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Leica HER2 FISH System - 30 Test
Bruksanvisning

Brukes i Leica Biosystems BOND-MAX and BOND-III system.

TA9217 er et produkt for fluorescens in situ hybridisering som er utviklet for & farge 30 tester
(30 objektglass farget med LS| HER2/CEP17 Dual Probe).
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Tiltenkt bruk

Til in vitro-diagnostisk bruk

Leica HER2 FISH System - 30 Test er utviklet for & pavise amplifisering av HER2/neu-genet
via fluorescens in situ hybridisering (FISH) i formalinfikserte, parafininnstepte vevspraver av
brystkreft hos mennesker og adenokarsinomer i magen (inkludert gastrogsofagal overgang).
Leica HER2 FISH System - 30 Test er et hjelpemiddel for & bedgmme pasienter som
vurderes & behandles med Herceptin® (trastuzumab) (se pakningsvedlegget til Herceptin ).
Leica HER2 FISH System - 30 Test er ikke beregnet for screening eller diagnostisering av
brystkreft. All annen klinisk informasjon, som tumorsterrelse, antall involverte lymfeknuter og
steroidreseptorstatus, skal ogsa tas med i betraktningen. Det skal ikke tas beslutninger om
behandling av brystkreftpasienter kun pa bakgrunn av HER2-genets amplifiseringsstatus.

Merk: Alle pasientene i de kliniske Herceptin-forsgkene ble valgt ut med en undersgkende
immuncytokjemisk, klinisk forsgksanalyse (CTA). Ingen av pasientene i disse undersgkelsene
ble valgt ut ved hjelp av Leica HER2 FISH System - 30 Test. Leica HER2 FISH System - 30
Test har blitt sammenlignet med analysen Abbott Molecular PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit
pa et uavhengig provesett, og har gitt akseptable konkordansresultater, som vist i den kliniske
konkordansoppsummeringen. Den faktiske korrelasjonen av resultatene fra Leica HER2 FISH
System - 30 Test i forhold til det kliniske utfallet er ikke avklart.

Alle pasientene i de kliniske Herceptin-undersgkelsene av fremskreden magekreft (ToGA)
ble valgt ut ved hjelp av Dako HercepTest. Ingen av pasientene i disse undersgkelsene ble
valgt ut ved hjelp av Leica HER2 FISH System - 30 Test. Leica HER2 FISH System - 30 Test
har blitt sammenlignet med analysen Abbott Molecular PathVysion* HER-2 DNA Probe Kit pa
et uavhengig prevesett, og har gitt akseptable konkordansresultater, som vist i den kliniske
konkordansoppsummeringen. Den faktiske korrelasjonen av resultatene fra Leica HER2 FISH
System - 30 Test i forhold til det kliniske utfallet er ikke avklart.

* Herceptin® er et varemerke som tilherer Genentech, Inc. og F. Hoffmann-La Roche Ltd. PathVysion®er et varemerke som

tilharer Abbott Molecular Inc. Med enerett. Brukes med lisens.

Nodvendig opplaering

Leica Biosystems sgrger for oppleering i klargjering av praver, analyseprosedyre og tolkning av
FISH-testing av HER2-genet for alle brukere.

Oppsummering og forklaring

Bakgrunn

HER2-genet, ogsa kjent som "neu" eller "c-erbB2", er plassert pa den lange armen til kromosom
17 i posisjonen 17q11-12 (1). Det er vist at bade HER2-genet og dets 185 kD-kodede protein
spiller en viktig rolle i malign transformasjon og tumorprogresjon i brystkreft (2).

HER2 fungerer som en prognostisk marker hvor genamplifisering og overuttrykk av protein
knyttes til gkt sykdomstilbakefall og heyere dgdelighet. HER2 fungerer ogséd som en prediktiv
marker for utvalgt systemisk kjemoterapi og malrettede behandlinger (3). Det har vist seg at
amplifisering av HER2-genet er en indikator for darlige prognoser for nodepositiv brystkreft
(4-8). En studie indikerer dessuten at den prognostiske verdien av HER2 er sterkere hos
pasienter som behandles med kjemoterapi (7). Man skal likevel ta hensyn til andre etablerte
prognostiske faktorer, som tumorstgrrelse, antall positive lymfeknuter og steroidreseptorstatus,
for & kunne forutse muligheten for sykdomsfri og total overlevelse hos den enkelte pasient.

Overuttrykk av HER2-onkoprotein som resultat av genamplifisering funnet i brystkreftceller,
antyder at HER2 kan vaere mal for en antistoff-basert terapi (3) - mens resultater fra ToGA-
undersgkelsen klart indikerer at bruken av Herceptin ved magekreft ved siden av kjemoterapi er
en effektiv behandling som gker sannsynligheten for overlevelse ved HER2-positiv magekreft
(9). Det er pavist at Herceptin (trastuzumab), et humanisert monoklonalt antistoff (10) som binder
seg med hgy affinitet til HER2-onkoproteinet, hemmer spredningen av humane tumorceller som
overuttrykker HER2-onkoproteinet, bade in vitro og in vivo (11-13). Etter at Herceptin ble utviklet,
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har pavisning av bade HER2-genet og -proteinet blitt sveert viktige verktgyer i bedemmelsen av
brystkreftsvulster. De er til hjelp bade ved valg av terapiform og etterfalgende pasienthandtering
(14,15).

FISH er blitt brukt for & vise amplifisering av HER2-genet bade i interfase- og metafaseceller fra
cellelinjer med humane brystkarsinomer (16-19). Ved kvantifisering av HER2-genamplifisering
vurderer FISH nivaet av HER2-genamplifiseringen direkte i tumorcellene. Vevets karakteristiske
morfologi og den romlige fordelingen av onkogene kopier i individuelle, udyrkede, primeere
brystkarsinomer opprettholdes. Avvik i antall kopier av kromosom 17 (aneusomi) finnes
ogsa ofte i brystkreftsvulster. De kan forekomme som reduksjon eller gkning (polysomi) av
antall kromosomer. Denne kromosomvariasjonen har avgjgrende betydning for tolkningen
og rapporteringen av HER2-genets amplifiseringsstatus. Det er derfor sveert viktig & male
kopinummeret av kromosom 17 sammen med HER2 (4).

Leica HER2 FISH System - 30 Test inneholder DNA-proben LSI HER2, en direktemerket
SpectrumOrange™ fluorescent DNA-probe pa 226 Kb som er beregnet spesifikt for HER2-
genlocus (17911.2-q12), og CEP17 DNA-proben, en direktemerket SpectrumGreen™
fluorescent DNA-probe pa 5,4 Kb som er beregnet spesifikt for alfasatellitt-DNA-sekvensen i det
sentromeriske omradet av kromosom 17 (17p11.1-q11.1). Probelgsningen er spesielt utformet
og godkjent for bruk pa BOND-MAX og BOND-III System, og skal ikke modifiseres eller brukes
i manuell sammenheng.

Oppsummering av klinisk konkordans, BOND-MAX System

Leica HER2 FISH System - 30 Test ble utviklet for a gi et helautomatisk alternativ til gjeldende
metoder som benyttes for a fastsette HER2-genets amplifiseringsstatus. Ytelsen til Leica
HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System ble evaluert i en uavhengig studie
som sammenlignet resultatene fra Leica HER2 FISH System - 30 Test og Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay op 300 brystkreftprgver og 109 adenokarsinomer i
magen (inkludert gastrogsofagal overgang). Ingen av disse tumorprgvene stammet fra pasienter
i de kliniske Herceptin-studiene. Resultatene pa brystvev viste 99,33 % konkordans i en 2x2-
analyse (95 %-konfidensintervaller pa 97,61-99,92 %). Resultatene pa adenokarsinomer i
magen (inkludert gastrogsofagal overgangsvev) viste 98,17 % konkordans i en 2x2-analyse
(95 %-konfidensintervaller pa 93,53-99,78 %). Konkordansdataene viser ogsa at det er sveert
sannsynlig at et positivt resultat med Leica HER2 FISH System - 30 Test samsvarer med et
positivt resultat av analysering med Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Leica
HER2 FISH System - 30 Test tolkes som negativ for HER2-genamplifisering nar HER2:CEP17-
genforholdet er mindre enn 2,0, og positiv nar HER2:CEP17-genforholdet er hayere enn eller
lik 2,0. Tvetydige resultater (grensetilfeller) hvor HER2:CEP17-genforholdet er mellom eller lik
1,8-2,2, skal tolkes med varsomhet. Tell 20 kjerner til og beregn forholdet pa nytt.

Oppsummering av klinisk konkordans, BOND-IIl System

Leica HER2 FISH System - 30 Test ble utviklet for & gi et helautomatisk alternativ til gjeldende
metoder som benyttes for a fastsette HER2-genets amplifiseringsstatus. Ytelsen til Leica HER2
FISH System - 30 Test pa BOND-III System ble evaluerti en uavhengig studie som sammenlignet
resultatene fra Leica HER2 FISH System - 30 Test og Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit Assay pa 300 brystkreftprgver. Ingen av disse tumorprgvene stammet fra pasienter
i de kliniske Herceptin-studiene. Resultatene viste 99,67 % konkordans i en 2x2-analyse
(95 %-konfidensintervaller pa 98,16-99,99 %). Konkordansdataene viser ogsa at det er sveert
sannsynlig at et positivt resultat med Leica HER2 FISH System - 30 Test samsvarer med et
positivt resultat av analysering med Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Leica
HER2 FISH System - 30 Test tolkes som negativ for HER2-genamplifisering nar HER2:CEP17-
genforholdet er mindre enn 2,0, og positiv nar HER2:CEP17-genforholdet er hayere enn eller
lik 2,0. Tvetydige resultater (grensetilfeller) hvor HER2:CEP17-genforholdet er mellom eller lik
1,8-2,2, skal tolkes med varsomhet. Tell 20 kjerner til og beregn forholdet pa nytt.
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Prosedyreprinsipp

Leica HER2 FISH System - 30 Test inneholder komponenter som trengs for & utfere en
fargingsprosedyre basert pa fluorescens in situ-hybridisering for formalinfiksert, parafininnstegpt
vev. Etter hensiktsmessig forbehandling, inkubering med bruksklar LS| HER2/CEP17 Dual
Probe og korrekt stringensvask, dehydreres vevssnittene og monteres med DAPI. Resultatene
tolkes ved hjelp av fluorescensmikroskopi med anbefalte filtre og riktige balgelengder.

Leica HER2 FISH System - 30 Test skal bare brukes pa BOND-MAX and BOND-III System.

Medfalgende komponenter
Materialene nedenfor (tabell 1) er tilstrekkelig for & farge 30 tester (30 objektglass farget med
LS| HER2/CEP17 Dual Probe).

LSI HER2/CEP17 Probe Inneholder bruksklar LSI HER2/CEP17 Dual Probe.

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

Post Hybridization Wash 2 Inneholder bruksklar lasning for posthybridiseringsvask.
9ml Inneholder < 50 % (v/v) formamid.

BOND Enzyme Concentrate 2 Inneholder Proteinase K-lgsning pa 1,7 mg/ml.

1ml

BOND Enzyme Diluent Inneholder enzymfortynner.

65 ml

BOND Open Container BOND Open Container brukt til Enzyme 5.
3x7ml

Tabell 1: Komponentene i Leica HER2 FISH System - 30 Test

Mer produktsikkerhetsinformasjon finnes i egne sikkerhetsdatablader, som er tilgjengelige pa
nettsiden www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU.

Retningslinjer for bruk

Alle leverte reagenser er sammensatt spesifikt for & brukes sammen med denne analysen, og
partinumrene er spesifikke for hvert Leica HER2 FISH System - 30 Test. For at analysen skal
veere gyldig, skal det ikke foretas utskiftninger.

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevares ved 2—-8 °C. Skal ikke fryses. Returneres til 2—8 °C umiddelbart etter bruk. Analysen
er ugyldig hvis disse betingelsene ikke oppfylles. Forviss deg om at Leica HER2 FISH System
- 30 Test brukes innen den angitte utlgpsdatoen. Tegn som indikerer kontaminering og/eller
ustabilitet i Leica HER2 FISH System - 30 Test: Igsningenes turbiditet (unntatt probelgsningen)
og luktutvikling. Brukeren skal kontrollere om oppbevaringsforholdene avviker fra det som er
spesifisert ovenfor.

Klargjering av prover

Standardmetoder for vevsbehandling skal benyttes for alle prgver (20). Det anbefales at
vevet klargjeres i formalinbaserte fiksativer, behandles rutinemessig og stgpes inn i parafin.
For eksempel bgr prever tas ut i en tykkelse pa 3—4 mm og fikseres i 18-24 timer i 10 %
ngytralbufret formalin. Vevet skal deretter dehydreres i en alkoholserie, renses med xylen
og deretter impregneres med smeltet parafinvoks (temperaturen skal ikke overstige 60 °C).
Vevsprgvene skal skjaeres i snitt mellom 4—6 um.

Vevssnitt som er montert pa ladede objektglass (BOND Plus Slides - Produktkode S21.2113
eller Apex BOND Slides - Produktkode 3800040), kan oppbevares i inntil 12 maneder ved
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2-8 °C for farging. Etter snitting er det anbefalt at objektglassene inkuberes ved 60 °C i en
time. Fargede snitt bar lagres ved -20 °C for & bevare de fluorescerende signalene og forhindre
blekning. La oppbevarte objektglass oppna romtemperatur far du leser dem av.

Advarsler og forholdsregler

Skal kun brukes av fagpersoner.

En eller flere av produktkomponentene er skadelig(e) og kan forarsake fosterskader.

Personer under 18 ar har i prinsippet ikke tillatelse til & arbeide med dette produktet. Brukerne
skal fa grundig oppleering i riktig arbeidsprosedyre, produktets farlige egenskaper samt
ngdvendige sikkerhetsinstruksjoner.

Prover (for og etter fiksering) og alt materiale som eksponeres for dem, skal behandles som
potensielt smittefarlig og avhendes i samsvar med aktuelle forholdsregler.

Hold aldri pipetter med reagens i munnen, og unnga at hud og slimhinner kommer i kontakt med
reagenser og prgver. Hvis reagenser eller prgver kommer i kontakt med falsomme omrader,
skal de skylles med rikelig vann. Kontakt lege. Fglg nasjonale og lokale forskrifter for avhending
av komponenter som kan veere giftige.

Reduser mikrobiell kontaminering av reagensene til et minimum, ellers kan det forekomme okt
uspesifisert farging.

Prosedyre

A. Nodvendige reagenser som ikke falger med
+ BOND Dewax Solution (AR9222)
» BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)
« Standardlgsninger brukt i analyser basert pa fluorescens in situ hybridisering (f.eks.
etanol; ren og utblandet)
» Destillert eller avionisert vann
» DAPI-motfarge
* Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)
* BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Nodvendig utstyr som ikke falger med

* Pipetter (malekapasitet: 1-20 pl og 100-1000 pl)

» Ladede objektglass (BOND Plus Slides - Produktkode S21.2113 eller Apex BOND
Slides - Produktkode 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)

» Dekkglass

*  Tarkeovn (som kan holde 60 °C)

* Fluorescensmikroskop (60—100x objektiv) med egnet lyskilde. Noter hvor mange timer
peeren har veert i bruk, og skift den fgr det angitte timeantallet overskrides. Forviss deg
om at lampen er justert riktig.

+ Korrekt fluorescensfiltersett (SpectrumOrange™ - eksitasjonstopp ved 559 nm,
emisjonstopp ved 588 nm, SpectrumGreen™ — eksitasjonstopp ved 497 nm, emisjonstopp
ved 524 nm og DAPI — eksitasjonstopp ved 367 nm, emisjonstopp ved 452 nm).
Multibandpassfiltersett til fluorescensmikroskop optimert for bruk med Leica HER2 FISH
System - 30 Test er tilgjengelig for de fleste mikroskopmodeller. Det anbefalte filtersettet
for Leica HER2 FISH System - 30 Test er DAPI/9-Orange dobbelt bandpass, DAPI/Green
dobbelt bandpass, Green/Orange(V.2) dobbelt bandpass og DAPI/Green/Orange (V.2)
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trippelt bandpass.

C. Metodikk

* For denne metodikken anvendes, skal brukerne ha fatt relevant opplaering i
automatisert in situ-fluorescensteknikk.

* Hvert testsnitt som er farget med LS| HER2/CEP17 Dual Probe, gjgr det mulig & foreta
samme celleanalyse av bade HER2- og sentromeriske kromosom 17-signaler. Forholdet
mellom antall HER2- og kromosom 17-signaler gjer det deretter mulig & gi preven
en kvantitativ verdi, som viser et negativt (ikke amplifisert) eller positivt (amplifisert)
resultat. Tvetydige resultater (grensetilfeller) (1,8-2,2) skal tolkes med varsomhet. Tell
20 kjerner til og beregn forholdet pa nytt.

D. Forbehandling med BOND-Enzyme
For fargingen skal du tynne ut BOND Enzyme Concentrate 2 (medfalger) til 1:300 med
BOND Enzyme Diluent (medfalger) i en BOND Open Containers (medfelger). Eksempel:
For & farge 10 objektglass forberedes 3 ml arbeidsenzymilgsning ved & tynne ut 10 pl
BOND Enzyme Concentrate 2 i 2990 pyl BOND Enzyme Diluent. Det anbefales at enzymet
gjeres klart rett for hver fargekjoring og at det brukes minst 900 pl per kjgring.

E. Standard fargingsprotokoll
Det anbefales at Leica HER2 FISH System - 30 Test brukes med den anbefalte
standardprotokollen for farging, som vist i tabell 2 nedenfor.

Protokolitype Protokollnavn

Farging *FISH Protocol A
Klargjering *Dewax

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

Hybridisering *ISH Hybridization (12Hr)

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

F. Prosedyretrinn

Disse instruksjonene skal leses sammen med brukerhandboken for BOND-MAX and BOND-
IIl System. Det skal brukes en ny BOND Universal Covertile for hvert objektglass.
Bruken av BOND Universal Covertiles som allerede har veert brukt ved enten
immunhistokjemisk farging eller in situ hybridisering-farging, er ikke godkjent for denne testen.
1. Serg for at beholderne for bulk- og spesialavfall p4 BOND-MAX and BOND-III System
har tilstrekkelig kapasitet til & utfare fargekjgringene som trengs.

2. Sorg for at det er nok alkohol, destillert eller avionisert vann, BOND Dewax Solution,
BOND Epitope Retrieval Solution 1 og BOND Wash Solution i beholderne med
bulkreagens slik at de ngdvendige fargekjaringene kan utfgres.

. Forviss deg om at det er montert en ren BOND Mixing Station.

. Sla pa BOND-MAX and BOND-III System.

Sla pa PC-en som er koblet tiil BOND-MAX and BOND-III System.
. Apne BOND-programvaren.

. Hvis Leica HER2 FISH System - 30 Test settet er nytt, skanner du reagensbrettets
strekkode med den handholdte skanneren, slik at systemet registreres i BONDs
reagensliste (kun enkle strekkoder).

8. Klargjgr BOND Enzyme 5 i BOND Open Container (medfglger) ved en fortynning pa
1:300. Eksempel: For 10 objektglass tilsetter du 10 yl BOND Enzyme Concentrate 2 til

No oA w
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12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.
24.

25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

2990 pl BOND Enzyme Diluent.

. Skann inn BOND Open Container (medfelger) og registrer den som Bond Enzyme 5.
10.
1.

Ga til skjermbildet for objektglassinnstillinger og klikk pa Add case.

Legg inn opplysningene for det forste tilfellet. Forviss deg om at doseringsvolumet er
satt til 150 pl og at prepareringsprotokollen er *Dewax. Klikk pa OK.

Nar det aktuelle elementet er uthevet i innstillingsskjermbildet, klikker du pa Add slide.
Legg farst til pasientens testobjektglass. Kontroller at vevstypen er satt til Test tissue.
Velg fargemodusen Single.

Velg prosessen ISH.

Velg *LSI HER2/CEP17 Dual Probe - 30 Test fra probelisten. Protokollfanen er
forhandsinnstilt til & ga til riktig fargeprotokoll (*FISH Protocol A), HIER-protokoll (*HIER
25 min with ER1 (97)), EIER-protokoll (*Enzyme 5 for 25 min), denaturering (*D10) og
hybridisering (*ISH Hybridization (12Hr)).

Gjenta trinn 10-16 til du har opprettet pasientens test- og kontrollobjektglass (Leica HER2
FISH-kontrollobjektglass og/eller interne kontroller). Skriv ut objektglassetikettene.

Merk objektglassene med riktige etiketter.

Apne lokkene til alle Leica HER2 FISH System - 30 Test beholderne og sett reagensbrettet
i BOND-MAX and BOND-III System.

Legg nye Covertiles pa hvert objektglass.

Sett brettet med objektglass i BOND-MAX and BOND-III System og trykk pa Load/
Unload-knappen.

Bekreft at objektglassene har blitt skannet, og klikk pa Run (Play)-knappen i
systemstatusskjermbildet for & starte kjgringen umiddelbart (for Leica HER2 FISH
System - 30 Test anbefales det at denne analysen kjgres over natten ved hjelp av
funksjonen for forsinket start).

Kontroller at brettindikatoren viser Proc (OK) og at batchnummeret og sluttiden vises.

Nar kjgringen er ferdig, trykker du pa Load/Unload-knappen og tar objektglassbrettet ut
av BOND-MAX and BOND-III System.

Fjern Covertiles og skyll objektglassene i avionisert vann.
Dehydrer dem raskt i to omganger med alkohol og la dem Iufttarke.
Hell 20 pl DAPI direkte pa preven.

Legg pa dekkglass og la lgsningen spre seg helt ut. Pass pa a fierne eventuelle
luftbobler.

Forsegl kanten av dekkglasset med neglelakk eller lignende.

La objektglassene ligge merkt for & fremme signalutviklingen fgr du ser pa dem under
fluorescensmikroskopet.

De fargede objektglassene skal oppbevares ved -20 °C for a bevare signalintensiteten.

G. Oppbevaring av objektglass

Oppbevar fargede objektglass markt ved -20 °C. La objektglassene na romtemperatur for du
ser pa dem nar de hentes fra -20 °C.
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Vurdering og opptelling av signaler
Felg denne prosedyren for & vurdere signalkvaliteten og telle HER2- og CEP17-signalene:

1. Vurder ob-
jektglassets
kvalitet

- probens
signalintensitet

- bakgrunn

2. Gjenkjenn
malsigna-
lene

- vevsoversikt

- fokusdybde

A 4

1. Vurdering av objektglassets kvalitet

Evaluer kvaliteten til objektglasset ved hjelp av felgende kriterier:

» Probens signalintensitet: Signalene skal veere klare og lette & evaluere.
Signalene skal enten ha klare, kompakte, ovale former eller tradformede,
diffuse, ovale former.

+ Bakgrunn: Bakgrunnen skal veere relativt fri for fluorescerende partikler,
og skal fremsta som merk eller svart.

Se feilsgkingsoversikten (tabell 6) hvis noen av faktorene ovenfor ikke er

tilfredsstillende, og gjenta analysen ved behov.

3. Kjernenes
formalstjen-
lighet

- valg av kjerner

v

2. Gjenkjenning av malsignaler

Kontroller at riktige filtre brukes til analysen:

« Vevsoversikt: Hybridiseringssignaler skal bare telles blant invasive
kreftceller. Kreftceller kan vanligvis skilles fra normale celler ut fra
storrelsen: De er oftest sterre enn normale celler, lymfocytter og
epitelceller. Identifiser og velg malomrader etter H & E-farging, og merk
disse omradene pa dekkglasset etter at FISH-analysen er gjennomfaort.

Fokusdybde: Juster fokusdybden for & fastsla fokalplanets dybde,
og gjer deg kjent med formen og sterrelsen til malsignalene samt stgy
(restmaterialer).

4. Signalopptel-
ling
- tumoroversikt

- telling

A 4

3. Kjernenes formalstjenlighet
Kontroller det hybridiserte omradet med et 20X-objektiv:

« Valg av kjerner: Finn onsket malomrade (kreftceller identifisert vha.
H & E-farging). Unnga omrader hvor kjernenes avgrensninger er utydelige
eller cellene er nekrotiske.

Signaler med svak intensitet og uspesifikk, steyende bakgrunn eller
utilstrekkelig motfarge til & kunne fastsette avgrensningen av kjernen, skal
ogsa ignoreres. Bare kjerner med klart avgrensende signaler skal telles.
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. Signalopptelling

Tumoroversikt: Skann flere omrader av kreftceller for & ta heyde for
eventuell heterogenitet. Bruk et 40X-objektiv. Unnga omrader hvor
signalene er svake, og velg et omrade med god kjernefordeling.

Telling: Begynn analysen i gvre, venstre kvadrant av det valgte
omradet. Skann fra venstre mot heyre og tell antall signaler innen
kjerneavgrensningen. Bruk et 100X-objektiv og falg veiledningen nedenfor
og i figur 1.

Finn alle signalene i kjernen ved & fokusere opp og ned (Z-aksen).

Hvis to signaler har samme starrelse og avstanden mellom dem er lik eller
mindre enn signalets diameter, skal de regnes som ett signal.

Kjerner uten signaler eller med signaler med bare én farge skal ikke
medregnes. Ta bare kjerner som har ett eller flere FISH-signaler i hver
farge med i tellingen.

Tell antall HER2-signaler og antall CEP17-signaler for hver kjerne. Skift
mellom oransje (HER2), grent (CEP17), grent/oransje og DAPIl/grgnt/
oransije filtersett for & se begge fargene etter behov.
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Anbefalt metode for a fastsette forholdet mellom LSI HER2 og CEP17

Bruk felgende metode for & fastsette forholdet mellom LS| HER2 og CEP17:

1. Registrer og fastsett antall LS| HER2- og CEP17-signaler i 20 kjerner (se figur 2,
Telleskjema for Leica HER2 FISH System - 30 Test , nedenfor).

2. Legg sammen alle LSI HERZ2-signalene. Dette representerer det totale antallet
LS| HER2-signaler i tellingen, f.eks. 143.

3. Legg sammen alle CEP17-signalene. Dette representerer det totale antallet CEP17-signaler
i tellingen, f.eks. 48.

4. Bruk denne formelen for & regne ut det endelige resultatet: Totalt antall LS| HER2-signaler
dividert pa totalt antall CEP17-signaler. Eksempel: 143/48 gir et forholdstall pa 2,98, som er
positivt for HER2-genamplifisering.
NB: Hvis forholdet mellom LSI HER2 og CEP17 er usikkert (1,80-2,20), skal du telle
20 kjerner til og beregne forholdet pa nytt.
Resultatene skal rapporteres pa denne maten:

1. Huvis forholdstallet er <2, ble det ikke observert HER2-genamplifisering.

2. Huvis forholdstallet er 22, ble det observert HER2-genamplifisering.

NB: Forholdstall som er lik eller nar grensen (1,80-2,20), skal tolkes med forsiktighet
(som beskrevet ovenfor).
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Leica HER2 FISH System - 30 Test Tolkningsveiledning

Telles som 2 oransje signaler og 1 grent signal.

Telles ikke. Kjerner uten signaler eller med signaler med bare 1
farge skal ikke medregnes. Ta bare kjerner som har ett eller flere
FISH-signaler i hver farge med i tellingen.

Telles som 1 oransje signal og 2 grenne signaler.

Telles som 3 oransje signaler og 2 gronne signaler.

Telles som 5 oransje signaler og 4 grenne signaler. 1 oransje
signal er diffust, og 1 grent signal er diffust.

Telles som 4 oransje signaler og 2 grenne signaler. 1 oransje sig-
nal er diffust. Hvis 2 signaler har samme starrelse og avstanden
mellom dem er lik eller mindre enn signalets diameter, skal de
regnes som ett signal.

Telles som 5 oransje signaler og 3 grenne signaler. 1 oransje
signal er diffust.

Telles som 2 oransje signaler og 2 grenne signaler. 1 oransje
signal og 1 grent signal overlapper hverandre.

Telles ikke. Kjernene overlapper hverandre. Det er for vanskelig
4sii hvilken kjerne signalene er.

Telles som ca. 16 oransje signaler og 2 grenne signaler.

Figur 1: Tolkningsveiledning
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Telleskjema for Leica HER2 FISH System - 30 Test

Signaltelling for 20 kjerner

Kjerne nr.

Antall HER2-
kopier

Antall
CEP17-
kopier

Kjerne nr.

Antall HER2-
kopier

Antall CEP17-

kopier

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

Forholdstall for amplifisering,

HER2:CEP17

Totalsum 1-20

Gjennomsnitt per celle

Figur 2: Telleskjema for prover
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Automatisert Ariol-metode for HER2 FISH-bestemmelse

Bruken av det digitale poengberegningsprogrammet Ariol PathVysion® som et hjelpemiddel i
tolkning ble uavhengig validert pa en rekke prgver som ble brukt med Leica HER2 FISH System.
Det digitale poengberegningsprogrammet Ariol PathVysion er ment for in vitro-diagnostisk bruk
nar det brukes med Leica HER2 FISH System. Nar det brukes med Leica HER2 FISH System
skal Ariol PathVysion-programmet kalibreres for bruk med objektglass for vevskontroll, ikke
Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123).

Alle diagnostiske avgjorelser tas av den kvalifiserte klinikeren.

For mer informasjon, kan du se Ariol-bruksanvisningen.

Kvalitetskontroll

Bruk av kontrollobjektglass

Det anbefales at et kontrollobjektglass av typen Leica HER2 FISH Control Slide brukes i hver
testkjering for & overvake analysens funksjonalitet og bedemme signalopptellingens nayaktighet.
Kontrollobjektglass skal kjgres for hver fargebatch pa BOND-MAX and BOND-III System og med
hvert nytt reagensparti. Den enkelte bruker kan dessuten velge a bruke eget kontrollmateriale.
Vurder kontrollobjektglassets kvalitet og utfer signalopptellingen i henhold til instruksjonene i
avsnittet Vurdering og opptelling av signaler. Kriteriene for objektglassenes kvalitet skal vaere
oppfylt, og resultatet av HER2:CEP17-forholdet skal vaere innenfor det fastsatte omradet for
akseptabel testutfarelse. Akseptkriteriene for Leica HER2 FISH Control Slides finnes i tabell 3.

Cellelinje Bond Oracle | HER2- HER2:CEP17-akseptkriterier for Leica
HER2 IHC reseptorbelastning | HER2 FISH System - 30 Test
System-profil | per celle*

SKBr-3 3+ 4,3 x 10° HER2-amplifisering er observert.

MDA-MB-453 24 1,4 x 10° HER2/CEP17-genforholdet skal veere

mellom 1,5-2,5.
MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10* HER2-amplifisering er ikke observert.
MDA-MB-231 0 9,3x 103 HER2-amplifisering er ikke observert.

*HER2-reseptorbelastning, analyse som fastsatt gjennom flowcytometri.
Tabell 3: Tolkning av Leica HER2 FISH Control Slide.

Hvis analysekontrollene mislykkes, skal FISH-resultatene for det aktuelle tilfellet ikke rapporteres.
Hvis kontrollobjektglassene ikke oppfyller objektglassenes akseptkriterier, kan Leica HER2 FISH
System - 30 Test ha blitt utfert feil. | sa fall ma testen gjentas med nye kontrollobjektglass og
objektglass med vevsprgver fra pasienten. Hvis resultatet er utenfor det spesifiserte omradet og
kontrollobjektglassene oppfyller akseptkriteriene, kan det veere ngdvendig & gjenta screeningen
av det samme objektglasset ettersom opptellingen kan veere feil. Se feilsgkingsoversikten
(tabell 6) hvis det oppstar hybridiseringsfeil med enten vevsprgve- eller kontrollobjektglassene.

For kliniske praver er testen uten utfall hvis tolkningen av hybridiseringssignalene er vanskelig
og det ikke fins nok praver til & utfere en ny test. Testen er ogsa uten utfall hvis det er for fa
celler til & utfare analysen.

Pasientpraver skal kontrolleres i henhold til standard laboratorieprosedyrer. Signalkvaliteten og
opptellingsresultatene skal dokumenteres i et eget rapportskjema.
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Begrensninger

A. Generelle begrensninger

FISH er en teknikk som krever spesialoppleering i alle aspektene ved prosedyren (inkludert valg
av egnede reagenser, vey, fiksering, behandling og klargjering av objektglass) og tolkningen.
Fargingen av vevet avhenger av handteringen, fikseringen og behandlingen av vevet for det
farges. Feil fiksering, frysing, tining, vasking, terking, oppvarming, snitting eller kontaminering
med annet vev eller vaesker kan gi morfologiske artefakter, nedbryting av nukleinsyre,
bakgrunnsfluorescens eller falske negative resultater. Inkonsekvente resultater kan skyldes
variasjoner ved fiksering eller innstapningsmetoder eller iboende uregelmessigheter i vevet (21).
Overdreven eller ufullstendig motfarging kan ogsa gjere det vanskelig a tolke resultatene riktig.
Uspesifikk farging som resultat av ubunden probe, har et spredt, granulert utseende, og kan
ses ved eller langt i fra det forventede hybridiseringspunktet. Bruk intakte celler for & tolke
fargeresultatene. Nekrotiske eller degenererte celler kan farges uspesifikt (22). Uventet
FISH-farging eller fargevariasjoner kan skyldes endringer i uttrykksnivaene til de kodede
genene. Enhver endring i de forventede fargemgnstrene skal tolkes sammen med alle andre
diagnostiske undersgkelser. Tolkningen av fargingen skal kompletteres med morfologiske
studier og bruk av egnet kontrolimateriale, og skal evalueres av en kvalifisert patolog i lys av
pasientens kliniske historie og eventuelle andre diagnostiske tester.

Utfarelsen av analysen (dvs. vurdering av kontrolimaterialets relevans) og tolkningen av farging
og mangel pa sadan skal utfgres i et offisielt godkjent laboratorium med lisens under oppsyn
av en kvalifisert, erfaren patolog, som er ansvarlig for den helhetlige vurderingen av in situ-
hybridiseringsanalysen og tolkningen av den. Falske positive resultater i FISH kan skyldes
kryssreaksjoner mellom proben og andre nukleinsyresekvenser og/eller uspesifikk binding.
Egnede kontroller skal brukes og dokumenteres, og testene skal ta hensyn til alle relevante
utlepsdatoer.

Teknisk og tolkningsmessig variasjon kan ogsa forekomme nar FISH brukes pa materiale
avledet fra cellelinjer (23).

B. Produktspesifikke begrensninger

Dette produktet er ikke designet for bruk i andre DNA-baserte diagnoseanalyser.

Ikke erstatt Leica HER2 FISH System - 30 Test reagenser med andre komponenter, verken fra
Leica Biosystems eller andre produsenter. Dette vil gjgre analysen ugyldig. Brukeren mé& selv
godkjenne eventuelle avvik fra de anbefalte prosedyrene.

Det anbefales at det bare brukes vev som er fiksert pa formalinbaserte fiksativer i analysen.
Bruk av andre typer fiksativer kan gjgre analysen ugyldig.

Vevssnitt utenfor det anbefalte tykkelsesomradet godkjennes ikke. Bruk av andre snittykkelser
kan gjgre analysen ugyldig.

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

Denne studien undersgkte hvor egnet Leica HER2 FISH System - 30 Test er som hjelpemiddel
for & fastsette behandling med Herceptin (trastuzumab). Studien hadde som mal & undersgke
konkordansen mellom Leica HER2 FISH System - 30 Test og tidligere godkjent diagnostisk
utstyr, Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, som anses som “gullstandarden”
for denne analysen av brystvev. Akseptkriteriene for testen var at den nedre grensen for det
ensidige 95 %-konfidensintervallet er over 90 % mellom Leica HER2 FISH System - 30 Test
og det manuelle settet Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit mellom positive
(amplifiserte) og negative (ikke-amplifiserte) formalinfikserte, parafininnstepte (FFPE)
vevsprgver av invasiv brystkreft.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Bruksanvisning TA9217 EU-NO-CE-Rev_G 26/02/2020 Page 14 of 25

Norsk I



Norsk I

Studien ble utfert som en maskert evaluering av klinisk invasive brystkarsinomprgver pa tre
teststeder. Hvert teststed fikk utlevert arkiverte, formalinfikserte, parafininnstgpte blokker av
invasivt brystkarsinomvev med kjente uttrykksnivaer for HER2-onkoprotein. En gruppe pa
300 prgver med 75, 0/1+ tidligere karakteriserte IHC-tilfeller, 150, 2+ tidligere karakteriserte
IHC-tilfeller og 75, 3+ tidligere karakteriserte IHC-tilfeller ble valgt og fordelt likt mellom de tre
teststedene.

Alle tilfellene ble farget med det manuelle settet Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit Assay i henhold til produsentens bruksanvisning slik det er spesifisert i pakningsvedlegget.
Sekvensielle snitt fra hvert tilfelle ble deretter farget med Leica HER2 FISH System - 30 Test pa
BOND-MAX and BOND-III System.

Alle de fargede objektglassene ble maskert og vurdert ved hjelp av en randomisert metode
av én kvalifisert observater ved hvert av de tre teststedene. Verdiene ble tolket som negative
nar det beregnede HER2/CEP17-genforholdet var <2,0 og positive nar det beregnede HER2/
CEP17- genforholdet var 22,0. Dataene ble deretter analysert for konkordans og positiv og
negativ fargeoverensstemmelse.

2x2-konkordansresultater for BOND-MAX System - Bryst

Dataene ble gruppert som negative (<2,00) eller positive (=2,00) for en 2x2-analyse. Den
observerte overensstemmelsen for 300 prgver mellom de to testene i en 2x2-analyse viser
en konkordans pa 99,33 % (298/300) med et 95 %-konfidensintervall pa 97,61-99,92 % for
BOND-MAX System.

Prosentdelen positiv overensstemmelse (sensitivitet), eller Leica HER2 FISH Systems - 30
Test evne til & identifisere positive tilfeller fra Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe-
analysen (prosentdelen av prgver som fikk positivt utslag med bade Leica HER2 FISH System
- 30 Test og det manuelle settet Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alle
positive tilfeller i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit), var 99,03 % (102/103).
Prosentdelen negativ overensstemmelse (spesifisitet), eller testens evne til & identifisere de
negative tilfellene fra Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pa korrekt mate
(prosentdelen av prgver som fikk negativt utslag med Leica HER2 FISH System - 30 Test og
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alle negative tilfeller i Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit), var 99,49 % (196/197). Se tabell 4.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Positiv (=2,0) Totalt

Leica HER2 FISH | Negativ (<2,0) 196 1 197

System - 30 Test

B OND. MAX Positiv (22,0) 1 102 103
Totalt 197 103 300

Total konkordans (95 %-konfidensintervall) = 99,33 % (97,61-99,92 %)

Tabell 4. 2x2-konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System med Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit pa brystvev.
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2x2-konkordansresultater for BOND-III System - Bryst

Dataene ble gruppert som negative (<2,00) eller positive (22,00) for en 2x2-analyse. Den
observerte overensstemmelsen for 300 prgver mellom de to testene i en 2x2-analyse viser
en konkordans pa 99,67 % (299/300) med et 95 %-konfidensintervall pa 98,16-99,99 % for
BOND-III System.

Prosentdelen positiv overensstemmelse (sensitivitet), eller Leica HER2 FISH Systems - 30 Test
evne til & identifisere positive tilfeller fra Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit-
analysen (prosentdelen av pragver som fikk positivt utslag med bade Leica HER2 FISH System
- 30 Test og det manuelle settet Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alle
positive tilfeller i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit), var 99,03 % (102/103).
Prosentdelen negativ overensstemmelse (spesifisitet), eller testens evne til & identifisere de
negative tilfellene fra Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pa korrekt mate
(prosentdelen av prgver som fikk negativt utslag med Leica HER2 FISH System - 30 Test og
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alle negative tilfeller i Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit), var 100 % (197/197). Se tabell 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Positiv (=2,0) Totalt
Leica HER2 FISH Negativ (<2,0) 197 1 198
System - 30 Test i
BOND-III Positiv (=2,0) 0 102 102
Totalt 197 103 300

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Bruksanvisning TA9217 EU-NO-CE-Rev_G 26/02/2020

Total konkordans (95 %-konfidensintervall) = 99,67 % (98,16-99,99 %)

Tabell 5. 2x2-konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-III System med Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit pa brystvev.

Konklusjon: Dataene fra denne studien viser at Leica HER2 FISH System - 30 Test kan brukes
som et hjelpemiddel for &8 bedemme pasienter som vurderes a behandles med Herceptin
(trastuzumab). Dette er basert pa den hgye konkordansen med Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit, en diagnostisk test som allerede er godkjent for denne indikasjonen.
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Klinisk konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test med Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Mage

Denne studien undersgkte hvor egnet Leica HER2 FISH System - 30 Test er som
hjelpemiddel for & fastsette behandling med Herceptin (trastuzumab). Studien
hadde som mal & undersgke konkordansen mellom Leica HER2 FISH System - 30
Test og tidligere godkjent diagnostisk utstyr, Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit, som anses som "gullstandarden" for denne analysen av gastrisk
vev. Akseptkriteriene for testen var at den nedre grensen for det ensidige 95
%-konfidensintervallet er over 90 % mellom Leica HER2 FISH System - 30 Test og det
manuelle settet Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit mellom positive
(amplifiserte) og negative (ikke-amplifiserte) formalinfikserte, parafininnstapte (FFPE)
vevsprgver av adenokarsinomer i magen (inkludert gastrogsofagal overgang).
Studien ble utfgrt som en evaluering av klinisk invasive prgver av adenokarsinomer i
magen. Testingen ble utfert pa arkivert, formalinfikserte, paraffininnstepte blokker av
gastrisk adenokarsinomvev med kjente uttrykksnivaer for HER2-genet. En gruppe pa
109 prgver med 50 amplifiserte og 59 ikke-amplifiserte tilfeller.

Alle tilfellene ble farget med det manuelle settet Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit Assay i henhold til produsentens bruksanvisning slik det er spesifisert
i pakningsvedlegget. Sekvensielle snitt fra hvert tilfelle ble deretter farget med Leica
HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System.

Alle de fargede objektglassene ble vurdert ved hjelp av en randomisert metode
av én kvalifisert observatgr. Verdiene ble tolket som negative nar det beregnede
HER2/CEP17-genforholdet var <2,0 og positive nar det beregnede HER2/CEP17-
genforholdet var 22,0. Dataene ble deretter analysert for konkordans og positiv og
negativ fargeoverensstemmelse.

2x2-konkordansresultater BOND-MAX System - Mage

Dataene ble gruppert som negative (<2,00) eller positive (22,00) for en 2x2-analyse.
Den observerte overensstemmelsen for 109 prgver mellom de to testene i en 2x2-
analyse viser en konkordans pa 98,17 % (107/109) med et 95 %-konfidensintervall
pa 93,53-99,78 % for BOND-MAX System.

Prosentdelen positiv overensstemmelse (sensitivitet) eller Leica HER2 FISH System
- 30 Test sin evne til & identifisere positive tilfeller fra Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe-analysen (prosentdelen av prgver som fikk positivt utslag med
bade Leica HER2 FISH System - 30 Test og det manuelle settet Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alle positive tilfeller i Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit), var 96,00 % (48/50).

Prosentdelen negativ overensstemmelse (spesifisitet), eller testens evne til &
identifisere de negative tilfellene fra Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit pa korrekt mate (prosentdelen av prgver som fikk negativt utslag med Leica HER2
FISH System - 30 Test og Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit av alle
negative tilfeller i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit), var 100 %
(59/59). Se tabell 6.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) | Positiv (22,0) Totalt
Leica HER2 Negativ (<2,0) 59 2 61
FISH System - i
Positiv (22,0 0 48 48
30 Test ositiv (22,0)
BOND-MAX Totalt 59 50 109

Total konkordans (95 %-konfidensintervall) = 98,17 % (93,53-99,78 %)

Tabell 6. 2x2-konkordans for Leica HER2 FISH System - 30 Test pa BOND-MAX System med Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit pa magevev.
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Presisjonstesting — BOND-MAX System

A. Presisjonsstudie under kjoring

Presisjonsstudien under kjgring ble utfgrt randomisert og blindet. Presisjonstesten av Leica
HER2 FISH System - 30 Test under kjgring ble evaluert ved ett teststed pa 540 tidligere HER2-
karakteriserte TMA-pragver med formalinfikserte, parafininnstepte brystkrefttilfeller. Det at TMA-
prgver ble brukt for & bedemme presisjonen under kjgring, gjorde det mulig & bruke en starre
mengder tilfeller, som dekket et bredere omrade med HER2-uttrykk, i den samme kjgringen pa
ett instrument.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien under kjgring, viste
532/540 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 98,52 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 97,10 %.

B. Presisjonsstudie i instrument

Presisjonsstudien i instrument ble utfgrt randomisert og blindet. Presisjonstesten av Leica
HER2 FISH System - 30 Test i instrumentet ble evaluert ved ett teststed pa 1620 tidligere
HER2-karakteriserte TMA-prever med formalinfikserte, parafininnstepte brystkrefttilfeller.
Det at TMA-praver ble brukt for & bedemme presisjonen i instrumentet, gjorde det mulig a
bruke en starre mengder tilfeller, som dekket et bredere omrade med HER2-uttrykk, i flere
kjgringer pa ett instrument.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien i instrument, viste
1620/1620 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 100 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 99,82 %.

C. Presisjonsstudie mellom kjgringer

Presisjonsstudien mellom kjgringer ble utfert randomisert og blindet. Presisjonstesten
av Leica HER2 FISH System - 30 Test mellom kjgringer ble evaluert ved ett teststed pa
900 tidligere HERZ2-karakteriserte TMA-praover med formalinfikserte, parafininnstapte
brystkrefttilfeller. Det at TMA-prgver ble brukt for & bedemme daglig presisjonstesting
mellom kjeringer, gjorde det mulig a teste en stagrre mengde tilfeller, som dekket et bredere
omrade med HER2-uttrykk, mellom kjgringer pa ulike dager.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom kjgringer,
viste 894/900 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa
99,33 % med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 98,55 %.

D. Presisjonsstudie mellom laboratorier

Presisjonsstudien mellom laboratorier ble utfgrt randomisert og blindet. Presisjonstesten
av Leica HER2 FISH System - 30 Test mellom laboratorier ble evaluert ved tre teststeder
pa 513 tidligere HER2-karakteriserte TMA-prgver med formalinfikserte, parafininnstepte
brystkrefttilfeller. Det at TMA-praver ble brukt for & bedemme presisjon mellom laboratorier,
gjorde det mulig a teste en sterre mengde tilfeller, som dekket et bredere omrade med
HER2-uttrykk, mellom kjgringer pa flere instrumenter.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom laboratorier,
viste 510/513 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa
99,42 % med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 98,30 %.

E. Presisjonsstudie mellom observatorer

Presisjonsstudien mellom observatgrer ble utfgrt randomisert og blindet. Reproduserbarhetstesten
mellom observatgrer av Leica HER2 FISH System - 30 Test ble evaluert ved tre teststeder. Det
ble benyttet én kvalifisert observatgr ved hvert av de tre teststedene. Atten komplette snitt fra
brystkrefttilfeller ble brukt for & bedemme presisjonen mellom observatgrene, noe som gjenspeiler
prevetypene som brukes i klinisk sammenheng.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom observatgrer,
viste 53/54 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 98,15 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 90,11 %.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Bruksanvisning TA9217 EU-NO-CE-Rev_G 26/02/2020 Page 18 of 25

Norsk I



Norsk I

F. Presisjonsstudie mellom partier

Presisjonsstudien mellom partier ble utfart randomisert og blindet. Presisjonen mellom partier
ble bestemt ved hjelp av tre partier av Leica HER2 FISH System - 30 Test , som ble fremstilt
separat og i samsvar med god tilvirkningspraksis (GMP). Hvert parti ble testet pa ett teststed
pa 540 tidligere HER2-karakteriserte TMA-prgver med formalinfikserte, parafininnstepte
brystkrefttilfeller. Det at TMA-praver ble brukt for a fastsette reproduserbarheten mellom
partier, gjorde det mulig & teste en sterre mengde tilfeller, som dekket et bredere omrade
med HER2-uttrykk, mellom partiene.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom partier, viste
534/540 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 98,89 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 97,60 %.

Presisjonstesting — BOND-IIl System

G. Presisjonsstudie under kjoring

Presisjonsstudien under kjgring ble utfert randomisert og blindet. Presisjonstesten av Leica
HER2 FISH System - 30 Test under kjgring ble evaluert ved ett teststed pa 540 tidligere HER2-
karakteriserte TMA-pragver med formalinfikserte, parafininnstepte brystkrefitilfeller. Det at TMA-
prever ble brukt for & bedemme presisjonen under kjgring, gjorde det mulig & bruke en sterre
mengder tilfeller, som dekket et bredere omrade med HER2-uttrykk, i den samme kjgringen pa
ett instrument.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien under kjaring, viste
540/540 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 100 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 99,45 %.

H. Presisjonsstudie i instrument

Presisjonsstudien i instrument ble utfert randomisert og blindet. Presisjonstesten av Leica
HER2 FISH System - 30 Test i instrumentet ble evaluert ved ett teststed pa 1620 tidligere
HER2-karakteriserte TMA-prover med formalinfikserte, parafininnstgpte brystkrefttilfeller.
Det at TMA-praver ble brukt for & bedgmme presisjonen i instrumentet, gjorde det mulig a
bruke en sterre mengder tilfeller, som dekket et bredere omrade med HER2-uttrykk, i flere
kigringer pa ett instrument.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien under kjgring, viste
1620/1620 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 100 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 99,82 %.

l. Presisjonsstudie mellom kjoringer

Presisjonsstudien mellom kjgringer ble utfert randomisert og blindet. Presisjonstesten
av Leica HER2 FISH System - 30 Test mellom kjgringer ble evaluert ved ett teststed pa
900 tidligere HERZ2-karakteriserte TMA-praver med formalinfikserte, parafininnstepte
brystkrefttilfeller. Det at TMA-prever ble brukt for & bedemme daglig presisjonstesting
mellom kjgringer, gjorde det mulig & teste en starre mengde tilfeller, som dekket et bredere
omrade med HER2-uttrykk, mellom kjgringer pa ulike dager.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom kjgringer,
viste 891/900 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa
99,00 % med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 98,11 %.

J. Presisjonsstudie mellom laboratorier

Presisjonsstudien mellom laboratorier ble utfgrt randomisert og blindet. Presisjonstesten
av Leica HER2 FISH System - 30 Test mellom laboratorier ble evaluert ved tre teststeder
pa 513 tidligere HER2-karakteriserte TMA-prgver med formalinfikserte, parafininnstepte
brystkrefttilfeller. Det at TMA-prgver ble brukt for & bedgmme presisjon mellom laboratorier,
gjorde det mulig a teste en starre mengde tilfeller, som dekket et bredere omrade med
HER2-uttrykk, mellom kjgringer pa flere instrumenter.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom laboratorier,
viste 511/513 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa
99,61 % med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 98,60 %.
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K. Presisjonsstudie mellom observatarer

Presisjonsstudien mellom  observatgrer ble utfert randomisert og blindet.
Reproduserbarhetstesten mellom observatgrer av Leica HER2 FISH System - 30 Test ble
evaluert ved tre teststeder. Det ble benyttet én kvalifisert observater ved hvert av de tre
teststedene. Atten komplette snitt fra brystkrefttilfeller ble brukt for & bedemme presisjonen
mellom observatgrene, noe som gjenspeiler pravetypene som brukes i klinisk sammenheng.
Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom observatgrer,
viste 53/54 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 98,15 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 90,11 %.

L. Presisjonsstudie mellom partier

Presisjonsstudien mellom partier ble utfgrt randomisert og blindet. Presisjonen mellom partier
ble bestemt ved hjelp av tre partier av Leica HER2 FISH System - 30 Test , som ble fremstilt
separat og i samsvar med god tilvirkningspraksis (GMP). Hvert parti ble testet pa ett teststed
pa 540 tidligere HER2-karakteriserte TMA-prgver med formalinfikserte, parafininnstepte
brystkrefttilfeller. Det at TMA-prever ble brukt for & fastsette reproduserbarheten mellom
partier, gjorde det mulig a teste en sterre mengde tilfeller, som dekket et bredere omrade
med HER2-uttrykk, mellom partiene.

Under opptellingen av objektglassene som var farget i presisjonsstudien mellom partier, viste
540/540 evaluerte tilfeller et konkordansresultat som ga en samlet konkordans pa 100 %
med et nedre 95 %-konfidensintervall pa 99,45 %.
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Analysestyrke

Det er foretatt analysestyrkestudier av BOND-MAX and BOND-IIl System for a fastsla analysens
toleranseomrade for HIER-tid og -temperatur, EIER-tid, -temperatur og -konsentrasjon,
denatureringstid og -temperatur, hybridiseringstid og -temperatur samt tid og temperatur for
stringensvask. Analysestyrkestudier med standardprotokollen for BOND-MAX and BOND- I
System ble ogsa foretatt utenfor de anbefalte temperatur- og fuktighetsgrensene som defineres i
FDA/ORA-veiledningen ORA LAB5.3 Rev1.7.

» Det ble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar standardtemperaturen for hvert
varmeavhengig trinn ble gkt eller redusert med 4 °C i forhold til standardprotokollen for
Leica HER2 FISH System - 30 Test. Vurderingene hadde hgyest kvalitet ved
standardtemperaturene, og disse temperaturene anbefales.

» Detble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar HIER-tiden (heat induced epitope
retrieval) var 20 minutter og 30 minutter ved 97 °C med BOND ER1-lgsning sammenlignet
med standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30 Test. Vurderingene hadde hayest
kvalitet ved standardtiden pa 25 minutter, og denne inkuberingstiden anbefales.

» Det ble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar EIER-tiden (enzyme
induced epitope retrieval) var 15 minutter og 35 minutter ved 37 °C sammenlignet med
standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30 Test. Vurderingene hadde hgyest
kvalitet ved standardtiden pa 25 minutter, og denne inkuberingstiden anbefales.

» Det ble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar EIER-enzymkonsentrasjonen
ble utfert med enzymkonsentrat-/enzymfortynningsl@sninger pa 1:200 og 1:500 ved bruk av
standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30 Test. Vurderingene hadde hgyest
kvalitet ved standardkonsentrasjonen pa 1:300, og denne Igsningen anbefales.

» Det ble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar denatureringstiden som
ble benyttet, var 5 minutter og 15 minutter sammenlignet med standardprotokollen for
Leica HER2 FISH System - 30 Test. Vurderingene hadde hgyest kvalitet ved standardtiden
pa 10 minutter, og denne denatureringstiden anbefales.

» Det ble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar hybridiseringstiden som ble
benyttet, var 9 timer og 15 timer sammenlignet med standardprotokollen for Leica HER2
FISH System - 30 Test. Vurderingene hadde hgyest kvalitet ved standardtiden pa 12 timer,
og denne hybridiseringstiden anbefales.

» Det ble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar tiden for posthybridiseringsvask
var 2 minutter, 5 minutter og 7 minutter sammenlignet med standardprotokollen for
Leica HER2 FISH System - 30 Test. Vurderingene hadde hgyest kvalitet ved standardtiden
pa 4 minutter, og denne tiden for posthybridiseringsvask anbefales.

» Det ble ikke observert forskjeller i amplifiseringsstatusen nar Leica HER2 FISH System - 30
Test ble utfert ved 28 °C og 30 % relativ fuktighet og ved 16 °C og 80 % relativ fuktighet
sammenlignet med nar standardprotokollen for Leica HER2 FISH System - 30 Test ble utfert
ved romtemperatur og -fuktighet.

Prosesser utfgrt utenfor de anbefalte analysestyrkeparametrene som ble kontrollert, er ikke
godkjent. Bruk av andre analyseparametre kan gjere testen ugyldig.

Teksten ovenfor beskriver betingelsene som ble testet og resultatene fra studien. Veer
oppmerksom pa at Leica ikke testet alle mulige kombinasjoner av betingelsene. Det anbefales
ikke & bruke verdier som ikke samsvarer med standarden for de ulike betingelsene. Standard
Leica HER2 FISH Staining Protocol er oppgitt i tabell 2.
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Feilsoking

Problem

Sannsynlig arsak

Tiltak

Ingen eller svakt
fluorescerende
signaler/farging

Feil fiksering eller behandling av
testobjekt

Pass pa at et formalin-basert fiksativ brukes og at
behandlingsplanene passer for prgven som testes.

Leica HER2 FISH System - 30
Test brukes utenom den angitte
utlepsdatoen.

Forviss deg om at Leica HER2 FISH System - 30
Test brukes innen den angitte utlepsdatoen.

Feil valg av protokoll

Forviss deg om at *FISH Protocol A er satt som

standard i protokollfeltet for farging i dialogen Add

slide.

Feil dosering av bulkreagenser

Forviss deg om at BOND-reagenser har blitt

tilordnet passende bulkbeholdere og plassert i

riktige posisjoner i instrumentet.

Utilstrekkelig deparafinisering av
objektglass

Forviss deg om at *Dewax mode er valgt i feltet

Klargjering i dialogen Add slide.

Feil forbehandling

Forviss deg om at standard

forbehandlingsprotokoller (HIER og Enzymatic

Digestion) er valgt. Juster

forbehandlingsprotokollen (HIER eller Enzymatic

Digestion) om nedvendig.

Utilstrekkelig denaturering

Forviss deg om at standard denaturering *D10 er

valgt.

Utilstrekkelig hybridisering

Forviss deg om at passende standard

hybridisering *H12 er valgt. Utvid
hybridiseringstid om ngdvendig.

Overfladig posthybridisering vask

Reduser inkuberingstiden for
posthybridiseringsvask.

Kjering avbrutt for fullfort

Bruk BOND-programvaren til a bekrefte at rap-

porterbare feil oppstod under fargekjeringen
og felg instruksjonene som angitt av BOND-

programvaren, for 3 rette feilen.

Feil fluorescensmikroskopiutstyr
- Feil filtersett

« Feil lampe

« Utgatt lampe

« Feil oljetype

Forviss deg om at fluorescensmikroskopiutstyret

som brukes, passer til analysen som utfores,

bekreft:

« Korrekt filtersett
«  Korrekt lampe

+ God lampestyrke

+ Korrekt olje for bruk til
oljeneddyppingsmikroskopi

Overeksponering for UV-lys
(fotobleking)

Oppbevar objektglass i merke omgivelser for og
etter vurdering for a opprettholde fluorescente

signaler. Oppbevar objektglass ved -20 °C for a

opprettholde signalet over lengre tid.
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Problem

Sannsynlig arsak

Tiltak

Uspesifikt fluoresce-
rendesignal/farging
av bakgrunn

Utilstrekkelig posthybridisering

vask

Utvid inkuberingstidsrommet for

posthybridiseringsvask.

Feil dosering av bulkreagenser

Forviss deg om at BOND-reagenser har blitt
tilordnet passende bulkbeholdere og plassert i
riktige posisjoner i instrumentet.

Utilstrekkelig deparafinisering av
objektglass

Forviss deg om at *Dewax-modus er valgt i feltet
Klargjering i dialogen Add slide.

Ikke-spesifikk kryssreaksjon med
omrader med dedt vev

Pass pa at et formalin-basert fiksativ brukes og at
behandlingsplanene passer for prgven som
testes. Om mulig, test tilfellet pa nytt med en
annen blokk. Hvis dette ikke er mulig, vurder
sammen med et korresponderende H & E-farget
snitt, og velg omradene med de beste
fikseringsmenstrene.

Snitt festes til objektglass ved hjelp
av alternative klebestoffer

Bruk BOND Plus Slides - produktkode S21.2113
eller Apex BOND Slides - Produktkode
3800040),

Darlig bevaring av
vevsmorfologi

Utilstrekkelig vevsfiksering og
behandling

Pass pa at et formalin-basert fiksativ brukes og at
behandlingsplanene passer for prgven som
testes. Om mulig, test tilfellet pa nytt med en
annen blokk. Hvis dette ikke er mulig, vurder
sammen med et korresponderende H & E-farget
snitt, og velg omradene med de beste
fikseringsmenstrene.

Feil forbehandling

Juster forbehandlingsprotokollen (HIER eller

Enzymatic Digestion).

Vev lgsner fra
pasient-/kontrollob-
jektglass

Bruk av feil type objektglass eller
utilstrekkelig drenering av snitt

Forviss deg om at riktige objektglass brukes for
pasient-/kontrollsnitt (f.eks. BOND Plus Slides
produktkode S21.2113 eller Apex BOND Sli-
des - Produktkode 3800040), Forviss deg om
at objektglass dreneres tilstrekkelig og inkuberes
i1time ved 60 °C.

Tabell 7: Feilsokingsoversikt for Leica HER2 FISH System - 30 Test.

Hvis det oppstar problemer med Leica HER2 FISH System - 30 Test som ikke finnes i
feilsgkingsoversikten, kan du kontakte din lokale Leica Biosystems-serviceavdeling eller
-forhandler for & fa hjelp.
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Lisensavtale

Dette produktet inneholder PathVysion FISH-prober fra Abbott Molecular Inc.

PathVysion, LS| og CEP er varemerker som tilhgrer Abbott Molecular Inc. Med enerett. Brukes
med lisens.

Endringer i forhold til forrige utgave
Mage data lagt.

Utgivelsesdato
26 februar 2020

Symbolforklaring

Lot Batchkode %{ Oppbevaring Katalognummer

o Invitro-diagnostisk ‘

L Produsent SN Serienummer
medisinsk utstyr
Se Innholdet er Brukes innen /
m] o V tilstrekkelig for g utlgpsdato (ar-
bruksanvisningen .
<n> tester maned-dag)

Herceptin er et varemerke som tilhgrer Genentech, Inc. og F. Hoffmann-La Roche Ltd.

Page 25 of 25 Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Bruksanvisning TA9217 EU-NO-CE-Rev_G 26/02/2020



