytt.

Sammanfattning for klinisk konkordans BOND-IIl System

Leica HER2 FISH System ar utvecklat for att utgora ett helautomatiserat alternativ till aktuella
metoder for att bestdmma status for HER2-genforstarkning. Resultaten for Leica HER2 FISH
System - 30 Test pa BOND-Ill System utvarderades i en oberoende studie som jamforde
resultaten for Leica HER2 FISH System - 30 Test med Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit Assay pa 300 brosttumorprover. Inga av dessa brosttumdrprov har erhallits
fran patienter i kliniska férsok med Herceptin. Resultaten visade en 99,67% konkordans i en
2x2-analys (95% konfidensintervall pa 98,16-99,99%). Konkordansdata indikerar ocksa att ett
positivt resultat med Leica HER2 FISH System - 30 Test sannolikt motsvarar ett positivt resultat
av test med Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Leica HER2 FISH System - 30
Test tolkas negativt for HER2-genforstarkning nar HER2:CEP17-genkvoten &r mindre an 2,0
och positivt nar HER2:CEP17-genkvoten ar storre an eller lika med 2,0. Osakra resultat, dar
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genkvoten HER2:CEP17 ar mellan eller lika med 1,8-2,2, bor tolkas med forsiktighet. Rakna
ytterligare 20 cellkarnor och berékna kvoten pa nytt.

Procedurprinciper

Leica HER2 FISH System - 30 Test innehaller komponenter som krévs for att utféra en
fluorescerande in situ-hybridiseringsbaserad infargningsprocedur foér formalinfixerade,
paraffininbaddade vavnader. Efter lamplig férbehandling, inkubering med den férberedda LSI
HER2/CEP17 Dual Probe och lamplig stringenstvatt, torkas och monteras sedan vavnadssnitten
med DAPI. Resultaten tolkas med flourescensmikroskopi med hjalp av rekommenderade filter
pa lampliga vaglangder.

Leica HER2 FISH System - 30 Test bor endast anvéandas pa BOND-MAX and BOND-III System.

Komponenter som ingar

Materielen i listan nedan (Tabell 1) racker till att farga in 30 tester (30 objektglas infargade med
LS| HER2/CEP17 Dual Probe).

LSI HER2/CEP17 Probe Innehaller férberedd LSI HER2/CEP17 Dual Probe.

6,6 ml Innehaller <60% (v/v) formamid.

Post Hybridization Wash 2 Innehaller férberedd post-hybridiseringstvattlésning.
9ml Innehaller <50% (v/v) formamid.

BOND Enzyme Concentrate 2 | |nnehaller Proteinase K-l6sning 1,7 mg/ml.

1ml

BOND Enzyme Diluent Innehaller enzymutspadningsmedel.

65 ml Innehaller 0,035% 2-metylisotiazol 3(2H)-on.
BOND Open Container BOND Open Container som anvands for Enzyme 5.
3x7ml

Tabell 1: Leica HER2 FISH System - 30 Test komponenter

Se individuell MSDS for ytterligare produktsakerhetsinformation, finns pa
www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU

Anvisningar om anvandning

Alla reagenser som tillhandahéalls ar sarskilt utformade for anvandning med detta test
och partinumren ar specifika for varje Leica HER2 FISH System - 30 Test. Testet kan inte
giltigférklaras om nagra komponenter byts ut.

Forvaring och stabilitet

Férvara vid 2-8 °C. Frys inte ned. Aterfor till 2-8 °C direkt efter anvandning. Avvikelser fran
dessa villkor gor att testet ogiltigférklaras. Kontrollera att Leica HER2 FISH System - 30 Test
anvands fore sitt utgangsdatum. Tecken som visar att Leica HER2 FISH System - 30 Test har
blivit kontaminerat eller instabilt ar grumlighet hos I6sningarna (férutom sondlésningen) och
luktutveckling. Anvandaren maste kontrollera lagringsférhallandena om de avviker fran det som
specificerats ovan.

Forberedelse av preparat

Standardmetoder for vavnadsbearbetning ska anvandas for alla preparat (20). Vi
rekommenderar att vavnader prepareras i formalinbaserat fixermedel och normalt bearbetas
och paraffininbaddas. Provpreparat ska till exempel tas i en tjocklek pa 3—4 mm och fixeras
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under 18-24 timmar i 10% neutralbuffrat formalin. Vavnaderna ska sedan dehydreras i en serie
alkoholer och renas med xylen, foljt av impregnering med smalt paraffinvax, under hogst 60 °C.
Vavnadsprover skall tas i snitt pa mellan 4-6 uym.

Vavnadssnitt monterade pa laddade objektglas (BOND Plus Slides — produktkod S21.2113
eller Apex BOND Slides - produktkod 3800040) kan hallas i upp till 12 manader vid 2-8 °C
fore infargning. Efter snittning rekommenderas att objektglasen inkuberas i 60 °C i en timme.
Infargade snitt bor lagras vid -20 °C for att bevara fluorescenssignalen och férebygga
forsvagning. Lat lagrade objektglas na rumstemperatur fére avlasning.

Varningar och forsiktighetsatgarder

Endast for professionella anvédndare.

En eller flera av komponenterna i produkten ar farliga och kan orsaka fosterskador.

Personer under 18 ar ar som regel inte tillatna att arbeta med produkten. Anvandare maste
utbildas noggrant i korrekta arbetsprocedurer, produktens riskegenskaper och nédvandiga
sakerhetsanvisningar.

Preparat, fore och efter fixeringen, samt allt material som exponeras fér dem, ska hanteras som
om de kan Overfora infektioner och avfallshanteras med korrekta forsiktighetsatgarder.

Hall aldrig pipetter med reagens i munnen och undvik att reagenser och preparat far kontakt
med hud och slemhinnor. Om reagenser eller preparat kommer i kontakt med kansliga
omraden, tvattas dessa med en stor mangd vatten. Radfraga medicinsk expertis. Radfraga
lokala kommunala myndigheter om hur potentiella toxiska komponenter ska avfallshanteras.
Minimera mikrobiell kontaminering av reagenser sa att en 6kning av icke-specifik infargning
inte uppstar.

Procedur

A. Reagenser som kravs men inte ingar
+ BOND Dewax Solution (AR9222)
» BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)

» Standardldsningsmedel som anvands i tester baserade pa fluorescerande in situ-
hybridisering (t.ex. etanol, ren och utspadd)

» Destillerat eller avjoniserat vatten

« DAPI motfarg

» Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)

* BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Utrustning som krdavs men inte ingar

* Pipetter (ska kunna mata volymer pa 1-20 ul och 100 — 1000 pl)

» Laddade objektglas (BOND Plus Slides — produktkod S21.2113 eller Apex BOND Slides
- produktkod 3800040)

+ BOND-MAX (21.0051) or BOND-III (21.2201)

» BOND Universal Covertiles™ (S21.2001, S21.4583 eller S21.4611)

» BOND Mixing Stations (S21.1971)

+ BOND Slide Label & Print Ribbon (S21.4564)

» Tackglas

» Torkugn (ska kunna halla 60 °C)

*  Fluorescensmikroskop (objektiv pa 60—100x) med lamplig ljuskalla. Hall rakning pa hur
manga timmar lampan har anvants och ersatt lampan innan den éverskrider sin maximala
anvandningstid. Se till att lampan ar korrekt inriktad.

« Lamplig uppsattning fluorescensfilter (SpectrumOrange™ - excitationstopp vid
559 nm, utstralningstopp vid 588 nm, SpectrumGreen™ — excitationstopp vid 497 nm,
utstralningstopp vid 524 nm och DAPI — excitationstopp vid 367 nm, utstralningstopp
vid 452 nm). Uppséattningar av multi-bandpassfilter for fluorescensmikroskop som
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ar optimerade fér anvandning med Leica HER2 FISH System finns till de flesta
mikroskopmodeller. De rekommenderade filteruppsattningarna fér Leica HER2 FISH
System ar DAPI/9-Orange dubbel bandpass, DAPI/Grén dubbel bandpass, Gron/
Orange(V.2) dubbel bandpass och DAPI/Grén/Orange (V.2) trippel bandpass.

C. Metodik

* Innan de borjar tillampa denna metodik, bor anvandare vara tillrackligt utbildade i den
automatiserade in situ-flourescenstekniken.

» Varje testsnitt som infargats med LS| HER2/CEP17 Dual Probe méjliggor
enkelcellsanalys av bade HER2 och centromeriska kromosom 17-signaler. En darpa
foljande kvot av HER2 mot kromosom 17-signaler gor att man kan tilldela provet ett
kvantitativt varde, som visar ett negativt (icke-forstarkt) eller positivt (forstarkt) resultat.
Osakra resultat (gransfall, 1,8-2,2) bor tolkas med forsiktighet. Rakna ytterligare
20 cellkarnor och berakna kvoten pa nytt.

D. Férbehandling med BOND-enzym
Spad fore infargningen ut medfdljande BOND Enzyme Concentrate 2 till 1:300 med den
medféljande BOND Enzyme Diluent i en av de tillhandahallna BOND Open Containers.
Till exempel, for att farga in 10 objektglas prepareras 3 ml arbetsenzymlésning genom
att spada ut 10 yl BOND Enzyme Concentrate 2 i 2990 yl BOND Enzyme Diluent. Det
rekommenderas att enzymet prepareras strax fore varje infargningsserie och att man for
varje serie anvander minst 900 pl.

E. Standardprotokoll for infargning

Det rekommenderas att Leica HER2 FISH System - 30 Test anvands med det
rekommenderade standardprotokollet for infargning som visas nedan i Tabell 2.

Typ av protokoll Protokollnamn
Infargning *FISH Protocol A
Preparering *Dewax

HIER *HIER 25 min with ER1 (97)
Enzym *Enzyme 5 for 25 min
Denaturering *D10

Hybridisering *ISH Hybridization (12Hr)

Tabell 2: Standardprotokoll Leica HER2 FISH System - 30 Test Staining Protocol

F. Steg i proceduren
De har instruktionerna skall l&sas i samband med bruksanvisningen for BOND-MAX och
BOND-III System. En ny BOND Universal Covertile bor anvandas med varje objektglas.

Anvandning av BOND Universal Covertiles, som tidigare har anvants for antingen
immunohistokemisk eller in situ-hybridiseringsinfargning har inte godkéants for detta test.

1. Pa systemen BOND-MAX och BOND-III, set till att avfallsbehallarna for stort avfall och
riskavfall har tillracklig kapacitet for att kunna kéra de dnskade infargningsserierna.

2. Se till att det finns tillrackligt med alkohol, destillerat eller avjoniserat vatten, BOND
Dewax Solution, BOND Epitope Retrieval Solution 1 och BOND Wash Solution i de stora
reagensbehallarna for att kunna kéra de 6nskade infargningsserierna.

. Se till att en ren BOND Mixing Station finns installerad.

. Sla pa strémmen till systemen BOND-MAX och BOND-III.

. Sla pa strommen till PC:n som ar inkopplad till systemen BOND-MAX och BOND-III.

. Starta BOND-programvaran.

7. Om du har ett nytt Leica HER2 FISH System - 30 Test kit, las av streckkoden pa

Sida 7 av 25 Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Bruksanvisning TA9217 EU-SV-CE-Rev_H 28/09/2020

(o204 B~ OV)



12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.

24,

25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

reagensbrickan med handskannern for att skriva in systemet i reagenslistan for BOND
(endast enkel streckkod).

. Preparera BOND Enzyme 5 i den medféljande BOND Open Container med en

utspadningsgrad pa 1:300. Till exempel, for 10 objektglas blandar man 10 yl BOND
Enzyme Concentrate 2 med 2990 ul BOND Enzyme Diluent.

. Las in den medféljande BOND Open Container och registrera som Bond Enzyme 5.
10.
1.

Ga till installningsskarmen for objektglas och klicka pa Lagag till fall.

Skriv in uppgifter for det forsta fallet. Se till att doseringsvolymen &r satt till 150 pl och att
prepareringsprotokollet ar *Dewax. Klicka pa OK.

Klicka pa Lagg till preparat med fallet markerat pa installningsskarmen for objektglas.

Lagg forst till patientens testobjekiglas. Kontrollera att vavnadstypen ar satt till
Testvdvnad.

Valj infargningslage En enda.
Valj process ISH.

Valj *LSI HER2/CEP17 Dual Probe - 30 Test fran listan med sonder. Fliken Protocols ar
forinstalld pa korrekt infargningsprotokoll (*FISH Protocol A), HIER-protokoll (*HIER 25
min with ER1 (97)), EIER-protokoll (*Enzyme 5 for 25 min), denaturering (*D10) och
hybridisering (*ISH Hybridization (12Hr)).

Upprepa steg 10 till 16 till dess patientens testobjektglas och kontroller (Leica HER2 FISH-
kontrollobjektglas och/eller egna kontroller) har skapats. Skriv ut objektglasetiketter.

Méark objektglasen med ldmpliga etiketter.

Oppna locken pa alla Leica HER2 FISH System - 30 Test behéllare och ladda
reagensbrickan i BOND-MAX and BOND-III System.

Lagg nya tackglas pa varje objektglas.

Ladda objektglasbrickan i BOND-MAX and BOND-IIl System och tryck pa knappen satta
i/plocka ur.

Bekrafta att objektglasen har skannats och klicka pa Run (Play)-knappen pa
Systemstatusskarmen for att pabodrja serien direkt (for Leica HER2 FISH System - 30
Test rekommenderas att man kor detta test 6ver natten via timerstart-funktionen).

Se till att brickans indikatorfalt visar Bearb (OK) och att satsnummer och sluttid visas.

Nar serien ar avslutad, tryck pa satta i/plocka ur-knappen och ta ut objektglasbrickan
fran BOND-MAX and BOND-IIl System.

Ta bort tackglasen och skolj objektglasen i avjoniserat vatten.
Dehydrera snabbt i tvd omgangar ren alkohol, lufttorka sedan.
Lagg till 20 pl DAPI direkt pa provet.

Lagg pa tackglaset och lat I6sningen spridas ut maximalt. Se till att fa bort eventuella
luftbubblor.

Forsegla tackglasets kant med nagellack eller liknande forsegling.

Placera objektglasen i morker for att underlatta signalutveckling infér observation under
fluorescensmikroskop.

For att bevara signalintensiteten bor infargade objektglas férvaras i -20 °C.

G. Forvaring av objektglas

Forvara infargade objektglas i -20 °C och i morker. Lat objektglasen na rumstemperatur
innan observation efter att de statt i -20 °C.
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Bedomning och berdkning av signaler

For att beddma signalkvaliteten och berakna HER2- och CEP17-signalerna, folj nedanstaende
process:

Svenska I

1.Bedomning
av
objektglasens
kvalitet

- Intensitet hos

sondsignal

- Bakgrund

2. Kédnna igen
malsignaler

- Véavnadsoversikt
- Fokusdjup

A 4

1. Bedomning av objektglasens kvalitet

Vérdera objektglasens kvalitet med hjalp av foljande kriterier:

« Intensitet hos Isignal: Signalerna bor vara starka och latta att

utvardera. Signalerna bor ha antingen starka, kompakta, ovala former
eller tradiga, diffusa, ovala former.

» Bakgrund: Bakgrunden bor vara relativt fri fran fluorescerande partiklar,
och synas som mork eller svart.

Konsultera felsdkningsguiden (Tabell 6) om nagon av ovanstaende faktorer
inte &r som de ska och gér om nédvandigt om testet.

3. Lamplighet
hos cellkarnor

- Val av cellkérnor

v

2. Kénna igen malsignaler

Se till att ratt filter anvands for analys:

« Vévnadsoéversikt: Hybridiseringssignaler ska endast berdknas hos
invasiva tumorceller. Tumorceller kan i allménhet sérskiljas fran normala
celler genom sin storlek: de ar i allmanhet stdrre @n normala celler,
lymfocyter och epiteliala celler. Identifiera och valj ut malzoner genom
H & E-infargning och markera dessa zoner pa tackglaset efter att FISH-
testet utforts.

Fokusdjup: Justera fokusdjupet for att bestdmma fokusplanets djup och
lara kénna form och storlek hos malsignaler och brus (skréap).

4. Signal-
berakning
- Tumoréversikt

- Rakning

A 4

3. Lamplighet hos cellkarnor
Kontrollera den hybridiserade zonen med ett 20X-objektiv:

« Val av cellkdrnor: Lokalisera den 6nskade malzonen (tumérceller som
identifierats genom H & E-infargning). Undvik zoner dar cellkarnornas
avgransning ar oklar eller dar cellerna ar nekrotiska.

Signaler med svag intensitet och icke-specifik, brusig bakgrund, eller med
ofillracklig motfarg for att kunna bestdmma cellkérnans avgransning bor ocksa
ignoreras. Endast cellkarnor med klart avgransade signaler bor beraknas.
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. Signalberakning

« Tuméréversikt: Skanna flera zoner med tumorceller for att kompensera
for mojlig heterogenitet, med hjalp av ett 40X-objektiv. Undvik zoner dar
signalerna ar svaga och vélj en zon med god karnspridning.

Rékning: Borja analysen i den valda zonens 6vre vanstra kvadrant och
rakna, fran vanster till héger, antalet signaler inom karnavgransningen med
hjalp av ett 100X-objektiv, enligt anvisningarna nedan och i Figur 1.

Lokalisera alla signaler i kdrnan genom att fokusera upp och ned (langs
Z-axeln).

Om tva signaler har samma storlek och atskiljs av ett avstand lika med eller
mindre an signalens diameter, rdkna dem som en signal.

Karnor utan signaler eller med signaler i endast en farg skall inte raknas.
Rakna endast de ké@rnor som har en eller flera FISH-signaler av varje
farg.

Rakna antalet HER2-signaler och antalet CEP17-signaler for varje karna.
Véxla mellan orange (HER2), grén (CEP17), gron/orange och DAPI/grén/
orange filteruppsattning for att se bada fargerna, om nédvéandigt.
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Rekommenderad metod for bestamning av kvoten mellan LSI HER2
och CEP17

For att bestdamma kvoten mellan LS| HER2 och CEP17, anvand féljande metod:

1.

2.

Las av och bestdm antalet LS| HER2- och CEP17-signaler i 20 karnor (se utrakningsbladet
i Figur 2 Leica HER2 FISH System - 30 Test nedan).

Rakna ihop alla LSI HER2-signaler. Detta representerar den totala mangden LS| HER2-
signaler for denna rakning, t.ex. 143.

. Rékna ihop alla CEP17-signaler. Detta representerar den totala mangden CEP17-signaler

for denna rakning, t.ex. 48.

. Anvand foljande berdkning for att fa fram slutresultatet:

Totala antalet LS| HER2-signaler delat med totala antalet CEP17-signaler,
t.ex. 143/48 blir en kvot pa 2,98, vilket ar positivt for HER2-forstarkning.

OBS: Om kvoten mellan LSIHER2 och CEP17 ar osaker (1,80 - 2,20), rdkna da 20 karnor
till och berakna om kvoten.

Resultaten ska rapporteras pa foljande satt:

1. Om kvoten ar <2, har HER2-genforstarkning inte observerats

. Om kvoten ar <2, har HER2-genforstarkning observerats

OBS: En kvot pa eller néra grénsen (1,80 - 2,20) bor tolkas med forsiktighet, sasom
beskrivits ovan.
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Leica HER2 FISH System - 30 Test tolkningsguide

Figur 1: Tolkningsguide
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Rékna som tva orangeférgade signaler och en gron signal

Rékna inte. Kadrnor utan signaler eller med signaler i endast en
férg skall inte réknas. Rékna endast de kérnor som har en eller
flera FISH-signaler av varje farg

Rékna som en orangeférgad signal och tva gréna signaler

Rékna som tre orangefargade signaler och tva grona signaler

Rékna som fem orangefargade signaler och fyra grina signaler
En orangefargad signal ar diffus och en grén signal ér diffus

Rakna som fyra orangeférgade signaler och tvé gréna signaler
En orangeférgad signal &r diffus Om tva signaler har samma
storlek och étskiljs av ett avstand lika med eller mindre an
signalens diameter, rikna dem som en signal

Rikna som fem orangeférgade signaler och tre gréna signaler
En orangefargad signal &r diffus

Rakna som tvé orangefargade signaler och tva grona signaler
En orangefargad signal och en gron signal sammanfaller delvis

Rékna inte. Karnorna dverlappar varandra. Det &r alltfor svart att
se vilka kérnor signalerna finnsi

Réikna som cirka sexton orangefargade signaler och tvé gréna
signaler
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Leica HER2 FISH System - 30 Test utrékningsblad

20 karnor signalrakning

Cellkdrna nr

Antal
HER2-kopior

Antal
CEP17-kopior

Cellkérna nr

Antal
HER2-kopior

Antal
CEP17-kopior

11

12

13

14

15

16

17

18

O | N|ooju|Dh|[W|N |

19

10

20

Totalt 1-10

Totalt 11-20

HER2

CEP17

HER2:CEP17 forstarkningskvot

Totalsumma 1-20

Genomesnitt per cell

Figur 2: Exempel pa utrékningsblad
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Automatiserad Ariol-metod for HER2 FISH-faststallning

Anvandandet av Ariol PathVysion® digitala poangsattningsprogram som hjalp vid tolkning har
pa egen hand godkants pa en annan kohort av prover fér anvandning med Leica HER2 FISH
System. Ariol PathVysion digitala poangsattningspogram, vid anvandning tillsammans med
Leica HER2 FISH System ar avsett for In Vitro Diagnostic Use. Vid anvandning med Leica HER2
FISH System bor Ariol PathVysion-programmet kalibreras for anvandning med kontrolldiabilder
for vavnad, inte Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123).

Alla diagnostiska beslut tas av den kvalificerade klinikern.

Foér mer information hanvisar vi till Ariols anvandarmanual.

Kvalitetskontroll

Anvandning av kontrollobjektglas

Vi rekommenderar att en Leica HER2 FISH Control Slide inkluderas i varje testkorning for att
Overvaka testets funktionalitet och bedéma signalberékningens exakthet. Kontrollobjektglas
bor koras for varje infargningssats i BOND-MAX and BOND-III System och med varje nytt
reagensparti. Enskilda anvandare kan valja att utdver detta ocksa anvanda eget kontrolimaterial.
Beddm kontrollobjektglasens kvalitet och utfor signalberakning enligt instruktionerna i avsnittet
Bedomning och rakning av signaler. Kriterierna for objektglaskvalitet maste métas och
resultaten for HER2:CEP17-kvoten bér ligga inom de faststdllda normerna for godtagbar
testfunktionalitet. Se Tabell 3 fér godtagbarhetskriterier for Leica HER2 FISH Control Slides.

Cellinje Bond Oracle | HER2-recep- | Leica HER2 FISH System - 30 Test
HER2 IHC torbelastning | HER2:CEP17 godtagbarhetskriterier
System — per cell*
profil
SKBr-3 3+ 4,3 x10° HER2-forstarkning har observerats
MDA-MB-453 24 1,4 x 10° HER2/CEP17 genkvot bér vara mellan
1,5-25
MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10* Utan hansyn till HER2-forstarkning
MDA-MB-231 0 9,3 x 103 Utan hansyn till HER2-forstarkning

*HER2-receptorbelastning, analys enligt bedémning genom flédescytometri.
Tabell 3: Tolkning av Leica HER2 FISH Control Slide

Om testkontrollerna misslyckas, ska FISH-resultat for det berérda fallet inte rapporteras.
Om kontrollobjektglasen inte méter godtagbarhetskriterierna, kan Leica HER2 FISH System
- 30 Test ha fungerat bristfalligt. | detta fall blir ett omtest med nya kontrollobjektglas och
patientpreparatglas nédvandigt. Om resultaten ligger utanfor det specificerade omradet, men
kontrollobjektglasen moter godtagbarhetskriterierna for kvalitet, kan omundersdkning av samma
objektglas behdva goras eftersom berakningen eventuellt inte har utforts korrekt. Konsultera
felsdkningsguiden (Tabell 6) om hybridiseringsfel uppstatt med antingen preparatglas eller
kontrollobjektglas.

For kliniska preparat galler att nar tolkningen av hybridiseringssignalen ar svar och det inte
finns tillrackligt med preparatprover for omtestning, sa blir testet utan utfall. Om det inte finns
tillrackligt med celler for analys blir testet utan utfall.

Patientpreparat bor kontrolleras enligt standardmassiga laboratorieprocedurer. Signalkvalitet
och berakningsresultat bor dokumenteras pa ett for andamalet avsett rapportformular.
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Begransningar

A. Allménna begransningar

FISH &r en teknik som kraver specialiserad utbildning i alla procedurens aspekter (inklusive
urval av lampliga reagenser, vavnad, fixering, bearbetning och férberedelse av objektglas)
och tolkning. Inférgning av vavnad &r beroende av hanteringen, fixeringen och bearbetningen
av vavnaden fore infargningen. Olamplig fixering, frysning, upptining, tvattning, torkning,
upphettning, snittning eller kontamination med andra vavnader eller vatskor kan ge upphov
till morfologiska artefakter, nedbrytning av nukleinsyra, bakgrundsflourescens eller felaktiga
negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan bero pa varierande fixering, inbaddningsmetoder
eller pa inneboende oregelbundenheter inom vavnaden (21). Overdriven eller ofullstandig
motinfargning kan ocksa aventyra korrekt tolkning av resultaten.

Icke-specifik infargning orsakat av en obunden sond har en spritt och granulart utseende och
kan synas nara eller langt ifran den foérvantade hybridiseringspunkten. Anvand intakta celler
for tolkning av infargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler kan komma att fargas
in icke-specifikt (22). Ovantad FISH-infargning, eller variationer i infargningen, kan vara ett
resultat av andringar i de kodande genernas uttrycksnivaer. Eventuella andringar i forvantade
infargningsmonster ska tolkas tillsammans med alla andra diagnostiska undersokningar.
Tolkningen av infargningen ska kompletteras med morfologiska studier och med anvandning
av lampligt kontrollmaterial, samt utvarderas av en kvalificerad patolog med hansyn tagen till
patientens kliniska historik och eventuella andra diagnostiska tester.

Testets kvalitet (dvs. beddmning av kontrolimaterialens tillamplighet) och tolkningen av
infargningen eller avsaknaden av densamma maste utforas i ett korrekt ackrediterat/licensierat
laboratorium under ledning av en lampligt kvalificerad och erfaren patolog, som ar ansvarig
for den Gvergripande bedémningen av in situ-hybridiseringstestet och dess tolkning. Felaktiga
positiva resultat i FISH kan bero pa korsreaktivitet hos sonden gentemot andra sekvenser
av nukleinsyra och/eller icke-specifik bindning. Lampliga kontroller maste anvandas och
dokumenteras, och tester maste ta i beaktande alla relevanta utgangsdatum.

Teknisk och tolkningsmassig variation kan ocksa forekomma nar FISH anvands pa material
harrérande fran cellinje (23).

B. Produktspecifika begransningar

Denna produkt ar inte avsedd for anvandning i andra DNA-baserade diagnostest.

Ersatt inte Leica HER2 FISH System-reagenser med andra komponenter fran vare sig Leica
Biosystems eller andra tillverkare. Pa sa satt kan testet ogiltigforklaras. Anvandaren maste sjalv
bekrafta eventuella avvikelser fran de rekommenderade procedurerna.

Det rekommenderas att vavnader som har fixerats endast i formalinbaserade fixativ anvands i
testet. Anvandning av andra typer av fixativ kan komma att ogiltiggéra testet.

Vavnadssnitt som har skurits utom rekommenderad tjocklek har inte validerats. Anvandning av
annan snittjocklek kan gora att testet ogiltigforklaras.

Klinisk konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test med Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Brost

Den hér studien undersokte Leica HER2 FISH Systems - 30 Test lamplighet fér anvandning som
hjalpmedel vid behandlingsbeslut for Herceptin (trastuzumab)-terapi. Studien utformades for
att undersoka konkordansen mellan Leica HER2 FISH System - 30 Test och en sedan tidigare
godkand diagnosapparat, Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, anses vara
den "gyllene standarden" for brostvavnadstest. Acceptanskriteriet for testning var att den lagre
gransen av det 95% ensidiga konfidensintervallet ligger éver 90% mellan Leica HER2 FISH
System - 30 Test och den manuella Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, mellan
positiva (forstarkta) och negativa (icke-forstarkta) formalinfixerade, paraffininbaddade (FFPE)
invasiva bréstcancerfall.
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Studien utférdes pa tre orter som en maskerad utvardering av invasiva bréstcarcinomprover.
Varje undersokningsort forsdgs med arkiverade formalinfixerade, paraffininbdddade invasiva
brostcarcinomvavnadsblock med kanda nivaer av HER2-onkoproteinuttryck. En grupp
pa 300 preparat bestaende av 75, 0/1+ tidigare karakteriserade IHC-fall; 150, 2+ tidigare
karakteriserade IHC-fall och 75, 3+ tidigare karakteriserade IHC-fall valdes ut, och delades lika
mellan de tre undersdkningstestorterna.

Alla fall fargades in med den manuella Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Assay enligt tillverkarens bruksanvisning fran bipacksedeln. Sekventiella snitt fran varje fall
fargades sedan in med Leica HER2 FISH System - 30 Test pa systemen BOND-MAX och
BOND-III.

Alla infargade objektglas maskerades och gavs slumpmassiga varden av en enda utbildad
observatorvid varoch enav de tre undersdkningstestorterna. Vardenatolkades som negativa med
en beraknad HER2/CEP17 genkvot pa <2,0 och positiva med en berdknad HER2/CEP17 genkvot
pa 22,0. Data analyserades darefter for konkordans, positiv infargningséverensstdmmelse och
negativ infargningsdverensstammelse.

2x2 Konkordansresultat BOND-MAX System - Brost

Data grupperades som negativa (<2,00) eller positiva (=2,00) fér en 2x2-analys Den observerade
Overensstammelsen for 300 prover mellan de tva testen i en 2x2-analys visar en konkordans pa
99,33% (298/300) med en 95% Cl pa 97,61-99,92% for BOND-MAX System.

Den procentuella positiva dverensstammelsen (sensitivitet) eller formagan hos Leica HER2
FISH System - 30 Test att korrekt identifiera positiva fall fran Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe (procenten preparat som beraknats som positiva av bade Leica HER2
FISH System - 30 Test och manuell Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alla
positiva fall fran Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 99,03% (102/103).
Den procentuella negativa dverensstammelsen (specificitet) eller testets formaga att korrekt
identifiera negativa fall fran Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (procenten
preparat som beraknats som negativa av Leica HER2 FISH System - 30 Test och Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alla negativa fall fran Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 99,49% (196/197). Se tabell 4.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativt (<2,0) Positivt (=2,0) Totalt
Leica HER2 FISH Negativt (<2,0) 196 1 197
?gﬁfgj o T [ positivt (220) 1 102 103
Totalt 197 103 300

Total konkordans (95% CI) = 99,33% (97,61 — 99,92%)

Tabell 4: 2x2-Konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test av BOND-MAX System med Abbott Molecular PathVysion

HER-2 DNA Probe Kit pa bréstvédvnad.
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2x2 Konkordansresultat BOND-lIl System - Brost

Data grupperades som negativa (<2,00) eller positiva (22,00) fér en 2x2-analys Den observerade
overensstammelsen for 300 prover mellan de tva testen i en 2x2-analys visar en konkordans pa
99,67% (299/300) med en 95% ClI pa 98,16-99,99% fér BOND-III System.

Den procentuella positiva 6verensstammelsen (sensitivitet) eller formagan hos Leica HER2
FISH System - 30 Test att korrekt identifiera positiva fall fran Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit (procenten preparat som beréknats som positiva av bade Leica HER2
FISH System - 30 Test och manuell Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alla
positiva fall fran Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 99,03% (102/103).
Den procentuella negativa 6verensstammelsen (specificitet) eller testets formaga att korrekt
identifiera negativa fall fran Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (procenten
preparat som beraknats som negativa av Leica HER2 FISH System - 30 Test och Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alla negativa fall fran Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 100% (197/197). Se tabell 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativt (<2,0) Positivt (=2,0) Totalt
Leica HER2 FISH Negativt (<2,0) 197 1 198
System - 30 Test
SONDI Positivt (22,0) 0 102 102
Totalt 197 103 300

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Bruksanvisning TA9217 EU-SV-CE-Rev_H 28/09/2020

Total konkordans (95% Cl) = 99,67% (98,16 — 99,99%)

Tabell 5: 2x2 Konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test av BOND-MAX System med Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit pa bréstvavnad.

Slutsatsen blir att de data som tagits fram i denna studie visar att Leica HER2 FISH System
- 30 Test kan anvandas som ett hjalpmedel i bedéomningen av patienter for vilkka Herceptin
(trastuzumab)-behandling 6vervags, detta baserat pa dess hdga konkordans med Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, ett tidigare godkant diagnostiskt test for denna
indikation.
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Klinisk konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test till Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Gastrisk

Denna studie undersokte hur passande Leica HER2 FISH System - 30 Test &r som
hjalpmedel i faststéllandet av behandling fér Herceptinterapi (trastuzumab).Studien
utformades for att undersdka konkordansen mellan Leica HER2 FISH System - 30
Test och en sedan tidigare godkand diagnosapparat, Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit, som anses vara den "gyllene standarden" fér detta test.
Acceptanskriteriet for testning var att den lagre gransen av det 95 % ensidiga
konfidensintervallet 1ag 6ver 90 % mellan Leica HER2 FISH System - 30 Test och
det manuella Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, mellan positiva
(forstarkta) och negativa (icke-férstarkta) formalinfixerade, paraffininbaddade (FFPE)
adenocarcinom i magsacken (inklusive den esofagogastriska férbindelsen).

Studien genomfoérdes som en utvardering av kliniska invasiva prover av
adenocarcinom i magsacken. Testen utférdes pa arkiverade formalinfixerade,
paraffingjutna vavnadsblock av adenocarcinom i magsacken med kanda HER2-
genuttrycksnivaer. En grupp av 109 prover som bestod av 50 amplifierade fall och 59
icke-amplifierade fall valdes ut.

Alla fall fargades in med det manuella Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit testet enligt tillverkarens bruksanvisning fran bipacksedeln. Sekventiella
snitt fran varje fall fargades sedan in med Leica HER2 FISH System - 30 Test pa
BOND-MAX System.

Alla infargade objektglas poangsattes pa ett randomiserat satt av en enda utbildad
observatér. Vardena tolkades som negativa med en berdknad HERZ2/CEP17
genkvot pa <2,0 och positiva med en beraknad HER2/CEP17 genkvot pa 22,0. Data
analyserades darefter for konkordans, positiv infargningséverensstdmmelse och
negativ infargningsdverensstammelse.

2x2 Konkordansresultat BOND-MAX System — Gastrisk

Data grupperades som negativa (<2,00) eller positiva (22,00) fér en 2x2-analys. Den
observerade dverensstammelsen for 109 prover mellan de tva testen i en 2x2-analys
visar en konkordans pa 98,17 % (107/109) med en 95 % CI pa 93,53-99,78 % for
BOND-MAX System.

Den procentuella positiva Gverensstammelsen (sensitivitet) eller férmagan hos
Leica HER2 FISH System - 30 Test att korrekt identifiera positiva fall fran Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Sondtestet (procenten prover som beraknats
som positiva av bade Leica HER2 FISH System - 30 Test och det manuella Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alla positiva fall fran Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 96,00 % (48/50).

Den procentuella negativa 6verensstammelsen (specificitet) eller testets formaga att
korrekt identifiera negativa fall fran Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit (procenten prover som beraknats som negativa av Leica HER2 FISH System - 30
Test och Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alla negativa fall fran
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 100 % (59/59). Se tabell 6.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativt (<2,0) Positivt (=2,0) Totalt
Leica HER2 FISH Negativt (<2,0) 59 2 61
System - 30 Test Positivt (=2,0) 0 48 48
BOND-MAX
Totalt 59 50 109

Total konkordans (95 % ClI) = 98,17 % (93,53 —99,78 %)

Tabell 6: 2x2 Konkordans fér Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System med Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit pa magsécksvévnad.
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Precisionstestning — BOND-MAX System

A. Precisionsstudie inom koérning

Precisionsstudien inom korning utférdes slumpmassigt och avidentifierat. Precisionstestet
inom korning av Leica HER2 FISH System - 30 Test utfordes pa en enda undersokningsplats
pa 540 tidigare HER2-karaktériserade TMA-prover med formalinfixerade paraffininbaddade
brostcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att bedoma precision inom kdrning méjliggjorde
en storre mangd fall som tackte ett bredare intervall av HER2-uttryck inom samma kdrning
pa samma instrument.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien inom korning, visade
532/540 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 98,52%
med en lagre 95% Cl pa 97,10%.

B. Precisionsstudie inom instrument

Precisionsstudien inom instrument utférdes slumpmassigt och avidentifierat. Precisionstestet
inominstrumentav Leica HER2 FISH System - 30 Test utférdes pa en enda undersokningsplats
pa 1620 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med formalinfixerade paraffininbaddade
brostcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att beddéma precision inom instrument
mojliggorde en storre mangd fall som téckte ett bredare intervall av HER2-uttryck inom flera
kdrningar pa samma instrument.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien inom instrument, visade
1620/1620 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 100%
med en lagre 95% Cl pa 99,82%.

C. Precisionsstudie mellan kérningar

Precisionsstudien mellan kérningar utférdes slumpmassigt och avidentifierat. Precisionstestet
mellankérningarav LeicaHER2 FISH System - 30 Test utférdes pa en endaundersokningsplats
pa 900 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med formalinfixerade paraffininbaddade
bréstcancerfall. Anvandningen av TMA for faststallandet av daglig precisionstestning mellan
kérningar maojliggjorde testning av en storre volym fall som tackte ett bredare urval av
HER2-uttryck mellan kérningar pa olika dagar.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan kérningar, visade
894/900 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 99,33%
med en lagre 95% Cl pa 98,55%.

D. Precisionsstudie mellan laboratorier

Precisionsstudien mellan laboratorier utférdes slumpmassigt och avidentifierat.
Precisionstestet mellan laboratorier av Leica HER2 FISH System - 30 Test utférdes
mellan tre understkningsplatser pa 513 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med
formalinfixerade paraffininbaddade brdstcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att bedéma
precision mellan laboratorier méjliggérde en stérre mangd fall som tackte ett bredare intervall
av HER2-uttryck mellan kérningar pa flera instrument.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan laboratorier, visade
510/513 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 99,42%
med en lagre 95% Cl pa 98,30%.

E. Precisionsstudie mellan observatorer

Precisionsstudien mellan observatérer utférdes slumpmassigt och avidentifierat.
Reproducerbarhetstestet mellan observatérer av Leica HER2 FISH System - 30 Test
utférdes mellan tre undersokningsplatser. En enda erfaren observatoér anvandes pa varje
undersokningsplats. Arton kompletta snitt fran brostcancerfall anvandes for att bedéma
precision mellan observatorer, vilket reflekterar provtyper som anvands i klinisk miljo.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan observatérer, visade
53/54 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 98,15% med
en lagre 95% Cl pa 90,11%.
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F. Precisionsstudie mellan partier

Precisionsstudien mellan partier utfordes slumpmassigt och avidentifierat. Precision
mellan partier bestdmdes med hjalp av tre separat tillverkade partier for Leica HER2 FISH
System - 30 Test, tillverkade med Good Manufacturing Practice (GMP). Varje parti testades
pa en enda undersokningsplats pa 540 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med
formalinfixerade paraffininbaddade bréstcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att bedéma
reproducerbarhet fran parti till parti mojliggérde en stérre méangd fall som tackte ett bredare
intervall av HER2-uttryck mellan partier.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan partier, visade
534/540 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 98,89%
med en lagre 95% Cl pa 97,60%.

Precisionstestning — BOND-lIl System

G. Precisionsstudie inom koérning

Precisionsstudien inom korning utférdes slumpmassigt och avidentifierat. Precisionstestet
inom korning av Leica HER2 FISH System - 30 Test utférdes pa en enda undersokningsplats
pa 540 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med formalinfixerade paraffininbaddade
bréstcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att bedéma precision inom kérning méjliggérde
en stérre mangd fall som tackte ett bredare intervall av HER2-uttryck inom samma kérning
pa samma instrument.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien inom kérning, visade
540/540 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 100%
med en lagre 95% Cl pa 99,45%.

H. Precisionsstudie inom instrument

Precisionsstudien inom instrument utférdes slumpmassigt och avidentifierat. Precisionstestet
inominstrumentav Leica HER2 FISH System - 30 Test utférdes pa en enda undersokningsplats
pa 1620 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med formalinfixerade paraffininbaddade
bréstcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att bedéma precision inom instrument
mojliggorde en storre mangd fall som téckte ett bredare intervall av HER2-uttryck inom flera
kérningar pa samma instrument.

Vid berakning av de objektglas som inférgats i precisionsstudien inom kérning, visade
1620/1620 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 100%
med en lagre 95% Cl pa 99,82%.

l. Precisionsstudie mellan kérningar

Precisionsstudien mellan  korningar utférdes slumpmassigt och avidentifierat.
Precisionstestet mellan kérningar av Leica HER2 FISH System - 30 Test utférdes pa en enda
undersokningsplats pa 900 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med formalinfixerade
paraffininbdddade brdstcancerfall. Anvandningen av TMA for faststallandet av daglig
precisionstestning mellan kérningar méjliggjorde testning av en stérre volym fall som tackte
ett bredare urval av HER2-uttryck mellan kérningar pa olika dagar.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan kérningar, visade
891/900 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 99,00%
med en lagre 95% Cl pa 98,11%.

J. Precisionsstudie mellan laboratorier

Precisionsstudien mellan laboratorier utférdes slumpmassigt och avidentifierat.
Precisionstestet mellan laboratorier av Leica HER2 FISH System - 30 Test utférdes
mellan tre undersokningsplatser pa 513 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med
formalinfixerade paraffininbaddade brostcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att bedoma
precision mellan laboratorier mojliggdrde en stérre mangd fall som tackte ett bredare intervall
av HER2-uttryck mellan kérningar pa flera instrument.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan laboratorier, visade
511/513 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 99,61%
med en lagre 95% Cl pa 98,60%.
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K. Precisionsstudie mellan observatorer

Precisionsstudien mellan observatorer utfordes slumpmassigt och avidentifierat.
Reproducerbarhetstestet mellan observatérer av Leica HER2 FISH System - 30 Test
utférdes mellan tre undersokningsplatser. En enda erfaren observator anvandes pa varje
undersokningsplats. Arton kompletta snitt fran brostcancerfall anvandes for att bedéma
precision mellan observatorer, vilket reflekterar provtyper som anvands i klinisk miljo.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan observatérer, visade
53/54 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 98,15% med
en lagre 95% Cl pa 90,11%.

L. Precisionsstudie mellan partier

Precisionsstudien mellan partier utférdes slumpmassigt och avidentifierat. Precision
mellan partier bestdmdes med hjalp av tre separat tillverkade partier for Leica HER2 FISH
System - 30 Test, tillverkade med Good Manufacturing Practice (GMP). Varje parti testades
pa en enda undersokningsplats pa 540 tidigare HER2-karaktariserade TMA-prover med
formalinfixerade paraffininbaddade brdstcancerfall. Att TMA-prover anvandes for att bedéma
reproducerbarhet fran parti till parti mojliggérde en stérre méangd fall som tackte ett bredare
intervall av HER2-uttryck mellan partier.

Vid berakning av de objektglas som infargats i precisionsstudien mellan partier, visade
540/540 utvarderade fall ett konkordant resultat, vilket ger en total konkordans pa 100%
med en lagre 95% Cl pa 99,45%.

Testets robusthet

Studier av robusthet har utforts pa BOND-MAX and BOND-III System for att bestdmma testets
toleransintervall for varmeaterhamtningstid och temperatur, enzymatervinningstid, temperatur
och koncentration, denatureringstid och temperatur, hybridiseringstid och temperatur, och
stringenstvattningstid och temperatur. Robusthetsstudier med det standardmassiga BOND-MAX
and BOND-III System-protokollet utférdes ocksa utanfor de rekommenderade gréansvarden som
definierats i FDA/ORA-vagledningsdokumentet ORA LAB5.3 Rev1.7 for temperatur och fukt.

Ingen skillnad i forstarkningsstatus observerades nar standardtemperaturen for varje
varmeberoende steg 6kades med 4 °C eller minskades med 4 °C, jamfért med det
standardmaéssiga Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollet. Den hdgsta kvaliteten
observerades vid standard temperaturerna och dessa temperaturer rekommenderas.

Ingen skillnad i forstarkningsstatus observerades nar tiden for den varmeinducerade
epitopatervinningen (HIER) kérdes i 20 minuter och 30 minuter vid 97 °C med BOND
ER1-l6sning, jamfért med det standardméssiga Leica HER2 FISH System - 30 Test
protokollet. Hogst kvalitet uppnaddes efter standardtiden 25 minuter. Denna inkubationstid
rekommenderas.

Ingen skillnad i forstarkningsstatus observerades nar tiden fér den enzyminducerade
epitopatervinningen (EIER) kordes i 15 minuter och 35 minuter vid 37 °C, jamfoért med det
standardmassiga Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollet. Hogst kvalitet uppnaddes
efter standardtiden 25 minuter. Denna inkubationstid rekommenderas.

Ingen skillnad i forstarkningsstatus observerades nar enzymkoncentrationen for den
enzyminducerade epitopatervinningen (EIER) kérdes med kvoter fér enzymkoncentrat/
enzymutspadningsmedel pa 1:200 och 1:500 med hjélp av det standardmassiga Leica
HER2 FISH System - 30 Test protocol-protokollet. Den hdgsta kvalitetsgraden observerades
vid standardkoncentrationen pa 1:300 och denna utspadningsgrad rekommenderas.

Ingen skillnad i forstarkningsstatus observerades nar denatureringstiden kordes i 5 minuter
och 15 minuter, jamfért med det standardmassiga Leica HER2 FISH System - 30 Test
protokollet. Den hogsta kvalitetsgraden observerades vid standardtiden pa 10 minuter och
denna denatureringstid rekommenderas.

Ingen skillnad i férstarkningsstatus observerades nar hybridiseringstiden kérdes i 9 timmar
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och 15 minuter, jamfért med det standardmassiga Leica HER2 FISH System - 30 Test
protokollet. Den hogsta kvalitetsgraden observerades vid standardtiden pa 12 timmar och
denna hybridiseringstid rekommenderas.

» Ingen skillnad i forstarkningsstatus observerades nar tvattningstiden efter hybridisering
kordes i 2 minuter, 5 minuter och 7 minuter, jamfért med det standardméassiga protokollet
Leica HER2 FISH System - 30 Test . Den hdgsta kvalitetsgraden observerades vid
standardtiden pa 4 minuter och denna tvattningstid rekommenderas efter hybridisering.

* Ingen skillnad i forstarkningsstatus observerades nar Leica HER2 FISH System - 30 Test
kordes vid 28 °C och 30 % relativ luftfuktighet och 16 °C och 80 % relativ luftfuktighet, jamfort
med det standardméssiga Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollet som kordes vid
omgivande forhallanden.

Anvandning utanfér de rekommenderade parametrarna for testets robusthet har inte godkants.

Anvandning av annan testparameter kan gora testet ogiltigt.

| texten ovan beskrivs de férhallanden som har testats och resultaten fran studien. Observera att

Leica inte har testat alla méjliga kombinationer av férhallanden och inte rekommenderar varden

som inte ar standard for alla forhallanden. Det standardmassiga Leica HER2 FISH Staining

Protocol-protokollet visas i tabell 2.
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Fels6kning

Problem

Mojlig orsak

Atgard

Ingen eller svag
fluorescerande
signal/infargning

Olamplig fixering eller
bearbetning av testpreparat

Kontrollera att ett formalinbaserat fixativ
anvands och att bearbetningsschemana &r
lampliga for preparat som testas.

Leica HER2 FISH System -
30 Test anvands efter sitt
utgangsdatum

Kontrollera att det Leica HER2 FISH System
- 30 Test som anvands &r inom sitt angivna
utgangsdatum.

Felaktigt val av protokoll

Se till att *FISH Protocol A korrekt

anges som standardval i faltet for
infargningsprotokoll i dialogrutan Lagg till
preparat.

Olampliga bulkreagenser har
fordelats

Se till att alla BOND-reagenser har fordelats
i lampliga stora behallare och att de

har placerats i lampliga positioner pa
instrumentet.

Otillrdcklig avparaffinering av
objektglas

Kontrollera att Idget *Dewax har valts i faltet
Preparation i dialogrutan Lagg till preparat.

Olamplig forbehandling

Se till att protokoll for
standardférbehandling (HIER och
enzymatisk nedbrytning) ar valda.
Justera forbehandlingsprotokollet
(HIER eller Enzymatisk nedbrytning) om
det behovs.

Otillrdcklig denaturering

Se till att ratt standarddenaturering *D10 ar
vald.

Otillrdcklig hybridisering

Se till att ratt standardhybridisering *H12 &r
vald.
Utoka hybridiseringstiden om det behovs.

Overskott tvattning efter
hybridisering

Minska inkubationstiden vid tvattning efter
hybridisering.

Korning avbruten i forvéag

Kontrollera med hjalp av BOND-
programvaran om det har uppstatt
rapporteringsbara fel under infargningen
och atgdrda enligt anvisningarna i BOND-
programvaran.

Olamplig flourescensmikro-

skoputrustning

. Olamplig
filteruppsattning

. Felaktig lampa

. Utbrand lampa

. Felaktig oljetyp

Setillattallflourescensmikroskoputrustning
som anvands ar lamplig for det test som
utfors, bekrafta:

. Lamplig filteruppsattning

. Lamplig lampa

. God lampstyrka

. Lamplig olja fér anvéndning i
mikroskopi med oljeimmersion

Overexponering fér UV-ljus
(fotoblekning)

Lagra objektglas i moérker fore och
efter bedomning for att bevara
flourescenssignalerna. For att bevara
signalen for langsiktig forvaring bor
objektglasen lagras i —20 °C.
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Problem

Mojlig orsak

Atgard

Fluorescerande
signal/infargning
for icke-specifik

Otillracklig tvattning efter
hybridisering

Oka inkubationstiden vid tvittning efter
hybridisering.

bakgrund Olampliga bulkreagenser har | Se till att alla BOND-reagenser har férdelats
fordelats i lampliga stora behallare och att de
har placerats i lampliga positioner pa
instrumentet.
Otillracklig avparaffinering av | Setill att Dewax har valts i faltet Preparation
objektglas i dialogrutan Ldgg till preparat.
Icke-specifikkorsreaktionmed | Kontrollera att ett formalinbaserat fixativ
zoner med vavnadsnekros anvands och att bearbetningsschemana
ar lampliga for preparat som testas. Testa
fallet igen med ett annat segment, om sa &r
mojligt. Om detinte gérbeddéms de ytorsom
uppvisar bast fixeringsmonster tillsammans
med ett motsvarande H&E-infargat snitt.
Snitt fasta vid objektglas med | Anvdnd (BOND Plus Slides — produktkod
alternativa klister $21.2113 eller Apex BOND Slides -
produktkod 3800040)
Daligt Otillracklig fixering och Kontrollera att ett formalinbaserat fixativ

bibehallande av
vavnadsmorfologi

bearbetning av vdavnad

anvands och att bearbetningsschemana
ar lampliga for preparat som testas. Testa
fallet igen med ett annat segment, om sa ar
mojligt. Omdetinte garbedéms de ytor som
uppvisar bast fixeringsmonster tillsammans
med ett motsvarande H&E-infargat snitt.

Olamplig forbehandling

Justera forbehandlingsprotokollet (HIER
eller Enzymatisk nedbrytning).

Vavnad har
lossnat fran
patient-/
kontrollobjektglas

Felaktig typ av objektglas har
anvants eller snittet har inte
drénerats tillrdckligt

Kontrollera att Ilampliga objektglas
anvands for patient-/kontrollsnitt (t.ex.
BOND Plus Slides — produktkod 521.2113
eller Apex BOND Slides - produktkod

3800040). Kontrollera att objektglasen far
tillrdcklig dranering och inkuberas i en
timme vid 60 °C.

Svenska I

Tabell 7: Fels6kningsguide for Leica HER2 FISH System - 30 Test

Om det uppstar problem med Leica HER2 FISH System - 30 Test som inte behandlas i
felsdkningsguiden, var vanlig kontakta din lokala Leica Biosystems-teknikserviceavdelning eller
distributor for att fa hjalp.
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Licensavtal
Den har produkten innehaller PathVysion FISH-sonder tillhandahallna av Abbott Molecular Inc.

PathVysion, LSI och CEP ar varumarken tillhérande Abbott Molecular Inc. Med ensamratt.
Anvands under licens.

Andringar jamfért med tidigare utgava
Medféljande komponenter, symbolidentifiering.

Utgivningsdatum
28 september 2020

Identifiering av symboler

Lot Satskod /EB/ Forvaring Katalognummer

Medicinsk enhet ‘

for in vitro- Tillverkare SN Serienummer
diagnostik
elFU - Ids anvand-

R . Réacker till <n> Anvand senast
ningsanvisning- test AAAA-MM-DD

arna

B( Only Endast recept

Herceptin ar ett varumarke tillhérande Genentech, Inc. och F. Hoffmann-La Roche Ltd.
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