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Leica HER2 FISH System - 30 Test
Instructiuni de utilizare

Pentru utilizare pe Leica Biosystems’ BOND-MAX sistem i BOND-III sistem.

TA9217 este un produs pentru hibridizare fluorescenta in situ conceput pentru a colora 30 de
teste (30 de lame colorate cu sonda LS| HER2/CEP17 Dual Probe).
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Utilizare prevazuta

Pentru uz diagnostic in vitro

Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test este conceput pentru a detecta amplificarea
genei HER2/neu prin hibridizarea fluorescenta in situ (FISH) in probele de tesut de carcinom
mamar uman si de adenocarcinom gastric uman (inclusiv de jonctiune esogastrica) fixate in
formol si incluse in parafind Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test este indicat ca un
ajutor in evaluarea pacientilor pentru care este luat in considerare tratamentul cu Herceptin®
(trastuzumab) (consultati prospectul pentru Herceptin). Sistemul Leica HER2 FISH System -
30 Test nu este destinat screeningului sau diagnosticarii cancerului mamar. Trebuie luate de
asemenea in considerare si toate celelalte informatii clinice precum marimea tumorii, numarul
de noduli limfatici implicati si starea receptorului steroidian. Nicio decizie de tratament pentru
pacientii cu cancer mamar nu trebuie sa se bazeze numai pe starea de amplificare a genei
HER2.

Nota: Toti pacientii din studiile clinice ale Herceptin au fost selectati utilizand o analiza de
investigatie Clinical Trial Assay (CTA). Niciunul dintre pacientii din aceste studii nu a fost selectat
folosind sistemul Leica Leica HER2 FISH System - 30 Test. Sistemul Leica HER2 FISH System
- 30 Test a fost comparat cu analiza Abbott Molecular PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit pe
un set independent de probe si s-a observat ca se obtin rezultate concordante acceptabile, asa
cum se indica in Rezumatul privind concordanta clinica. Nu a fost stabilita corelarea reala a
sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test cu rezultatele clinice.

Toti pacientii din studiile clinice Herceptin pentru cancer gastric avansat (ToGA) au fost selectati
utilizand Testul Dako Hercep. Niciunul dintre pacientii din aceste studii nu a fost selectat folosind
sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test. Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost
comparat cu analiza Abbott Molecular PathVysion* HER-2 DNA Probe Kit pe un set independent
de probe si s-a observat ca se obtin rezultate concordante acceptabile, asa cum se indica Tn
Rezumatul privind concordanta clinica. Nu a fost stabilitd corelarea reala a rezultatelor de la
sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test cu rezultatele clinice.

* Herceptin® este o marca comerciald a Genentech, Inc. si F. Hoffmann-La Roche Ltd. PathVysion®este o marca comerciald a

Abbott Molecular Inc. Toate drepturile rezervate. Utilizat sub licenta.

Instruire necesara
Leica Biosystems va oferi instruire pentru toti utilizatorii in prepararea probelor, metoda de
analiza si in interpretarea testarii FISH a genei HER2.

Rezumat si explicatii

Context

Gena HER2, cunoscuta alternativ ca neu sau c-erbB2, este localizata pe bratul lung al
cromozomului 17 la pozitia 17911-12 (1). S-a demonstrat ca atat gena HER2 cét si proteina
codificata de 185 kD joaca un rol foarte important in transformarea maligna si in evolutia tumorii
in cancerul mamar (2).

HER2 functioneaza ca un marker de prognostic, amplificarea genei si supraexpresia proteinei
fiind legate de o cresterea a ratei de recurenta a bolii si de o mortalitate mai ridicata. HER2
functioneaza de asemenea ca un marker predictiv pentru chemoterapia sistemica selectata
si pentru tratamente tintite (3). In mod specific, s-a aratat ca amplificarea genei HER2 este
un indicator al prognosticului nefavorabil in cancerul mamar cu noduli pozitivi (4-8). Mai
mult, un studiu a indicat ca valoarea de prognostic a HER2 este mai mare la pacientii tratati
prin chemoterapie (7). Cu toate acestea, in predictia supravietuirii fara semne de boala si a
supravietuirii generale a fiecarui pacient, trebuie luati in considerare si al{i factori de prognostic
cum ar fi marimea tumorii, numarul de noduli limfatici pozitivi si starea receptorului steroidian.

Supraexpresia oncoproteinei HER2, ca rezultat al amplificarii genei ce se gaseste in celulele
canceroase mamare, sugereaza oncoproteina HER2 ca tinta a terapiei bazate pe anticorpi (3) -
in timp ce rezultatele din studiul ToGA arata clar ca utilizarea Herceptin® in cancerul gastric
fmpreuna cu chemoterapia reprezinta un tratament eficient care mbunatateste rata de
supravietuire generala in cancerele HER2 pozitive (9). Herceptin (trastuzumab), un anticorp
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monoclonal umanizat (10) care se leaga cu o mare afinitate de oncoproteina HER2 s-a demonstrat
ca inhiba proliferarea celulelor tumorale umane care supraexprimé oncoproteina HER2 atét in vitro
cat si in vivo (11-13). Incepand cu dezvoltarea Herceptin, detectarea genei si a proteinei HER2 a
devenit un instrument esential in evaluarea tumorilor mamare, dirijand atat selectarea terapiei cat si
managementul ulterior al pacientilor (14,15).

Atat in celulele in interfaza, cat si in metafaza obtinute din liniile celulare de carcinom mamar
uman, FISH a fost utilizat pentru a indica amplificarea genei HER2 (16-19). Pentru cuantificarea
amplificarii genei HER2, prin tehnica FISH este evaluat nivelul de amplificare a genei HER2
direct in celulele tumorale. Morfologia caracteristica a tesutului si distributia spatiala a copiilor
oncogene in carcinoamele mamare primare individuale necultivate sunt pastrate. Anomaliile in
numarul de copii ale cromozomului 17 (aneusomie) sunt de asemenea des intalnite in tumorile
mamare. Acestea se pot prezenta ca lipsa sau excesul de cromozomi (polisomie). Aceasta
variatie cromozomiala are un impact critic asupra interpretarii si raportarii starii de amplificare a
genei HER2. Din acesta cauza, masurarea numarului de copii ale cromozomului 17 in legatura
cu HER2 este foarte importanta (4).

Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test contine LS| HER2 DNA probe, o sonda ADN
SpectrumOrange™ de 226 Kb, fluorescenta, marcata direct, specifica pentru locusul genei HER2
(17911.2-912) si CEP17 DNA probe, o sonda ADN SpectrumGreen™ de 5,4 Kb, fluorescenta,
marcata direct, specifica pentru secventa ADN alfa satelit la regiunea centromerica a cromozomului
17 (17p11.1-q11.1). Solutia pentru sonda a fost preparata si validata special pentru utilizarea cu
sistemul BOND si nu este permisa modificarea sau utilizarea acesteia in sisteme manuale.

Rezumat privind concordanta clinica BOND-MAX System

Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost dezvoltat pentru a furniza o alternativa
complet automatizata la metodologiile curente utilizate pentru a determina starea de amplificare
a genei HER2. Performanta sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test pe sistemul BOND-
MAX System a fost evaluata in cadrul unui studiu independent prin compararea rezultatelor
sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test cu analiza Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit pe 300 de probe de carcinom mamar si pe 109 probe de adenocarcinom gastric
(inclusiv de jonctiune esogastrica). Niciuna dintre probele tumorale nu a fost obtinuta de la
pacientii din studiile clinice pentru Herceptin. Rezultatele pentru tesutul mamar au indicat o
concordanta de 99,33% in cadrul unei analize in format 2x2 (pentru un interval de incredere de
95% la valori cuprinse intre 97,61 si 99,92%). Rezultatele pentru adenocarcinoamele gastrice
(inclusiv de jonctiune esogastrica) au indicat o concordanta de 98,17% pentru o analiza in format
2x2 (pentru un interval de incredere de 95% la valori cuprinse intre 93,53 si 99,78%). Datele de
concordanta indica de asemenea ca un rezultat pozitiv cu sistemul Leica HER2 FISH System
- 30 Test este foarte probabil sa corespunda cu un rezultat pozitiv la analiza Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test este interpretat
ca negativ pentru amplificarea genei HER2 atunci cand raportul genelor HER2:CEP17 este
mai mic de 2,0 si pozitiv cand raportul genelor HER2:CEP17 este mai mare sau egal cu 2,0.
Rezultatele neconcludente (valorile de prag), unde raportul genelor HER2:CEP17 este intre sau
egal cu 1,8-2,2, trebuie interpretate cu prudenta. Numarati inca 20 de nuclee suplimentare si
recalculati raportul.

Rezumat privind concordanta clinica BOND-IIl System

Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost dezvoltat pentru a furniza o alternativa
complet automatizata la metodologiile curente utilizate pentru a determina starea de amplificare
a genei HER2. Performanta sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test pe sistemul BOND-
Il System a fost evaluata intr-un studiu independent prin compararea rezultatelor sistemului
Leica HER2 FISH System - 30 Test cu analiza Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit pe 300 de probe tumorale mamare. Niciuna dintre probele tumorale nu a fost obfinuta de
la pacientii din studiile clinice ale Herceptin. Rezultatele au indicat o concordanta de 99,67%
pentru o analiza in format 2x2 (interval de incredere cu o probabilitate de 95% cuprins intre
98,16 si 99,99%). Datele de concordanta indica de asemenea ca un rezultat pozitiv cu sistemul
Leica HER2 FISH System - 30 Test este foarte probabil sa corespunda cu un rezultat pozitiv la
analiza Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Sistemul Leica HER2 FISH System
- 30 Test este interpretat ca negativ pentru amplificarea genei HER2 atunci cand raportul
genelor HER2:CEP17 este mai mic de 2,0 si pozitiv cand raportul genelor HER2:CEP17 este
mai mare sau egal cu 2,0. Rezultatele neconcludente (valorile de prag), unde raportul genelor
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HERZ2:CEP17 este intre sau egal cu 1,8-2,2, trebuie interpretate cu prudenta. Numarati inca 20
de nuclee suplimentare si recalculati raportul.

Principiul metodei

Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test contine componentele necesare pentru a efectua
o hibridizare fluorescenta in situ pe baza metodei de colorare pentru tesuturile fixate in formol
siincluse in parafina. Dupa o pretratare corespunzatoare, incubare cu sonda LS| HER2/CEP17
Dual Probe gata de utilizare si o spalare riguroasa corespunzatoare, sectiunile de tesut sunt apoi
deshidratate si montate cu DAPI. Rezultatele sunt interpretate prin microscopia de fluorescenta
utilizand filtrele recomandate la lungimile de unda corespunzatoare.

Sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test este destinat utilizarii numai cu sistemul BOND-
MAX i BOND-III.

Componente furnizate

Materialele enumerate mai jos (Tabelul 1) sunt suficiente pentru colorarea a 30 de teste (30 de
lame colorate cu sonda LSI HER2/CEP17 Dual Probe).

LSI HER2/CEP17 Probe Contine sonda LSI HER2/CEP17 Dual Probe gata de utilizare.
6.6 mL Contine formamida <60% (v/v).
Post Hybridization Wash 2 Contine solutie de spalare post hibridizare, gata de utilizare.
9mL Contine formamida <50% (v/v).

BOND Enzyme Concentrate 2 | Contine solutie de proteinaza K de 1,7 mg/ml.
1mL

BOND Enzyme Diluent Contine diluant pentru enzima.

65 mL

BOND Open Container BOND Open Container folosit pentru Enzyme 5.
3x7mL

Tabelul 1: Leica HER2 FISH System - 30 Test Componente

Consultatj fisa tehnica de securitate (MSDS) individuala pentru informatji suplimentare privind
siguranta produsului, disponibila pe www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU

Instructiuni de utilizare

Toti reactivii furnizati sunt preparati special pentru utilizarea cu aceasta analiza si numerele de
lot sunt specifice pentru fiecare sistem Leica HER2 FISH System - 30 Test. Pentru ca analiza sa
fie valida, nu este permisa nicio inlocuire.

Conservare si stabilitate

A se conserva la 2-8 °C. Anu se congela. Imediat dupa utilizare se conserva din nou la 2-8 °C.
Orice abatere de la aceste conditji va determina ca analiza sa nu mai fie valida. Asigurati-va ca
sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test este utilizat in interiorul termenului de valabilitate
indicat. Semnele care indica contaminarea si/sau instabilitatea sistemului Leica HER2 FISH
System - 30 Test sunt: turbiditatea solutiilor (cu exceptia solutiei sondei) si mirosul. Conditiile de
conservare, altele decat cele specificate mai sus trebuie verificate de catre utilizator.

Prepararea probelor

Pentru toate probele trebuie utilizate metodele standard de procesare a tesuturilor (20). Se
recomanda ca tesuturile sa fie preparate in fixatori pe baza de formol, sa fie procesate sistematic
si sa fie incluse in parafina. De exemplu probele trebuie sectionate la o grosime de 3-4 mm si
fixate timp de 18-24 de ore intr-o solutie neutra de formol tamponat de 10%. Tesuturile trebuie
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apoi deshidratate intr-o serie de solutjii de alcool si clarificate cu xilen, urmata de impregnarea
cu ceara de parafina topita, la o temperatura care sa nu depaseasca 60 °C. Probele de tesut
trebuie sectionate la grosimi intre 4-6 ym.

Sectiunile de tesuturi montate pe lamele incarcate (BOND Plus Slides — cod produs S21.2113
sau Apex BOND Slides cod produs 3800040) pot fi pastrate pana la 12 luni la 2-8 °C inainte
de colorare. Dupa sectionare se recomanda ca lamele sa fie incubate la 60 °C pentru o ora.
Sectiunile colorate trebuie pastrate la -20 °C pentru a conserva semnalele fluorescente si a
evita atenuarea culorii. Lasati lamele conservate sa ajunga la temperatura camerei inainte de
citire.

Avertismente si precautii
Numai pentru uz profesional.

Una sau mai multe componente ale produsului sunt periculoase si pot dauna copilului nenascut.

n general, este interzisa utilizarea acestui produs de cétre persoanele cu varsta sub 18 ani.
Utilizatorii trebuie sa fie atent instruiti cu privire la procedurile de lucru corecte, proprietatile
periculoase ale produsului si instructiunile de siguranta necesare.

Tnainte si dupé fixare, probele si toate materialele in contact cu acestea, trebuie tratate tinand
cont de posibilitatea acestora de a transmite infectii si trebuie eliminate luadndu-se masurile
corespunzatoare.

Nu pipetati niciodata reactivii cu gura si evitati contactul reactivilor sau probelor cu pielea sau
mucoasele. Daca reactivii sau probele ajung in contact cu zone sensibile, clatiti cu apa din
abundenta. Cereti sfatul medicului. Consultati reglementarile nationale, regionale sau locale
privind eliminarea oricaror componente potential toxice.

Pentru a evita riscul de intensificare a unei coloratii nespecifice reduceti la minimum
contaminarea microbiana a reactivilor.

Metoda

A. Reactivi necesari dar nefurnizati
+ BOND Dewax Solution (AR9222)
» BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
+ BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)

» Solventi standard utilizati in analizele de hibridizare fluorescenta in situ (de ex. alcool
etilic absolut si alcool etilic cu concentratji succesiv crescute)

» Apa distilatd sau demineralizata

» DAPI Coloratie de contrast

» Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)

» BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Echipamente necesare dar nefurnizate
* Pipete (capabile sa masoare volume de 1-20 pl si respectiv 100 — 1000 pl)

* Lame incarcate (BOND Plus Slides — cod produs S21.2113 sau Apex BOND Slides cod
produs 3800040)

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

»  BOND Universal Covertiles™ (S21.2001, S21.4583 sau S21.4611)
» BOND Mixing Stations (S21.1971)

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

* Lamele

» Etuva pentru uscare (capabila sa mentina temperatura de 60 °C)

* Microscop de fluorescenta (obiectiv de 60~100x) cu o sursa de lumin& corespunzatoare.
Inregistrati numarul de ore de utilizare a becului si inlocuiti-l inainte de a depasi durata de
viata nominala. Asigurati-va ca lampa este aliniata corect.

» Set adecvat de filtre de fluorescenta (SpectrumOrange™ — valoarea maxima de excitatie
la 559 nm, valoarea maxima de emisie la 588 nm, SpectrumGreen™ — valoarea maxima
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de excitatie la 497nm, valoarea maxima de emisie la 524 nm si DAPI — valoarea maxima
de excitatie la 367 nm, valoarea maxima de emisie la 452 nm). Seturi de filtre de trecere
multi-banda pentru microscop de fluorescenta optimizate pentru utilizarea cu sistemul
Leica HER2 FISH System - 30 Test sunt disponibile pentru majoritatea modelelor de
microscoape. Seturile de filtre recomandate pentru sistemul Leica HER2 FISH System -
30 Test sunt filtrul de trecere cu banda dubla DAPI/9-Orange, filtrul de trecere cu banda
dubla DAPI/Green, filtrul de trecere cu banda dubla Green/Orange(V.2) si filtrul de trecere
cu banda tripla DAPI/Green/Orange (V.2).

C. Metodologie
+ Inainte de a aborda acest& metodologie, utilizatorii trebuie sa fie instruiti corect in
tehnica fluorescentei in situ automatizate.

» Fiecare sectiune de test colorata cu sonda LS| HER2/CEP17 Dual Probe permite
analiza in aceeasi celula atat a semnalelor genei HER2, céat si ale regiunii centromerice
a cromozomului 17. Un raport ulterior al semnalelor genei HER2 fata cele ale
cromozonului 17 va permite o atribuire a unei valori cantitative pentru proba, care va
indica un rezultat negativ (fara amplificare) sau pozitiv (cu amplificare). Rezultatele
neconcludente (valorile de prag) (1,8-2,2) trebuie interpretate cu prudenta. Numarati
inca 20 de nuclee suplimentare si recalculati raportul.

D. Pretratarea concentratului BOND Enzyme
Tnainte de colorare, diluati concentratul BOND Enzyme Concentrate 2 intr-un raport de
dilutie de 1:300 utilizand diluantul BOND Enzyme Diluent furnizat intr-unul din recipientele
in regim deschis BOND Open Containers furnizate. De exemplu, pentru a colora 10 lame
preparati 3 mL de solutie de lucru prin diluarea a 10 yl de BOND Enzyme Concentrate 2
n 2990 pl de BOND Enzyme Diluent. Se recomanda ca enzima sa fie proaspat preparata
fnainte de fiecare ciclu de colorare si sa se utilizeze un volum minim de 900 ul pentru
fiecare ciclu.

E. Protocolul de colorare implicit
Se recomanda ca sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test sa fie utilizat cu protocolul
de colorare implicit recomandat, indicat in tabelul 2 de mai jos.

Tip protocol Denumire protocol
Colorare *FISH Protocol A
Preparare *Dewax

HIER *HIER 25 min with ER1 (97)
Enzima *Enzyme 5 for 25 min
Denaturare *D10

Hibridizare *ISH Hybridization (12Hr)

Tabelul 2: Protocolul de colorare implicit Leica HER2 FISH

F. Etapele metodei
Aceste instructiuni trebuie citite impreuna cu manualul de utilizare al sistemului BOND-MAX
sau BOND-IIl System. Pentru fiecare lama trebuie utilizata o lamela noua BOND Universal
Covertile.

Utilizarea lamelei BOND Universal Covertiles, care a fost folosita in prealabil pentru
colorarea imunohistochimica sau prin hibridizare in situ nu a fost validata pentru acest test.

1. Asigurati-va ca pe sistemul BOND-MAX sau BOND-IIl System, recipientele pentru
cantitati mari si cele pentru reziduurile periculoase au capacitati suficiente pentru a
efectua ciclurile de colorare necesare.

2. Verificati daca exista suficient alcool si apa distilata sau demineralizata, suficienta solutie
BOND Dewax Solution, BOND Epitope Retrieval Solution 1 si BOND Wash Solution
(diluata de 10x) in recipientele pentru reactivi, de mare capacitate, pentru a efectua
ciclurile de colorare necesare.

3. Asigurati-va ca este montat un sistem curat BOND Mixing Station.
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. Porniti sistemul BOND-MAX sau BOND-III System.

. Porniti computerul atasat la sistemul BOND-MAX sau BOND-III System.

. Deschideti programul software BOND.

. Pentru o noua trusa Leica HER2 FISH System - 30 Test scanati codul de bare al tavitei

de reactivi cu cititorul de bare pentru a introduce sistemul in inventarul pentru reactivi
BOND (Un singur cod de bare).

. Preparati solutia BOND Enzyme 5 in recipientul in regim deschis BOND Open Container

furnizat, la o dilutie de 1:300. De exemplu, pentru 10 lame adaugati 10 yl de BOND
Enzyme Concentrate 2 la 2990 yl de BOND Enzyme Diluent.

. Scanati recipientul in regim deschis BOND furnizat si inregistrati-l ca Bond Enzyme 5.
10.

Treceti la ecranul de configurare Slide (Lama) si faceti clic pe Add case (Adaugare caz).

Introduceti detaliile pentru primul caz. Verificati daca volumul distribuit este setat la 150 pl
si daca protocolul de preparare este *Dewax. Faceti clic pe OK.

Avand cazul evidentiat in ecranul de configurare Slide (Lama), faceti clic pe Add slide
(Adaugare lama).

Prima data introduceti lamele de test pentru pacienti. Verificati daca tipul de tesut este
setat la Test tissue (Tesut de test).

Selectati modul de colorare Single (Unic).
Selectati procesul ISH.

Selectati*LSIHER2/CEP17Dual Probe-30Testdinlistade sonde. CufilaProtocols (Protocoale)
selectatiimplicitprotocoluldecolorare corect(*FISHProtocol A), protocolulHIER (*HIER25min
withER1(97)), protocolul EIER (*Enzyme 5for25min),denaturarea (*D10)sihibridizarea (*ISH
Hybridization (12Hr)).

Repetati etapele 10 - 16 pana cand au fost create lamele de test pentru pacient si
controalele (lamele Leica HER2 FISH control slides si/sau controalele interne). Imprimati
etichetele lamelor.

Etichetati lamele in mod corespunzator.

Deschideti capacele tuturor recipientelor Leica HER2 FISH System - 30 Test si incarcati
tavita cu reactivi in sistemul BOND-MAX sau BOND-III System.

Asezati o noua lamela pe fiecare lama.

Incércati tavita cu lame in sistemul BOND-MAX sau BOND-III System si ap&sati butonul
Load/Unload (Incircare/Descarcare).

Confirmati ca lamele au fost scanate si faceti clic pe butonul Run (Play) (Ciclu (Executare)) de
pe ecranul de stare a Sistemului pentru a porni ciclul imediat (pentru sistemul Leica
HER2 FISH System - 30 Test se recomanda ca aceasta analiza sa fie efectuata peste
noapte utilizand functia de pornire temporizata).

Verificati daca campul indicator pentru tavita afiseaza Proc (OK), iar numarul de lot si timpul
de finalizare sunt afisati.

Cand ciclul este finalizat, apasatj pe butonul Load/Unload (Incércare/Descarcare) si scoateti
tavitele cu lame din sistemul BOND-MAX sau BOND-III System.

indepartati lamelele si clatiti lamele cu ap& demineralizata.

Deshidratatj rapid in doua etape cu alcool, uscati la aer.

Distribuiti 20 ul de DAPI direct pe proba.

Asezati lamelele si lasati solutia sa se raspandeasca cat mai mult posibil, avand grija sa
se indeparteze toate bulele de aer.

Etansati marginile lamelelor cu lac de unghii sau o alta substantd de etansare
asemanatoare.

Asezati lamele la intuneric pentru a facilita dezvoltarea semnalului inainte de a-l vizualiza
la microscopul de fluorescenta.

Pentru a conserva intensitatea semnalului, pastrati lamele colorate la -20 °C.

G. Conservarea lamelor

Conservati lamele colorate la -20 °C in intuneric. Lasati lamele sa preia temperatura camerei
fnainte de vizualizarea acestora dupa ce au fost scoase de la temperatura de -20 °C.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Instructiuni de utilizare TA9217 EU-RO-CE-Rev_G 26/02/2020 Pagina 8 din 25

Roméan I



Roméan I

Evaluarea si numararea semnalelor
Pentru a evalua calitatea semnalului si pentru numararea semnalelor HER2 si CEP17 urmati

procedura de mai jos:

1. Evalurea
calitatii lamelor

- Inter

1. Evaluarea calitatii lamelor

Evaluati calitatea lamelor utilizand urmatoarele criterii:
« Inte i lului dei: Semnalele trebuie sa fie luminoase
si usor de evaluat. Semnalele trebuie sa aiba forme ovale compacte si

luminoase sau forme ovale fibroase difuze.

semnalului sondei

- Fundalul

2. Recunoasterea
semnalelor tinta

- Vizualizarea tesutului

A 4

» Fundalul: Fundalul trebuie sa contina cat mai putine particule fluorescente
si sa fie intunecat sau de culoare neagra.

Consultati ghidul privind solutionarea problemelor (Tabelul 6) daca vreuna

din caracteristicile de mai sus nu este acceptabila si repetati analiza daca

este necesar.

2. Recunoasterea semnalelor tinta

Verificati daca sunt utilizate filtrele corecte pentru analiza:

« Vizualizarea tesutului: Semnalele de hibridizare pot fi numarate numai
pentru celulele tumorale invazive. Celulele tumorale pot fi in general
diferentiate de celulele normale prin marimea lor: in general acestea sunt

- Adancimea de
focalizare

3. Adecvabilitatea
nucleelor

v

mai mari decat celulele normale, limfocitele si celulele epiteliale. Identificati
si selectati regiunile {inta prin colorare cu H & E (hematoxilin-eozina) si
marcati aceste zone pe lameld dupa ce este efectuata analiza FISH.

Adéncimea de focalizare: Reglati adancimea de focalizare pentru a
determina adancimea planului focal si a va familiariza cu forma si marimea
semnalelor {inta si a zgomotului (reziduurilor).

3. Adecvabilitatea nucleelor
Vizualizarea regiunii hibridizate folosind un obiectiv de 20X:

« Selectarea nucleelor: Localizati regiunea tintd de interes (celulele
tumorale identificate prin colorare cu H & E). Evitati zonele unde marginile

- Selectarea nucleelor

4. Numaérarea
semnalelor

A 4

nucleului sunt neclare sau unde celulele sunt necrotice.

Mai mult, trebuie ignorate semnalele cu intensitate slaba si cu fundal
nespecific si cu zgomot, sau cu coloratie de contrast insuficienta pentru
a determina marginea nucleelor. Trebuie numarate numai nucleele cu
semnale distincte.

IS

. Numararea semnalelor

Vizualizarea tumorii: Scanati mai multe zone ale celulelor tumorale
pentru a observa posibilele eterogenitati, utilizand un obiectiv de 40X.
Evitati zonele tintei unde semnalele sunt slabe si selectati o regiune cu o
buna distributie a nucleelor.

Numararea: incepeti analiza in cvadrantul din stanga sus al regiunii
selectate si, prin scanare de la stanga la dreapta, numarati semnalele care
se gasesc in interiorul conturului nucleului, utilizand un obiectiv de 100X,
conform instructiunilor furnizate mai jos si in Figura 1.

Localizati toate semnalele prezente in nuclee prin focalizarea in sus si in

- Vizualizarea tumorii

- Numararea
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jos (axa Z).

Daca doua semnale care au aceeasi marime si se afla la o distantad mai mica sau
egala cu diametrul semnalului, acestea se considera ca fiind un singur semnal.

Nucleele fara semnale sau cu semnale de o singura culoare nu trebuie
evaluate. Trebuie evaluate numai nucleele care au una sau mai multe
semnale FISH din fiecare culoare.

Numérati semnaleleHER2 si semnalele CEP17 pentru fiecare nucleu.
Alternati seturile de filtre portocaliu (HER2), verde (CEP17), verde/
portocaliu si DAPI/verde/portocaliu pentru a vedea ambele culori, dupa
cum este necesar.
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Metoda recomandata pentru determinarea raportului LSI HER2 la CEP17
Pentru a determina raportul LS| HER2 la CEP17, utilizati urmatoarea metoda:

1.

Tnregistrati si determinati numarul de semnale LSI HER2 si CEP17 in 20 de nuclee (a se
vedea Figura 2 din foaia de evaluare Leica HER2 FISH System - 30 Test de mai jos).

. Calculati numarul total de semnale LS| HER2. Aceasta reprezinta numarul total de semnale

LSI HER2, de ex.143.

. Calculati numarul total de semnale CEP17. Aceasta reprezinta numarul total de semnale

CEP17, de ex. 48.

Pentru calcularea rezultatului final, folositi urmatorul mod de calcul:Numarul total de
semnalele LSI HER2 impartit la numarul total de semnale CEP17, de ex. 143/48 reprezinta
un raport de 2,98, care este pozitiv pentru amplificarea HER2.

Nota importanta: daca raportul LS| HER2 la CEP17 este neconcludent (1,80 - 2,20),
numarati inca 20 de nuclee si recalculati raportul.

Rezultatele trebuie raportate in modul urmator:

Daca raportul este <2, amplificarea genei HER2 nu a fost observata
Daca raportul este 22, amplificarea genei HER2 a fost observata

Nota importanta: un raport de sau aproape de valoarea de cut-off (1,80 - 2,20) trebuie
interpretat cu precautie, asa cum este descris mai sus.
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Leica HER2 FISH System - 30 Test Ghid de interpretare

Figura 1: Ghid de interpretare
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Considerati ca aveti un numar de 2 semnale portocalii 5i 1 sem-
nal verde

Nu numérati. Nucleele fard semnal sau cu semnale de o singura
culoare nu trebuie evaluate. Evaluati numai acele nuclee care au
una sau mai multe semnale FISH din fiecare culoare

Considerati ca aveti 1 semnal portocaliu si 2 semnale verzi

Considerati & aveti 3 semnale portocalii si 2 semnale verzi

Considerati & aveti 5 semnale portocalii si 4 semnale verzi. 1
semnal portocaliu este difuz i 1 semnal verde este difuz

Considerati ca aveti 4 semnale portocalii si 2 semnale verzi. 1
semnal portocaliu este difuz. Daca 2 semnale care au aceeasi
marime si se aflé la o distanta mai micé sau egala cu diametrul
semnalului, acestea se considera ca fiind un singur semnal

Considerati ci aveti 5 semnale portocalii si 3 semnale verzi. 1
semnal portocaliu este difuz

Considerati ca aveti 2 semnale portocalii si 2 semnale verzi. 1
semnal portocaliu si 1 semnal verde se suprapun

Nu numarati. Nucleele se suprapun. Este foarte dificil sa se
stabileasca in care din nuclee sunt localizate semnalele

Considerati c& aveti aproximativ 16 semnale portocalii si 2
semnale verzi



Leica HER2 FISH System - 30 Test Foaie de evaluare

Numararea semnelelor din 20 de nuclee

Nucleul nr.

HER2-numarde
copii

CEP17-numar
de copii

Nucleul nr.

HER2-numarde
copii

CEP17-numarde
copii

11

12

13

14

15

16

17

18

VI N|oojun|Dh|[W|N|H

19

10

20

Total 1-10

Total 11-20

HER2

CEP17

HER2:CEP17Raportdeamplificare

Scor total 1-20

Medie per celula

Figura 2: Model de foaie de evaluare
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Metoda automata Ariol pentru determinarea HER2 FISH

Utilizarea aplicatiei de notare digitala Ariol PathVysion, ca si ajutor in interpretare a fost validata
in mod independent pe un grup diferit de probe, pentru utilizare prin Leica HER2 FISH System.
Aplicatia de notare digitala Ariol PathVysion® utilizata in combinatie cu Leica HER2 FISH
System este destinata Diagnosticarii In Vitro. Atunci cand este utilizata impreuna cu Leica
HER2 FISH System, aplicatia Ariol PathVysion ar trebui calibrata pentru utilizarea cu lamele de
control pentru tesut, si nu cu Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123).

Toate deciziile de diagnosticare sunt luate de catre clinicianul calificat.

Pentru mai multe informatii, consultati manualul de utilizare Ariol.

Controlul calitatii

Utilizarea lamelor de control

Se recomanda ca lama Leica HER2 FISH Control Slide sa fie inclusa in fiecare ciclu de teste
pentru a monitoriza performanta analizei si pentru a evalua acuratetea numararii semnalelor.
Lamele de control trebuie folosite pentru fiecare lot de colorare pe sistemul BOND-MAX sau
BOND-III System si cu fiecare lot nou de reactivi. Mai mult, utilizatorii individuali pot sa aleaga
sa-si utilizeze propriul material de control.

Evaluati calitatea lamei de control si efectuati numararea semnalelor conform instructiunilor din
capitolul Evaluarea si numararea semnalelor. Trebuie indeplinite criteriile pentru calitatea
lamei si rezultatele raportului HER2:CEP17 trebuie sa se incadreze intre limitele stablite pentru
o performanta acceptabila a testului. A se vede Tabelul 3 pentru criteriile de acceptare ale Leica
HER2 FISH Control Slides.

Linie celulara Bond Oracle HER2incércarea | LeicaHER2FISHSystem-30TestCriteriideacceptare
HER2IHCSystem | cureceptoriper | pentru HER2:CEP17
Profil celula*
SKBr-3 3+ 4,3 x 10° HER2 - amplificarea este observata
MDA-MB-453 24 1,4 x 10° HvER.Z/ACEP17 - raportul acestor gene trebuie
sa fieintre 1,5-2,5
MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10* HER2 - amplificarea nu este observata
MDA-MB-231 0 9,3x 103 HER2 amplificarea nu este observatd

*analiza incércarii cu receptori HER2 evaluata prin citometria de flux
Tabelul 3: Interpretarea lamei Leica HER2 FISH Control Slide.

Daca controalele pentru analiza au esuat, rezultatele FISH pentru acest caz nu trebuie raportate.
Daca lamele de control nu indeplinesc criteriile de acceptare pentru lame, se poate ca sistemul
Leica HER2 FISH System - 30 Test sa nu fi functionat in mod adecvat. In aceasta situatie va
fi necesara o repetare a testului cu lame de control si lame de proba de pacient proaspete.
Daca rezultatele sunt in afara intervalului specificat, dar lamele de control indeplinesc cerintele
de acceptare privind calitatea, poate fi adecvata repetarea screening-ului pentru aceeasi lama
deoarece este posibil ca numaratoarea sa se fi efectuat in mod gresit. Consultati ghidul privind
solutionarea problemelor (Tabelul 6) daca hibridizarea a esuat, fie in cazul probei, fie la lamele
de control.

Pentru probele clinice unde interpretarea semnalului de hibridizare este dificila si nu exista
proba suficienta pentru reanaliza, testul nu aduce informatji. Daca nu exista suficiente celule
pentru analiza, testul nu aduce informatii.

Probele de pacient trebuie controlate conform procedurilor de operare standard ale laboratorului.
Calitatea semnalului si rezultatele numaratorii trebuie sa fie documentate intr-un formular de
raportare corespunzator.
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Limitari

A. Limitari generale

FISH este o metoda ce necesita o instruire specializata cu privire la toate aspectele metodei
(inclusiv selectia reactivilor si tesutului corespunzator, a modului de fixare si procesare
corespunzatoare, a prepararii corespunzatoare a lamei), precum si a modului de interpretare.
Colorarea tesuturilor depinde de modul de manipulare, fixare si procesare a fesutului
fnainte de colorare. O fixare, congelare, decongelare, spalare, uscare, incalzire, sectionare
necorespunzatoare sau contaminarea cu alte tesuturi sau fluide poate duce la artefacte,
degradarea acizilor nucleici, fluorescentd de fundal si rezultate fals negative. Rezutate
discordante pot fi obtinute din cauza variatilor in metodele de fixare si includere sau
neregularitatilor inerente din cadrul tesutului (21). Coloratia de contrast excesiva sau incompleta
poate de asemenea compromite corecta interpretare a rezultatelor.

Colorarea nespecifica ca rezultat al unei sonde nelegate are un aspect difuz, granular si
poate fi vizualizata la sau departe de centrul de hibridizare presupus. Utilizati celule intacte
pentru interpretarea rezultatelor privind coloratia. Celulele necrotice sau degenerate pot sa se
coloreze nespecific (22). Coloratii FISH neprevazute sau variatjile in coloratie, pot fi rezultatul
unor modificari in nivelurile de expresie a genelor de codificare. Orice modificari in profilurile
de coloratie presupuse trebuie interpretate in asociere cu alte investigatii de diagnosticare.
Interpretarea coloratjei trebuie completata cu studii morfologice si cu utilizarea unui material
de control corespunzator si trebuie evaluata de catre un medic patolog calificat in contextul
antecedentelor clinice ale pacientului si a oricaror alte teste de diagnosticare.

Performanta analizei (adica evaluarea adecvarii materialului de control) si interpretarea oricarei
coloratii sau absenta acesteia poate fi efectuata intr-un laborator acreditat/autorizat in mod
corespunzator, sub supravegherea unui medic patolog calificat corespunzator si experimentat,
care este responsabil de evaluarea generala a probei hibridizate in situ si a interpretarii acesteia.
Rezultatele fals pozitive in cadrul FISH pot fi cauzate de reactivitatea incrucisata a sondei cu
alte secvente de acizi nucleici sau/si a legarii nespecifice. Trebuie utilizate si documentate
controalele corespunzatoare, iar in cadrul testelor trebuie sa se ia in considerare toate datele
de expirare relevante.

Variatiile tehnice si de interpretare trebuie luate de asemenea in considerare atunci cand tehnica
FISH este utilizata pe materialele provenite din linii celulare (23).

B. Limitarile specifice produsului
Acest produs nu este conceput pentru a fi utilizat in orice alte analize de diagnostic bazate pe ADN.

Nu nlocuiti reactivii sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test cu nicio altd componenta
furnizata de Leica Biosystems sau de alti producatori. Procedand astfel, analiza nu va fi valida.
Utilizatorul trebuie sa valideze orice abatere de la procedura recomandata.

Se recomanda sa fie utilizate tesuturi fixate numai in fixatori pe baza de formol. Utilizarea
oricaror alte tipuri de fixatori poate invalida analiza.

Tesuturile sectionate la grosimi cu valori in afara domeniului recomandat nu au fost validate.
Utilizarea oricaror alte grosimi ale sectiunilor poate invalida analiza.

Concordanta clinica a Leica HER2 FISH System - 30 Test cu Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Mamar

Acest studiu examineaza adecvabilitatea sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test pentru
a fi utilizat ca ajutor in determinarea tratamentului pentru terapia cu Herceptin (trastuzumab).
Studiul a fost conceput pentru a examina concordanta intre sistemul Leica HER2 FISH System
- 30 Test si un dispozitiv de diagnostic aprobat anterior, Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit, considerat ca ,standardul de aur” pentru aceasta analiza pentru tesutul mamar.
Criteriul de acceptare pentru testare a fost ca limita inferioara a intervalului de incredere
unilateral cu o probabilitate de 95% sa fie peste 90% intre sistemul Leica HER2 FISH System
- 30 Test si analiza manuala Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, intre cazurile
pozitive (cu amplificare) si negative (fara amplificare) de carcinom mamar invaziv fixat in formol
si inclus in parafina (FFPE).
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Studiul a fost desfasurat ca o evaluare mascata, in trei centre, ale probelor clinice de carcinom
mamar invaziv. Fiecareia dintre centrele de investigatie i s-au pus la dispozitie blocuri de fesut
arhivate de carcinom mamar invaziv fixat in formol si inclus in parafina cu niveluri cunoscute de
expresie a oncoproteinei HER2. A fost selectata o cohorta de 300 de probe constand din 75 de
cazuri de IHC caracterizate in prealabil, de intensitate 0/1+; 150 de cazuri de IHC caracterizate
n prealabil, de intensitate 2+; si 75 de cazuri de IHC caracterizate in prealabil, de intensitate 3+
si impartite in mod egal la cele trei centre de studiu de investigatie.

Toate cazurile au fost colorate prin analiza manuala Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit conform instructiunilor de utilizare ale producatorului, asa cum se specifica in
prospect. Sectiunile succesive de la fiecare caz au fost colorate cu sistemul Leica HER2 FISH
System - 30 Test pe un sistem BOND-MAX sau BOND-III System.

Toate lamele colorate au fost mascate si a fost evaluata intensitatea acestora in mod aleator
de catre un singur observator instruit la fiecare din cele trei centre de studiu de investigatie.
Scorurile au fost interpretate ca negative la un raport de gene HER2/CEP17 calculat de <2,0 si
pozitive la un raport de gene HER2/CEP17 calculat de 22,0. Datele au fost apoi analizate pentru
concordantd, potrivirea coloratjilor pozitive si a coloratjilor negative.

Rezultatele de concordanta in formatul 2x2 BOND-MAX System - Mamar

Datele au fost grupate in negative (<2,00) sau pozitive (22,00) pentru o analiza 2x2 Potrivirile
observate pentru cele 300 de probe intre cele doua teste in cadrul unei analize 2x2 arata o
concordanta de 99,33% (298/300) cu un Cl cu o probabilitate de 95% cuprins intre 97,61 si
99,92% pentru BOND-MAX System

Concordanta pozitiva in procente (sensibilitatea) sau capacitatea sistemului Leica HER2 FISH
System - 30 Test de a identifica corect cazurile pozitive ale analizei Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe (procentul de probe evaluate ca pozitive atat de sistemul Leica HER2 FISH
System - 30 Test cat si de analiza manuala Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit din totalul de cazuri pozitive Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) a fost de
99,03% (102/103).

Procentul de concordanta negativa (specificitatea) sau capacitatea testului de a identifica corect
cazurile negative de Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (procentul de probe
evaluate ca negative de catre sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test si analiza Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit din totalul de cazuri negative Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) a fost de 99,49% (196/197). A se vedea Tabelul 4.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Pozitiv (=2,0) Total
Leica HER2 FISH Negativ (<2,0) 196 1 197
System - 30 Test —
BOND-MAX Pozitiv (=2,0) 1 102 103
Total 197 103 300

Concordanta totala (Cl cu o probabilitate de 95%) = 99,33% (intre 97,61 si 99,92%)

Tabelul 4. Concordanta in format 2x2 a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test pe sistemul BOND-MAX System cu
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pe tesut mamar.
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Rezultatele de concordanta in formatul 2x2 BOND-IIl System - Mamar

Datele au fost grupate in negative (<2,00) sau pozitive (=2,00) pentru o analiza 2x2 Potrivirile
observate pentru cele 300 de probe intre cele doua teste in cadrul unei analize 2x2 arata o
concordanta de 99,67% (299/300) cu un Cl cu o probabilitate de 95% cuprins intre 98,16 si
99,99% pentru BOND-III System.

Concordanta pozitiva in procente (sensibilitatea) sau capacitatea sistemului Leica HER2 FISH
System - 30 Test de a identifica corect cazurile pozitive ale analizei Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit (procentul de probe evaluate ca pozitive atat de sistemul Leica HER2
FISH System - 30 Test cat si de analiza manuala Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit din totalul de cazuri pozitive ale analizei Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit) a fost de 99,03% (102/103).

Concordanta negativa in procente (specificitatea) sau capacitatea testului de a identifica corect
cazurile negative ale analizei Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (procentul de
probe evaluate ca negative atat de sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test cat si de analiza
manuala Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit din totalul de cazuri pozitive ale
analizei Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) a fost de 100% (197/197). A se
vedea Tabelul 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Pozitiv (=2,0) Total
Leica HER2 FISH Negativ (<2,0) 197 1 198
system -30Test [ poitiy (2,0) 0 102 102
BOND-III
Total 197 103 300

Concordanta totala (Cl cu o probabilitate de 95%) = 99,67% (intre 98,16 si 99,99%).

Tabelul 5. Concordanta in format 2x2 a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test pe sistemul BOND-III System si analiza
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pentru tesut mamar.

In concluzie, datele obtinute in acest studiu demonstreazé ca sistemul Leica HER2 FISH
System - 30 Test poate fi utilizat ca un ajutor in evaluarea pacientilor pentru care este luat
in considerare tratamentul cu Herceptin (trastuzumab), pe baza concordantei sale ridicate cu
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, un test de diagnosticare aprobat anterior
pentru aceasta indicatie.
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Concordanta clinica intre sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test si
analiza Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Gastric

Acest studiu examineaza adecvabilitatea sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test
pentru a fi utilizat ca ajutor in determinarea tratamentului pentru terapia cu Herceptin
(trastuzumab). Studiul a fost conceput pentru a examina concordanta intre sistemul
Leica HER2 FISH System - 30 Test si un dispozitiv de diagnostic aprobat anterior,
Abbott Molecular PatthS|on HER-2 DNA Probe Kit, considerat ca "standardul de aur"
pentru aceasta analiza in cazul tesutului gastric. Criteriul de acceptare pentru testare
a fost ca limita inferioara a intervalului de incredere unilateral cu o probabilitate de
95% sa fie peste 90% intre sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test si analiza
manuala Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, intre cazurile pozitive
(cu amplificare) si negative (fara amplificare) de adenocarcinoame gastrice (inclusiv de
jonctiune esogastrica) fixate ih formol si incluse in parafina (FFPE).

Studiul a fost desfasurat ca o evaluare a probelor clinice de adenocarcinom gastric
invaziv. Testarea a fost efectuata pe blocuri de tesut arhivate de adenocarcinom gastric
fixat in formol si inclus Tn parafina, cu niveluri cunoscute de expresie a genei HER2. A
fost selectata o cohorta de 109 de probe, constand din 50 de cazuri cu amplificare si 59
de cazuri fara amplificare.

Toate cazurile au fost colorate prin analiza manuala Abbott Molecular PathVysion HER-
2 DNA Probe Kit conform instructiunilor de utilizare ale producatorului, asa cum se
specifica in prospect. Sectiunile succesive de la fiecare caz au fost colorate cu sistemul
Leica HER2 FISH System - 30 Test pe sistemul BOND-MAX System.

Toate lamele colorate au fost evaluate in mod aleator de catre un singur observator
instruit. Scorurile au fost interpretate ca negative la un raport de gene HER2/CEP17
calculat de <2,0 si pozitive la un raport de gene HER2/CEP17 calculat de 22,0. Datele
au fost apoi analizate pentru concordanta, potrivirea coloratiilor pozitive si a coloratiilor
negative.

Rezultate de concordanta in formatul 2x2 pentru sistemul BOND-MAX System -
Gastric

Datele au fost grupate in negative (<2,00) sau pozitive (=2,00) pentru o analiza 2x2.
Potrivirile observate pentru cele 109 de probe intre cele doua teste in cadrul unei
analize 2x2 arata o concordanta de 98,17% (107/109), pentru un Cl de 95% la valori
cuprinse intre 93,53 si 99,78% pentru sistemul BOND-MAX System.

Concordanta pozitiva in procente (sensibilitatea) sau capacitatea sistemului Leica
HER2 FISH System - 30 Test de a identifica corect cazurile pozitive ale analizei
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA (procentul de probe evaluate ca pozitive
atat de sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test, cat si de analiza manuala Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit din totalul de cazuri pozitive ale analizei
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit) a fost de 96,00% (48/50).
Procentul de concordantd negativa (specificitatea) sau capacitatea testului de a
identifica corect cazurile negative de Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit (procentul de probe evaluate ca negative de catre sistemul Leica HER2 FISH
System - 30 Test si analiza Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit din
totalul de cazuri negative ale analizei Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit) a fost de 100% (59/59). Consultati Tabelul 6.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Pozitiv (22,0) Total
Leica HER2 Negativ (<2,0) 59 2 61

FISH System .
Pozitiv (22, 0 48 4
- 30 Test BOND- | " oZtY (22.0) 8

MAX Total 59 50 109
Concordanta totala (Cl de 95%) = 98,17% (intre 93,53 si 99,78%)

Tabelul 6. Rezultate de concordanta in formatul 2x2 intre sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test pe sistemul BOND-MAX
System si analiza Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pentru tesutul gastric.
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Testarea preciziei — BOND-MAX System

A. Studiul preciziei in cadrul unui ciclu
Studiul preciziei in cadrul unui ciclu a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei
n cadrul unui ciclu a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intr-un
singur centru de investigatie pe 540 de probe TMA (micromatrice de {esuturi) caracterizate
n prealabil pentru HER2 care au inclus cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in
parafina. Utilizarea probelor TMA pentru determinarea preciziei in cadrul unui ciclu, a permis
analiza unui volum mai mare de cazuri ce acopera un interval mai larg al expresiei HER2 Tn
cadrul unui singur ciclu pe un singur aparat.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei in cadrul unui ciclu, 532/540 de cazuri
evaluate au demonstrat un rezultant concordant ceea a dus la o concordanta generala de
98,52% cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 97,10%.

B. Studiul preciziei in cadrul unui aparat

Studiul preciziei in cadrul unui aparat a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei
n cadrul unui aparat a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intr-un
singur centru de investigatie pe 1620 de probe TMA caracterizate in prealabil pentru HER2
care au inclus cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea
probelor TMA pentru determinarea preciziei in cadrul unui aparat, a permis analiza unui
volum mai mare de cazuri ce acopera un interval mai larg al expresiei HER2 in cadrul mai
multor cicluri pe un singur aparat.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei in cadrul unui aparat, 1620/1620 de
cazuri evaluate au demonstrat un rezultant concordant ce a dus la o concordanta generala
de 100% cu un ClI cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 99,82%.

C. Studiul preciziei intre cicluri

Studiul preciziei intre cicluri a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei intre
cicluri a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intr-un singur centru
de investigatie pe 900 de probe TMA caracterizate in prealabil pentru HER2 care au inclus
cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea probelor TMA pentru
determinarea preciziei intre cicluri, de zi cu zi, a permis testarea unui volum mai mare de
cazuri acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 pentru a fi testat intre cicluri, in zile
diferite.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei intre cicluri, 894/900 de cazuri evaluate
au demonstrat un rezultant concordant ceea ce a dus la o concordanta generala de 99,33%
cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 98,55%.

D. Studiul preciziei intre laboratoare

Studiul preciziei intre laboratoare a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei
intre laboratoare a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intre trei
centre de investigatie pe 513 probe TMA caracterizate in prealabil pentru HER2 care au inclus
cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea probelor TMA pentru
determinarea preciziei intre laboratoare a permis testarea unui volum mai mare de cazuri
acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 pentru a fi testat intre cicluri pe mai multe
aparate.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei intre laboratoare, 510/513 de cazuri
evaluate au demonstrat un rezultant concordant ceea ce a dus la o concordanta generala de
99,42% cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 98,30%.

E. Studiul preciziei intre observatori
Studiul preciziei intre observatori a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea
reproductibilitatii intre observatori a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost
evaluata intre trei centre de investigatie. A fost folosit un singur observator experimentat
la fiecare centru de investigatie. Au fost folosite optzeci de cazuri de sectiuni intregi de
carcinom mamar pentru precizia intre observatori, ce reflecta tipurile de probe utilizate in
mediile clinice.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei intre observatori, 53/54 de cazuri
evaluate au demonstrat un rezultant concordant ce a dus la o concordantd generala de
98,15% cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 90,11%
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F. Studiul preciziei intre loturi

Studiul preciziei intre loturi a fost efectuat in regim aleator si orb. Precizia intre loturi a fost
determinata in trei loturi de fabricatie independente ale sistemului Leica HER2 FISH System -
30 Test, produse in conformitate cu buna practica de fabricatie (GMP). Fiecare lot a fost testat
intr-un singur centru de investigatie pe 540 de probe TMA caracterizate in prealabil pentru
HER?2 care au inclus cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea
probelor TMA pentru determinarea preciziei intre loturi a permis testarea unui volum mai mare
de cazuri acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 pentru a fi testat intre loturi.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei intre loturi, 534/540 de cazuri evaluate
au demonstrat un rezultant concordant ceea ce a dus la o concordanta generala de 98,89%
cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 97,60%.

Testarea preciziei — BOND-IIl System

G. Studiul preciziei in cadrul unui ciclu
Studiul preciziei in cadrul unui ciclu a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei in
cadrul unui ciclu a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intr-un singur
centru de investigatie pe 540 de probe TMA caracterizate in prealabil pentru HER2 care au inclus
cazuri de carcinom de mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea probelor TMA pentru
determinarea preciziei in cadrul unui ciclu a permis testarea unui volum mai mare de cazuri
acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 in cadrul unui singur ciclu pe un singur aparat.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei in cadrul unui ciclu, 540/540 de cazuri
evaluate au demonstrat un rezultant concordant ce a dus la o concordanta generala de
100% cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 99,45%.

H. Studiul preciziei in cadrul unui aparat

Studiul preciziei in cadrul unui aparat a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei in
cadrul unui aparat a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intr-un singur
centru de investigatie pe 1620 de probe TMA caracterizate in prealabil pentru HER2 care au
inclus cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea probelor TMA
pentru determinarea preciziei in cadrul unui aparat a permis testarea unui volum mai mare de
cazuri acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 in cadrul mai multori cicluri pe un singur
aparat.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei in cadrul unui ciclu, 1620/1620 de cazuri
evaluate au demonstrat un rezultant concordant ceea ce a dus la o concordanta generala de
100% cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 99,82%.

I. Studiul preciziei intre cicluri
Studiul preciziei intre cicluri a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei intre
cicluri a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intr-un singur centru
de investigatie pe 900 de probe TMA caracterizate in prealabil pentru HER2 care au inclus
cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea probelor TMA pentru
determinarea preciziei intre cicluri, de zi cu zi, a permis testarea unui volum mai mare de
cazuri acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 intre cicluri in zile diferite.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei intre cicluri, 891/900 de cazuri evaluate
au demonstrat un rezultant concordant ce a dus la o concordanta generala de 99,00% cu un
Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 98,11%.

J. Studiul preciziei intre laboratoare

Studiul preciziei intre laboratoare a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea preciziei
intre laboratoare a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost evaluata intre trei
centre de investigatie pe 513 probe TMA caracterizate in prealabil pentru HER2 care au inclus
cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea probelor TMA pentru
determinarea preciziei intre laboratoare a permis testarea unui volum mai mare de cazuri
acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 pentru a fi testat intre cicluri pe mai multe
aparate.

La numararea lamelor colorate din studiul preciziei intre laboratoare, 511/513 de cazuri
evaluate au demonstrat un rezultant concordant ceea ce a dus la o concordanta generala de
99,61% cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 98,60%.
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K. Studiul preciziei intre observatori

Studiul preciziei intre observatori a fost efectuat in regim aleator si orb. Testarea
reproductibilitatii intre observatori a sistemului Leica HER2 FISH System - 30 Test a fost
evaluata intre trei centre de investigatie. A fost folosit un singur observator experimentat
la fiecare centru de investigatie. Au fost folosite optzeci de cazuri de sectiuni intregi de
carcinom mamar pentru precizia intre observatori, ce reflecta tipurile de probe utilizate n
mediile clinice.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei intre observatori, 53/54 de cazuri
evaluate au demonstrat un rezultant concordant ce a dus la o concordanta generala de
98,15% cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 90,11%.

. F. Studiul preciziei intre loturi

Studiul preciziei intre loturi a fost efectuat in regim aleator si orb. Precizia intre loturi a fost
determinata in trei loturi de fabricatie independente ale sistemului Leica HER2 FISH System -
30 Test, produse in conformitate cu buna practica de fabricatie (GMP). Fiecare lot a fost testat
intr-un singur centru de investigatie pe 540 de probe TMA caracterizate in prealabil pentru
HER?2 care au inclus cazuri de carcinom mamar fixat in formol si inclus in parafina. Utilizarea
probelor TMA pentru determinarea preciziei intre loturi a permis testarea unui volum mai mare
de cazuri acoperind un interval mai larg al expresiei HER2 pentru a fi testat intre loturi.

La numararea lamelor colorate din studiului preciziei intre loturi, 540/540 de cazuri evaluate
au demonstrat un rezultant concordant ceea ce a dus la o concordanta generala de 100%
cu un Cl cu o probabilitate de 95% mai scazut, de 99,45%.

Robustetea analizei

Studiile de robustete au fost efectuate pe BOND-MAX sistem i BOND-III sistem pentru a
determina intervalul de toleranta pentru durata si temperatura de recuperare prin incalzire;
durata, temperatura si concentratia de recuperare a enzimei durata si temperatura de
denaturare; durata si temperatura de hibridizare; si durata si temperatura spalarii riguroase.
Studiile de robustete prin utilizarea protocolului implicit al sistemului BOND-MAX sau BOND-
IIl System au fost efectuate in afara limitelor recomandate asa cum sunt acestea definite in
documentul de orientare privind temperatura si umiditatea al FDA/ORA, ORA LAB5.3 Rev1.7.
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Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand temperatura implicita pentru fiecare
etapa dependenta de temperatura a fost marita cu 4 °C sau a fost scazuta cu 4 °C, comparativ
cu valoarea implicita Leica HER2 FISH System - 30 Test protocol. Rapoartele de cea mai buna
calitate au fost observate la temperaturile implicite si aceste temperaturi sunt cele recomandate.

Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand durata de recuperare a epitopului
prin incalzire (HIER) a fost de 20 de minute si respectiv 30 de minute la 97 °C cu solutia
BOND ER1, comparativ cu protocolul implicit pentru sistemul Leica HER2 FISH System - 30
Test. Rapoartele de cea mai buna calitate au fost observate la durata de timp implicita de 25
de minute si acesta este durata de incubare recomandata.

Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand durata de recuperare enzimatica a
epitopului (EIER) a fost de 15 de minute si respectiv 35 de minute la 37 °C, comparativ cu
protocolul implicit pentru sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test. Rapoartele de cea mai
buna calitate au fost observate la durata de timp implicita de 25 de minute si aceasta este
durata de incubare recomandata.

Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand pentru concentratia enzimei din
recuperarea enzimatica a epitopului (EIER) au fost utilizate rapoarte concentrat de enzima/
diluant enzima de 1:200 si respectiv 1:500 comparativ cu protocolul implicit pentru sistemul
Leica HER2 FISH System - 30 Test. Rapoartele de cea mai buna calitate au fost observate la
concentratia implicita de 1:300 si acesta dilutie este cea recomandata.

Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand durata denaturarii a fost de 5 minute
si respectiv 15 minute, comparativ cu protocolul implicit pentru sistemul Leica HER2 FISH
System - 30 Test. Rapoartele de cea mai buna calitate au fost observate la durata de timp
implicita de 10 de minute si acesta durata de denaturare este cea recomandata.
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» Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand durata hibridizarii a fost de 9 ore si
respectiv 15 ore, comparativ cu protocolul implicit pentru sistemul Leica HER2 FISH System
- 30 Test. Rapoartele de cea mai buna calitate au fost observate la durata de timp implicita de
12 ore si acesta durata de hibridizare este cea recomandata.

* Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand durata de spalare post-hibridizare
a fost de 2 minute, 5 minute si respectiv 7 minute, comparativ cu protocolul implicit pentru
sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test. Rapoartele de cea mai buna calitate au fost
observate la durata de timp implicita de 4 de minute si acesta durata de spalare post-
hibridizare este cea recomandata.

* Nu s-au observat diferente in starea de amplificare cand analiza cu sistemul Leica HER2
FISH System - 30 Test a fost efectuata la 28 °C si o umiditate relativa de 30% si respectiv
16 °C si o umiditate relativa de 80%, comparativ cu protocolul implicit pentru Leica HER2
FISH System - 30 Test privind conditiile de mediu.

Operatiile efectuate in afara parametrilor recomandati si testati privind robustetea de analiza nu
au fost validate. Utilizarea oricaror alti parametri de testare poate invalida analiza.

Testul de mai sus descrie conditiile testate si rezultatele din acest studiu. De refinut este ca
Leica nu a testat toate combinatiile posibile de conditii si nu recomanda utilizarea unor valori
in afara celor implicite, pentru toate conditiile. Protocolul de colorare implicit Leica HER2 FISH
este prezentat in Tabelul 2.
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Solutionarea problemelor

Problema

Cauza probabila

Actiune de remediere

Fard sau semnal/
coloratie fluorescent(d)
slab(a)

Fixarea sau procesarea
necorespunzatoare a probelor de

analizat

Verificati daca se utilizeaza un fixativ pe baza de formol si
ca programarile pentru procesare sunt adecvate pentru

proba supusa analizei.

Leica HER2 FISH System - 30 Test este
utilizat in afara termenului sau de

valabilitate

Verificati daca Leica HER2 FISH System - 30 Test este

utilizat in interiorul termenului de valabilitate specificat.

Selectarea incorecta a protocolului

Asigurati-va ca protocolulul implicit corect este *FISH
Protocol A in campul de protocol al colorarii din caseta de

dialog Add slide (Adaugare lama).

Dozarea neadecvata a reactivului stoc

Verificati daca toti reactivii BOND au fost introdusi in
recipientele de mare capacitate corespunzatoare si au

fost asezati in pozitiile corecte in aparat.

Deparafinizare necorespunzatoare a

lamelor

Verificati daca este selectat modul *Dewax in campul
Preparation (Preparare) al casetei de dialog Add slide

(Adaugare lama).

Pretratare necorespunzatoare

Verificati daca sunt selectate protocoalele implicite
de pretratare (HIER si Enzymatic Digestion (Digestie
enzimatica)). Ajustati protocolul de pretratare (HIER sau

Enzymatic Digestion) daca este necesar.

Denaturare necorespunzatoare

Verificati dacd este selectat modul de denaturare implicit
*D10.

Hibridizare necorespunzatoare

Verificati daca este selectat modul de hibridizare implicit

*H12. Prelungiti durata hibridizarii daca este necesar.

Spalare post-hibridizare in exces

Reduceti durata de incubare a etapei de spalare post

hibridizare.

Ciclul oprit inainte de a fi finalizat

Cu ajutorul programului BOND, confirmati prezenta
oricaror erori raportabile pe parcursul ciclului de colorare

si abordati-le asa cum va indruma programul BOND.

Echipament necorespunzator de

microscopie prin fluorescenta

. Set de filtre necorespunzator
. Lampa necorespunzdtoare

. Lampa invechita

. Tip de ulei necorespunzator

Verificati daca toate echipamentele de microscopie de
fluorescenta utilizate sunt corespunzatoare pentru proba

efectuata si anume:

. Set corespunzator de filtre

. Lampa corespunzatoare

. Putere adecvata a lampii

. Ulei adecvat pentru utilizarea in microscopia cu

imersie in ulei

Supraexpunere la lumina UV

(fotoinactivare)

Pastrati lamele la intuneric, inainte si dupa analizd, pentru
a conserva semnalele fluorescente. Pentru a conserva
semnalele pentru depozitare timp indelungat, pastrati

lamele la -20 °C.

Problema

Cauza probabila

Actiune de remediere
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Semnal/coloratie
fluorescentd de fundal

nespecifica

Spalare post hibridizare

necorespunzatoare

Mariti durata de incubare a etapei de spalare

posthibridizare.

Dozarea neadecvata a reactivului stoc

Verificati daca toti reactivii BOND au fost introdusi in
recipientele de mare capacitate corespunzatoare si

asezati in pozitiile corecte in aparat.

Deparafinizare necorespunzatoare a

lamelor

Verificati daca este selectat modul *Dewax in campul
Preparation (Preparare) al casetei de dialog Add slide

(Adaugare lama).

Reactie incrucisata nespecifica cu zone

de necroza de tesut

Verificati daca se utilizeaza un fixativ pe baza de formol si
ca programarile pentru procesare sunt adecvate pentru
proba supusa analizei. Daca este posibil, retestati cazul
folosind un alt bloc. Daca acest lucru nu este posibil,
evaluati comparativ cu o sectiune corespunzatoare
colorata cu H&E si selectati zonele care prezinta profilurile

de fixare cele mai bune.

Sectiunile au aderat la lame folosind

adezivi alternativi

Utilizati BOND Plus Slides — cod produs $21.2113 sau
Apex BOND Slides cod produs 3800040).

Conservare slabd a

morfologiei tesutului

Fixare si procesare necorespunzatoare

a tesutului

Verificati daca se utilizeaza un fixativ pe baza de formol si
ca programarile pentru procesare sunt adecvate pentru
proba supusé analizei. Daca este posibil, retestati cazul
folosind un alt bloc. Daca acest lucru nu este posibil,
evaluati comparativ cu o sectiune corespunzatoare
colorata cu H&E si selectati zonele care prezinta profilurile

de fixare cele mai bune.

Pretratare necorespunzatoare

Ajustati protocolul de pretratare (HIER sau

Enzymatic Digestion (Digestie enzimatica)).

Tesut desprins de pe

lamele de control sau

Utilizarea unui tip necorespunzator de

lame sau uscarea incorecta a sectiunii

Verificati daca se utilizeaza lame corespunzatoare pentru

sectiunile de pacient/control (de exemplu BOND Plus

de pacient

Slides — cod produs $21.2113 sau Apex BOND Slides cod
produs 3800040)Verificati daca lamele sunt scurse in mod

corespunzator si sunt incubate timp de 1 ora la 60 °C.

Tabelul 7. Leica HER2 FISH System - 30 Test Ghid de solutionare a problemelor.

Daca vreo problema asociata cu sistemul Leica HER2 FISH System - 30 Test nu intra in sfera
de aplicare a acestui ghid de solutionare a problemelor va rugam sa contactati departamentul
tehnic de service sau distribuitorul local al Leica Biosystems pentru asistenta.
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