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Leica HER2 FISH System — 30 Test
Instrukcja obstugi

Do stosowania w systemie Leica Biosystems’ BOND-MAX i BOND-III.

TA9217 to produkt do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, przeznaczony do wykonania 30 Test
(30 szkietek barwionych LS| HER2/CEP17 Dual Probe).
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Przeznaczenie

Do zastosowania diagnostycznego in vitro

Leica HER2 FISH System — 30 Test jest przeznaczony do wykrywania amplifikacji
genu HER2/neu za pomoca fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) w
utrwalonych za pomocg formaliny, zatopionych w parafinie prébkach ludzkich tkanek
raka sutka i gruczolakoraka zotagdka (w tym potgczenia Zzotgdkowo-przetykowego)
Leica HER2 FISH System — 30 Test jest pomyslany jako pomoc w ocenie pacjentéw, u ktérych
rozwazane jest leczenie preparatem Herceptin® (trastuzumab) (patrz ulotka Herceptin ). Leica
HER2 FISH System — 30 Test nie jest przeznaczony do badan przesiewowych ani diagnostyki
raka sutka. Konieczne jest takze wziecie pod uwage wszystkich innych dostepnych danych
klinicznych, takich jak wielko$¢ guza, liczba zajetych weziéw chionnych i status receptorow
steroidowych. Nie wolno podejmowac¢ decyzji o leczeniu raka sutka jedynie na podstawie
statusu amplifikacji genu HER2.

Uwaga: Wszyscy pacjenci w Herceptinbadaniach klinicznych dotyczgcych preparatu zostali
wybrani przy pomocy eksperymentalnego testu immunocytochemicznego Clinical Trial Assay
(CTA). Zaden z tych pacjentéw nie byt wybrany na podstawie Leica HER2 FISH System —
30 Test. Leica HER2 FISH System — 30 Test zostat poréwnany do zestawu Abbott Molecular
PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit na podstawie niezaleznej puli prébek. Stwierdzono,
ze zapewnia on dopuszczalny poziom zgodnych wynikéw, co wykazano w podsumowaniu
zgodnosci klinicznej. Nie ustalono rzeczywistej korelacji wynikow Leica HER2 FISH System —
30 Test z efektem klinicznym.

Wszyscy pacjenci w badaniach klinicznych dotyczgcych zaawansowanego raka zotgdka
Herceptin (ToGA) zostali wybrani na podstawie testu Dako HercepTest. Zaden z tych pacjentéw
nie byt wybrany na podstawie Leica HER2 FISH System - 30 Test. System Leica HER2 FISH
System - 30 Test zostat poréwnany z zestawem Abbott Molecular PathVysion* HER-2 DNA
Probe Kit na podstawie niezaleznej puli probek. Stwierdzono, ze zapewnia on dopuszczalny
poziom zgodnych wynikéw, co wykazano w podsumowaniu zgodnosci klinicznej. Nie ustalono
rzeczywistej korelacji wynikow systemu Leica HER2 FISH System - 30 Test z efektem klinicznym.

* Herceptin® jest znakiem handlowym Genentech, Inc. ,a F. Hoffmann-La Roche Ltd. PathVysion® jest znakiem handlowym
Abbott Molecular Inc. Wszystkie prawa zastrzezone. Wykorzystano na podstawie licencji.

Wymagane przeszkolenie
Leica Biosystems zapewnia szkolenie w zakresie przygotowania preparatéw, procedury testu i
interpretacji testu FISH genu HER2 dla wszystkich uzytkownikéw.

Podsumowanie i objasnienia

Wprowadzenie

Gen HER2, znany réwniez jako neu lub c-erbB2, jest umiejscowiony na ramieniu dtugim
chromosomu 17, w pozycji 17q11-12 (1). Zaréwno gen HER?2 jak i kodowane przez niego
biatko 185 kD odgrywajg wazna role w transformacji nowotworowe;j i progresji raka sutka (2).

HER2funkcjonujejako markerrokowniczy, poniewaz zaréwno amplifikacjagenujakinadekspresja
biatka sg zwigzane z podwyzszong czestoscig nawrotu choroby i wiekszg $Smiertelnoscig. HER2
jest rowniez markerem predykcyjnym dla niektorych rodzajow chemoterapii i terapii celowanej
(3). Wykazano, ze amplifikacja genu HER2 jest wskaznikiem ztego rokowania w raku sutka
zajmujgcym wezty chtonne (4-8). Co wiecej, jedno z badan przemawia za tym, ze wartos¢
prognostyczna HER2 jest wieksza wsréd pacjentéw leczonych chemoterapig (7). Jednakze
przy przewidywaniu przezycia bez nawrotu i catkowitego u poszczegdlnych pacjentéw nalezy
réwniez bra¢ pod uwage inne uznane czynniki rokownicze, takie jak wielko$¢ guza, liczba
pozytywnych weztéw chtonnych i status receptoréw steroidowych.

Nadekspresja onkoproteiny HER2 jako wynik amplifikacji genu stwierdzanej w komoérkach
raka sutka, sugeruje HER2 jako cel terapii opartej na przeciwciatach (3) - podczas gdy wyniki
badania ToGA jednoznacznie wskazujg, ze zastosowanie Herceptin w raku zotgdka razem
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z chemioterapig stanowi skuteczne leczenie, ktére poprawia ogdlne przezycie w przypadku
HER2 pozytywnego raka zotgdka (9). Herceptin (trastuzumab), humanizowane przeciwciato
monoklonalne (10) wigzace sie z duzym powinowactwem z onkoproteing HER2 blokuje
proliferacje ludzkich komérek nowotworowych wykazujgcych nadekspresje onkoproteiny HER2,
zaréwno in vitro jak i in vivo (11-13). Od czasu wynalezienia preparatu Herceptin, wykrywanie
genu HER2 i biatka staty sie podstawowymi narzedziami w ocenie guzéw sutka, kierujgcymi
zaréwno doborem terapii jak i majagcymi wptyw na prowadzenie pacjenta (14,15).

W liniach komérkowych pochodzgcych z ludzkiego raka sutka, zaréwno w interfazie jak
i metafazie, FISH stuzy do wykazania amplifikacji genu HER2 (16-19). HER2Jesli chodzi o
oznaczenie ilosciowe amplifikacji genu HER2, ocenia poziom amplifikacji FISH bezposrednio
w komérkach nowotworowych. Charakterystyczna morfologia tkanki i dystrybucja przestrzenna
kopii onkogenu w poszczegdinych niehodowlanych pierwotnych komérkach raka sutka sg
zachowane. Roéwniez aberracja w licznie kopii chromosomu 17 (aneusomia) jest czesto
stwierdzana w raku sutka. Moze sie ona przejawia¢ jako delecja lub zwielokrotnienie
kopii chromosomu (polisomia). Tego rodzaju zmiany chromosomowe maja duzy wptyw na
interpretacje i wykazywanie statusu amplifikacji genu HER2. Dlatego tez pomiar liczby kopii
chromosomu 17 oraz HER?2 jest bardzo istotny (4).

Leica HER2 FISH System — 30 Test zawiera sonde DNA LS| HER2, sonde DNA 226 Kb
SpectrumOrange™ bezposrednio znakowang fluorescencyjnie, swoistg dla locus genu HER2
(17911.2-912) oraz sonde DNA CEP17, sonde DNA 5,4 Kb SpectrumGreen™ bezposrednio
znakowang fluorescencyjnie, swoista dla satelitarnej sekwencji DNA alfa w centromerowym
regionie chromosomu 17 (17p11.1-q11.1). Roztwor sond jest specjalnie przygotowany i
zwalidowany do uzycia w systemie BOND-MAX i BOND-III i nie powinien by¢ modyfikowany
ani wykorzystywany w oznaczeniach recznych.

Podsumowanie zgodnosci klinicznej BOND-MAX System

Leica HER2 FISH System — 30 Test zostat opracowany w celu zapewnienia w petni automatycznej
alternatywy dla obecnych technik stosowanych w celu okre$lenia statusu amplifikacji genu
HER2. Funkcjonowanie Leica HER2 FISH System — 30 Test w systemie BOND-MAX oceniano
w niezaleznym badaniu, poréwnujgcym wyniki Leica HER2 FISH System — 30 Test z zestawem
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit na 300 prébkach raka sutka oraz na 109
gruczolakorakach Zotgdka (w tym potgczenia zotgdkowo-przetykowego). Zadna z prébek guza
nie zostata uzyskana od pacjenta z badan klinicznych Herceptin. Wyniki uzyskane na tkance
sutka wskazywaty na zgodno$¢ 99,33% w analizie 2x2 (przedziat ufnosci 95%: 97,61-99,92%).
Wyniki z gruczolakoraka zotgdka (w tym potaczenia zotgdkowo-przetykowego) wskazywaty
na zgodnos¢ 98,17% w analizie 2x2 (przedziat ufnosci 95%: 93,53-99,78%). Dane zgodnosci
wykazaty, ze istnieje bardzo duze prawdopodobienstwo, iz wynik pozytywny w tescie Leica
HER2 FISH System — 30 Test bedzie korespondowat z wynikiem pozytywnym testu Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Wynik testu Leica HER2 FISH System — 30
Test jest interpretowany jako negatywny dla amplifikacji genu HER2, gdy wspoétczynnik genow
HER2:CEP17 jest mniejszy niz 2,0, a pozytywny, gdy wspétczynnik genéw HER2:CEP17
jest wiekszy lub réwny 2,0. Niejednoznaczne (graniczne) wyniki pojawiajg sie wtedy, gdy
wspotczynnik genéw HER2:CEP17 jest miedzy 1,8-2,2. Takie przypadki nalezy interpretowaé
ostroznie. Policzy¢ dodatkowe 20 jader i przeliczy¢ wspétczynnik.

Podsumowanie zgodnosci klinicznej BOND-III System

Leica HER2 FISH System — 30 Test zostat opracowany w celu zapewnienia w pehi
automatycznej alternatywy dla obecnych technik stosowanych w celu okreslenia statusu
amplifikacji genu HER2. Funkcjonowanie Leica HER2 FISH System — 30 Test systemie BOND-
11l oceniano w niezaleznym badaniu, poréwnujgcym wyniki Leica HER2 FISH System — 30 Test
z testem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit na 300 probkach guza sutka.
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Zadna z probek guza nie zostata uzyskana od pacjenta z badan klinicznych Herceptin. Wyniki
wykazaty zgodno$¢ na poziomie 99,67 % przy analizie 2x2 (przedziat ufnosci 95%: 98,16-
99,99 %). Dane zgodnosci wykazatly, ze istnieje bardzo duze prawdopodobienstwo, iz wynik
pozytywny w tescie Leica HER2 FISH System — 30 Test bedzie korespondowat z wynikiem
pozytywnym testu Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Wynik testu Leica
HER2 FISH System — 30 Test jest interpretowany jako negatywny dla amplifikacji genu HERZ2,
gdy wspotczynnik genow HER2:CEP17 jest mniejszy niz 2,0, a pozytywny, gdy wspotczynnik
genow HER2:CEP17 jest wiekszy lub réwny 2,0. Niejednoznaczne (graniczne) wyniki pojawiajg
sie wtedy, gdy wspotczynnik genow HER2:CEP17 jest miedzy 1,8-2,2. Takie przypadki nalezy
interpretowac ostroznie. Policzy¢ dodatkowe 20 jgder i przeliczy¢ wspotczynnik.

Zasada procedury

Leica HER2 FISH System — 30 Test zawiera sktadniki potrzebne do wykonania procedury
barwienia fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ na utrwalonych w formalinie i zatopionych w
parafinie tkankach. Po odpowiedniej obrébce wstepnej, inkubacji z gotowg do uzycia sondg
LSI HER2/CEP17 Dual Probe i odpowiednim przeptukaniu, skrawki tkanek sg odwadniane i
zamykane w DAPI. Wyniki sg interpretowane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego i
zalecanych filtréw o odpowiednich dtugosciach fali.

Leica HER2 FISH System — 30 Test przeznaczony jest do uzycia wytgcznie w systemie BOND-
MAX i BOND-III.

Zalaczone skiadniki

Wymienione ponizej materiaty (Tabela 1) sg wystarczajgce do oznakowania 30 Test (30 szkietek
barwionych LS| HER2/CEP17 Dual Probe).

LSI HER2/CEP17 Probe Zawiera gotowg do uzycia LS| HER2/CEP17 Dual Probe.
6,6 ml Zawiera <60 % (v/v) formamidu.

Post Hybridization Wash 2 Zawiera gotowy do uzycia roztwér do ptukania po
9ml hybrydyzacji.

Zawiera <50 % (v/v) formamidu.

BOND Enzyme Concentrate 2 | Zawiera roztwdr proteinazy K w stezeniu 1,7 mg/ml.
1ml

BOND Enzyme Diluent Zawiera roztwor do rozpuszczania enzymu.
65 ml

BOND Open Container BOND Open Container na Enzyme 5.
3x7ml

Tabela 1: Leica HER2 FISH System — 30 Test Sktadniki

Wigcej informacji dotyczgcych bezpieczenstwa produktow znalez¢ mozna w poszczegdlnych
MSDS dostepnych na stronie www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU

Instrukcja obstugi

Wszystkie zatgczone odczynniki sg przygotowane specjalnie do uzycia w niniejszym tescie.
Numery partii odpowiadajg danemu testowi Leica HER2 FISH System — 30 Test. Aby test dat
wiarygodne wyniki, nie wolno zamienia¢ zadnych odczynnikow.
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Przechowywanie i stabilnos¢

Przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C. Nie zamraza¢. Wstawi¢ do temp. 2-8°C natychmiast
po uzyciu. Wszelkie odstepstwa od tych warunkéw spowodujg niewiarygodnos¢ testu. Upewnic
sie, ze test Leica HER2 FISH System — 30 Test jest stosowany przed datg przydatnosci do
uzycia. Objawami zanieczyszczenia i/lub niestabilnosci Leica HER2 FISH System — 30 Test
sg zmetnienie roztworow (oprécz roztworu sond) i pojawienie si¢ zapachu. Uzytkownik musi
sprawdzi¢, czy warunki przechowywania nie roznig sie od powyzszych.

Przygotowanie preparatéow

Do wszystkich preparatéw nalezy zastosowac¢ standardowe metody obrébki tkanek (20). Zaleca
sie, by tkanki byly przygotowane w utrwalaczach na bazie formaliny, rutynowo opracowywane
i zatapiane w parafinie. Na przykiad, probki mozna pokroi¢ na grubo$¢ 3—4 mm i utrwala¢
przez 18-24 godzin w 10 % neutralnej parafinie. Nastepnie tkanki nalezy odwodni¢ w kolejnych
rozcienczeniach alkoholu i przeprowadzi¢ przez ksylen, zaimpregnowacé w roztopionej parafinie,
w temperaturze nie wyzszej niz 60 °C. Probki tkanek nalezy pocigé na grubos$¢ 4-6 pm.
Skrawki tkanek natozone na specjalnie przygotowane szkietka (BOND Plus Slides — nr
katalogowy S21.2113 lub Apex BOND Slides nr katalogowy 3800040) mozna przechowywac¢
przez maks. 12 miesiecy w temp. 2-8°C przed barwieniem. Zaleca sig, by po pocigciu
skrawki inkubowac¢ przez godzine w temp. 60°C. Znakowane skrawki nalezy przechowywac
w temperaturze -20°C, aby zachowa¢ sygnat fluorescencyjny i zapobiec blednieciu. Przed
odczytem nalezy upewnic¢ sie, ze szkietka osiggnety temperature pokojowa.

Ostrzezenia

Wytacznie do uzytku specjalistycznego.

Jeden lub wiecej sktadnikow produktu jest niebezpieczny i moze spowodowac uszkodzenie
nienarodzonego ptodu.

Z zasady, osoby w wieku ponizej 18 lat nie powinny pracowac¢ z tym produktem. Uzytkownicy
powinni by¢ szczegdtowo przeszkoleni pod wzgledem prawidtowych procedur roboczych,
niebezpiecznych wiasciwosci produktu oraz odpowiednich procedur bezpieczenstwa.
Preparaty, przed i po utrwaleniu, oraz wszystkie materiaty narazone na kontakt z nimi, powinny
byc¢ traktowane jako potencjalne zrédio zakazenia i utylizowane z zachowaniem odpowiednich
procedur.

Nie wolno w zadnym wypadku pipetowa¢ odczynnikéw za pomocg ust. Nalezy unika¢ kontaktu
skory i bton $luzowych z odczynnikami i preparatami. Je$li odczynniki lub preparaty zetkng
sie z obszarami wrazliwymi, nalezy przemy¢ je duzg iloscig wody. Udac¢ sig¢ na konsultacje do
lekarza. Sprawdzi¢ w przepisach krajowych, regionalnych lub lokalnych instrukcje dotyczace
utylizacji wszelkich potencjalnie toksycznych sktadnikéw.

Nalezy minimalizowa¢ skazenie mikrobiologiczne preparatéw, poniewaz w przeciwnym razie
moze dojs¢ do barwienia niespecyficznego.

Procedura

A. Odczynniki wymagane, lecz niedotgczone
+ BOND Dewax Solution (AR9222)
» BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)
» Standardowe rozpuszczalniki stosowane w testach opartych na fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (np. etanol, absolutny i rozcienczony)
* Woda destylowana lub dejonizowana
« DAPI Barwnik
» Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)
* BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)
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B. Sprzet wymagany, lecz niedotgczony

* Pipety (odmierzajgce objetos¢ 1-20 pli 100 — 1000 pl)

» Szkietka natadowane (BOND Plus Slides — nr katalogowy S21.2113 lub Apex BOND
Slides nr katalogowy 3800040)

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

+ BOND Universal Covertiles™ (S21.2001, S21.4583 or S21.4611)

+ BOND Mixing Stations (S21.1971)

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

» Szkietka nakrywkowe

» Piec do suszenia (utrzymujgcy temperature 60 °C)

» Mikroskop fluorescencyjny (obiektyw 60—100x) z odpowiednim zrédtem Swiatta. Nalezy
rejestrowac liczbe godzin pracy zaréwki i wymieniac jg przed uptywem czasu zywotnosci.
Upewnic¢ sie, ze lampa jest wiasciwie obsadzona.

»  Odpowiedni zestaw filtrow do fluorescencji (SpectrumOrange™ — maksimum wzbudzenia
559 nm, maksimum emisji 588 nm, SpectrumGreen™ — maksimum wzbudzenia 497 nm,
maksimum emisji 524 nm i DAP| — maksimum wzbudzenia 367 nm, maksimum emisji 452
nm). Do wiekszos$ci modeli mikroskopéw dostepne sg zestawy filtrow fluorescencyjnych
multipasmowoprzepustowych zoptymalizowanych do uzycia z Leica HER2 FISH System
— 30 Test. Zalecane zestawy filtréw dla Leica HER2 FISH System — 30 Test to DAPI/9-
Orange dual bandpass, DAPI/Green dual bandpass, Green/Orange(V.2) dual bandpass i
DAPI/Green/Orange (V.2) triple bandpass.

C. Metodologia

* Przed skorzystaniem z ponizszej metodologii uzytkownicy powinni by¢ odpowiednio
przeszkoleni pod katem zautomatyzowanej techniki fluorescenciji in situ.

» Kazdy skrawek znakowany LS| HER2/CEP17 Dual Probe umozliwia analize komérek
pod wzgledem sygnatu HER2 jak i regionu centromerowego chromosomu 17. Uzyskany
w ten sposéb wspotczynnik sygnatu HER2 do chromosomu 17 pozwoli na przypisanie
probce wartosci ilosciowej oznaczajacej wynik negatywny (brak amplifikacji) lub
pozytywny (amplifikacja). Niejednoznaczne (graniczne) wyniki (1,8-2,2) powinny by¢
interpretowane z rozwaga. Policzy¢ dodatkowe 20 jgder i przeliczy¢ wspotczynnik.

D. BOND Obrébka enzymatyczna
Przed znakowaniem rozcienczy¢ dotagczony BOND Enzyme Concentrate 2 do
rozcienczenia 1:300 przy uzyciu obecnego w zestawie BOND Enzyme Diluent w
jednym z otwartych pojemnikéw BOND. Na przykiad, aby wyznakowaé 10 szkietek
nalezy przygotowac¢ 3 ml roboczego roztworu enzymu poprzez rozcienczenie 10 pl
BOND Enzyme Concentrate 2 w 2990 ul BOND Enzyme Diluent. Zaleca sie, by enzym
byt przygotowywany na $wiezo przed kazdym znakowaniem, oraz by na kazda partie
znakowania przygotowa¢ minimum 900 pl.

E. Standardowy protokét znakowania

Zaleca sie, by stosowac¢ Leica HER2 FISH System — 30 Test wraz ze standardowym
protokotem znakowania przedstawionym w Tabeli 2 ponize;j.

Typ protokotu Nazwa protokotu
Znakowanie *FISH Protocol A
Preparation (Przygotowanie) *Dewax

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

Hybrydyzacja *ISH Hybridization (12Hr)

Tabela 2: Standardowy protokét znakowania Leica HER2 FISH System — 30 Test
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F. Kroki procedury
Ponizsze instrukcje nalezy czyta¢ razem z instrukcjg obstugi BOND-MAX System i BOND-
11l. Do kazdego szkietka nalezy stosowa¢ nowe BOND Universal Covertile.
Zastosowanie naktadek BOND Universal Covertiles, ktore byty wczesniej wykorzystane do
immunohistochemii lub hybrydyzacji in situ nie zostato zwalidowane w niniejszym tescie.

1.

N o o b~ W

12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

Upewni¢ sig, ze w systemie BOND-MAX i BOND-IIl pojemniki zbiorcze i pojemniki na
odpady majg wystarczajgcg pojemnosé, by wykona¢ odpowiednig ilos¢ znakowan.

. Upewni¢ sie, ze w pojemnikach zbiorczych jest wystarczajgca ilos¢

alkoholu, wody destylowanej lub dejonizowanej, BOND Dewax
Solution, BOND Epitope Retrieval Solution 1 i BOND Wash Solution, aby przeprowadzi¢
wymagane kroki znakowania.

. Upewni¢ sie, ze zainstalowana jest czysta stacja BOND Mixing Station.

. Wigczy¢ system BOND-MAX i BOND-III.

. Wigczy¢ komputer podtgczony do BOND-MAX System i BOND-III.

. Uruchomi¢ oprogramowanie BOND.

. W przypadku nowego zestawu Leica HER2 FISH System — 30 Test, zeskanowac¢ kod

kreskowy tacy odczynnikéw za pomoca skanera recznego, aby wprowadzi¢ do BOND
inwentarza odczynnikéw (Single tylko kod kreskowy).

. Przygotowa¢ BOND Enzyme 5 w dostarczonym BOND Open Container w rozcienczeniu

1:300. Na przyktad, na 10 szkietek doda¢ 10 uyl BOND Enzyme Concentrate 2 do 2990
ul BOND Enzyme Diluent.

. Zeskanowac¢ dostarczony BOND Open Container i zarejestrowac jako Bond Enzyme 5.
10.
11.

Przejs¢ do ekranu konfiguracji szkietek i klikng¢ na Add case.

Wprowadzi¢ szczegoty pierwszego pudetka. Upewnic¢ sie, ze objetos¢ dozownika
ustawiono na 150 pL a wybrany protokét to *Dewax. Kliknga¢ na OK.

Przy pudetku podswietlonym na ekranie konfiguracji szkietek, klikng¢ na Add slide.

Najpierw doda¢ szkietka testowe pacjentéw. Upewnic¢ sie, ze typ tkanki ustawiono na
Test tissue.

Wybra¢ tryb znakowania Single.

Wybrac¢ proces ISH.

Wybra¢ *LSI HER2/CEP17 Dual Probe - 30 Test z listy sond. Zaktadka Protocols zawiera
odpowiedni protokét barwienia (*FISH Protocol A), HIER protokét (*HIER 25 min with ER1
(97)), EIER protokét (*Enzyme 5 for 25 min), denaturacja (*D10) i hybrydyzacja (*ISH
Hybridization (12Hr)).

Powtarza¢ kroki 10 do 16, az utworzone zostang wszystkie szkietka testowe pacjentéw
i kontrole (Leica HER2 FISH Control Slides i/lub kontrole wewnetrzne). Wydrukowaé
etykiety szkietek.

Natozy¢ etykiety na szkietka.

Otworzy¢ pokrywy wszystkich pojemnikow Leica HER2 FISH System — 30 Test i
wiozyé tace odczynnikéw do BOND-MAX System i BOND-III.

Natozy¢ nowe naktadki Covertiles na kazde szkietko.

Zatadowac tace z preparatami do BOND-MAX System i BOND-III i nacisna¢ przycisk
Load/Unload.

Potwierdzi¢, ze szkietka zostaty zeskanowane i klikng¢ przycisk Run (Play) w ekranie
stanu systemu, aby rozpocza¢ natychmiast obrébke (w przypadku Leica HER2 FISH
System — 30 Test zaleca sie, by test uruchamiany byt na noc, z wykorzystaniem funkgji
opo6znionego startu).

Upewnic sie, ze w polu wskaznikowym tacy wyswietla sie Proc (OK) numer partii i czas
zakonczenia.
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24.

25.
26.

27.
28.

29.

30.

31.

Kiedy obrobka zakonczy sie, nacisng¢ przycisk Load/Unload i wyjaé tace szkietek z
BOND-MAX System i BOND-III.

Zdja¢ naktadki Covertile i przeptukac¢ szkietka wodg dejonizowang.

Odwodni¢ szybko w dwoéch podmianach alkoholu i pozostawi¢ do wysuszenia na
powietrzu.

Natozy¢ 20 pl DAPI bezposrednio na probke.

Natozy¢ szkietko nakrywkowe i pozwoli¢, by roztwor sie rozlat, zwracajagc uwage, by nie
pozostaty zadne pecherzyki powietrza.

Zamkng¢ krawedzie szkietka nakrywkowego lakierem do paznokci lub innym
uszczelniaczem.

Przed obejrzeniem szkietek pod fluorescencjg, umiesci¢ szkietka w ciemnosci, by
umozliwi¢ pojawienie sie sygnatu.

Aby zachowac¢ intensywnos$¢ sygnatu, przechowywaé znakowane szkietka w temp.
-20°C.

G. Przechowywanie szkietek

Przechowywaé wyznakowane szkietka w temp. -20 °C, w ciemnosci. Po wyjeciu z temperatury
-20°C przed ogladaniem szkietka muszg osiagna¢ temperature pokojowa.
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Ocena i pomiar sygnatu
Aby oceni¢ site sygnatu i zmierzy¢é sygnaty HER2 i CEP17 nalezy przeprowadzi¢ ponizszy

proces:
1. Ocena jakosci szkietka
1. Ocenié Ocenic¢ jakos¢ szkietka z zastosowaniem ponizszych kryteridw:
jakosé « Intensywnos$¢ sygnafu sondy: Sygnat powinien by¢ jasny i tatwy
szkielka do oceny. Sygnat powinien tworzy¢ jasne, zbite, owalne ksztaity lub
- Intensywnosé ; podiuzne, rozlane, owalne ksztatty.
sygnatu sondy « Tto: Tio powinno by¢ wzglednie wolne od czgsteczek fluorescencyjnych,
-Tto o kolorze ciemnym lub czarnym.
Jedli obraz jest inny, prosimy o zajrzenie do rozdziatu dotyczacego
problemoéw (Tabela 6) i, w razie potrzeby, powtérzenie testu.
2. Rozpoznanie sygnatu docelowego
Upewni¢ sig, ze przy analizie wykorzystano odpowiednie filtry:
« Ogladanie tkanki: Sygnaty hybrydyzacji powinny by¢ zliczane wytgcznie
2. Rozpoznaé wsréd inwazyjnych komérek guza. Komoérki guza mozna zazwyczaj
sygnaly odrézni¢ od komérek prawidtowych po wielkosci: sg one zazwyczaj wigksze
docelowe » niz prawidtowe komorki, limfocyty i komérki nabtonka. Zidentyfikowaé

i wybra¢ obszary docelowe za pomocg barwienia H & E. Oznaczy¢ te

- Ogladanie tkanki
obszary na szkietku nakrywkowym po wykonaniu testu FISH.

- Glebia ostrosci

Glebia ostrosci: Wyregulowaé gtebie ostrosci w celu okres$lenia gtebi
ptaszczyzny ostrosci. Zapozna¢ sie z ksztattem i wielkoscig sygnatéw
docelowych i szumu (debris).

3. Przydatnos¢ jader
Obejrze¢ obszar hybrydyzacji pod obiektywem 20X:

* Wybér jader: Znalez¢ obszar docelowy (komorki guza identyfikowane za
pomocg barwienia H & E). Unika¢ obszaréw, w ktérych granice jader sg
rozmyte lub komorki s nekrotyczne.

3. Przydatnos¢
jader

A 4

- Wybdér jader

« Nalezy odrzuci¢ sygnaly o stabej intensywnosci i z niespecyficznym,
zaszumionym ttlem lub niewystarczajgcym barwieniem pozwalajgcym na
rozpoznanie granicy jgder. Nalezy liczy¢ jedynie jgdra o dyskretnym sygnale.

4. Zliczanie sygnatu

« Ogladanie guza: Za pomocg obiektywu 40X przejrze¢ kilka obszaréw
komorek guza, aby sprawdzi¢, czy sg heterogenne. Unika¢ obszaréw
docelowych, gdzie sygnat jest staby i wybra¢ obszar o dobrej dystrybucji
jader.

Liczenie: Rozpocza¢ analize od goérnego lewego kwadranta wybranego
obszaru i, przesuwajgc sie od lewa w prawo, liczy¢é sygnaty w granicach
jader, przy uzyciu obiektywu 100X, zgodnie ze wskazdéwkami podanymi
ponizej i na Rycinie 1.

4. Zliczanie
sygnatu

v
.

Zlokalizowa¢ wszystkie sygnaty obecne w jgdrze, przesuwajgc sie w gére i w
dot (0$ Z).

« Liczy¢ dwa sygnaty, ktére majg te samg wielko$¢ i znajdujg sie w odlegtosci
réwnej lub mniejszej niz $rednica sygnatu, jako jeden sygnat.

- Ogladanie guza
- Zliczanie

« Jadra bez sygnaty lub z sygnatem tylko w jednym kolorze nie powinny by¢
liczone. Nalezy liczy¢ tylko jadra z jednym lub wigkszg liczbg sygnatow
FISHkazdego koloru.

« Liczy¢ sygnaty HER2 i liczbe sygnatéw CEP17 dla kazdego jadra. W razie
potrzeby zmienia¢ zestawy filtrow: pomaranczowy (HER2), zielony (CEP17),
zielony/pomaranczowy i DAPl/zielony/pomararniczowy, by zobaczy¢ oba
kolory.
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Zalecana metoda okreslenia wspétczynnika LS| HER2 do CEP17

Aby okresli¢ wspotczynnik LSI HER2 do CEP17, nalezy zastosowac nastepujacg metode:

1. Zarejestrowac i okresli¢ liczbe sygnatéw LS| HER2 i CEP17 w 20 jgdrach (patrz Rycina 2
Leica HER2 FISH System — 30 Test - karta zliczen).

2. Podsumowac liczbe sygnatéow LS| HER2. Jest to liczba wszystkich sygnatow LS| HER2 dla
zliczenia, np. 143.

3. Podsumowac¢ liczbe sygnatow CEP17. Jest to liczba wszystkich sygnatéw CEP17 dla
zliczenia, np. 48.

4. Aby obliczy¢ ostateczny wynik, skorzystaé z nastepujgcego wzoru:

Suma sygnatéw LS| HER2 podzielona przez sume sygnatéw CEP17,
np. 143/48 réwna sie wspotczynnikowi 2,98, co oznacza wynik pozytywny dla amplifikacji
HER2.

Wazna uwaga: Jesli wspoétczynnik LS| HER2 do CEP17 jest niejednoznaczny (1,80 -
2,20), nalezy zliczy¢ dodatkowych 20 jader i przeliczy¢ wspétczynnik.

Wyniki nalezy podawac w nastepujgcej postaci:
1. Jesli wspotczynnik jest <2, nie zaobserwowano amplifikacji genu HER2

2. Jesli wspotczynnik jest 22, zaobserwowano amplifikacje genu HER2

Wazna uwaga: Wspétczynnik na granicy lub z bliski granicy (1,80 - 2,20) nalezy
interpretowac z rozwaga, jak wspomniano powyzej.
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Leica HER2 FISH System — 30 Test Wskazéwki do interpretacji

Liczy¢ jako 2 sygnaty pomarariczowe i 1 sygnat zielony

Nie liczy¢. Jadra bez sygnaly lub z sygnatem tylko w jednym
kolorze nie powinny by¢ liczone. Nalezy liczy¢ tylko jadra z
jednym lub wigksza liczba sygnatéw FISH kazdego koloru.

Liczy¢ jako 1 sygnat pomarariczowy i 2 sygnaty zielone

Liczyé jako 3 sygnaly pomarariczowe i 2 sygnaly zielone

Liczy¢ jako 5 sygnatéw pomarariczowych i 4 sygnaly zielone 1
sygnat pomaraniczowy jest rozlany, takze 1 sygnat zielony jest
rozlany

Liczy¢ jako 4 sygnaty pomaraniczowe i 2 sygnaty zielone 1 sygnat
pomaranczowy jest rozlany. Liczy¢ dwa sygnaty, ktore maja te
sama wielkos¢ i znajduja sig w odlegtosci rownej lub mniejszej
niz érednica sygnatu, jako jeden sygnat.

Liczy¢ jako 5 sygnatéw pomarariczowych i 3 sygnaly zielone 1
sygnat pomarariczowy jest rozlany.

Liczy¢ jako 2 sygnaty pomaranczowe i 2 sygnaly zielone 1
sygnat pomaranczowy i 1 sygnat zielony naktadaja sie na siebie

Nie liczy¢. Jadra naktadaja sig na siebie. Trudno jest powiedzie¢,
w ktérym jadrze zlokalizowane sa sygnaty

Liczy¢ jako okoto 16 sygnatéw pomarariczowych i 2 sygnaly
zielone

Rycina 1: Wskazowki do interpretacji
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w==  Leica HER2 FISH System - 30 Test Karta zliczen

<
0
o
o Zliczenia sygnatoéw z 20 jader
HER2 Liczba CEP17 Liczba HER2 Liczba CEP17 Liczba
Jadro nr o " Jadro nr - .
kopii kopii kopii kopii
1 11
2 12
3 13
4 14
5 15
6 16
7 17
8 18
9 19
10 20
Razem 1-10 Razem 11-
20
HER2 CEP17 HER2.:CEP1“7 Wspotczynnik
amplifikacji
Razem 1-20
Srednio na komoérke

Rycina 2: Karta zliczer: probki
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Zautomatyzowana metoda Ariol do oznaczania HER2 FISH

Wykorzystanie aplikacji Ariol PathVysion® do cyfrowej oceny punktowej jako pomoc w
interpretacji obrazéw zostato niezaleznie potwierdzone w ré6znych poréwnawczych badaniach
kohortowych pod katem korzystania z Leica HER2 FISH System. Aplikacja Ariol PathVysion
do cyfrowej oceny punktowej wykorzystywana w potaczeniu z Leica HER2 FISH System jest
przeznaczona do badan diagnostycznych in vitro. Aby korzysta¢ z aplikacji Ariol PathVysion do
cyfrowej oceny punktowej w potaczeniu z Leica HER2 FISH System, nalezy ja skalibrowa¢ za
pomoca probek kontrolnych tkanek, a nie za pomocg Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123).
Wszystkie decyzje diagnostyczne sa podejmowane przez wykwalifikowanego lekarza.
Wiecej informacji na ten temat mozna znalez¢ w Instrukcji obstugi Ariol.

Kontrola jakosci

Zastosowanie szkietek kontrolnych

Zaleca sie, by Leica HER2 FISH Control Slide dotgcza¢ do kazdej partii testu, w celu
monitorowania poprawnosci wykonania testu oraz oceny doktadnosci pomiaru sygnatu.
Szkietka kontrolne powinny by¢é dodawane do kazdej partii barwienia w systemie BOND-MAX
i BOND-IIl oraz do kazdej nowej partii odczynnikéw. Dodatkowo uzytkownicy moga dodawac
wiasny materiat kontrolny.

Ocenia¢ jakos¢ szkietka kontrolnego i dokonywac zliczeh sygnatow zgodnie z instrukcjami
podanymi w rozdziale Ocena i pomiar sygnatu. Aby wynik testu mogt by¢ zaakceptowany,
muszg by¢ spetnione kryteria jakosci preparatu, a warto$¢ wspétczynnika HER2:CEP17 musi
miesci¢ sie w ustalonych granicach. Patrz Tabela 3, gdzie podano kryteria akceptacji Leica
HER2 FISH Control Slides.

Linia Bond Oracle | HER2 llos¢ Leica HER2 FISH System — 30 Test
komoérkowa HER2 |[HC receptorana | HER2:CEP17 Kryteria akceptacji
System Profil | komorke*

SKBr-3 3+ 4,3x10° HER2 stwierdzono amplifikacje

MDA-MB-453 o4 1.4 %108 HERTZ./CEP17ws.p')0k.:zynn|k amplifikacji
powinien wynosi¢ miedzy 1,5 - 2,5

MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10 HERZ2 nie stwierdzono amplifikacji

MDA-MB-231 0 9,3 x10° HER2 nie stwierdzono amplifikacji

*HER?Z2 analiza ilosci receptora oceniana za pomocg cytometrii przeptywowey.
Tabela 3: Leica HER2 FISH Interpretacja preparatu kontrolnego.

Jesli kontrole testu zawioda, wyniki FISHdla tego pudetka nie powinny by¢ podawane. Jesli
szkietka kontrolne nie spetnig kryteriow akceptacji szkietek, mozliwe, ze Leica HER2 FISH
System — 30 Test nie dziatat prawidtowo. W takim przypadku nalezy powtorzyc¢ test ze Swiezymi
szkietkami kontrolnymi i szkietkami probek pacjentéw. Jesli wyniki sg poza podanym zakresem,
lecz szkietka kontrolne spetniajg kryteria akceptacji pod wzgledem jakosci, nalezy powtérzy¢
przegladanie preparatu, poniewaz istnieje szansa, ze niewfasciwie policzono sygnaty. W
przypadku niepowodzenia hybrydyzacji na szkietkach kontrolnych lub testowych, prosimy o
zapoznanie sie z rozdziatem dotyczgcym probleméw (Tabela 6).

W przypadku prébek klinicznych, kiedy sygnat hybrydyzacji jest trudny do interpretacji, a
probka nie jest wystarczajgca duza, by wykonac¢ jeszcze jeden preparat, uznaje sie, ze test jest
niewiarygodny. Jesli liczba komérek do analizy nie jest wystarczajgca, test nie jest wiarygodny.
Preparaty pacjenta powinny by¢ kontrolowane za pomocg standardowych procedur
laboratoryjnych. Jako$¢ sygnatu i wyniki zliczen nalezy udokumentowaé na odpowiednim
formularzu.
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Ograniczenia

A. Ograniczenia ogo6ine

FISH to technika wymagajgca przeszkolenia specjalistycznego we wszystkich aspektach
procedury (w tym wybér odpowiednich odczynnikéw, tkanki, utrwalania, obrobki i przygotowania
szkietka) i interpretacji. Znakowanie tkanki zalezy od jej obrdbki, utrwalania i przetwarzania
przed znakowaniem. Niewtasciwe utrwalanie, mrozenie, rozmrazanie, przemywanie,
suszenie, ogrzewanie, ciecie lub skazenie innymi tkankami lub ptynami moze spowodowac
artefakty morfologiczne, degradacje kwaséw nukleinowych, fluorescencje tta lub fatszywie
negatywne wyniki. Sprzeczne wyniki mogg by¢ wynikiem réznic w utrwalaniu, zatapianiu lub
niejednorodnosci tkanki (21). Rowniez zbyt silne lub stabe barwienie moze wptyngé na wtasciwg
interpretacje wynikow.

Znakowanie niespecyficzne jako wynik niezwigzania sie sondy daje obraz rozsiany, ziarnisty i
jest obserwowane w miejscu odlegtym od oczekiwanego miejsca hybrydyzacji. Do interpretacji
wynikow znakowania nalezy wykorzystywac¢ komorki nienaruszone. Komorki nekrotyczne lub
zdegenerowane moga znakowac sie niespecyficznie (22). Nieoczekiwane znakowanie FISHIub
réznice w znakowaniu mogg by¢ wynikiem zmian w poziomie ekspresji genéw kodujgcych.
Wszelkie zmiany w oczekiwanym wzorze znakowania powinny by¢ interpretowane w potgczeniu
ze wszystkimi innymi badaniami diagnostycznymi. Interpretacje znakowania nalezy uzupemic
badaniami morfologicznymi oraz zastosowaniem odpowiedniego materiatu kontrolnego, oraz
ocenia¢ w kontekscie historii klinicznej pacjenta i innych badan diagnostycznych. Oceny
powinien dokona¢ wykwalifikowany patolog.

Wykonanie testu (tzn. ocene prawidtowosci materiatdw kontrolnych) oraz interpretacje
znakowania lub jego braku nalezy przeprowadzi¢ w akredytowanym/licencjonowanym
laboratorium, pod nadzorem odpowiednio wykwalifikowanego i doswiadczonego patologa,
ktory jest odpowiedzialny za ogdlng ocene testu hybrydyzacji in situ i jego interpretacje.
Wyniki fatszywie dodatnie FISHmogg wynika¢ z reakcji krzyzowej sondy z innymi sekwencjami
kwasow nukleinowych i/lub wigzania niespecyficznego. Nalezy wykorzysta¢ i udokumentowac
odpowiednie kontrole. Przy wykonywaniu testu nalezy wzig¢ pod uwage terminy przydatnosci.
Odstepstwa techniczne i interpretacyjne moga pojawiac sie, gdy technika FISHjest wykonywana
na materiatach pochodzacych z linii komorkowych (23).

B. Specyficzne ograniczenia produktu

Produkt nie jest przeznaczony do zastosowania w zadnych innych testach diagnostycznych
wykorzystujgcych DNA.

Nie zamienia¢ odczynnikow Leica HER2 FISH System — 30 Test na jakiekolwiek inne odczynniki
dostarczone przez firme Leica Biosystems lub innych producentéw. Dziatanie takie spowoduje
niewiarygodnos¢ testu. Uzytkownik musi zwalidowa¢ wszelkie odchylenia od zalecanych
procedur.

Zaleca sie, by do testu wykorzystywac tylko tkanki utrwalane w utrwalaczach na bazie formaliny.
Uzycie jakiegokolwiek innego utrwalacza moze sprawié¢, ze wyniki bedg niewiarygodne.
Skrawki tkanek pociete na grubosc¢ inng niz zalecana nie byty walidowane. Uzycie jakiejkolwiek
innej grubosci skrawkow moze sprawic¢, ze wyniki bedg niewiarygodne.

Zgodnos¢ kliniczna systemu HER2 FISH - 30 Test z Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Sutek

Badanie to okreslato przydatnos¢ Leica HER2 FISH System — 30 Test jako pomocy przy
podejmowaniu decyzji o leczeniu preparatem Herceptin (trastuzumab). Badanie zostato
zaprojektowane w taki sposob, by sprawdzi¢ zgodno$¢ miedzy Leica HER2 FISH System — 30
Test i wczesniej zatwierdzonym rozwigzaniem diagnostycznym, Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit, stosowanym jako ,ztoty standard” dla tego testu na tkance sutka.
Kryterium akceptacji testu moéwito, ze nizszy limit jednostronnego przedziatu ufnosci 95 % musi
by¢ wiekszy od 90 % miedzy Leica HER2 FISH System — 30 Test i recznym Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, posrod pozytywnych (amplifikacja) i negatywnych (brak
amplifikacji) utrwalanych w formalinie i zatapianych w parafinie (FFPE) prébek inwazyjnego
raka sutka.
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Badanie przeprowadzono jako tréjosrodkowa, zamaskowang ocene klinicznie inwazyjnych
probek raka sutka. Do kazdego z o$rodkéw badawczych dostarczono zarchiwizowane, utrwalane
w formalinie, zatapiane w parafinie bloczki tkanek inwazyjnego raka sutka o znanym poziomie
ekspresji onkoproteiny HER2. Wybrano kohorte 300 probek, zawierajgcych 75, 0/1+ wczesniej
scharakteryzowanych za pomoca IHC przypadkéw; 150, 2+ wczesniej scharakteryzowanych za
pomoca IHC przypadkoéw; i 75, 3+ wczesniej scharakteryzowanych za pomocg IHC przypadkow,
ktore rozdzielono po rowno do wszystkich trzech osrodkéw badawczych.

Wszystkie przypadki oznakowano recznie testem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit, zgodnie z instrukcjami producenta podanymi w ulotce informacyjnej. Nastepnie
kolejne skrawki z kazdego przypadku wyznakowano Leica HER2 FISH System — 30 Test w
systemie BOND-MAX i BOND-III.

Wszystkie wyznakowane szkietka zamaskowano i przeanalizowano w sposob randomizowany
przy pomocy jednego wyszkolonego obserwatora w kazdym z trzech osrodkéw badawczych.
Wynik uznawano za negatywny przy wspoétczynniku genéw HER2/CEP17 <2,0 i pozytywny przy
wspétczynniku HER2/CEP17 22,0. Nastepnie dane przeanalizowano pod katem zgodnosci,
zgodnosci znakowania pozytywnego i zgodnosci znakowania negatywnego.

2x2 Wyniki zgodnosci BOND-MAX System - Sutek

Dane zgrupowano jako negatywne (<2,00) lub pozytywne (=2,00) w analizie 2x2. Obserwowana
zgodnos¢ dla 300 prébek migedzy oboma testami w analizie 2x2 wyniosta 99,33 % (298/300)
przy Cl 95%: 97,61-99,92 % dla BOND-MAX

Odsetek zgodnosci pozytywnej (czutosc¢), czyli zdolnosci testu Leica HER2 FISH System — 30
Test do prawidtowej identyfikacji przypadkéw uznanych przez test Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit za pozytywne (odsetek probek uznanych za pozytywne przez Leica
HER2 FISH System — 30 Test i reczny Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
sposréd wszystkich probek pozytywnych w Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit)
wyniost 99,03 % (102/103).

Odsetek zgodnosci negatywnej (swoisto$c¢), czyli zdolnosci testu do prawidtowej identyfikacji
przypadkéw negatywnych w Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (odsetek
prébek uznanych za negatywne przez test Leica HER2 FISH System — 30 Test i Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit sposrod wszystkich probek negatywnych w Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) wyniost 99,49 % (196/197). Patrz tabela 4

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit
Negatywny Pozytywny Razem
(<2,0) (22,0)
Leica HER2 Negatywny 196 1 197
FISH System — (<2,0)
30 Test Pozytywny 1 102 103
BOND-MAX (22,0)
Razem 197 103 300

Ogolina zgodnos¢ (95% Cl) = 99,33 % (97,61 — 99,92 %)

Tabela 4. Zgodnosc¢ 2x2 testu Leica HER2 FISH System — 30 Test w systemie BOND-MAX System z zestawem Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit na tkance sutka.
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2x2 Wyniki zgodnosci BOND-IIl System - Sutek

Dane zgrupowano jako negatywne (<2,00) lub pozytywne (=2,00) w analizie 2x2. Obserwowana
zgodnos¢ dla 300 probek miedzy oboma testami w analizie 2x2 wyniosta 99,67 % (299/300)
przy Cl 95%: 98,16-99,99 % dla BOND-III

Odsetek zgodnosci pozytywnej (czutosc¢), czyli zdolnosci testu Leica HER2 FISH System — 30
Test do prawidtowej identyfikacji przypadkéw uznanych przez test Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit za pozytywne (odsetek probek uznanych za pozytywne przez Leica
HER2 FISH System — 30 Test i reczny Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
sposréd wszystkich probek pozytywnych w Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit)
wyniost 99,03 % (102/103).

Odsetek zgodnosci negatywnej (swoisto$c¢), czyli zdolnosci testu do prawidtowej identyfikacji
przypadkéw uznanych przez Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit za negatywne
(odsetek probek negatywnych w Leica HER2 FISH System — 30 Test i Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit sposréd wszystkich probek negatywnych w Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) wyniost 100 % (197/197). Patrz tabela 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit
Negatywny Pozytywny Razem
(<2,0) (22,0)
Leica HER2 Negatywny 197 1 198
FISH System — (<2,0)
30 Test Pozytywny 0 102 102
BOND-III (22,0)
Razem 197 103 300

Ogolna zgodnos¢ (95 % Cl) = 99,67 % (98,16 - 99,99 %)

Tabela 5. Zgodnos¢ 2x2 testu Leica HER2 FISH System — 30 Test w systemie BOND-IIl z zestawem Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit na tkance sutka.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, dane uzyskane z badania przemawiajg za tym, ze Leica
HER2 FISH System — 30 Test moze by¢ wykorzystywany jako wsparcie oceny pacjentéw, u
ktorych rozwazana jest terapia preparatem Herceptin (trastuzumab), co wynika z wysokiej
zgodnosci z Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, testem wczesniej stosowanym
do tego celu.
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Zgodnos¢ kliniczna systemoéw Leica HER2 FISH Sy_stem - 30 Test z
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Zotadek

Badanie to okreslato przydatnos¢ systemu Leica HER2 FISH System - 30 Test jako
pomocy przy podejmowaniu decyzji o leczeniu preparatem Herceptin (trastuzumab).
Badanie zostato zaprojektowane w taki sposéb, by sprawdzi¢ zgodno$¢ miedzy
systemem Leica HER2 FISH System - 30 Test i wczesniej zatwierdzonym
rozwigzaniem diagnostycznym, Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit, stosowanym jako "ztoty standard" dla tego testu na tkankach zotgdka. Kryterium
akceptacji testu mowito, ze nizszy limit jednostronnego przedziatu ufnosci 95% musi
by¢ wiekszy od 90% miedzy Leica HER2 FISH System - 30 Test i recznym Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, posrod pozytywnych (amplifikacja) i
negatywnych (brak amplifikacji) utrwalanych w formalinie i zatapianych w parafinie
(FFPE) prébek gruczolakoraka zotgdka (w tym potgczenia zotgdkowo-przetykowego).
Badanie zostalo przeprowadzone jako ocena probek klinicznie inwazyjnego
gruczolakoraka zoftgdka. Testy wykonano na zarchiwizowanych, utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie bloczkach gruczolakoraka zotgdka, przy znanym
poziomie ekspresji genu HER2. Wybrano kohorte 109 prébek, obejmujgcych 50
przypadki z amplifikacjg i 59 przypadkéw bez amplifikaciji.

Wszystkie przypadki zabarwiono recznie testem Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit, zgodnie z instrukcjami producenta podanymi w ulotce informacyjnej.
Nastepnie kolejne skrawki z kazdego przypadku zabarwiono Leica HER2 FISH
System - 30 Test w systemie BOND-MAX System.

Wszystkie zabarwione szkietka zostaty ocenione w sposéb randomizowany przez
jednego przeszkolonego obserwatora. Wyniki byty interpretowane jako negatywne
przy obliczonym stosunku ekspresji HER2/CEP17 <2,0 i pozytywne przy obliczonym
stosunku ekspresji HER2/CEP17 22,0. Nastgpnie dane przeanalizowano pod
katem zgodnosci, zgodnos$ci znakowania pozytywnego i zgodnosci znakowania
negatywnego.

2x2 Wyniki zgodnosci systemu BOND-MAX System - Zotagdek

Dane zgrupowane jako negatywne (<2,00) lub pozytywne (22,00) w analizie 2x2.
Obserwowana zgodnos$é¢ dla 109 prébek miedzy oboma testami w analizie 2x2
wykazata zgodnos¢ na poziomie 98,17% (107/109) przy 95% CI 93,53-99,78% dla
systemu BOND-MAX System.

Odsetek zgodnosci pozytywnej (czuto$€) czyli zdolnosci testu Leica HER2 FISH
System - 30 Test do prawidtowej identyfikacji przypadkéw uznanych przez test
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit za pozytywne (odsetek probek
uznanych za pozytywne przez Leica HER2 FISH System - 30 Test i reczny zestaw
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit sposréd wszystkich probek
pozytywnych w Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) wyniést 96,00%
(48/50).

Odsetek zgodnosci negatywnej (swoistos¢), czyli zdolnosci testu do prawidtowe;j
identyfikacji przypadkow negatywnych w Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit (odsetek prébek uznanych za negatywne przez test Leica HER2 FISH
System - 30 Test i Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit sposréd
wszystkich prébek negatywnych w Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit) wynidst 100% (59/59). Patrz Tabela 6.
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Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Negatywny Pozytywny Razem
(<2,0) (22,0)
Leica HER2 Negatywny 59 2 61
FISH System - (<2,0)
I;O Ile;tMAX Pozytywny 0 48 48
OND- (22,0)
Razem 59 50 109

Ogdlna zgodnosé (95% Cl) = 98,17 % (93,53 -99,78 %)

Tabela 6. Zgodnosc 2x2 systemu Leica HER2 FISH System - 30 Test w systemie BOND-MAX System z Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit na tkance Zotgdkowej.

Strona 19 z 27

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System — 30 testow Instrukcja obstugi TA9217 EU-PL-CE-Rev_G 26/02/2020



Testowanie precyzji — system BOND-MAX

A. Badanie precyzji w ramach partii materiatu

Badanie precyzji w ramach partii materiatu zostato przeprowadzone w sposéb randomizowany
i zaslepiony. Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w ramach partii materiatu
przeprowadzono w jednym osrodku badawczym na 540 wczes$niej scharakteryzowanych
pod wzgledem HER2 préobkach TMA zawierajgcych utrwalone w formalinie i zatopione w
parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia precyzji w ramach partii
materiatu umozliwito opracowanie wigkszej liczby przypadkéw oferujgcych wiekszy zakres
ekspresji HER2 w jednym doswiadczeniu na jednym urzadzeniu.

Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w partii, 532/540
opracowane przypadki daty zgodny wynik, co oznacza ogodlng zgodno$¢ na poziomie
98,52 %, przy dolnym limicie 95 % CI: 97,10 %.

B. Badanie precyzji urzadzenia

Badanie precyzji urzgdzenia zostato przeprowadzone w spos6b randomizowany i zaslepiony.
Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w ramach urzadzenia przeprowadzono
w jednym osrodku badawczym na 1620 wczesniej scharakteryzowanych pod wzgledem
HER?2 prébkach TMA zawierajgcych utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie przypadki
raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia precyzji w ramach urzadzenia umozliwito
opracowanie wiekszej liczby przypadkéw oferujgcych wiekszy zakres ekspresji HER2 w
wielu doswiadczeniach na jednym urzadzeniu.

Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w urzgdzeniu, 1620/1620
opracowanych przypadkéw dato zgodny wynik, co oznacza ogdéing zgodno$¢ na poziomie
100 %, przy dolnym limicie 95% CI: 99,82 %.

C. Badanie precyzji na roznych partiach materiatu

Badanie precyzji w ramach roznych partii materiatu zostato przeprowadzone w sposob
randomizowany i zaslepiony. Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w ramach
réznych partii materiatu przeprowadzono w jednym o$rodku badawczym na 900 wczes$niej
scharakteryzowanych pod wzgledem HER2 prébkach TMA zawierajgcych utrwalone w
formalinie i zatopione w parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia
precyzji w ramach roéznych partii, w codziennej eksploatacji, umozliwito opracowanie
wigkszej liczby przypadkéw oferujgcych wiekszy zakres ekspresji HER2w réznych partiach,
opracowanych w rézne dni.

Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w réznych partiach, 894/900
opracowane przypadki daty zgodny wynik, co oznacza ogdlng zgodno$¢ na poziomie
99,33 %, przy dolnym limicie 95 % CI: 98,55 %.

D. Badanie precyzji roznych laboratoriow

Badanie precyzji w ramach roznych laboratoriow zostato przeprowadzone w sposob
randomizowany i zaslepiony. Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w
réznych laboratoriach przeprowadzono w trzech osrodkach badawczych na 513 wczesniej
scharakteryzowanych pod wzgledem HER2 probkach TMA zawierajgcych utrwalone w
formalinie i zatopione w parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia
precyzji w ramach réznych laboratoriéw umozliwito opracowanie wigkszej liczby przypadkow
oferujgcych wiekszy zakres ekspresji HER2w réznych partiach, na ré6znych urzgdzeniach.
Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w réznych laboratoriach,
510/513 opracowanych przypadkéw dato zgodny wynik, co oznacza ogoélng zgodno$¢ na
poziomie 99,42 %, przy dolnym limicie 95% CI: 98,30 %.

E. Badanie precyzji réznych obserwatorow

Badanie precyzji w ramach réznych obserwatoréw zostato przeprowadzone w sposob
randomizowany i zaslepiony. Badanie powtarzalnosci Leica HER2 FISH System — 30 Test
w ramach réznych obserwatoréw przeprowadzono w trzech osrodkach badawczych. W
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kazdym z osrodkow badawczych wykorzystano jednego doswiadczonego obserwatora. Do
oceny precyzji w ramach obserwatoréw zastosowano osiemnascie przypadkéw raka sutka,
odzwierciedlajgcych typy tkanek spotykane w praktyce kliniczne;.

Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji réznych obserwatoréw,
53/54 opracowanych przypadkéw dato zgodny wynik, co oznacza ogdélng zgodnos¢ na
poziomie 98,15 %, przy dolnym limicie 95% CI: 90,11 %.

F. Badanie precyzji roznych partii odczynnikow

Badanie precyzji w ramach réznych partii odczynnikéw zostato przeprowadzone w sposob
randomizowany i zaslepiony. Precyzje w ramach réznych partii odczynnikéw okreslano
na trzech wyprodukowanych niezaleznie partiach Leica HER2 FISH System — 30 Test,
produkowanych zgodnie z Dobrg Praktyka Produkcyjng (Good Manufacturing Practice,
GMP). Kazda partia byta testowana w jednym os$rodku badawczym na 540 wczesniej
scharakteryzowanych pod wzgledem HER2 probkach TMA zawierajgcych utrwalone w
formalinie i zatopione w parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia
precyzji w ramach réznych partii odczynnikédw umozliwito opracowanie wigkszej liczby
przypadkéw oferujacych wiekszy zakres ekspresji HER2 przebadanych na réznych partiach.
Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w roznych partiach
odczynnikéw, 534/540 opracowane przypadki daty zgodny wynik, co oznacza ogdlng
zgodnos¢ na poziomie 98,89 %, przy dolnym limicie 95 % CI: 97,60 %.

Testowanie precyzji — system BOND-III

G. Badanie precyzji w ramach partii materiatu

Badanie precyzji w ramach partii materiatu zostato przeprowadzone w sposéb randomizowany
i zaslepiony. Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w ramach partii materiatu
przeprowadzono w jednym osrodku badawczym na 540 wczes$niej scharakteryzowanych
pod wzgledem HER2 prébkach TMA zawierajgcych utrwalone w formalinie i zatopione w
parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia precyzji w ramach partii
materiatu umozliwito opracowanie wigkszej liczby przypadkéw oferujgcych wiekszy zakres
ekspresji HER2 w jednym doswiadczeniu na jednym urzgdzeniu.

Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w partii, 540/540
opracowanych przypadkéw dato zgodny wynik, co oznacza ogdéing zgodno$¢ na poziomie
100 %, przy dolnym limicie 95% CI: 99,45 %.

H. Badanie precyzji urzadzenia

Badanie precyzji urzgdzenia zostato przeprowadzone w sposob randomizowany i zaslepiony.
Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w ramach urzadzenia przeprowadzono
w jednym osrodku badawczym na 1620 wczesniej scharakteryzowanych pod wzgledem
HER2 prébkach TMA zawierajgcych utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie przypadki
raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia precyzji w ramach urzadzenia umozliwito
opracowanie wigkszej liczby przypadkow oferujgcych wigkszy zakres ekspresji HER2 w
wielu doswiadczeniach na jednym urzgdzeniu.

Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w partii, 1620/1620
opracowanych przypadkéw dato zgodny wynik, co oznacza ogdéing zgodno$¢ na poziomie
100 %, przy dolnym limicie 95% CI: 99,82 %.

|. Badanie precyzji na réoznych partiach materiatu

Badanie precyzji w ramach réznych partii materiatu zostato przeprowadzone w sposoéb
randomizowany i zaslepiony. Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w ramach
réznych partii materiatu przeprowadzono w jednym osrodku badawczym na 900 wczes$niej
scharakteryzowanych pod wzgledem HER2 prébkach TMA zawierajgcych utrwalone w
formalinie i zatopione w parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia
precyzji w ramach réznych partii, w codziennej eksploatacji, umozliwito opracowanie
wiekszej liczby przypadkéw oferujgcych wiekszy zakres ekspresji HER2w réznych partiach,
opracowanych w rézne dni.
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Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w roznych partiach, 891/900
opracowane przypadki daty zgodny wynik, co oznacza ogdlng zgodno$¢ na poziomie
99,00 %, przy dolnym limicie 95% CI: 98,11 %.

J. Badanie precyzji roznych laboratoriow

Badanie precyzji w ramach réznych laboratoriow zostato przeprowadzone w sposob
randomizowany i zaslepiony. Badanie precyzji Leica HER2 FISH System — 30 Test w
réznych laboratoriach przeprowadzono w trzech o$rodkach badawczych na 513 wczes$niej
scharakteryzowanych pod wzgledem HER2 prébkach TMA zawierajgcych utrwalone w
formalinie i zatopione w parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia
precyzji w ramach réznych laboratoriéw umozliwito opracowanie wigkszej liczby przypadkow
oferujgcych wiekszy zakres ekspresji HER2w réznych partiach, na réznych urzadzeniach.
Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w réznych laboratoriach,
511/513 opracowanych przypadkéw dato zgodny wynik, co oznacza ogdéing zgodnos$¢ na
poziomie 99,61 %, przy dolnym limicie 95% CI: 98,60 %.

K. Badanie precyzji roznych obserwatorow
Badanie precyzji w ramach réznych obserwatoréw zostato przeprowadzone w sposob
randomizowany i zaslepiony. Badanie powtarzalnosci Leica HER2 FISH System — 30 Test
w ramach réznych obserwatoréw przeprowadzono w trzech osrodkach badawczych. W
kazdym z osrodkéw badawczych wykorzystano jednego doswiadczonego obserwatora. Do
oceny precyzji w ramach obserwatoréw zastosowano osiemnascie przypadkow raka sutka,
odzwierciedlajgcych typy tkanek spotykane w praktyce kliniczne;j.
Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji roznych obserwatoréw,
53/54 opracowanych przypadkéw dato zgodny wynik, co oznacza ogdlng zgodnos$¢ na
poziomie 98,15 %, przy dolnym limicie 95% CI: 90,11 %.

L. Badanie precyzji roznych partii odczynnikow
Badanie precyzji w ramach roznych partii odczynnikéw zostato przeprowadzone w sposob
randomizowany i zaslepiony. Precyzje w ramach réznych partii odczynnikdw okreslano
na trzech wyprodukowanych niezaleznie partiach Leica HER2 FISH System — 30 Test,
produkowanych zgodnie z Dobrg Praktykg Produkcyjng (Good Manufacturing Practice,
GMP). Kazda partia byta testowana w jednym osrodku badawczym na 540 wczesniej
scharakteryzowanych pod wzgledem HER2 probkach TMA zawierajgcych utrwalone w
formalinie i zatopione w parafinie przypadki raka sutka. Zastosowanie TMA do okreslenia
precyzji w ramach réznych partii odczynnikéw umozliwito opracowanie wigkszej liczby
przypadkéw oferujgcych wiekszy zakres ekspresji HER2 przebadanych na réznych partiach.
Przy zliczaniu szkietek znakowanych w ramach badania precyzji w roznych partiach
odczynnikow, 540/540 opracowane przypadki daly zgodny wynik, co oznacza ogdélng
zgodnos¢ na poziomie 100 %, przy dolnym limicie 95% Cl: 99,45 %.

Powtarzalnosc¢ testu

Badanie powtarzalnosci przeprowadzono na systemie BOND-MAX i BOND-III, w celu okreslenia
zakresu toleranc;ji testu na czas odbioru ciepta i temperature; czas odbioru enzymu, temperature
i stezenie; czas i temperature denaturacji; czas i temperature hybrydyzacji; oraz czas i
temperature ptukania. Badania powtarzalnos$ci z uzyciem standardowego protokotu w systemie
BOND-MAX i BOND-Ill zostaly réwniez przeprowadzone poza zalecanymi limitami
zdefiniowanymi w wytycznych FDA/ORA: ORA LAB5.3 Rev 1.7 dla temperatury i wilgotnosci.

» Nie zaobserwowano réznic w statusie amplifikacji, gdy standardowa temperatura dla
kazdego kroku zaleznego od temperatury zostata podwyzszona o 4 °C lub obnizona 0 4°C,
w poréwnaniu do protokotu Leica HER2 FISH System — 30 Test protokét. Najwyzsza jakos¢
wynikow obserwowana byta przy temperaturze domysinej i ta wtasnie temperatura jest
zalecana.

» Nie zaobserwowano réznic w statusie amplifikacji, gdy czas odstoniecia epitopéw pod
wptywem temperatury (HIER) wyniést 20 minut i 30 minut w temp. 97 °C z zastosowaniem
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roztworu BOND ER1, w poréwnaniu do standardowego protokotu Leica HER2 FISH System
— 30 Test. Najwyzszg jako$¢ wynikdow obserwowano przy standardowym czasie 25 minut i ten
czas inkubacji jest zalecany.

* Nie zaobserwowano réznic w statusie amplifikacji, gdy czas odstaniania epitopéw pod
wptywem enzymu (EIER) wyniést 15 minut i 35 minut w temp. 37°C, w poréwnaniu do
standardowego protokotu Leica HER2 FISH System — 30 Test. Najwyzszg jako$¢ wynikow
obserwowano przy standardowym czasie 25 minut i ten czas inkubacji jest zalecany.

» Nie zaobserwowano réznic w statusie amplifikacji, gdy stezenie enzymu w czasie odstaniania
epitopédw pod wptywem enzymu (EIER) zmieniato sie w zakresie od 1:200 (koncentrat enzymu/
rozpuszczalnik enzymu) do 1:500, przy zastosowaniu standardowego protokotu Leica HER2
FISH System — 30 Test. Najwyzszg jakos$¢ wynikow obserwowano przy standardowym
stezeniu 1: 300 minut i to rozcienczenie jest zalecane.

» Nie zaobserwowano réznic w statusie amplifikacji, gdy czas denaturacji wynosit 5 minut lub
15 minut, w poréwnaniu do standardowego protokotu Leica HER2 FISH System — 30 Test.
Najwyzszg jako$¢ wynikéw obserwowano przy standardowym czasie 10 minut i ten czas
denaturaciji jest zalecany.

» Nie zaobserwowano réznic w statusie amplifikacji, gdy czas hybrydyzacji wynosit 9 godzin lub
15 godzin, w poréwnaniu do standardowego protokotu Leica HER2 FISH System — 30 Test.
Najwyzszg jakos¢ wynikow obserwowano przy standardowym czasie 12 godzin i ten czas
hybrydyzacji jest zalecany.

» Nie zaobserwowano réznic w statusie amplifikacji, gdy czas ptukania po hybrydyzacji wynosit
2, 5 lub 7 minut, w poréwnaniu do standardowego protokotu Leica HER2 FISH System — 30
Test. Najwyzszg jako$¢ obserwowano przy standardowym czasie 4 minut i ten czas ptukania
po hybrydyzaciji jest zalecany.

» Nie zaobserwowano roznic w statusie amplifikacji, gdy test Leica HER2 FISH System — 30
Test zostat wykonany w temp. 28 °C i wilgotnosci wzglednej 30 % lub 16 °C i 80 % wilgotnosci
wzglednej, w poréwnaniu do standardowego protokotu Leica HER2 FISH System — 30 Test
przeprowadzonego w warunkach otoczenia.

Odchylenia inne, niz opisane w przeprowadzonych badaniach powtarzalnosci nie zostaty
zwalidowane. Uzycie jakiegokolwiek innego parametru moze sprawi¢, ze wyniki bedg
niewiarygodne.

Powyzszy tekst opisuje przetestowane warunki i wyniki badania. Prosimy zwroci¢ uwage,
ze Leica nie testowata wszystkich mozliwych kombinacji warunkéw i nie zaleca stosowania
niestandardowych parametrow wszystkich warunkow. Standardowy protokét Leica HER2 FISH
opisano w Tabeli 2.
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Usuwanie problemoéw

Problem

Mozliwa przyczyna

Rozwigzanie

Brak lub staby
sygnat/
znakowanie
fluorescencyjne

Niewtasciwe utrwalenie lub
obrobka preparatu testowego

Upewnic sie, ze stosowany jest utrwalacz
na bazie formaliny oraz ze harmonogramy
obrobki sg whasciwe dla prébki poddawanej
testowi.

Leica HER2 FISH System - 30
Test jest wykorzystywany

po uptywie terminu
przydatnosci

Upewnic sie, ze test Leica HER2 FISH
System — 30 Test jest stosowany przed data
przydatnosci do uzycia.

Niewtasciwy wyboér
protokotu

Upewnic sie, ze wartos¢ domysina *FISH
Protocol A znajduje sie w polu protokotu
barwienia, okna dialogowego Add slide.

Wstawiono niewtasciwe
pojemniki zbiorcze
odczynnikéw

Upewnic sie, ze wszystkie odczynniki
BOND zostaty przypisane do odpowiednich
pojemnikéw zbiorczych i umieszczone w
odpowiednich pozycjach urzadzenia.

Niewystarczajgce usuniecie
parafiny ze szkietek

Upewnic sie, ze w polu Preparation okna
dialogowego Add slide wybrany jest tryb
*Dewax.

Niewtasciwa obrébka
wstepna

Upewnic sie, ze wybrano standardowe

protokoty obrébki wstepnej (HIER i Enzymatic

Digestion). Jesli zachodzi taka potrzeba,
zmienic¢ protokot obrébki wstepnej (HIER lub
Enzymatic Digestion).

Niewtasciwa denaturacja

Upewnic sie, ze wybrano standardowg
denaturacje *D10.

Niewtfasciwa hybrydyzacja

Upewnic sie, ze wybrano odpowiednia,
standardowa hybrydyzacje *H12. Jesli
potrzeba, wydtuzy¢ czas denaturacji.

Nadmierne ptukanie po
hybrydyzacji

Skrocic¢ czas inkubacji ptukania po
hybrydyzacji.

Obrébka przerwana przed
koricem

Przy uzyciu oprogramowania BOND,
potwierdzi¢ obecnos¢ btedow w czasie
procesu znakowania i wyeliminowac ich
przyczyne, zgodnie z instrukcjami podanymi
przez oprogramowanie BOND.

Niewtfasciwy sprzet do

mikroskopii fluorescencyjnej

. Niewtasciwy zestaw
filtrow

. Niewtasciwa lampa

. Zuzyta lampa

. Niewtfasciwy rodzaj
olejku

Upewnic sie, ze caly sprzet do mikroskopii
fluorescencyjnej jest wtasciwy dla
wykonywanego testu. Potwierdzic:

. Odpowiedni zestaw filtréw
. Odpowiednia lampa
. Lampa do dobrej mocy

. Odpowiedni olejek do stosowania w
mikroskopii imersyjnej
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Problem

Mozliwa przyczyna

Rozwigzanie

Brak lub Nadmierna ekspozycja na Przed i po ocenie przechowywac szkietka

staby sygnat/ Swiatto UV (zbledniecie) w ciemnosci, aby zachowac sygnat

znakowanie fluorescencyjny. Aby zachowac sygnat przez

fluorescencyjne dtuzszy czas, przechowywac szkietka w temp.
-20°C.

Niespecyficzny Niewystarczajace ptukanie po | Wydtuzy¢ czas inkubacji po

fluorescencyjny hybrydyzacji hybrydyzacji.

sygnat/

znakowanie tfa

Wstawiono niewtasciwe
pojemniki zbiorcze
odczynnikow

Upewnic sie, ze wszystkie odczynniki
BOND zostaty przypisane do odpowiednich
pojemnikéw zbiorczych i umieszczone w
odpowiednich pozycjach urzadzenia.

Niewystarczajgce usuniecie
parafiny ze szkietek

Upewnic sie, ze w polu przygotowania
(Preparation) okna dialogowego dodawania
szkietek (Add slide) wybrano tryb *Dewax.

Niespecyficzna reakcja
krzyzowa w obszarach
nekrozy tkanek

Upewnic sie, ze stosowany jest utrwalacz

na bazie formaliny oraz ze harmonogramy
obrobki sg whasciwe dla prébki poddawanej
testowi. Jesli to mozliwe, ponownie
przetestowac pudetko z uzyciem innego
bloczka. Jesli nie jest to mozliwe, oceniac
razem z odpowiednim barwieniem H&E

i wybiera¢ obszary o najlepszym wzorze
utrwalenia.

Skrawki przyklejone
do szkietek za pomoca
nieodpowiedniego kleju

Stosowac szkietka BOND Plus Slides — nr
katalogowy S21.2113 lub Apex BOND
Slides nr katalogowy 3800040)

Stabe
zachowanie
morfologii tkanki

Niewtfasciwe utrwalenie i
obrébka tkanek

Upewnic sig, ze stosowany jest utrwalacz
na bazie formaliny oraz ze harmonogramy
obrobki sg whasciwe dla prébki poddawanej
testowi. Jesdli to mozliwe, ponownie
przetestowac pudetko z uzyciem innego
bloczka. Jesli nie jest to mozliwe, oceniac
razem z odpowiednim barwieniem H&E

i wybierac obszary o najlepszym wzorze
utrwalenia.

Niewtasciwa obrébka
wstepna

Skorygowac protokét obrébki wstepnej (HIER
lub Enzymatic Digestion).
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Tkanka odkleita Zastosowano niewtasciwy Upewnic sie, ze do skrawkoéw pacjenta/
sie od szkietka typ szkietek lub niewtasciwe kontrolnych uzyto odpowiednich szkietek (np.
pacjenta/ odsaczenie skrawkow BOND Plus Slides — nr katalogowy S21.2113
kontrolnego lub Apex BOND Slides nr katalogowy

3800040) Upewnic sie, ze szkietka zostaty
odpowiednio odsaczone i inkubowane przez 1
godzine w temp. 60°C.

Tabela 7. Leica HER2 FISH System — 30 Test Wskazoéwki do usuwania probleméw.

Jesli jakiekolwiek problemy z systemem Leica HER2 FISH System — 30 Test nie zostaty opisane
w powyzszym zestawieniu, prosimy o skontaktowanie sie z lokalnym serwisem Leica Biosystems
lub dystrybutorem.
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Umowa licencyjna

Niniejszy produkt zawiera sondy PathVysion FISH dostarczone przez Abbott Molecular Inc.
PathVysion, LSI i CEP sg znakami handlowymi Abbott Molecular Inc. Wszelkie prawa
zastrzezone. Wykorzystano na podstawie licencji.

Zmiany w stosunku do poprzedniego wydania

Dane zotadka dodat.
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Herceptin jest znakiem handlowym Genentech, Inc. i F. Hoffmann-La Roche Ltd.
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