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Leica HER2 FISH System - 30 Test
Brugsanvisning

Anvendes pa Leica Biosystems’ BOND-MAX and BOND-III System.

TA9217 er et in situ-fluorescenshybridiseringsprodukt, der er udviklet til at farve 30 test
(30 objektglas farvet med LS| HER2/CEP17 Dual Probe).
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Beregnet anvendelse

Til in-vitro-diagnostisk brug

Leica HER2 FISH System - 30 Test er beregnet til at registrere forsteerkning af HER2/neu-genet
via fluorescens in situ hybridisering (FISH) i formalinfikseret, paraffinindlejret humant brystkraeft-
veev og adenocarcinomer fra maven (inklusive herunder den gastroesophageale forbindelse).
Leica HER2 FISH System - 30 Test indikeres som hjeelpemiddel til vurdering af patienter, for hvem
der overvejes behandling med Herceptin® (trastuzumab) (se indlaeg i Herceptin-emballagen).
Leica HER2 FISH System - 30 Test er ikke beregnet til brug i forbindelse med screening for eller
diagnosticering af brystcancer. Alle gvrige kliniske oplysninger skal ogsa tages i betragtning,
herunder tumorens stgrrelse, antallet af pavirkede lymfekirtler samt steroidreceptorstatus.
Beslutninger vedrgrende behandling af brystcancerpatienter ber ikke baseres pa HER2-genets
forsteerkningsstatus alene.

Bemeerk! Alle patienter i de kliniske forsgg med Herceptin blev udvalgt ved hjeelp af en
forskningsmaessig immunocytokemisk klinisk forsggstest (CTA). Ingen af patienterne i disse
forsag blev valgt ved hjeelp af Leica HER2 FISH System - 30 Test. Leica HER2 FISH System
- 30 Test er blevet sammenlignet med testen Abbott Molecular PathVysion® HER-2 DNA
Probe Kit pa et uafhaengigt preveseet, og det er konstateret, at det leverer resultater med en
acceptabel konkordans i overensstemmelse med det kliniske konkordansresumé. Den faktiske
korrelation mellem resultaterne fra Leica HER2 FISH System - 30 Test og de kliniske resultater
er ikke pavist.

Alle patienter i de kliniske forseg med Herceptin® og fremskreden mavekraeft (ToGA) blev udvalgt
ved hjeelp af Dako HercepTest. Ingen af patienterne i disse forsgg blev valgt ved hjeelp af Leica
HER2 FISH System - 30 Test. Leica HER2 FISH System - 30 Test er blevet sammenlignet med
testen Abbott Molecular PathVysion®* HER-2 DNA Probe Kit pa et uafhaengigt preveseet, og
det er konstateret, at det leverer resultater med en acceptabel konkordans i overensstemmelse
med det kliniske konkordansresumé. Den faktiske korrelation mellem resultaterne fra Leica
HER2 FISH System - 30 Test og de kliniske resultater er ikke pavist.

* Herceptin® er et varemeerke, der tilhgrer Genentech, Inc., og F. Hoffmann-La Roche Ltd. PathVysion®er et varemeerke, der
tilharer Abbott Molecular Inc. Alle rettigheder forbeholdes. Anvendes under licens.

Nodvendig uddannelse

Leica Biosystems arrangerer uddannelse i klargering af prgver, analyseprocedure og fortolkning
af FISH-testning af HER2-genet for alle brugere.

Resumé og forklaring

Baggrund

HER2-genet, der ogsa er kendt som neu eller c-erbB2, sidder pa den lange arm af kromosom 17
pa positionen 17q11-12 (1). Det er pavist, at bade HER2-genet og dets 185 kD-kodede protein
spiller en stor rolle i malign transformation og tumorprogression i brystcancer (2).

HER?2 fungerer som en prognostisk marker, hvor genforstaerkning og proteinoverekspression
er forbundet med en gget forekomst af sygdommens tilbagevenden og hgjere dedelighed.
HER2 fungerer ogsa som praediktiv marker for udvalgt systemisk kemoterapi og malrettede
behandlinger (3). Det er specifikt pavist, at forsteerkning af HER2-genet er en indikator for
en darlig prognose for knudepositiv brystcancer (4-8). Desuden indikerer en undersggelse,
at den prognostiske vaerdi af HER2 er steerkere hos patienter, der modtager behandling med
kemoterapi (7). Ved prognosticering af sygdomsfri og generel overlevelse hos enkeltpatienter
skal andre etablerede prognostiske faktorer som tumorstgrrelse, antal positive lymfeknuder og
steroidreceptorstatus dog ogsa tages i betragtning.

Overekspression af HER2-oncoprotein som fglge af genforstaerkning fundet i brystcancerceller
tyder pa, at HER2 kan vaere mal for en antistofbaseret behandling (3) - mens resultaterne
fra ToGA-forsgget klart indikerede, at brugen af Herceptin® ved mavekreeft sammen med
kemoterapi er en effektiv behandling, som forbedrer den generelle overlevelse ved HER2-
positiv mavekraeft (9).
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Herceptin (trastuzumab), et humaniseret monoklonalt antistof (10), som binder sig med hgj
affinitet til HER2-oncoprotein, har vist sig at heemme formeringen af humane tumorceller, der
overudtrykker HER2-oncoprotein bade in-vitro og in vivo (11-13). Siden udviklingen af Herceptin
er opdagelsen af bade HER2-genet og -proteinet blevet afgerende veerktgjer i forbindelsen
med vurdering af brysttumorer, som angiver bade valg af behandling og efterfalgende
patienthandtering (14,15).

| bade interfase- og metafaseceller afledt fra humane cellelinjer med brystcarcinom har
FISH veeret anvendt til at vise HER2-genforsteerkning (16-19). Ved kvantificering af HER2-
genforsteerkning vurderer FISH niveauet af HER2-genforstaerkning direkte i tumorcellerne.
Vaevets karakteristiske morfologi og den spatiale fordeling af oncogenkopier i individuelle
udyrkede primaere brystcarcinomer bevares. Afvigelser i kromosom 17's kopinummer (aneusomi)
ses ogsa hyppigt i brystcancertumorer. Disse kan forekomme som kromosomsletninger eller
-tilfgjelser (polysomi). Denne kromosomvariation har kritisk betydning for fortolkningen og
rapporteringen af HER2-genforsteerkningsstatus. Maling af kromosom 17's kopinummer
sammen med HER?2 er derfor afggrende (4).

Leica HER2 FISH System - 30 Test omfatter LS| HER2 DNA-proben, som er en direkte meerket
SpectrumOrange™ fluorescent DNA-probe pa 226 Kb specifikt beregnet til HER2-genelocus
(17911.2-912) og CEP17 DNA-probe, en direkte meerket SpectrumGreen™ fluorescent
DNA-probe pa 5,4 Kb specifikt beregnet til alfasatellit-DNA-sekvensen i det centrometriske
omrade af kromosom 17 (17p11.1-q11.1). Probelgsningen er specifikt udviklet og godkendt
til brug pa BOND-MAX and BOND-III System og ma ikke aendres eller anvendes i manuel
sammenhaeng.

Klinisk konkordansresumé BOND-MAX System

Leica HER2 FISH System - 30 Test er udviklet til at udgere et fuldautomatisk alternativ til
aktuelle metoder, der bruges til at bestemme HER2-genforsteerkningsstatus. Leica HER2 FISH
System - 30 Test ydelse pa BOND-MAX System blev evalueret i en uafheengig undersggelse,
hvor man sammenlignede resultaterne af Leica HER2 FISH System - 30 Test i forhold til
testen Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pa 300-brystkreeftprgver og pa 109
adenocarcinomer fra maven (herunder den gastroesophageale forbindelse). Ingen af disse
tumorprgver stammede fra patienter i de kliniske Herceptin-undersggelser. Resultaterne pa
brystveevet indikerede en 99,33 % konkordans ved en 2x2-analyse (95 % konfidensintervaller pa
97,61-99,92 %). Resultaterne pa adenocarcinomer fra maven (herunder den gastroesophageale
forbindelse) indikerede en konkordans pa 98,17 % ved en 2x2-analyse (95 % konfidensintervaller
pa 93,53-99,78 %). Overensstemmelsesdataene viste ogsa, at et positivt resultat med Leica
HER2 FISH System - 30 Test med stor sandsynlighed svarer til et positivt resultat pa praven
med Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Leica HER2 FISH System - 30 Test
fortolkes som negativt for HER2-genforsteerkning, nar HER2:CEP17-genforholdet er mindre
end 2,0, og positivt, nar HER2:CEP17-genforholdet et starre end eller lig med 2,0. Tvetydige
(borderline) resultater, hvor HER2:CEP17-genforholdet er mellem eller lig 1,8-2,2, skal fortolkes
med forsigtighed. Teel yderligere 20 kerner, og foretag en ny beregning af forholdet.

Klinisk konkordansresumé BOND-IIl System

Leica HER2 FISH System - 30 Test er udviklet til at udgere et fuldautomatisk alternativ til
aktuelle metoder, der bruges til at bestemme HER2-genforsteerkningsstatus. Leica HER2 FISH
System - 30 Test ydelse pa BOND-III System blev evalueret i en uafhaengig undersggelse,
hvor man sammenlignede resultaterne af Leica HER2 FISH System - 30 Test med Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay pa 300 brysttumorprgver. Ingen af disse
tumorprgver stammede fra patienter i de kliniske Herceptin-undersggelser. Resultaterne viste
en overensstemmelse pa 99,67 % i en 2x2-analyse (95% konfidensintervaller pa 98,16—-99,99%).
Overensstemmelsesdataene viste ogsa, at et positivt resultat med Leica HER2 FISH System
- 30 Test med stor sandsynlighed svarer til et positivt resultat pa preven med Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Leica HER2 FISH System - 30 Test fortolkes som negativt
for HER2-genforstaerkning, nar HER2:CEP17-genforholdet er mindre end 2,0, og positivt, nar
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HER2:CEP17-genforholdet er sterre end eller lig med 2,0. Tvetydige (borderline) resultater,
hvor HER2:CEP17-genforholdet er mellem eller lig 1,8-2,2, skal fortolkes med forsigtighed. Teel
yderligere 20 kerner, og foretag en ny beregning af forholdet.

Procedureprincipper

Leica HER2 FISH System - 30 Test omfatter komponenter, der er ngdvendige for at udfere
en farvningsprocedure baseret pa fluorescens in situ-hybridisering til formalinfikseret,
paraffinindkapslet veev. Efter relevant forbehandling, inkubering med brugsklar LSI HER2/
CEP17 Dual Probe og korrekt stringensvask dehydreres vaevssektionerne, hvorefter de
monteres med DAPI. Resultaterne fortolkes ved hjeelp af fluorescensmikroskopi med brug af de
anbefalede filtre og ved de korrekte bglgelaengder.

Leica HER2 FISH System - 30 Test er kun beregnet til brug pa BOND-MAX and BOND-III
System.

Medfalgende komponenter

De materialer, der er angivet nedenfor (tabel 1), reekker til farvning af 30 test (30 objektglas
farvet med LS| HER2/CEP17 Dual Probe).

LSI HER2/CEP17 Probe Indeholder brugsklar LS| HER2/CEP17 Dual Probe.

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

Post Hybridization Wash 2 Indeholderbrugsklarvaskeoplasningtilbrugefterhybridisering.
9ml Indeholder <50% (v/v) formamid.

BOND Enzyme Concentrate 2 | |ndeholder Proteinase K oplgsning pé 1,7 mg/ml.
1ml

BOND Enzyme Diluent Indeholder enzymfortynder.

65 ml

BOND Open Container BOND Open Container der anvendes til Enzyme 5.
3x7ml

Tabel 1: Leica HER2 FISH System - 30 Test komponenter

Se det individuelle sikkerhedsdatablad for at finde flere oplysninger om produktsikkerhed pa
www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU

Instruktioner for anvendelse

Alle reagenser er sammensat specifikt til brug sammen med denne test, og partinumre er
specifikke for hvert Leica HER2 FISH System - 30 Test. For at testen kan virke som specificeret,
ma der ikke foretages substitutioner.

Opbevaring og stabilitet

Opbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Anbringes igen i temperaturer mellem 2-8 °C lige efter
brug. Hvis der afviges fra disse betingelser, er testen ugyldig. Sgrg for, at Leica HER2 FISH
System - 30 Test anvendes fgr den angivne udlgbsdato. De tegn, der angiver kontaminering
ogl/eller ustabilitet i Leica HER2 FISH System - 30 Test, er oplgsningernes turbiditet (med
undtagelse af probeopl@sningen) og lugtudvikling. Brugeren skal bekreefte opbevaringsforhold,
der afviger fra dem, der er angivet ovenfor.
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Klargering af prover

Standardmetoder for vaevsbehandling ber bruges til alle prgver (20). Det anbefales,
at veevsprgverne klarggres i formalinbaserede fiksativer, behandles rutinemaessigt og
paraffinindkapsles. For eksempel ber prgver udtages i en tykkelse pa 3-4 mm og fikseres i
18-24 timer i 10% neutral bufferjusteret formalin. Derefter skal veevet dehydreres i en serie
alkoholpraeparater, renses gennem xylen og derefter impraegneres med smeltet paraffinvoks
ved hgjst 60 °C. Veevspraverne skal sektioneres mellem 4—-6 ym.

Veevssektioner monteret pa ladede objektglas (BOND Plus Slides S21.2113) kan opbevares
i op til 12 maneder ved 2-8 °C, for de farves. Efter sektion anbefales det, at objektglassene
inkuberes ved 60 °C i en time. Farvede sektioner skal opbevares ved -20 °C for at bevare de
fluorescerende signal og forebygge blegning. Opbevarede objektglas skal have stuetemperatur,
for de afleeses.

Advarsler og forholdsregler

Ma kun anvendes af uddannet fagpersonale.

En eller flere af produktets komponenter er farligt og kan forarsage skader pa fosteret.

Som hovedregel ma personer under 18 ar ikke arbejde med produktet. Brugere skal have
grundig indfering i de rigtige arbejdsprocedurer, produktets sundhedsskadelige egenskaber og
ngdvendige sikkerhedsforanstaltninger.

Prover skal fer og efter fiksering, ligesom alle materialer eksponeret for prgverne, handteres
som potentielt smittefarlige og bortskaffes under iagttagelse af passende forholdsregler.
Pipetter aldrig reagenser med munden og undga, at reagenser og praver kommer i kontakt med
huden eller slimhinder. Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med fglsomme omrader,
skal der skylles efter med rigelige maengder vand. Sgg laege. Konsulter landsdeekkende og
lokale love og regler vedrgrende bortskaffelse af alle potentielt toksiske komponenter.

Minimer mikrobiel kontaminering af reagenserne, da der ellers kan forekomme @get uspecifik
farvning.

Procedure

A. Nadvendige reagenser, der ikke medfalger
» BOND Dewax Solution (AR9222)
* BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)
« Standardoplgsningsmidler, der anvendes til test baseret pa fluorescens in situ-
hybridisering (f.eks. ethanol, absolut og gradueret)
» Destilleret eller afioniseret vand
» DAPI Counterstain
» Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)
» BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Nedvendigt udstyr, der ikke medfolger

» Pipetter (malekapacitet 1-20 pl og 100—-1000 pl)

» Ladede objektglas (BOND Plus Slides — S21.2113)

+ 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)

* Deaekglas

» Tarreovn (kan opretholde 60 °C)

» Fluorescensmikroskop (60—100x objektiv) med relevant lyskilde. Registrer det antal timer,
peeren har veeret i brug, og udskift den, fgr det angivne antal timer overskrides. Kontroller,
at peeren er justeret korrekt.
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» Korrekt fluorescensfilterseet (SpectrumOrange™ - excitationstop ved 559 nm,
emissiontop ved 588 nm, SpectrumGreen™ — excitationstop ved 497 nm, emissionstop
ved 524 nm og DAPI — excitationstop ved 367 nm, emissionstop ved 452 nm).
Multibandpasfilterseet til fluorescensmikroskop optimeret til brug med Leica HER2 FISH
System - 30 Test fas til de fleste mikroskopmodeller. De anbefalede filtersaet til

Leica HER2 FISH System - 30 Test er DAPI/9-Orange dobbelt bandpas, DAPI/Green dobbelt
bandpas, Green/Orange(V.2) dobbelt bandpas og DAPI/Green/Orange (V.2) tredobbelt
bandpas.

C. Metodik

» For denne metodik anvendes, skal brugerne have gennemgaet den relevante
uddannelse i automatisk in situ-fluorescensteknik.

» Hver testsektion, der er farvet med LS| HER2/CEP17 Dual Probe ger det muligt
at foretage den samme celleanalyse af bade HER2 og centrometriske kromosom
17-signaler. Et efterfglgende forhold mellem HER2 og kromosom 17-signaler ger det
muligt at tildele en kvantitativ veerdi til preven, som angiver et negativt (ikke forsteerket)
eller positivt (forsteerket) resultat. Usikre (borderline) resultater (1,8-2,2) skal fortolkes
med forsigtighed. Tael yderligere 20 kerner, og foretag en ny beregning af forholdet.

D. BOND-enzymforbehandling
Far farvning af den medfglgende fortynder BOND Enzyme Concentrate 2 med en oplasning
pa 1:300 ved hjeelp af den medfglgende BOND Enzyme Diluent i én af de medfglgende
BOND Open Containers. For eksempel farves 10 objektglas ved at klargare 3 ml
enzymarbejdsopl@sning ved at fortynde 10 ul BOND Enzyme Concentrate 2 i 2990 ul BOND
Enzyme Diluent. Det anbefales, at enzymet klargeres umiddelbart fer hver farvekearsel, og at
der anvendes en minimummaengde pa 900 pl pr. kersel.

E. Standardfarvningsprotokol

Det anbefales at bruge Leica HER2 FISH System - 30 Test sammen med den anbefalede
standardfarvningsprotokol, der er vist i tabel 2 nedenfor.

Protokoltype Protokolnavn

Farvning *FISH Protocol A
Klargering *Dewax

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

Hybridisering *ISH Hybridization (12Hr)

Tabel 2: Standard Leica HER2 FISH System - 30 Test Staining Protocol

F. Trin i proceduren
Denne vejledning skal leeses sammen med brugervejledningen til BOND-MAX and BOND-
11l System. Der skal bruges en ny BOND Universal Covertile til hvert objektglas.
Brugen af BOND Universal Covertiles, som tidligere har veeret brugt til enten
immunhistokemisk eller in situ-hybridiseringsfarvning er ikke blevet valideret til denne test.
1. Serg for, at beholderne til bulk og sundhedsfarligt affald pa BOND-MAX and BOND-III
System har tilstreekkelig kapacitet til at udfgre de n@dvendige farvningskersler.

2. Serg for, at der er tilstraekkelig alkohol, destilleret eller afioniseret vand, BOND Dewax
Solution, BOND Epitope Retrieval Solution 1 og BOND Wash Solution i beholderne med
bulkreagens, til at de ngdvendige farvningskgrsler kan udferes.

3. Serg for, at der er monteret en ren BOND Mixing Station.
4. Teend for BOND-MAX and BOND-III System.
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12.

13.
14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.
24,

25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

. Teend for den pc, der er koblet til BOND-MAX and BOND-III System.
. Abn BOND-softwaren.
. Ved et nyt Leica HER2 FISH System - 30 Test saet scannes reagensbakkens stregkode

med den handholdte scanner for at indlaese systemet i BOND-reagensregistret (kun
enkelt stregkode).

. Klarger BOND Enzyme 5 i den medfglgende BOND Open Container med en fortynding

pa 1:300. Til 10 objektglas tilsaettes for eksempel 10yl BOND Enzyme Concentrate 2 til
2990 pl BOND Enzyme Diluent.

. Scan den medfglgende BOND Open Container, og registrer den som Bond Enzyme 5.
10.
11.

Ga til skeermen for opsaetning af objektglas, og klik pa Tilfej sag.

Indtast oplysningerne for det farste tilfeelde. Serg for, at dispenseringsvolumenen
indstilles til 150 pl, og at klargeringsprotokollen er *Dewax. Klik pa OK.

Kontroller, at tilfeeldet er fremheevet pa skaermen til opseetning af objektglas, og klik pa
Tilfoj slide.

Tilfgj forst objektglas til patienttest. Sgrg for, at veevstypen er indstillet til Testvaev.
Veelg farvningstilstanden Enkelt.
Veelg processen ISH.

Veelg *LSI HER2/CEP17 Dual Probe - 30 Test pa listen over prober. Fanen for protokoller
vender som standard tilbage til den korrekte farvningsprotokol (*FISH Protocol A),
HIER-protokol (*HIER 25 min with ER1 (97)), EIER-protokol (*Enzyme 5 for 25 min),
denaturering (*D10) og hybridisering (*ISH Hybridization (12Hr)).

Gentag trin 10 til 16, til objektglassene til patienttest og kontrol (Leica HER2 FISH-
kontrolobjektglas og/eller interne kontroller) er oprettet. Udskriv objektglasmeerkater.

Saet meerkaterne pa objektglassene.

Abn lagene pa alle Leica HER2 FISH System-beholdere, og saet reagensbakken pa
BOND-MAX and BOND-III System.

Saet nye Covertiles pa hvert objektglas.

Saet bakken med objektglas pa BOND-MAX and BOND-III System, og tryk pa knappen
iseet/udtag.

Bekreeft, at objektglassene er scannet, og klik pa knappen Run (Play) pa
systemstatusskaermen for at pabegynde karslen med det samme (for Leica HER2 FISH
System - 30 Test anbefales det, at denne test kgres natten over, sa den forsinkede
startfunktion kan udnyttes).

Sorg for, at bakkeindikatorfeltet viser Proc (OK), og at batchnummeret og sluttiden vises.

Nar kerslen er udfert, trykkes pa knappen iseet/udtag, og bakken med objektglas tages
ud af BOND-MAX and BOND-III System.

Fjern Covertiles, og skyl objektglassene med afioniseret vand.
Affugt dem hurtigt med to hold alkohol, lufttgrres.
Heeld 20ul DAPI direkte pa praven.

Saet et deekglas pa, og lad oplgsningen sprede sig helt ud. Serg for at fierne eventuelle
luftbobler.

Deekglassets kanter teetnes med neglelak eller et tilsvarende teetningsmiddel.

Leeg objektglassene mearkt for at fremme signaludviklingen, fgr de betragtes under
fluorescensmikroskop.

Signalintensiteten bevares ved at opbevare farvede objektglas ved -20 °C.

G. Opbevaring af objektglas

Farvede objektglas opbevares markt ved -20 °C. Lad objektglassene fa stuetemperatur, for
de betragtes, efter de er tages ud af -20 °C.
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Vurdering og optalling af signaler

Folg nedenstdende procedure for at vurdere signalkvaliteten og opteelle HER2- og CEP17-
signalerne:

1. Vurdering af objektglassenes kvalitet

Evaluer objektglassenes kvalitet ved hjeelp af felgende kriterier:
1. Vurdering af . . . .

. * Probens signalintensitet: Signalerne skal veere klare og nemme at
objektglassenes

Kvalitet evaluere. Signalerne skal vaere enten klare, kompakte ovale former eller
tradformede, diffuse ovale former.

A 4

- Probens
signalintensitet + Baggrund: Baggrunden skal veere relativt fri for fluorescerende partikler

- Baggrund og fremsta merk eller sort.

Se fejlfindingsguiden (tabel 6), hvis én eller flere af ovenstaende egenskaber
ikke er tilfredsstillende, og gentag testen, hvis det er nadvendigt.

2. Genkendelse af malsignaler

Kontroller, at de korrekte filtre bruges til analysen:

« Veevs oversigt: Hybridiseringssignalerne ma kun opteelles blandt
invasive tumorceller. Tumorceller kan generelt skelnes fra normale celler
ud fra sterrelsen: De er generelt stgrre end normale celler, lymfocytter og
epitheliale celler. Identificer og vaelg malomrader efter

- Veevs oversigt H & E-farvning, og marker disse omrader pa deekglasset, nar FISH-testen

- Fokusdybde er udfort.

Fokusdybde: Juster fokusdybden for at bestemme fokalplanets dybde og
fa viden om malsignalernes form og sterrelse samt stgj (restmateriale).

2.
Genkendelse

v

af mal ", aler

3. Kernernes egnethed

Fa en oversigt over de hybridiserede omrade ved hjeelp af et 20X-objektiv:

« Valg af kerner: Find malinteresseomradet (tumorceller identificeret via H
& E-farvning). Undga omrader, hvor kernernes greenser er utydelige eller
cellerne er nekrotiske.

3. Kernernes
egnethed

A 4

- Valg af kerner

Desuden begr signaler med svag intensitet og ikke-specifik, stejende
baggrund eller utilstraekkelig modfarvning til at kernens graense kan
bestemmes ignoreres. Kun kerner med afgraensede signaler ber opteelles.

IS

. Signaloptalling

« Tumoroversigt: Scan flere omrader af tumorceller for at tage hgjde for
eventuel heterogeneitet ved hjeelp af et 40X-objektiv. Undga omrader
af malet, hvor signalerne er svage, og velg et omrade med god
kernefordeling.

Teelling: Pabegynd analysen i gverste venstre kvadrant af det valgte
omrade, og scan fra venstre mod hgjre for at teelle antallet af signaler inden
for kernens graense ved hjzelp af et 100X-objektiv ifglge de retningslinjer,
der er angivet nedenfor og i figur 1.

4. Signaloptalling

- Tumoroversigt

v

. Find alle signaler i kernen ved at fokusere op og ned (Z-aksen).
- Teelling

Teel to signaler, der har samme starrelse, og som har en afstand lig eller
mindre end signalets diameter, som ét signal.

Kerner uden signaler eller med signaler i kun én farve skal ikke medregnes.
Medregn kun de kerner, der har ét eller flere FISH-signaler i hver farve.

Teel antallet af HER2-signaler og antallet af CEP17-signaler for hver kerne.
Skift efter behov mellem orange (HER2), grent (CEP17), grent/orange og
DAPI/grent/orange filtersaet for at fa vist begge farver.
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Anbefalet metode til bestemmelse af LS| HER2 til CEP17-forhold
Brug fglgende metode til at bestemme LSI HER2 til CEP17-forholdet:

1. Registrer og bestem antallet af LSI HER2- og CEP17-signaler i 20 kerner (se figur 2 Leica
HER2 FISH System - 30 Test pointskema nedenfor).

2. Sammenteel alle LS| HER2-signaler. Dette tal angiver det samlede antal LS| HER2-signaler
for teellingen, f.eks. 143.

3. Sammenteel alle CEP17-signaler. Dette tal angiver det samlede antal CEP17-signaler for
teellingen, f.eks. 48.

4. Brug felgende udregning til at beregne det endelige resultat:
Det samlede antal LS| HER2-signaler divideret med det samlede antal CEP17-signaler,
f.eks. 143/48 svarer til et forhold pa 2,98, som er positivt for HER2-forstaerkning.

Vigtig note: Hvis forholdet mellem LSI HER2 og CEP17 er usikkert (1,80 - 2,20), skal
der teelles yderligere 20 kerner, hvorefter forholdet beregnes igen.

Resultaterne skal rapporteres pa fglgende made:
1. Hvis forholdet er <2, er HER2-genforstaerkningen ikke observeret

2. Huvis forholdet er 22, er HER2-genforstaerkningen observeret

Vigtig note: Et forhold lig eller teet pa gransen (1,80 - 2,20) skal fortolkes med
forsigtighed som beskrevet ovenfor.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Brugsanvisning TA9217 EU-DA-CE-Rev_F 16/07/2015 Side 10 af 25

Dansk I



Dansk I

Leica HER2 FISH System - 30 Test fortolkningsvejledning

Taelles som 2 orange signaler og 1 gront signal

Teelles ikke. Kerner uden signaler eller med signaler med kun én
farve skal ikke medtages. Medtag kun de kerner, der har ét eller
flere FISH-signaler i hver farve

Taelles som 1 orange signal og 2 granne signaler

Teelles som 3 orange signaler og 2 grenne signaler

Teelles som 5 orange signaler og 4 granne signaler 1 orange
signal er diffust, og 1 grent signal er diffust

Teelles som 4 orange signaler og 2 grenne signaler. 1 orange
signal er diffust. Teel 2 signaler, der har samme storrelse og er
adskilt af en afstand lig eller mindre end signalets diameter,

som ét signal

Tellesom ignalerog3gronnesignaler.1 aler
diffust

Teelles som 2 orange signaler og 2 grenne signaler. 1 orange
signal og 1 grent signal overlapper

Teelles ikke. Kernerne overlapper. Det er for vanskeligt at sige,
hvilke kerner signalerne befinder sig i

Teelles som ca. 16 orange signaler og 2 grenne signaler

Figur 1: Fortolkningsguide
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Leica HER2 FISH System - 30 Test pointskema

Signaltzelling for 20 kerner

Kerne #

HER2-
kopinummer

CEP17-
kopinummer

Kerne #

HER2-
kopinummer

CEP17-
kopinummer

11

12

13

14

15

16

17

18

V(| N|ojun |~ |[W|N |+

19

10

20

Total 1-10

Total 11-20

HER2

CEP17

HER2:CEP17-

forsteerkningsforhold

Pointialt 1-20

Gennemsnit pr. celle

Figur 2: Pointskema for praver
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Automatisk Ariol-metode til HER2 FISH-bestemmelse

Anvendelsen af Ariol PathVysion-applikationen til digital scoring som en hjeelp til tolkning blev
valideret uafhaengigt pa en anden kohorte af praver til anvendelse sammen med Leica HER2
FISH System. Ariol PathVysion®-applikationen til digital scoring er ved anvendelse sammen
med Leica HER2 FISH System til in vitro-diagnostisk brug. Ved anvendelse sammen med
Leica HER2 FISH System skal Ariol PathVysion-applikationen kalibreres til anvendelse med
veevskontrolpreeparater, ikke Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123).

Alle diagnostiske beslutninger tages af en kvalificeret kliniker.

For yderligere oplysninger henvises til Ariol Brugermanualen.

Kvalitetskontrol

Brug af kontrolobjektglas

Det anbefales, at et Leica HER2 FISH Control Slides anvendes i hver testkgrsel til at overvage
testens udfgrelse og vurdere ngjagtigheden af signaloptaellingen. Kontrolobjektglas skal kgres
for hvert farvningsbatch pa BOND-MAX and BOND-III System og med hvert nyt reagensparti.
Desuden kan enkeltbrugere veelge at bruge deres eget kontrolmateriale.

Vurder kontrolobjektglassets kvalitet, og udfert signalopteelling i overensstemmelse med
instruktionerne i afsnittet Vurdering og optaelling af signaler. Kriterierne for objektglassenes
kvalitet skal veere opfyldt, og resultaterne for HER2:CEP17-forholdet skal vaere inden for den
fastsatte greense for acceptabel testudferelse. Se tabel 3 for acceptkriterier for Leica HER2
FISH Control Slides.

Cellelinje Profil for HER2- Leica HER2 FISH System - 30 Test
Bond Oracle | receptorlastning | HER2:CEP17 acceptkriterier
HER2 IHC pr. celle*
System
SKBr-3 3+ 4,3 x 10° HER2-forsteerkning er observeret
MDA-MB-453 24 1,4 x 10° HER2/CEP17-genforholdet skal veere
mellem 1,5-2,5
MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10* HER2-forsteerkning er ikke observeret
MDA-MB-231 0 9,3 x 103 HER2-forsteerkning er ikke observeret

*HER2-receptorbelastningsanalysen i henhold til vurdering med flowcytometri
Tabel 3: Fortolkning af Leica HER2 FISH Control Slides.

Hvis testkontrollen ikke udfgres, skal FISH-resultaterne for tilfeeldet ikke rapporteres. Hvis
kontrolobjektglassene ikke opfylder acceptkriterierne for objektglassene, kan Leica HER2 FISH
System - 30 Test veere udfert utilstraekkeligt. | sa fald er det nedvendigt at udfere en ny test med
nye kontrolobjektglas og patientpraveobjektglas. Hvis resultaterne er uden for det angivne omrade,
men kontrolobjektglassene opfylder acceptkriterierne for kvalitet, kan det vaere ngdvendigt at
gentage screeningen af det samme objektglas, da opteellingen muligvis ikke er udfert korrekt. Se
fejlfindingsguiden (tabel 6) i tilfeelde af hybridiseringsfejl med enten prave- eller kontrolobjektglasset.

For kliniske prever nar fortolkning af hybridiseringssignalet er vanskeligt, og der ikke er
tilstreekkelig prave til at foretage en ny test, er testen uinformativ. Hvis der ikke er nok celler, til
at an analyse kan foretages, er testen uinformativ.

Patientpraver skal kontrolleres i henhold til standardlaboratorieprocedurer. Signalkvalitet og
opteellingsresultater skal dokumenteres i en relevant rapportformular.
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Begransninger

A. Generelle begraensninger

FISH er en teknik, der kreever specialiseret treening i alle dele af proceduren (herunder valg af
passende reagenser, veeyv, fiksering, behandling og klargering af objektglas) samt fortolkningen.
Farvning af vaev afhaenger af handtering, fiksering og behandling af vaevet for farvningen.
Ukorrekt fiksering, frysning, optening, vask, terring, opvarmning, sektion eller kontaminering med
andet veev eller andre vaesker kan medfare morfologiske artefakter, degradering af nucleinsyre,
baggrundsfluorescens eller falske negative resultater. Ikke-overensstemmende resultater kan
skyldes variationer i fiksering, indlejringsmetoder eller iboende irregulariteter i veevet (21). For
megen eller ufuldsteendig kontrastfarvning kan kompromittere korrekt tolkning af resultaterne.
Ikke-specifik farvning som fglge af en uhaeftet probe har et spredt, granuleret udseende og
kan veere visualiseret eller fiernt fra det forventede hybridiseringssted. Brug intakte celler til
tolkning af farvningsresultater. Nekrotiske eller degenererede celler kan farves uspecifikt (22).
Uventet FISH-farvning eller variationer i farvningen kan skyldes endringer i
ekspressionsniveauerne i de kodende gener. Enhver sendring i de forventede farvningsmegnstre
skal fortolkes i forbindelse med alle gvrige diagnostiske undersggelser. Fortolkningen af
farvningen skal suppleres med morfologiske undersggelse under anvendelse af egnede
kontrolmaterialer og skal evalueres i lyset af patientens kliniske historik og andre diagnostiske
test, der er udfert af en kvalificeret patolog.

Testens udferelse (dvs. vurdering af kontrolmaterialerne tilstraekkelighed) og fortolkningen
af eventuel farvning eller fravaer heraf skal udfgres pa et behgrigt certificeret/licenshavende
laboratorium under overvagning af en kvalificeret og erfaren patolog, som er ansvarlig for den
generelle vurdering af in situ-hybridiseringstesten og fortolkningen af denne. Falske positive
resultater i FISH kan skyldes krydsreaktioner i proben med andre nucleinsyresekvenser og/
eller ikke-specifik binding. De skal anvendes relevant kontrol samt dokumentation for disse, og
testene skal tage hgjde for alle relevante udlgbsdatoer.

Teknisk og fortolkningsmaessig variation kan ogsa forekomme, nar FISH anvendes pa materiale
afledt fra cellelinjer (23).

B. Produktspecifikke begraensninger

Dette produkt er ikke beregnet til brug i andre DNA-baserede diagnostiktest.

Leica HER2 FISH System - 30 Test reagenser ma ikke erstattes med andre komponenter fra
Leica Biosystems eller andre producenter. Det vil resultere i, at testen bliver ugyldig. Brugeren
skal bekreefte eventuelle afvigelser fra de anbefalede procedurer.

Det anbefales kun at bruge veev, der er fikseret i formalinbaserede fiksativer, i testen. Brug af
andre typer fiksativer kan medfgre, at testen er ugyldig.

Veevssnit, der ligger uden for den anbefalede tykkelse, er ikke blevet valideret. Brugen af andre
snittykkelse kan betyde, at testen er ugyldig.

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

| denne undersggelse har man undersggt egnetheden af Leica HER2 FISH System - 30 Test
til brug i fastseettelse af behandling til Herceptin-terapi (trastuzumab). Undersggelsen havde til
formal at undersgge konkordansen mellem Leica HER2 FISH System - 30 Test og en tidligere
godkendt diagnostikanordning, Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, der anses
for at veere den "gyldne standard” for denne test pa brystvaev. Acceptkriteriet for testen var, at
den nedre greense for det ensidede konfidensinterval pa 95% er over 90% mellem Leica HER2
FISH System - 30 Test og den manuelle Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit,
mellem positiv (forsteerket) og negativ (ikke-forstaerket) formalinfikserede, paraffinindlejrede
(FFPE) invasive brystcancertilfaelde.

Undersggelsen blev udfert som en maskeret evaluering pa tre steder af klinisk invasive
brystcancerprgver. Hvert undersggelsessted fik arkiverede, formalinfikserede, paraffinindlejrede
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blokke afinvasivt brystcancercarcinom med kendte ekspressionsniveauer for HER2-oncoprotein.
En gruppe pa 300 prgver bestaende af 75, 0/1+ tidligere karakteriserede IHC-tilfeelde; 150, 2+
tidligere karakteriserede IHC-tilfelde og 75, 3+ tidligere karakteriserede IHC-tilfaelde blev valgt
og delt ligeligt mellem de tre undersggelsessteder, der deltog i forsgget.

Alle tilfaelde var farvet med den manuelle Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit Assay i overensstemmelse med producentens vejledning som angivet i dokumentationen
i pakken. Fortlabende sektioner fra hvert tilfeelde blev derefter farvet med Leica HER2 FISH
System - 30 Test pa BOND-MAX and BOND-III System.

Alle farvede objektglas blev maskeret og vurderet ved hjaelp af en randomiseret metode af
en enkelt kvalificeret observater pa hvert af de tre undersggelsessteder, der deltog i forsgget.
Pointene blev fortolket som negative med et beregnet HER2/CEP17-genforhold pa <2,0 og
negative med et beregnet HER2/CEP17-genforhold pa =2,0. Dataene blev derefter analyseret
for konkordans, positiv farvningsoverensstemmelse og negativ farvningsoverensstemmelse.

2x2 konkordansresultater BOND-MAX System - Bryst

Data blev grupperet som negative (<2,00) eller positive (=2,00) til en 2x2-analyse. Den
overensstemmelse, der blev observeret, for 300 prgver mellem de to test i en 2x2-analyse viser
en konkordans pa 99,33% (298/300) med en 95% CI pa 97,61-99,92% for BOND-MAX System.
Procentdelen af positiv overensstemmelse (sensitivitet) eller Leica HER2 FISH System - 30
Test evne til at foretage korrekt identificering af positive tilfaelde i Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe-test (den procentdel af prgver, der er angivet som positive af bade Leica
HER2 FISH System og det manuelle Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit af alle
positive tilfaelde i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 99,03% (102/103).
Procentdelen af negativ overensstemmelse (specificitet) eller testens evne til at foretage korrekt
identificering af negative tilfeelde i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (den
procentdel af prgverne, der er angivet som negative af Leica HER2 FISH System - 30 Test og
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit af alle negative tilfeelde i Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 99,49% (196/197). Se tabel 4.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Positiv (=2,0) lalt
LeicaHER2 FISH | Negativ (<2,0) 196 1 197
System - 30 Test . )
BOND-MAX Positiv (=2,0) 1 10 103
lalt 197 103 300

Generel overensstemmelse (95% CI) = 99,33% (97,61 — 99,92%)

Tabel 4. 2x2 overensstemmelse mellem Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System med Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pa brystvaev.
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2x2 konkordansresultater BOND-lIl System - Bryst

Data blev grupperet som negative (<2,00) eller positive (22,00) til en 2x2-analyse. Den
overensstemmelse, der blev observeret, for 300 prgver mellem de to test i en 2x2-analyse, viser
en konkordans pa 99,67% (299/300) med en 95% CI pa 98,16-99,99% for BOND- Il System.
Procentdelen af positiv overensstemmelse (sensitivitet) eller Leica HER2 FISH System - 30
Test evne til at foretage korrekt identificering af positive tilfeelde i Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit-test (den procentdel af praver, der er angivet som positive af bade Leica
HER2 FISH System og det manuelle Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit af alle
positive tilfaelde i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 99,03% (102/103).
Procentdelen af negativ overensstemmelse (specificitet) eller testens evne til at foretage korrekt
identificering af negative tilfeelde i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (den
procentdel af prgverne, der er angivet som negative af Leica HER2 FISH System - 30 Test og
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit af alle negative tilfaelde i Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 100% (197/197). Se tabel 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Positiv (=2,0) lalt
Leica HER2FISH | Negativ (<2,0) 197 1 198
System -30Test | b, citiv (22,0) 0 102 102
BOND-III
lalt 197 103 300

Generel overensstemmelse (95% Cl) = 99,67% (98,16 — 99,99%).

Tabel 5. 2x2 overensstemmelse mellem Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-III System med Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pa brystveev.

Det kan konkluderes, at de data, der er genereret i denne undersggelse, viser, at Leica HER2
FISH System - 30 Test kan anvendes som hjeelpemiddel til vurdering af patienter, for hvem
behandling med Herceptin (trastuzumab) overvejes grundet den hgje konkordans med Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, som er en tidligere godkendt diagnostisk test til
denne indikation.
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Klinisk konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test i forhold til
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Mave

| denne unders@gelse har man undersggt egnetheden af Leica HER2 FISH System
- 30 Test til brug i fastseettelse af behandling til Herceptin-terapi (trastuzumab).
Undersggelsen havde til formal at undersgge konkordansen mellem Leica HER2
FISH System - 30 Test og en tidligere godkendt diagnostikanordning, Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, som er blevet betragtet som "den gyldne standard"
for denne test. Acceptkriteriet for testen var, at den nedre greense for det ensidede
konfidensinterval pa 95 % er over 90 % mellem Leica HER2 FISH System - 30 Test
og den manuelle Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, mellem positiv
(forsteerket) og negativ (ikke-forsteerket) formalinfikserede, paraffinindlejrede (FFPE)
invasive adenocarcinomer fra maven (herunder den gastroesophageale forbindelse).
Forsgget blev gennemfert som en evaluering af kliniske invasive
adenocarinomprgver fra maven. Testen blev udfgrt pa arkiverede formalin-fikserede,
paraffinindlejrede vaevsblokke af adenocarinomer fra maven med kendte HER2-
genekspressionsniveauer. En gruppe pa 109 prever bestdende af 50 forstaerkede
tilfeelde og 59 ikke-forsteerkede tilfeelde blev udvalgt.

Alle tilfeelde var farvet med den manuelle Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit Assay i overensstemmelse med producentens vejledning som angivet i
dokumentationen i pakken. Fortlgbende sektioner fra hvert tilfaelde blev derefter
farvet med Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System.

Alle farvede objektglas blev vurderet ved hjeelp af en randomiseret metode af en
enkelt kvalificeret observater. Pointene blev fortolket som negative med et beregnet
HER2/CEP17-genforhold pad <2,0 og negative med et beregnet HER2/CEP17-
genforhold pa =2,0. Dataene blev derefter analyseret for konkordans, positiv
farvningsoverensstemmelse og negativ farvningsoverensstemmelse.

2x2 konkordansresultater BOND-MAX System - Mave

Data blev grupperet som negative (<2,00) eller positive (22,00) til en 2x2-analyse.
Den overensstemmelse, der blev observeret, for 109 praver mellem de to test i en
2x2-analyse viser en konkordans pa 98,17 % (107/109) med en 95 % CI pa 93,53—
99,78 % for BOND-MAX System.

Procentdelen af positiv overensstemmelse (sensitivitet) eller Leica HER2 FISH
System - 30 Tests evne til at foretage korrekt identificering af positive tilfaelde i Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe-test (den procentdel af prgver, der er
angivet som positive af bade Leica HER2 FISH System - 30 Test og det manuelle
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit af alle positive tilfaelde i Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) var 96,00 % (48/50).

Procentdelen af negativ overensstemmelse (specificitet) eller testens evne til at
foretage korrekt identificering af negative tilfeelde i Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit (den procentdel af praverne, der er angivet som negative af
Leica HER2 FISH System - 30 Test og Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit af alle negative tilfeelde i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit) var 100 % (59/59). Se tabel 6.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit

Dansk I

Negativ (<2,0)

Positiv (22,0) | alt

Leica HER2 Negativ (<2,0) 59 2 61
FISH System - i

30 Test Positiv (22,0) 0 48 48
BOND-MAX | alt 59 50 109

Generel overensstemmelse (95 % Cl) = 98,17 % (93,53-99,78 %)

Tabel 6. 2x2-overensstemmelse mellem Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System og Abbott Molecular

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pa mavevaev.
Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Brugsanvisning TA9217 EU-DA-CE-Rev_F 16/07/2015

Side 17 af 25



Praecisionstest —- BOND-MAX System

A. Pracisionstest under korsel

Praecisionstesten under karsel blev udfert randomiseret og blindet. Praecisionstesten under
karsel af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret pa et enkelt undersggelsessted
pa 540 tidligere HER2-beskrevne TMA-prgver, der indeholdt formalinfikserede,
paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brug af TMA til bestemmelse af praecision under
karsel gjorde det muligt at anvende en starre maengde tilfaelde og dermed et starre omrade
af HER2-ekspression i en enkelt karsel pa et enkelt instrument.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i praecisionsundersggelsen under kgrsel, viste
de 532/540 evaluerede tilfaelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
98,52% med en nedre 95% CI pa 97,10%.

B. Pracisionsundersggelse i instrument

Preecisionsundersggelsen i instrumentet blev udfgrt randomiseret og blindet.
Praecisionstest i instrument af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret pa et
enkelt undersggelsessted pa 1620 tidligere HER2-beskrevne TMA-prgver, der indeholdt
formalinfikserede, paraffinindkapslede brystcancertilfeelde. Brug af TMA til bestemmelse af
preecision i instrumentet gjorde det muligt at anvende en stgrre maengde tilfeelde og dermed
et starre omrade af HER2-ekspression i flere kersler pa et enkelt instrument.

Ved opteelling af objektglas, der er farvet i praecisionsundersggelsen i instrumentet, viste
1620/1620 evaluerede tilfeelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
100% med en nedre 95% Cl pa 99,82%.

C. Pracisionsundersggelse mellem kersler

Praecisionsundersggelsen mellem kersler blev udfert randomiseret og blindet.
Preecisionstesten mellem kearsler af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret pa
et enkelt undersggelsessted pa 900 tidligere HER2-beskrevne TMA-praver, der indeholdt
formalinfikserede, paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brugen af TMA til bestemmelse af
daglig preecisionstestning mellem karsler gjorde det muligt at teste et sterre antal tilfaelde og
dermed et sterre omrade af HER2-ekspression mellem kgrslerne pa forskellige dage.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i preecisionsundersggelsen mellem kearsler, viste
de 894/900 evaluerede tilfaelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
99,33% med en nedre 95% Cl pa 98,55%.

D. Preecisionsundersggelse mellem laboratorier

Preecisionsundersggelsen mellem laboratorier blev udfert randomiseret og blindet.
Praecisionstesten mellem laboratorier af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret
mellem tre undersggelsessteder pa 513 tidligere HER2-beskrevne TMA-prgver, der indeholdt
formalinfikserede, paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brugen af TMA til bestemmelse af
preecisionstestning mellem laboratorier gjorde det muligt at teste et stgrre antal tilfaelde og
dermed et stgrre omrade af HER2-ekspression mellem kgrslerne pa forskellige instrumenter.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i preecisionsundersggelsen mellem laboratorier,
viste de 510/513 evaluerede tilfeelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans
pa 99,42% med en nedre 95% Cl pa 98,30%.

E. Praecisionsundersggelse mellem observatarer

Preecisionsundersggelsen mellem observatgrer blev udfert randomiseret og blindet.
Reproducerbarhedstest mellem observaterer af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev
evalueret mellem tre undersggelsessteder. Der blev anvendt en enkelt erfaren observater
pa hvert undersggelsessted. Atten brystcancertilfeelde med hele sektioner blev brugt til
preecisionstestning mellem observaterer og afspejlede de prgvetyper, der blev brugt i den
kliniske sammenhaeng.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i preecisionsunders@gelsen mellem observaterer,
viste de 53/54 evaluerede tilfeelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
98,15% med en nedre 95% Cl pa 90,11%.
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F. Precisionsundersggelse fra parti til parti

Praecisionsunders@gelsen fra parti til parti blev udfert randomiseret og blindet. Preecisionen
fra parti til parti blev bestemt ud fra tre uafhaengigt fremstillede partier af Leica HER2 FISH
System - 30 Test, der er produceret i henhold til god produktionsskik. Hvert parti blev testet
pa et enkelt unders@gelsessted pa 540 tidligere HER2-beskrevne TMA-praver, der indeholdt
formalinfikserede, paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brugen af TMA til bestemmelse af
reproducerbarhed fra parti til parti ger det muligt at teste en sterre maengde tilfeelde og et
starre omrade af HER2 -ekspression mellem partierne.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i praecisionsundersggelsen fra parti til parti, viste
de 534/540 evaluerede tilfeelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
98,89% med en nedre 95% Cl pa 97,60%.

Praecisionstest —- BOND-lIl System

G. Pracisionsundersggelse under korsel

Praecisionstesten under karsel blev udfert randomiseret og blindet. Praecisionstesten under
karsel af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret pa et enkelt undersggelsessted
pa 540 tidligere HER2-beskrevne TMA-prgver, der indeholdt formalinfikserede,
paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brug af TMA til bestemmelse af praecision under
karsel gjorde det muligt at anvende en starre maengde tilfaelde og dermed et starre omrade
af HER2-ekspression i en enkelt karsel pa et enkelt instrument.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i praecisionsundersggelsen under kgrsel, viste
de 540/540 evaluerede tilfaelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
100% med en nedre 95% ClI pa 99,45%.

H. Pracisionsundersggelse i instrument

Praecisionsundersggelsen i instrumentet blev udfert randomiseret og blindet. Preecisionstest i
instrument af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret pa et enkelt undersggelsessted
pa 1620 tidligere HER2-beskrevne TMA-prever, der indeholdt formalinfikserede,
paraffinindkapslede brystcancertilfeelde. Brug af TMA til bestemmelse af preecision i
instrumentet gjorde det muligt at anvende en starre maengde tilfeelde og dermed et sterre
omrade af HER2-ekspression i flere karsler pa et enkelt instrument.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i praecisionsundersggelsen under karsel, viste
de 1620/1620 evaluerede tilfeelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
100% med en nedre 95% Cl pa 99,82%.

|. Praecisionsundersggelse mellem karsler

Praecisionsundersggelsen mellem kersler blev udfert randomiseret og blindet.
Preecisionstesten mellem kearsler af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret pa
et enkelt undersggelsessted pa 900 tidligere HER2-beskrevne TMA-praver, der indeholdt
formalinfikserede, paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brugen af TMA til bestemmelse af
daglig preecisionstestning mellem karsler gjorde det muligt at teste et sterre antal tilfaelde og
et stgrre omrade af HER2-ekspression mellem karslerne pa forskellige dage.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i preecisionsundersggelsen mellem kgarsler, viste
de 891/900 evaluerede tilfaelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
99,00% med en nedre 95% Cl pa 98,11%.

J. Praecisionsundersggelse mellem laboratorier

Preecisionsundersggelsen mellem laboratorier blev udfert randomiseret og blindet.
Praecisionstesten mellem laboratorier af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev evalueret
mellem tre undersggelsessteder pa 513 tidligere HER2-beskrevne TMA-prgver, der indeholdt
formalinfikserede, paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brugen af TMA til bestemmelse af
preecisionstestning mellem laboratorier gjorde det muligt at teste et stgrre antal tilfaelde og
dermed et stgrre omrade af HER2-ekspression mellem kgrslerne pa forskellige instrumenter.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i preecisionsundersggelsen mellem laboratorier,
viste de 511/513 evaluerede tilfeelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans
pa 99,61% med en nedre 95% CI pa 98,60%.
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K. Praecisionsundersggelse mellem observatorer

Praecisionsundersggelsen mellem observatgrer blev udfert randomiseret og blindet.
Reproducerbarhedstest mellem observatgrer af Leica HER2 FISH System - 30 Test blev
evalueret mellem tre undersggelsessteder. Der blev anvendt en enkelt erfaren observatar
pa hvert undersggelsessted. Atten brystcancertilfeelde med hele sektioner blev brugt il
preaecisionstestning mellem observatgrer og afspejlede de prevetyper, der blev brugt i den
kliniske sammenhzeng.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i praecisionsundersggelsen mellem observatarer,
viste de 53/54 evaluerede tilfeelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
98,15% med en nedre 95% CI pa 90,11%.

L. Praecisionsundersggelse fra parti til parti

Praecisionsundersggelsen fra parti til parti blev udfert randomiseret og blindet. Preecisionen
fra parti til parti blev bestemt ud fra tre uafhaengigt fremstillede partier af Leica HER2 FISH
System - 30 Test, der er produceret i henhold til god produktionsskik. Hvert parti blev testet
pa et enkelt undersggelsessted pa 540 tidligere HER2-beskrevne TMA-praver, der indeholdt
formalinfikserede, paraffinindlejrede brystcancertilfeelde. Brugen af TMA til bestemmelse af
reproducerbarhed fra parti til parti ger det muligt at teste en sterre maengde tilfeelde og et
stgrre omrade af HER2 -ekspression mellem partierne.

Ved opteelling af de objektglas, der er farvet i praecisionsundersggelsen fra parti til parti, viste
de 540/540 evaluerede tilfaelde et konkordant resultat, der gav en samlet konkordans pa
100% med en nedre 95% Cl pa 99,45%.

Testens robusthed

Der er blevet udfert robusthedsundersggelser for BOND-MAX and BOND-III System for at
bestemmetestenstoleranceomradeforvarmegenvindingstidogtemperatur,enzymgenvindingstid,
temperaturogkoncentration, denatureringstid og temperatur, hybridiseringstid ogtemperatur samt
stringensvasketid og temperatur. Robusthedsundersggelser ved hjzelp af standardprotokollen for
BOND-MAXand BOND-III Systemblev ogsa udfertudenfor de anbefalede greenser somdefinereti
FDA/ORA-vejledningen ORA LAB5.3 Rev1.7 for temperatur og fugtighed.

Der blev ikke observeret en forskel i forsteerkningsstatus, da standardtemperaturen
for hvert varmeafhaengigt trin blev forgget med 4° C eller reduceret med 4° C ved
sammenligning med standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30 Test. De hgjeste
kvalitetsklassificeringer blev observeret ved standard-temperaturer, og disse temperaturer
anbefales.

Der blev ikke observeret en forskel i forsteerkningsstatus, da den varmeinducerede
epitopgendannelsestid (HIER) blev udfert for 20 og 30 minutter ved 97 °C med BOND ER1-
oplgsning ved sammenligning med standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30
Test. De hgjeste kvalitetsklassificeringer blev observeret ved standardtiden 25 minutter, og
denne inkubationstid anbefales.

Der blev ikke observeret en forskel i forsteerkningsstatus, da den enzyminducerede
epitopgendannelsestid (EIER) blev udfert for 15 og 35 minutter ved 37 °C ved
sammenligning med standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30 Test. De
hgjeste kvalitetsklassificeringer blev observeret ved standardtiden 25 minutter, og denne
inkubationstid anbefales.

Der blev ikke observeret en forskel i forsteerkningsstatus, da enzymkoncentrationen
for den enzyminducerede epitopgendannelse (EIER) blev udfert med forhold mellem
enzymkoncentrat/enzymfortynder pa 1:200 og 1:500 ved hjeelp af standardprotokollen Leica
HER2 FISH System - 30 Test protocol. De hgjeste kvalitetsklassificeringer blev observeret
ved standardkoncentrationen 1:300, og denne fortynding anbefales..

Der blev ikke observeret en forskel i forsteerkningsstatus, da denatureringstiden blev udfgrt
for 5 og 15 minutter ved sammenligning med standardprotokollen for Leica HER2 FISH
System - 30 Test. De hgjeste kvalitetsklassificeringer blev observeret ved standardtiden pa
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10 minutter, og denne denatureringstid anbefales.

» Der blev ikke observeret en forskel i forstaerkningsstatus, da hybridiseringstiden blev udfart
for 9 timer og 15 timer ved sammenligning med standardprotokollen for Leica HER2 FISH
System - 30 Test. De hgjeste kvalitetsklassificeringer blev observeret ved standardtiden pa
12 timer, og denne hybridiseringstid anbefales.

» Der blev ikke observeret en forskel i forstaerkningsstatus, da vasketiden efter hybridisering
blev udfert for 2, 5 og 7 minutter ved sammenligning med standardprotokollen for Leica
HER2 FISH System - 30 Test . De hgjeste kvalitetsklassificeringer blev observeret ved
standardtiden 4 minutter, og denne vasketid efter hybridisering anbefales.

» Der blev ikke observeret en forskel i forsteerkningsstatus, da Leica HER2 FISH System - 30
Test blev udfert ved 28 °C og 30 % relativ fugtighed og 16 °C og 80 % relativ fugtighed ved
sammenligning med standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30 Test udfert ved
rumtemperatur.

Handlinger udfgrt uden for de anbefalede parametre for testens afpravede robusthed er ikke

valideret. Brug af andre testparametre kan medfgre, at testen bliver ugyldig.

Ovenstaende tekst beskriver de testede tilstande og resultaterne af unders@gelsen. Bemzerk,

at Leica ikke testede alle teenkelige tilstandskombinationer og frarader at bruge ikke-

standardomrader for alle tilstande. Standardprotokollen (Leica HER2 FISH Staining Protocol)

fremgar af tabel 2.
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Fejlfinding

Problem

Sandsynlig arsag

Afhjeelpning

Intet eller svagt
fluorescens-
signal/farvning

Utilstraekkelig fiksering eller
behandling af testprove

Serg for, at der bruges formalinbaserede
fiksativer, og at behandlingsskemaerne er
egnede til den prove, der testes.

Leica HER2 FISH System
- 30 Test anvendes efter
udlgbsdatoen

Serg for, at Leica HER2 FISH System - 30
Test anvendes for den angivne udlgbsdato.

Forkert protokolvalg

Serg for, at *FISH Protocol A er valgt
som standard i farvningsprotokolfeltet i
dialogboksen Add slide.

Utilstraekkelig dispensering af
reagens

Serg for, at alle BOND-reagenser er blevet
allokeret til de rigtige beholdere og
placeret korrekt pa instrumentet.

Utilstraekkelig
deparafinisering af objektglas

Serg for, at tilstanden *Dewax er valgt i
feltet Preparation i dialogboksen Tilfgj slide.

Ukorrekt forbehandling

Serg for, at standardprotokollerne for
forbehandling (HIER og Enzymatic
Digestion) veelges.

Juster protokollen for forbehandling (HIER
eller Enzymatic Digestion), hvis det er
ngdvendigt.

Utilstraekkelig denaturering

Serg for, at der veelges korrekt
standarddenaturering *D10.

Utilstraekkelig hybridisering

Serg for, at der veelges korrekt
standardhybridisering *H12.

Forlaeng hybridiseringstiden, hvis det er
nedvendigt.

Overfledig vask efter
hybridisering.

Reducer inkuberingstiden for vask efter
hybridisering.

Kerslen blev afbrudt, for den
var feerdig

Bekraeft ved hjaelp af BOND-softwaren, at
der er rapporterbare fejl til stede under
farvningskerslen, og folg anvisningerne i
BOND-softwaren.

Forkert udstyr til
fluorescensmikroskopi

. Forkert filtersaet
. Forkert lampe

. Lampe med udlgbet
holdbarhed

. Forkert olietype

Serg for, at al udstyr til
fluorescensmikroskopi, der anvendes,
er egnet til den test, der udferes, ved at
kontrollere felgende:

. Korrekt filtersaet
. Korrekt lampe
. God lampestyrke

. Korrekt olie til brug til
olieimmersionsmikroskopi

Overeksponering med UV-lys
(fotoblegning)

Opbevar objektglassene merkt for og efter

vurderingen for at bevare de fluorescerende
signaler. Signalet kan bevares i leengere tid

ved -20 °C.
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Problem Sandsynlig arsag Afhjeelpning

Ikke-specifik Utilstraekkelig vask efter Forgg inkuberingstiden for vask efter
fluorescerende hybridisering. hybridisering.

ignal/farvning af

Egggrﬁzzjvenr:ng a Utilstraekkelig dispensering af | Serg for, at alle BOND-reagenser er blevet

reagens

allokeret til de rigtige beholdere og
placeret korrekt pa instrumentet.

Utilstraekkelig
deparafinisering af objektglas

Serg for, at Dewax er valgt i feltet
Preparation i dialogboksen Tilfgj slide.

Uspecifik krydsreaktion med
omrader med vaevsnekrose

Serg for, at der bruges formalinbaserede
fiksativer, og at behandlingsskemaerne er
egnede til den prove, der testes. Test om
muligt tilfeeldet igen ved hjeelp af en anden
blok. Hvis detikke er muligt, skal du foretage
vurderingen sammen med et tilsvarende
hamatoxylin- og eosin-farvet (H&E) snit

og vaelge de omrader, der viser de bedste
fikseringsmenstre.

Sektioner fastgjort til
objektglas med alternative
klaebemidler

Brug BOND Plus Slides (521.2113).

Ringe bevaring af
vaevsmorfologi

Utilstraekkelig fiksering og
behandling af veev

Serg for, at der bruges formalinbaserede
fiksativer, og at behandlingsskemaerne er
egnede til den prove, der testes. Test om
muligt tilfeeldet igen ved hjaelp af en anden
blok. Hvis det ikke er muligt, skal du foretage
vurderingen sammen med et tilsvarende
haematoxylin- og eosin-farvet (H&E) snit

og vaelge de omrader, der viser de bedste
fikseringsmenstre.

Ukorrekt forbehandling

Juster protokollen for forbehandling (HIER
eller Enzymatic Digestion).

Vaevet har lgsnet
sig fra patient/
kontrol-objektglas

Brug af forket type objektglas
eller utilstreekkelig draening
af snit

Brug korrekte objektglas til patient/
kontrol-snit (f.eks. BOND Plus Slides
$21.2113). Serg for, at objektglassene
dreenes tilstraekkeligt og inkuberes i 1 time
ved 60 °C.

Tabel 7. Leica HER2 FISH System - 30 Test fejlsegningsguide.

Hvis der opstar problemer med Leica HER2 FISH System - 30 Test, som falder uden for
fejlfindingsguiden, skal du kontakte din lokale Leica Biosystems-serviceafdeling eller -forhandler

for at fa hjeelp.
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Licensaftale

Dette produkt omfatter PathVysion FISH-prober fra Abbott Molecular Inc.

PathVysion, LS| og CEP er et varemzerke, der tilhgrer Abbott Molecular Inc. Alle rettigheder
forbeholdes. Anvendes under licens.
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Herceptin er et varemaerke, der tilhgrer Genentech, Inc. og F. Hoffmann-La Roche Ltd.
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