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Verwendungszweck
Fiir In-Vitro-Diagnostik

Das Bond Oracle HER2 IHC System ist ein halbquantitativer immunhistochemischer (IHC)
Assay zur Bestimmung des Status des Onkoproteins HER2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2) in Brustkrebsgewebe und Adenokarzinomgewebe des Magens (einschlieRlich
gastroésophagealer Ubergangszone), das zur histologischen Untersuchung aufbereitet wurde.
Das Bond Oracle HER2 IHC System ist zur Unterstutzung der Beurteilung der Eignung von
Patienten fur eine Behandlung mit Herceptin® (Trastuzumab) vorgesehen (siehe Herceptin®
-Packungsbeilage).

Hinweis: Alle Patientinnen in den klinischen Herceptin®-Studien wurden auf der Basis eines
immunzytochemischen Clinical Trial Assays (CTA) ausgewahlt. Keine der an diesen Studien
teilnehmenden Patientinnen wurde mithilfe des Bond Oracle HER2 IHC System ausgewahit.
Das Bond Oracle HER2 IHC System wurde unter Verwendung unabhangiger Proben mit dem
Dako HercepTest™ verglichen. Wie aus der Zusammenfassung der klinischen Konkordanz
hervorgeht, wurden dabei akzeptable Konkordanzergebnisse erzielt. Die tatsachliche
Korrelation zwischen dem Bond Oracle HER2 IHC System und klinischen Ergebnissen wurde
nicht ermittelt.

Alle Patienten, die an den klinischen Herceptin®-Studien zum fortgeschrittenen Magenkrebs
(ToGA-Studien) teilnahmen, wurden auf der Grundlage des Dako HercepTest ausgewahlt.
Keiner der an diesen Studien teilnehmenden Patienten wurde mithilfe des Bond Oracle HER2
IHC System ausgewahlt. Das Bond Oracle HER2 IHC System wurde unter Verwendung
unabhangiger Proben mit dem Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
Monoklonalen Primarantikrper vom Kaninchen verglichen. Wie aus der Zusammenfassung der
klinischen Konkordanz (Magen) hervorgeht, wurden dabei akzeptable Konkordanzergebnisse
erzielt. Die tatsachliche Korrelation zwischen dem Bond Oracle HER2 IHC System und
klinischen Ergebnissen wurde nicht ermittelt.

Zusammenfassung und Erlauterungen

Hintergrundinformationen

Das Bond Oracle HER2 IHC System enthalt den monoklonalen Maus-Anti-HER2-Antikorper,
Klon CB11. Der urspriinglich von Corbett et al (1) entwickelte und von Novocastra Laboratories
Ltd (jetzt Leica Biosystems Newcastle Ltd) hergestellte Klon CB11 ist gegen die interne Domane
des Onkoproteins HER2 gerichtet.

In einem Anteil von Brust- und Magenkrebs-Patienten, die HER2 Onkoprotein wird als Teil des
Prozesses der malignen Transformation und Tumorprogression (2) tberexprimiert. HER2-
Status wurde auch gezeigt, wichtige Auswirkungen auf die Behandlung von Magenkrebs (3)
haben. Uberexpression des HER2-Onkoprotein in Brustkrebszellen deutet HER?2 als ein Ziel fiir
eine Antikérper-basierte Therapie, wahrend Ergebnisse der ToGA Studie zeigen deutlich, dass
die Verwendung von Herceptin bei Magenkrebs zusammen mit einer Chemotherapie ist eine
wirksame Behandlung, die das Gesamtliberleben verbessert in HER2-positivem Magenkrebs
(4). Herceptin ® ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper (5), die mit hoher Affinitat an den
HER2-Onkoprotein bindet und es wurde gezeigt, die Proliferation von humanen Tumorzellen ,
die HER2 Uberexprimieren, hemmt Onkoprotein in vitro und in vivo (6-8).

Seit der Vorstellung der ersten Immunperoxidasetechnik durch Nakane und Pierce (9) waren im
Bereich der Immunhistochemie zahlreiche neue Entwicklungen zu verzeichnen, die zu erhdhter
Sensibilitdt gefuhrt haben. Eine seit kurzem eingesetzte Technik ist die Polymermarkierung.
Diese Technologie wird sowohl auf Primarantikérper als auch auf immunhistochemische
Detektionssysteme (10) angewendet. Das Compact Polymer™ Detektionssystem, das im Bond
Oracle HER2 IHC System zum Einsatz kommt, gehort zu einer Familie neuer Technologien
im Bereich der kontrollierten Polymerisation, die speziell zur Herstellung polymerer HRP-
gekoppelter Antikdrperkonjugate entwickelt wurden. Da diese Polymertechnologie bei der
Oracle-Produktpalette eingesetzt wird, tritt das bei Streptavidin/Biotin-Detektionssystemen
beobachtete Problem der unspezifischen endogenen Biotin-Farbung nicht auf.

Seite 4 of 31

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Gebrauchsanleitung TA9145 EU-DE-CE-Rev_| 16/07/2020



HER2-Expression

Das Onkoprotein HER2 wird bei bis zu 20 Prozent der Adenokarzinome von unterschiedlichen
Korperstellen in einem mit immunhistochemischen Methoden nachweisbaren Umfang
exprimiert. Zwischen 10% und 20% der invasiven duktalen Karzinomen der Brust (11) und
20% der Magenkarzinome (12-14) sind positiv fir HER2 Onkoprotein. 90 Prozent der duktalen
Karzinome in situ (DCIS) vom Comedo-Typ sind positiv (15), ebenso fast alle Falle von Morbus
Paget der Mamma (16).

Klinische Konkordanz - Zusammenfassung

Das Bond Oracle HER2 IHC System wurde als Alternative zum sich in der Prifphase
befindlichen Clinical Trial Assay (CTA) entwickelt, der bei den klinischen Studien zu Herceptin®
eingesetzt wurde. Die Leistungsfahigkeit des Bond Oracle HER2 IHC System bezlglich der
Bestimmung der Uberexpression des Onkoproteins HER2 wurde in einer unabhéngigen Studie
untersucht, bei der die mit dem Bond Oracle HER2 IHC System erzielten Ergebnisse mit den
Ergebnissen des Dako HercepTests in Bezug auf 431 Brusttumorproben amerikanischen
Ursprungs verglichen wurden. Keine dieser Tumorproben stammte von Patientinnen, die an
den klinischen Herceptin® Studien teilnahmen. Dabei ergab sich eine Konkordanz von 92,34 %
bei der 2x2-Analyse (95 % Konfidenzintervalle von 89,42 % - 94,67 %) und von 86,54 % bei der
3x3-Analyse (95 % Konfidenzintervalle von 82,95 % - 89,62 %) zwischen den Ergebnissen der
beiden Assays.

Die Leistungsfahigkeit des Bond Oracle HER2 IHC System bezlglich der Bestimmung der
Uberexpression des Onkoproteins HER2 bei Adenokarzinomen des Magens (einschlieBlich
gastrodsophagealer Ubergangszone) wurde in einer unabhéngigen Studie untersucht, bei der die
mit dem Bond Oracle HER2 IHC System erzielten Ergebnisse mit den Ergebnissen des Ventana
Medical Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Monoklonalen Primarantikérpers vom
Kaninchen in Bezug auf 287 Magentumorproben chinesischen Ursprungs verglichen wurden.
Keine dieser Tumorproben stammte von Patienten, die an den klinischen Herceptin® Studien
teilnahmen. Dabei ergab sich zwischen den Ergebnissen des Bond Oracle HER2 IHC System
und des Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) eine Konkordanz von 95,12 % bei der 2x2-
Analyse (95% Konfidenzintervalle von 91,95% bis 97,31%) und von 89,90% bei der 3x3-
Analyse (95 % Konfidenzintervalle von 85,81 % bis 93,13 %).

Verfahrensprinzip

Das Bond Oracle HER2 IHC System enthalt Komponenten, die zur Durchfiihrung einer
immunhistochemischen Farbung formalinfixierter, in Paraffin eingebetteter Gewebeproben
erforderlich sind. Nach der Inkubation mit dem gebrauchsfertigen HER2 Primary Antibody
(Klon CB11) kommt bei diesem System gebrauchsfertige Compact Polymer-Technologie zur
Anwendung. Die enzymatische Umwandlung des anschlieRend hinzugefligten Chromogens fiihrt
zurBildungeines sichtbaren Reaktionsproduktsam OrtderAntigenbindung. Die Gewebepraparate
kénnen anschlieffend gegengefarbt, dehydriert, geklart und mit Deckglas versehen werden. Die
Ergebnisse werden mithilfe eines Lichtmikroskops ausgewertet. Zur Bewertung der Farbelaufe
werden Kontrollobjekttrager mit vier formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten humanen
Brustkrebszelllinien bereitgestellt. Die vier Zelllinien zeigen eine Expression des Onkoproteins
HER2 mit einer Intensitat von 0, 1+, 2+ und 3+. Die Farbeintensitat dieser Zelllinien entspricht
sowohl der HER2 Rezeptordichte pro Zelle als auch dem Status der HER2 Genverstarkung. Das
Bond Oracle HER2 IHC System (Produktcode TA9145) ist fiir den Einsatz im Leica Biosystems
BOND Farbeautomaten vorgesehen.

Gelieferte Komponenten
Die nachfolgend aufgefiihrten Materialien (Tabelle 1) reichen zum Farben von 150 Objekttragern
aus (60 mit HER2 Primary Antibody inkubierte Testobjekttrager, 60 entsprechende, mit HER2
Negative Control inkubierte Testobjekttrager, 15 mit HER2 Primary Antibody inkubierte HER2
Control Slides und 15 mit HER2 Primary Antibody) inkubierte interne Positivgewebekontrollen.
Die Anzahl der Tests basiert auf der Annahme, dass pro Objekttrager 150 pL automatisch
dosiert werden. Das Kit enthalt fur maximal 15 BOND Farbelaufe ausreichende Materialien.
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HER2 Control Slides, Aus .fo.rmalinﬁxierten, in Par'afﬁn §inggb?tteten hum:inen Brustkrebs-
(x15) Zgllllnl.en hergestellte Sch.nltte, die b?l Farbung geman f:iem .
mitgelieferten Protokoll eine Expression des Onkoproteins HER2 mit
einer Farbeintensitat von 0, 1+, 2+ und 3+ zeigen. Diese Schnitte sind
vollstandig adhdrent und missen nicht weiter ausharten.

Enthalt gebrauchsfertigen, affinitatsgereinigten, monoklonalen
Maus-lgG-Antikorper, Klon CB11 und 0,035 % 2-Methylisothiazol-
3(2H)-on.

HER2 Primary
Antibody, 13.5 mL

Enthalt gebrauchsfertigen Maus-IgG-Antikorper in einer dem
HER2 Primary Antibody dquivalenten Konzentration und 0,035 %
2-Methylisothiazol-3(2H)-on.

HER2 Negative
Control, 9 mL

;g_?i:ﬁe Block, Enthalt 3-4 % Wasserstoffperoxid

Kaninchen-Anti-Maus-1gG (<10 pg/mL) mit 10 % (v/v) tierischem
Post Primary, 22.5 mL Serum in TRIS-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung und
0,01 % 2-Methylisothiazol-3(2H)-on.

Poly-HRP-Ziegen-Anti-Kaninchen-lgG (<25 pg/mL) mit 10 % (v/v)
Polymer, 22.5 mL tierischem Serum in TRIS-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung
und 0,01 % 2-Methylisothiazol-3(2H)-on.

Enthalt 66 mM 3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid in

DAB Part 1, 2.25 mL L .
Stabilisatorlésung.

ZDZASB;Ert B (x2), Enthalt <0,1 % (v/v) Wasserstoffperoxid.

Hematoxylin, 22.5 mL Enthalt <0,1 % Hamatoxylin

Tabelle 1. Komponenten des Bond Oracle HER2 IHC System

Gebrauchsanweisungen

Alle im Lieferumfang enthaltenen Reagenzien sind speziell fir den Einsatz bei diesem
Assay konzipiert, und die Chargennummern sind fur jedes einzelne Bond Oracle HER2 IHC
System spezifisch. Um die korrekte Durchfiihrung des Assays zu gewabhrleisten, dirfen keine
Reagenzien ausgetauscht werden.

Lagerung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Unmittelbar nach dem Gebrauch erneut bei 2-8 °C
lagern. Durch jede Abweichung von diesen Bedingungen verliert der Assay seine Giiltigkeit.
Es ist darauf zu achten, dass das Verfallsdatum des verwendeten Bond Oracle HER2 IHC
System nicht Uberschritten wird. Folgende Anzeichen deuten auf eine Verunreinigung und/oder
Instabilitdt des Bond Oracle HER2 IHC System hin: Triibe Losungen, Geruchsentwicklung und
das Vorhandensein von Niederschlagen. Andere Lagerbedingungen als die oben angegebenen
mussen vom Anwender selbst getestet werden.

Probenvorbereitung

Alle Proben missen so vorbereitet werden, dass das Gewebe fiir die immunhistochemische
Farbungerhaltenbleibt. Firalle Proben (17) sind die Standardmethoden der Gewebeaufbereitung
anzuwenden.
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Das Fixieren der Gewebe in formalinhaltigem Fixiermittel sowie die Routineverarbeitung und
Einbettung in Paraffin wird empfohlen. Beispielsweise sollten Resektionsproben in Blécke von
3-4 mm Dicke geschnitten und 18-24 Stunden in 10 % neutral gepuffertem Formalin eingelegt
werden AnschlieRend sollten die Gewebe in abgestuft konzentriertem Alkohol dehydriert, mit
Xylen geklart und anschlieRend in geschmolzenes Paraffinwachs eingebettet werden, dessen
Temperatur nicht Gber 60 °C liegen sollte. Gewebeproben sollten mit einer Dicke von 3-5 pm
geschnitten werden.

Die fur die Bestimmung des Onkoproteins HER2 und die Tumordiagnose erforderlichen
Objekttrager sind gleichzeitig vorzubereiten. Zur Erhaltung der Antigenitat sollten auf
Objekttrager (Leica BOND Plus Slides — Produktcode S21.2113 of Apex BOND Slides -
Produktcode 3800040) aufgebrachte Gewebepraparate bei Lagerung bei Raumtemperatur
(18-24 °C) innerhalb von 4-6 Wochen nach der Schnitterstellung geféarbt werden. Es wird
empfohlen, die Objekttrager nach der Schnitterstellung 12—18 Stunden (liber Nacht) bei 37 °C
zu inkubieren. Schnitte, die eine starkere Haftung erfordern, kénnen eine weitere Stunde bei
60 °C inkubiert werden.

In den USA schreibt der Clinical Laboratory Improvement Act aus dem Jahr 1988 unter
42 CFR 493.1259(b) vor, dass "das Labor gefarbte Objekttrager mindestens zehn Jahre und
Probenblocke mindestens zwei Jahre ab dem Datum der Untersuchung aufbewahren muss".

Warnhinweise und SicherheitsmaRnahmen

Nur fiir professionelle Anwender

Von einer oder mehreren Komponenten des Produkts geht eine Gesundheitsgefahrdung aus.
Grundsatzlich durfen mit diesem Produkt nur Personen tber 18 Jahre arbeiten. Die Benutzer
sind ausfuhrlich Uber die korrekten Arbeitsablaufe, die gesundheitsgefahrdenden Eigenschaften
des Produkts und die erforderlichen SicherheitsmaRnahmen zu informieren.

Zu den Symptomen einer Uberexposition mit ProClin™ 950, dem bei den Oracle Reagenzien
verwendeten Konservierungsmittel, gehéren Haut- und Augenreizung sowie Reizung der
Schleimhaute und oberen Atemwege. Die maximale Konzentration von ProClin™ 950 in diesem
Produkt betragt 0,35 %. Diese Lésungen erflillen nicht die durch die OSHA (Occupational Safety
& Health Administration) definierten Kriterien eines Gefahrstoffs. Ein Material Safety Data Sheet
steht auf Anfrage oder unter folgender Adresse zur Verfligung: www.LeicaBiosystems.com.
Proben vor und nach der Fixierung und alle mit ihnen in Kontakt kommenden Materialien sind
wie infektidses Material zu behandeln und mit den entsprechenden VorsichtsmaRnahmen zu
entsorgen.

Reagenzien dirfen unter keinen Umstanden mit dem Mund pipettiert werden, und der Kontakt
von Haut und Schleimhduten mit Reagenzien und Proben ist zu vermeiden. Empfindliche
Bereiche, die mit Reagenzien oder Proben in Kontakt gekommen sind, sind mit reichlich Wasser
zu spiilen. Arztlichen Rat einholen. Potenziell toxische Komponenten sind gemaR den auf
Bundes-, Landes oder Regionalebene geltenden Bestimmungen zu entsorgen.

Die mikrobielle Verunreinigung der Reagenzien kann zu einer Zunahme unspezifischer
Farbungen fiihren und ist daher auf ein Mindestmal} zu reduzieren.

Vorgehensweise

A. Erforderliche, aber nicht im Lieferumfang enthaltene Reagenzien
+ BOND Dewax Solution (Produktcode AR9222)
+ BOND Epitope Retrieval Solution 1 (Produktcode AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (Produktcode AR9590)

+ In der Immunhistochemie verwendete Standardldsungsmittel (z. B. Athanol, rein und in
abgestuften Konzentrationen)

» Xylen (oder Xylenersatzstoffe)
» Eindeckmedium

« Destilliertes oder entionisiertes Wasser
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B. Erforderliche, aber nicht im Lieferumfang enthaltene Komponenten

Leica Biosystems’ BOND-MAX und BOND-III Farbeautomat(en)

BOND Universal Covertiles™ (Produktcode S21.2001, S21.4583 oder S21.4611)
BOND Mixing Stations (Produktcode S21.1971)

Trockenofen, der eine Temperatur von 60 °C halten kann

Lichtmikroskop (4—40-fache ObjektivvergréfRerung)

Objekttrager (Leica BOND Plus Slides — Produktcode S21.2113 of Apex BOND Slides
- Produktcode 3800040)

Deckglaser
BOND Slide Label & Print Ribbon (Produktcode S21.4564)
BOND Aspirating Probe Cleaning System (Produktcode CS9100)

C. Methodik

Vor dem Einsatz dieser Methodik missen die Anwender in BOND Automatik-IHC-
Techniken geschult werden.

Zu jedem mit HER2 Primary Antibody zu farbenden Testschnitt muss ein identischer
Schnitt zur Farbung mit HER2 Negative Control vorhanden sein. Der Negativkontrollschnitt
ermdglicht die Unterscheidung zwischen spezifischer und unspezifischer Farbung am Ort
der Antigenbindung. Jeder BOND Farbelauf sollte einen HER2 Control Slide beinhalten.
Wenn die Zelllinien am Ende des Farbeprotokolls nicht die korrekten Farbemuster
aufweisen (siehe Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide), ist der Farbelauf
als ungultig zu betrachten.

D. Objekttrager-Anordnung

Fur jeden Objekttrager ist ein neues BOND Universal Covertile (Produktcode S21.2001,
S21.4583 oder S21.4611) zu verwenden. Die Verwendung von BOND Universal Covertiles,
die zuvor bei der immunhistochemischen Farbung oder Farbung mit In-Situ-Hybridisierung
eingesetzt wurden, wurde flr diesen Test nicht validiert.

Die in Tabelle 2 dargestellte Anordnung der Objekttrager auf dem Objekttragerschlitten
ermdglicht eine optimale Leistung des Bond Oracle HER2 IHC System und die erfolgreiche
Durchflihrung aller 60 Tests.
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Objekt- | Objekttrager- Reagenz Gewe- | Objekttragersymbol
trager- | beschreibung betyp
position
1 Fall 1 *HER2 Negative Test 1o
Control FHCH "D "-o- HIES)
2 Fall 2 *HER2 Negative Test o
Control e
3 Fall 3 *HER2 Negative Test
Control WK D s e
4 Fall 4 *HER2 Negative Test T
Control ek e
5 Fall 1 *HER2 Primary Test 2 i
Antibody i &t
6 Fall 2 *HER2 Primary Test 2
Antibody WK b e Hies
7 Fall 3 *HER2 Primary Test =)
Antibody e
8 Fall 4 *HER2 Primary Test 2
Antibody WK D e e
9 HER2 Control Slide *HER2 Primary Positiv 3 o +
Antibody e e
10 Interne Gewebe- *HER2 Primary Positiv . +
kontrolle Antibody e e

Tabelle 2. Anordnung der Objekttrager auf dem Objekttragerschlitten mit Gewebetyp und Reagenz

E. Verfahrensschritte
Fihren Sie die nachfolgend beschriebenen Schritte aus, um einen Objekttragerschlitten

mit

der in Tabelle 2 beschriebenen Anordnung vorzubereiten. Diese Anweisungen sind

zusammen mit dem BOND System User Manual zu lesen.

1.

N o o~ W

Stellen Sie sicher, dass die Vorrats- und Abfallbehalter am BOND Gerat genugend
Aufnahmekapazitat fir die erforderlichen Farbelaufe haben.

. Sorgen Sie dafiir, dass gentigend Alkohol, destilliertes oder entionisiertes Wasser,

BOND Dewax Solution (gebrauchsfertig bereitgestellt), BOND Epitope Retrieval
Solution 1 (gebrauchsfertig bereitgestellt) und BOND Wash Solution (als x10-Konzentrat
bereitgestellt) zur Durchfiihrung der erforderlichen Farbeldufe in den Vorratsbehaltern
vorhanden ist.

. Vergewissern Sie sich, dass eine saubere BOND Mixing Station installiert ist.

. Schalten Sie den BOND Farbeautomaten ein.

. Schalten Sie den an den BOND Farbeautomaten angeschlossenen BOND Controller ein.
. Starten Sie die BOND Software.

. Scannen Sie bei einem neuen Bond Oracle HER2 IHC System die Barcodes

der Reagenzienschlitten mit dem Handscanner ein, um die Daten in den BOND
Reagenzienbestand aufzunehmen.
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8. Offnen Sie den Bildschirm "Slide" und klicken Sie auf Add case.

9. Geben Sie die Details des ersten Falls ein. Das Dispensiervolumen sollte auf 150 pL und
das Vorbereitungsprotokoll auf *Dewax eingestellt sein. Klicken Sie auf "OK"

10.Klicken Sie im Bildschirm "Slide" auf Add slide, wahrend der Fall hervorgehoben ist

11.Flgen Sie zuerst die Testobjekttrager der Patienten hinzu. Der Gewebetyp sollte auf Test
tissue gesetzt sein.

12.Das Dispensiervolumen sollte auf 150 pL und das Vorbereitungsprotokoll auf *Dewax
eingestellt sein.

13.Wahlen Sie als Farbemoduswerte Single und Oracle aus (nicht auf Oracle control klicken).
14.Wahlen Sie als Prozess IHC aus.

15.Wahlen Sie aus der Marker-Liste *HER2 Negative Control aus. Auf der Registerkarte
"Protocols" wird standardmaRig das richtige Farbeprotokoll (*IHC Protocol H) und HIER-
Protokoll (*HIER 25 min with ER1 (97)) angezeigt

16.Klicken Sie auf Add slide. Der Reagenzienobjekttrager fur die Negativkontrolle wird
erstellt.

17.Wahlen Sie - immer noch im Dialog "Add slide" - den Eintrag *HER2 Primary Antibody
aus der Marker-Liste aus. Die Standardprotokolle und alle anderen Einstellungen bleiben
unverandert.

18.Klicken Sie auf Add slide. Der Testobjekttrager wird erstellt.

19.Wiederholen Sie die Schritte 8 bis 18, bis alle Falle und Patiententestobjekttrager erstellt
wurden.

20.Erstellen Sie als Nachstes den HER2 Control Slide. Entsprechend der in Ihrem Labor
Ublichen Vorgehensweise flgen Sie ihn dem letzten Fall hinzu oder erstellen einen neuen
Fall fur Kontrollobjekttrager.

Wichtiger Hinweis: Beim Arbeiten mit dem Bond Oracle HER2 IHC System muss zu jedem
Durchlauf (d. h. zu jedem Objekttragerschlitten) ein HER2 Control Slide mit einbezogen
werden, um den Assay bewerten zu kénnen.

21.Setzen Sie im Dialog "Add slide" den Gewebetyp auf Positive tissue.

22 .Klicken Sie auf Oracle control.

23.Wahlen Sie die Chargennummer des HER2 Control Slide in der Liste Lot No aus. Die
Chargennummer steht im Etikettenbereich des Objekttragers.

Wichtiger Hinweis: Der HER2 Control Slide muss vom selben Bond Oracle HER2 IHC System
stammen, das flir den Assay eingesetzt wird.
24.Wahlen Sie den Eintrag *HER2 Primary Antibody aus der Marker-Liste aus. Behalten Sie
Dispensiervolumen, Farbemodus, Verarbeitungs- und Protokolleinstellungen bei.
25.Klicken Sie auf Add slide, um den HER2 Control Slide hinzuzufliigen.
26.Fugen Sie schlieBlich einen Objekttrager fir die interne Positivkontrolle hinzu.
27.Heben Sie die Auswahl von Oracle control auf.

28.Wahlen Sie *HER2 Primary Antibody aus der Marker-Liste aus. Behalten Sie
Dispensiervolumen, Farbemodus, Verarbeitungs- und Protokolleinstellungen bei. Als
Gewebetyp bleibt Positive tissue aktiviert.
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29.Klicken Sie auf Add slide. Dadurch wird die Objekttragererstellung abgeschlossen.

30.Drucken Sie Objekttrageretiketten aus. Alle Oracle Objekttrageretiketten sind mit “OC”
bedruckt. Die Beschriftung des HER2 Control Slide beinhaltet auch die Chargennummer
des Bond Oracle HER2 IHC System.

31.Versehen Sie die Objekttrager mit geeigneten Etiketten.

32.0ffnen Sie die Deckel aller Container des Bond Oracle HER2 IHC System und setzen Sie
den Reagenzienschlitten in den BOND ein.

33.Platzieren Sie die Objekttrager in der in Abschnitt D, Tabelle 2, angegebenen Reihenfolge
auf dem Objekttragerschlitten. Verwenden Sie neue Covertiles.

34.Setzen Sie den Objekttragerschlitten in den BOND ein und driicken Sie Load/Unload.

35.Prifen Sie, obdie Objekttragergescanntwurden, undklicken Sieim Systemstatusbildschirm
auf Run (Play).

36.Vergewissern Sie sich, dass im Schlittenindikatorfeld Proc (OK), die Chargennummer und
der Endzeitpunkt angezeigt werden.

37.Driicken Sie nach Abschluss des Farbelaufs Load/Unload und entnehmen Sie die
Objekttragerschlitten aus dem BOND.

38.Entfernen Sie die Covertiles und spiilen Sie die Objekttréager in entionisiertem Wasser.
39.Dehydrieren und klaren Sie die Schnitte und versehen Sie sie mit Deckglasern.

Qualitatskontrolle

Unterschiede in Bezug auf Gewebefixierung, Verarbeitung und Einbettung im Labor des
Anwenders konnen zu erheblichen Schwankungen bei den Ergebnissen filhren, was eine
regelmaBlige Durchfihrung interner Kontrollen (zuséatzlich zur Verwendung der von Leica
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Biosystems mit dem Bond Oracle HER2 IHC System bereitgestellten HER2 Control Slides)
erforderlich macht. Siehe Qualitatskontrollrichtlinien des College of American Pathologists
(CAP) Certification Program for Immunohistochemistry sowie CLSI (ehemals NCCLS)Quality
Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline (17) und Special Report: Quality
Control in Immunohistochemistry (18). AuRerdem finden Sie in Tabelle 3 eine Ubersicht iiber
die verschiedenen Arten von immunhistochemischen Qualitatskontrollen und ihren Zweck.

Probe* Beschreibung HER2 Primary Antibody | HER2 Negative
Farbung Control Far-
bung
HER2 Control Wie im Lieferumfang des Kontrolliert den Farbevor-
Slide Bond Oracle HER2 IHC gangundgibtAuskunftiber

System enthalten.

die Reagenzienleistung.

Internes positi-
ves Kontrollge-
webe

Gewebe mit Ziel-Antigen.
Die ideale Kontrolle ist ein
schwach positiv farbendes
Gewebe, das die Bestim-
mung geringfligiger Veran-
derungenin der Sensibilitat
des Primdrantikdrpers
ermdglicht.

DientzurKontrolleallerSchrit-
te der Analyse. Validiert die
Gewebevorbereitungunddie
FarbeleistungdesBondOracle
HER2 IHC System.

Interne negati-
ve Kontrollge-
webekompo-
nente

Gewebe oder Zellen, von
denen zu erwarten ist, dass
sie negativ sind (kdnnen in
Patientengewebe oder in

Detektion unspezifischer
Kreuzreaktivitat des Anti-
korpers mit Zellen/Zellkom-
ponenten

Detektion unspezi-
fischer Hinter-
grundfarbung

positiven/negativen Kont-
rollgewebekomponenten
enthalten sein).

*Pro Patientenprobe fixiert und bearbeitet

Tabelle 3. Immunhistochemische Qualitétskontrollen und ihr Zweck

Beim Kontrollgewebe sollte es sich um Biopsieproben oder chirurgische Proben handeln,
die wie die Patientenproben schnellstmdglich in Formalin fixiert, bearbeitet und in Paraffin
eingebettet wurden. Alle Proben missen so behandelt werden, dass die Antigenitat fir die
immunhistochemische Farbung erhalten bleibt. Fir alle Proben sind die Standardmethoden der
Gewebeaufbereitung anzuwenden (17).

HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody

Jeder der bereitgestellten HER2 Control Slides enthalt vier formalinfixierte, in Paraffin
eingebettete humane Brustkrebszelllinienkerne mit Farbeintensitaten von 0, 1+, 2+ und 3+. Bei
jedem Testlauf (d. h. jedem Objekttragerschlitten) muss ein HER2 Control Slide einbezogen
werden. Die korrekte Auswertung des von Leica Biosystems bereitgestellten HER2 Control
Slide gibt Aufschluss liber die Giiltigkeit des Tests (siehe Bond Oracle HER2 IHC System
Interpretation Guide). Anhand der im Lieferumfang dieses Systems enthaltenen HER2 Control
Slides kann nur die Reagenzienleistung, nicht aber die Gewebeaufbereitung beurteilt werden.

Gewebe fiir interne Positivkontrolle — HER2 Primary Antibody

Falls interne positive Kontrollgewebekomponenten verwendet werden, sollte es sich um
Biopsieproben oder chirurgische Proben handeln, die wie die Patientenproben schnellstmdglich
formalinfixiert, bearbeitet und in Paraffin eingebettet wurden. Positive Gewebekontrollen
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ermoglichen eine Beurteilung der korrekten Gewebevorbereitung und giiltiger Farbetechniken.
Bei jedem Testlauf sollte zumindest eine Positivkontrollkomponente vorgesehen werden. Der
Positivkontrollschnitt sollte eine schwach positive Farbung aufweisen, um die Bestimmung
geringflugiger Veranderungen in der Sensibilitat des Primarantikorpers zu ermdglichen.
Hinweis: Bekannte positive Kontrollgewebekomponenten sollten nur zur Kontrolle des
korrekten Verhaltens aufgearbeiteter Gewebe zusammen mit Testreagenzien, aber NICHT zur
Unterstltzung der spezifischen Interpretation von Patientenproben genutzt werden. Wenn das
positive Kontrollgewebe keine adaquate positive Farbung aufweist, sind die mit Patientenproben
erzielten Ergebnisse als ungultig zu betrachten.

Ein Mehrfachgewebekontrollblock mit Tumorgewebe, das alle 4 HER2 Grade reprasentiert,
kann ebenfalls als Material fur die interne Kontrolle genutzt werden.

Interne negative Kontrollgewebekomponente — HER2 Primary Antibody

Falls interne negative Kontrollkomponenten verwendet werden, sollte es sich um frische
Biopsieproben oder chirurgische Proben handeln, die wie die Patientenproben schnellstmdglich
formalinfixiert, bearbeitet und in Paraffin eingebettet wurden. Wenn ein bekanntermalRen HER2-
negatives Kontrollgewebe bei den einzelnen Farbelaufen verwendet wird, kann die Spezifitat
des PrimarantikOrpers sowie eine etwaige unspezifische Hintergrundfarbung beurteilt werden.
Aus der Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen, die in den meisten Gewebepraparaten vorhanden
sind, ergeben sich interne negative Kontrollstellen (vom Anwender zu uberpriifen). Normale,
nicht mit dem Tumor in Zusammenhang stehende Brustkanale kénnen als Referenzmaterial
zur Beurteilung der Gultigkeit des Assays dienen. Wenn bei dem Gewebe fir die interne
Negativkontrolle eine spezifische Farbung auftritt, sind die mit den Patientenproben erzielten
Ergebnisse als unglltig zu betrachten.

Als Negativ- und Positivkontrollgewebe kénnen Mehrfachgewebekontrollblocke verwendet
werden, die alle vier HER2 Grade reprasentieren.

Patientengewebe — HER2 Negative Control

Wenden Sie bei jedem Patiententest die bereitgestellte HER2 Negative Control anstelle des
HER2 Primary Antibody auf ein entsprechendes Schnittpraparat an, um unspezifische Farbungen
zu beurteilen und eine korrekte Interpretation der spezifischen Farbung des Onkoproteins HER2
an der Antigenstelle zu ermdglichen.

Patientengewebe — HER2 Primary Antibody

Die Intensitat der positiven Farbung sollte im Kontext einer mitder HER2 Negative Control erzielten
unspezifischen Hintergrundfarbung interpretiert werden. Wie bei jedem immunhistochemischen
Test bedeutet ein negatives Testergebnis, dass das Antigen nicht erkannt wurde - nicht, dass es
in den untersuchten Zellen/Geweben nicht vorhanden war. In den Abschnitten Reihenfolge der
Objekttrager beim Screening, Einschrankungen, Qualitatskontrolle und Immunreaktivitat finden Sie
Informationen bezuglich der Immunreaktivitat des Bond Oracle HER2 IHC System .

Assay-Priifung

VordererstenAnwendung eines Antikdrpers oder Farbesystemsim Rahmen eines diagnostischen
Verfahrens sollte die Spezifitat des Antikérpers durch Tests mit einer Reihe interner Gewebe mit
bekannten immunhistochemischen Positiv- und Negativprofilen tberprift werden. Siehe den
Abschnitt Qualititskontrolle sowie die Qualitatskontrollanforderungen des CAP Certification
Program for Immunohistochemistry und/oder CLSI (ehemals NCCLS) Quality Assurance for
Immunocytochemistry, Approved Guideline (17). Diese Qualitatskontrollverfahren sollten fir
jede neue Antikérpercharge und bei jeder Anderung der Assay-Parameter durchgefiihrt werden.
Das humane invasive (infiltrierende) duktale Brustkarzinom mit bekannten Farbeintensitaten
des Onkoproteins HER2 zwischen 0 bis 3+ und andere ausreichend negative Gewebe sind flr
die Assay-Uberpriifung geeignet.

Interpretation der Farbung - Mamma

Zur Bestimmung der Expression des Onkoproteins HER2 sollten nur Membranfarbemuster

und -intensitat nach der in Tabelle 4 dargestellten Skala bewertet werden. Die Bewertung der
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Objekttrager sollte von einem Pathologen mithilfe eines Hellfeldmikroskops durchgefiihrt werden.
Zur Bewertung der immunhistochemischen Farbung und zur Einstufung eignet sich ein Objektiv
mit 10-facher VergréRerung. Zur Bestatigung der Einstufung ist ein Objektiv mit 20- bis 40-facher
VergroRerung zu verwenden. Die zytoplasmatische Farbung ist als unspezifische Farbung
zu bewerten und nicht in die Beurteilung der Intensitat der Membranfarbung einzubeziehen
(19). Der Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide enthalt Beispielbilder der
Farbeintensitaten, um die Unterscheidung zwischen den Farbeintensitaten 0, 1+, 2+ und 3+
zu erleichtern. Nur Praparate von Patientinnen mit invasivem Brustkarzinom sollten eingestuft
werden. Bei Fallen von Carcinoma in situ und invasivem Karzinom in derselben Probe sollte nur
die invasive Komponente eingestuft werden.

Immunhistochemisches Farbemuster Einstu- | Beurteilung
fung

Keine Farbung oder Membranfarbung bei weniger als 10 % der 0 Negativ

Tumorzellen.

Schwache/kaum wahrnehmbare Membranfarbung bei mehr als

10 % der Tumorzellen. Die Zellmembranen sind nur teilweise 1+ Negativ

gefarbt.

Schwache bis maBige vollstandige Membranfarbung bei mehr o Mehrdeutig

als 10 % der Tumorzellen. (Schwach positiv)

Starke vollstandige Membranfarbung bei mehr als 10 % der

Tumorzellen. 3+ Stark positiv

Tabelle 4. Interpretation der HER2-Férbung

Mit dem Bond Oracle HER2 IHC System erzielte Farbeergebnisse werden bei einer Expression
des Onkoproteins HER2 mit einem Wert von 0 und 1+ als negativ, bei einem Wert von 2+
als mehrdeutig (schwach positiv) und bei einem Wert von 3+ als stark positiv interpretiert.
Das Bond Oracle HER2 IHC System ist nicht daflir vorgesehen, dem Patienten und/oder Arzt
prognostische Informationen zu liefern und ist in dieser Hinsicht auch nicht validiert worden. Fir
jede Farbungsbewertung sollten Objekttrager in der nachfolgend angegebenen Reihenfolge
untersucht werden, um die Giiltigkeit des Farbelaufs zu beurteilen und eine halbquantitative
Beurteilung der Farbeintensitat des Probengewebes zu ermdglichen.

Interpretation der Farbung - Magen

Zur Bestimmung der Expression des Onkoproteins HER2 sollten nur Membranfarbemuster und
-intensitat nach der in Tabelle 5 und 6 dargestellten Skala bewertet werden. Die Bewertung
der Objekttrager sollte von einem Pathologen mithilfe eines Hellfeldmikroskops durchgefiihrt
werden. Zur Bewertung der immunhistochemischen Farbung und zur Einstufung eignet sich
ein Objektiv mit 10-facher VergroRerung. Zur Bestatigung der Einstufung ist ein Objektiv mit 20-
bis 40-facher VergrofRerung zu verwenden. Die zytoplasmatische Farbung ist als unspezifische
Farbung zu bewerten und nicht in die Beurteilung der Intensitdt der Membranfarbung
einzubeziehen (15). Der Bond Oracle HER2 IHC System Gastric Interpretation Guide enthalt
Beispielbilder der Farbeintensitaten, um die Unterscheidung zwischen den Farbeintensitaten
0, 1+, 2+ und 3+ zu erleichtern. Es sollten nur Proben von Patienten mit Adenokarzinom des
Magens oder der gastrodsophagealen Ubergangszone eingestuft werden.
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Immunhistochemisches Farbemuster Einstu- Beurteilung
fung

Keine Farbung oder Membranfarbung bei weniger als 10 %

der Tumorzellen. 0 Negativ

Schwache/kaum wahrnehmbare Membranfarbung bei
mehr als 10% der Tumorzellen. Die Zellmembranen sind nur 1+ Negativ
teilweise gefarbt.

Schwache bis maBige vollstandige basolaterale oder
laterale Membranfarbung bei 10 % oder mehr als 10% der 2+
Tumorzellen.

Operationspraparate

Mehrdeutig
(Schwach positiv)

Starke vollstandige basolaterale oder laterale

R . 3+ Stark positiv
Membranfarbung bei mehr als 10% der Tumorzellen. P
Tabelle 5. Interpretation der HER2-Farbung von Magenkrebs-Operationspréparaten
Immunhistochemisches Farbemuster Einstu- Beurteilung
fung
Keine Farbung bei irgendeiner Tumorzelle 0 Negativ

Tumorzellcluster mit schwacher/kaum wahrnehmbarer
Membranfarbung, keine Beriicksichtigung des Anteils der 1+ Negativ
gefarbten Zellen

Tumorzellcluster mit schwacher bis maBiger vollstandiger
basolateraler oder lateraler Membranfarbung, keine 2+
Berticksichtigung des Anteils der gefarbten Zellen

Mehrdeutig
(Schwach positiv)

Biopsiepraparate

Tumorzellcluster mit starker vollstandiger basolateraler oder
lateraler Membranfarbung, keine Berlicksichtigung des 3+ Stark positiv
Anteils der gefarbten Zellen

Tabelle 6. Interpretation der HER2 -Férbung von Magenkrebs-Biopsiepréaparaten

Zur Interpretation von mit dem Bond Oracle HER2 IHC System gefarbten Biopsien wird ein
Cluster von mindestens fiinf Tumorzellen empfohlen.

Reihenfolge der Objekttréager beim Screening
Die Objekttrager sollten in der folgenden Reihenfolge untersucht werden:
1. HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody
Ein gultiger Assay mit dem Oracle HER2 Control Slide zeigt folgendes Ergebnis:

* Vorhandensein einer starken braunen, vollstdndigen Zellmembranfarbung in der
3+-Kontrollzelllinie SK-BR-3.

» Vorhandensein einer schwachen bis maRigen braunen, vollstandigen Zellmembranfarbung
in der 2+-Kontrollzelllinie MDA-MB-453.

» Vorhandensein einer schwachen/kaum wahrnehmbaren, unvollstandigen
Zellmembranfarbung in der 1+-Kontrollzelllinie MDA-MB-175.

» Keine Farbung in der 0-Kontrollzelllinie MDA-MB-231.
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Wichtiger Hinweis: Ein Merkmal der 1+-Kontrollzelllinie MDA-MB-175 ist ein deutliches
Wachstumsmuster, bei dem die Zellen Cluster bilden. Durch diese Cluster entsteht eine
kontinuierliche luminale Birstensaumregion. Diese Birstensaumfarbung ist starker als die
Farbung der Ubrigen Zellmembran. Die schwache/kaum wahrnehmbare unvollstandige
Zellmembranfarbung ist das korrekte 1+-Farbemuster des Onkoproteins HER2. Bei dieser
Zelllinie kann auch eine punktférmige Immunfarbung des Golgi-Apparats im Zytoplasma
auftreten.

2. Interne positive Kontrollgewebekomponente — HER2 Primary Antibody

Entsprechend dem bekannten Status des Onkoproteins HER2 der gewahlten Positivkontrolle
sollte das VORHANDENSEIN einer braunen Membranfarbung beobachtet werden.

3. Interne negative Kontrollgewebekomponente — HER2 Positive Control
Das FEHLEN einer Membranfarbung sollte beobachtet werden. Eine negative
Kontrollgewebekomponente  bestatigt das Fehlen einer Kreuzreaktivitait des
Detektionssystems mit den spezifisch angesprochenen Zellen/Zellkomponenten. Wenn bei
einer negativen Kontrollgewebekomponente eine Membranfarbung auftritt, sollten die mit
der Patientenprobe erzielten Ergebnisse als ungultig betrachtet werden.

4. Patientengewebe — gefarbt mit HER2 Negative Control
Durch das FEHLEN einer Membranfarbung wird die spezifische Markierung des Zielantigens
durch den Primarantikdrper bestatigt. Andere Braunfarbungen im Zytoplasma der mit
HER2 Negative Control behandelten Probe, beispielsweise in Bindegewebe, Leukozyten,
Erythrozyten oder nekrotischem Gewebe, sind als unspezifische Hintergrundfarbung zu
werten und zu dokumentieren.

5. Patientengewebe — gefarbt mit HER2 Primary Antibody

Der Grad der Expression des Onkoproteins HER2 wird anhand der in Tabelle 4-6 sowie im
Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide definierten Kriterien bewertet.

Einschrankungen

A. Allgemeine Einschrankungen
Die Immunhistochemie ist eine mehrere Schritte umfassende Labortechnik zur Interpretation
und Bestimmung histopathologischer Merkmale. Sie erfordert eine spezielle Schulung in
Bezug auf alle Aspekte des Verfahrens (einschlieBlich Auswahl geeigneter Reagenzien,
Gewebe, Fixier- und Aufbereitungsmethoden sowie Vorbereitung der IHC-Objekttrager)
sowie in Bezug auf die Interpretation.
Die immunhistochemische Farbung von Gewebe setzt eine sachgemafie Vorbereitung,
Fixierung und Bearbeitung des Gewebes voraus. UnsachgemaRes Fixieren, Gefrieren,
Auftauen, Waschen, Trocknen, Erwarmen oder Schneiden oder Verunreinigung mit anderen
Geweben oder Flissigkeiten kann zu Artefakten, Antikérper-Trapping oder falsch negativen
Ergebnissen flihren. Uneinheitliche Ergebnisse konnen auf Variationen bei Fixierung
oder Einbettmethoden oder auf inharente UnregelmaRigkeiten innerhalb des Gewebes
zurtickzufuhren sein (21). Auch UbermafRige oder unvollstandige Gegenfarbung kann eine
korrekte Interpretation der Ergebnisse erschweren.
Unspezifische Farbungen haben meist ein diffuses Aussehen. Bei UbermaRig
formalinfixiertem Gewebe kann ebenfalls eine sporadische Farbung von Bindegewebe
auftreten. Verwenden Sie zur Interpretation der Farbeergebnisse intakte Zellen. Nekrotische
oder degenerierte Zellen weisen oft eine unspezifische Farbung auf (22). Falsch positive
Ergebnisse kénnen aufgrund einer nicht immunologischen Bindung von Proteinen oder
Substrat-Reaktionsprodukten auftreten. Sie kénnen - je nach Art der angewendeten
immunhistochemischen Farbung - auch durch endogene Enzyme, wie beispielsweise
Pseudoperoxidase (Erythrozyten) oder endogene Peroxidase (Zytochrom C), verursacht
sein.
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Gewebe von mit dem Hepatitis-B-Virus infizierten Patienten, bei denen das Hepatitis
B-Oberflachenantigen (HBsAg) vorhanden ist, kdnnen eine unspezifische Farbung mit
Meerrettich-Peroxidase aufweisen (23).

Unerwartete immunhistochemische Farbungen oder Farbevariationen kénnen das Ergebnis
von Veranderungen der Expressionsgrade der codierenden Gene oder Antigene sein. Jede
Veranderung der erwarteten Farbemuster sollte im Zusammenhang mit allen anderen
diagnostischen Untersuchungen interpretiert werden.

Die Interpretation immunhistochemischer Farbungen sollte durch morphologische
Untersuchungen und die Verwendung geeigneter Kontrollmaterialien erganzt und im Kontext
der klinischen Anamnese des Patienten sowie anderer diagnostischer Untersuchungen
durch einen qualifizierten Pathologen beurteilt werden.

Die Leistungsfahigkeit des Assays (d. h. die Bewertung der Eignung positiver und negativer
Kontrollen) und die Interpretation immunhistochemischer Farbungen bzw. des Fehlens dieser
Farbungenistin einem entsprechend qualifizierten Labor unter der Leitung eines entsprechend
qualifizierten und erfahrenen Pathologen durchzufiihren, der fir die Gesamtbeurteilung des
immunhistochemischen Assays und seine Interpretation verantwortlich ist.

. Produktspezifische Einschrankungen
Dieses Produkt ist nicht fur den Einsatz bei der Durchflusszytometrie vorgesehen. Fur die
Durchflusszytometrie wurden keine Leistungsmerkmale ermittelt.
Falsch negative Ergebnisse kénnen als Folge der Degeneration von Antigenen im
Gewebepraparat gewertet werden. Die fir die Bestimmung des Onkoproteins HER2 und die
Tumorverifizierung erforderlichen Objekttrager sind gleichzeitig vorzubereiten. Zur Erhaltung
der Antigenitat sollten auf Objekttrager (Leica BOND Plus Slides — Produktcode S21.2113 of
Apex BOND Slides - Produktcode 3800040) aufgebrachte Gewebepraparate bei Lagerung
bei Raumtemperatur (18—24 °C) innerhalb von 4-6 Wochen nach der Schnitterstellung gefarbt
werden. Es wird empfohlen, die Objekttrager nach der Schnitterstellung 12—18 Stunden bei
37 °C zu inkubieren. Praparate, die eine starkere Haftung erfordern, kénnen eine weitere
Stunde bei 60 °C inkubiert werden.
Zwischen den Wachstumschargen der mit dem Bond Oracle HER2 IHC System verwendeten
Zelllinien konnen minimale natirliche Variationen des immunhistochemischen Profils
auftreten. Diese naturliche Variation liegt innerhalb der akzeptablen Toleranzgrenzen einer
biologischen Einheit und beeintrachtigt nicht die Interpretation oder Leistung des Systems.
Auch die Charakterisierung der Zelllinien mithilfe der Durchflusszytometrie und In-
Situ-Hybridisierung (wie in Tabelle 7 dargestellt) unterliegt natlrlichen biologischen
Variationen. AuRerdem werden bei der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung technische und
interpretationsbezogene Variationen der Kontrollzelllinien beobachtet (24).
Bei der Bewertung der HER2 Control Slides sollten die relevanten Verfallsdaten bericksichtigt
werden. Lagern Sie das Bond Oracle HER2 |HC System bei 2—8 °C. Nicht einfrieren.
Unmittelbar nach dem Gebrauch erneut bei 2—-8 °C lagern. Durch jede Abweichung von
diesen Bedingungen verliert der Assay seine Giiltigkeit.
Ersetzen Sie die im Bond Oracle HER2 IHC System enthaltenen Reagenzien nicht durch
andere Komponenten (von Leica Biosystems oder anderen Herstellern). Dadurch wiirde der
Assay seine Aussagekraft verlieren.
Alle in den Abschnitten C bis E (Vorgehensweise) beschriebenen Schritte mussen in
der angegebenen Reihenfolge ausgefiihrt werden. Durch jede Abweichung von dieser
Reihenfolge verliert der Assay seine Giiltigkeit.
Fur den Assay durfen nur mit formalinhaltigen Fixiermitteln behandelte Gewebe verwendet
werden. Durch Verwendung anderer Fixiermittel wiirde der Assay seine Giiltigkeit verlieren.
Mit Gewebepraparaten, deren Dicke auRerhalb des empfohlenen Bereichs liegt, wurde das
System nicht getestet. Durch die Verwendung von Schnitten anderer Dicke verliert der Assay
maoglicherweise seine Giiltigkeit.
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Zellliniendaten

Zelllinie Profil des Bond | HER2 Status der HER2

Oracle HER2 Rezeptordichte | Genverstarkung*

IHC System pro Zelle* HER2 HER2:Chr17

Kopienanzahl Genverhaltnis

SK-BR-3 3+ 4,3x10° 13,35 3,55
MDA-MB-453 2+ 1,4x10° 5,73 2,05
MDA-MB-175 1+ 6,3x10* 3,33 1,20
MDA-MB-231 0 9,3x103 3,15 1,13

*Analyse der HER2 Rezeptordichte mithilfe von Durchflusszytometrie. *Bestimmung des Status der HER2 Genverstérkung mithilfe
von Dual Probe (HER2:Chromosom 17) FISH.

Tabelle 7. Profil des HER2 Control Slide

Klinische Konkordanz zwischen Bond Oracle HER2 IHC System und
Dako Hercep Test - Mamma

Im ersten Teil der Studie wurde die Eignung des Bond Oracle HER2 IHC System als Hilfsmittel
bei der Entscheidung uber eine Therapie mit Herceptin® (trastuzumab) untersucht. Die Studie
war dafir konzipiert, die Konkordanz zwischen dem Bond Oracle HER2 IHC System und dem
Dako HercepTest (dem Goldstandard fiir diesen Assay) zu ermitteln. Als Akzeptanzkriterium
wurde eine Gesamtkonkordanz von mehr als 75 % zwischen den beiden Tests (mit einem
95 %-Konfidenzintervall (Kl)) definiert.

Die Studie wurde als Blindstudie an zwei Standorten in den USA durchgefiihrt. Jedes der beiden
Untersuchungslabors wurde mit formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Brustkrebsproben mit
bekanntem HER2 Status ausgestattet. Die Falle wurden in umgekehrter Reihenfolge aus den
klinischen Archiven ausgewahlt und reprasentierten den kontinuierlichen Zustrom von Fallen fur
klinische Tests in einer Histopathologieabteilung. Sie wurden unabhangig von anderen prognostischen
und/oder pradiktiven Faktoren getestet, und es lag kein Bias in der Kohorte vor. In Labor 1 und
Labor 2 wurden Kohorten von 160 bzw. 292 Proben getestet. In den einzelnen Kohorten waren
die mehrdeutigen/positiven (2+, 3+) und negativen (0, 1+) Falle (auf der Basis zuvor zugeordneter
HER2 IHC Werte) in gleicher Anzahl vertreten, woraus sich eine Gesamtuntersuchungspopulation
von 452 Proben ergab. Zwolf Proben wurden wegen nicht ausreichendem invasivem Tumorgewebe
als ungeeignet eingestuft und aus der Studie entfernt. Weitere neun (9) Proben konnten aufgrund
von Gewebeablésung von der Objekttrageroberflache nicht eingestuft werden, sodass sich die
endgliltige Untersuchungspopulation auf 431 Proben verringerte.

Alle Falle wurde nach den Anweisungen des Herstellers (auf der Packungsbeilage) mit dem
HercepTest gefarbt. Aufeinanderfolgende Schnitte von den einzelnen Fallen wurden mit dem
Bond Oracle HER2 IHC System auf einem Leica Biosystems BOND Farbeautomaten gefarbt.
Die Verknupfung mit den persénlichen Daten der Patienten wurde in allen Fallen aufgehoben.
Zu jedem Fall lagen klinische Daten in Bezug auf TumorgrofRe, Tumorstadium, Tumorgrad und
Ostrogenrezeptorstatus vor.

Alle gefarbten Objekttrager wurden verblindet und von geschulten Beobachtern in zwei Labors
aufZufallsbasis (randomisiert) eingestuft. Bei der 2x2 Konkordanzanalyse wurden die Ergebnisse
als negativ bewertet, wenn die Farbeintensitat 0 oder 1+ betrug, und positiv bewertet, wenn die
Werte 2+ oder 3+ betrugen. Bei der 3x3 Konkordanzanalyse wurden die Ergebnisse bei einer
Farbeintensitat von 0 oder 1+ als negativ, bei einem Wert von 2+ als mehrdeutig und bei einem
Wert von 3+ als positiv bewertet. AnschlieRend wurden die Daten auf Ubereinstimmung der
positiven und negativen Farbung analysiert.
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2x2 Konkordanzergebnisse

Bei dieser primaren Analyse werden die Ergebnisse der beiden Tests (Bond Oracle HER2
IHC System und Dako HercepTest) als negativ (0,1+) oder positiv (2+, 3+) eingestuft Die
Haufigkeiten von vier mdglichen Kombinationen werden in einem 2x2-Tabellenformat dargestellt
(siehe Tabelle 8). AnschlieRend wird die Gesamtkonkordanzhaufigkeit auf der Basis dieser 2x2-
Tabelle mit einem 95 %-Konfidenzintervall (auf der Grundlage der binomischen Verteilung)
ausgerechnet.

Die Nullhypothese (H,), der die Erfolgskriterien entgegenstehen, besagt, dass die Konkordanz
nicht gréRer als 75 % ist.

Die beobachtete Ubereinstimmung bei 431 Proben in den beiden Tests zeigt in einer 2x2-
Analyse eine Konkordanz von 92,34 % (398/431) mit einem 95 %-Konfidenzintervall von
89,42 % - 94,67 %. Diese Daten unterstutzen die Ablehnung der Nullhypothese (H;), dass die
Ubereinstimmung nicht mehr als 75 % (mit einem p-Wert<0,0001) betrage.

Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen (Sensibilitat) bzw. die Fahigkeit des Bond Oracle
HER2 IHC System, die mithilfe des HercepTest als positiv klassifizierten Falle korrekt zu erkennen
(das heildt, der Anteil der Proben, die sowohl vom Bond Oracle HER2 IHC System als auch vom
HercepTest als positiv erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe des HercepTest als
positiv klassifizierten Falle), betrug 84,87 % (129/152) mit einem 95 %-Konfidenzintervall von
78,17 % - 90,16 %. Der Anteil der negativen Ubereinstimmungen (Spezifitat) bzw. die Fahigkeit
des Tests, die mithilfe des HercepTest als negativ klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das
heilt, der Anteil der Proben, die sowohl vom Bond Oracle HER2 IHC System als auch vom
HercepTest als negativ erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe des HercepTest als
negativ klassifizierten Falle), betrug 96,42 % (269/279) mit einem 95 %-Konfidenzintervall von
93,51 % - 98,27 %.

HercepTest
Negativ Positiv Gesamt
Bond Oracle HER2 | Negativ 269 23 292
IHC System Positiv 10 129 139
Gesamt 279 152 431

2x2 Konkordanz (95 %-Kl) = 92,34 % (89,42 - 94,67 %); p<0,0001

Tabelle 8. 2x2 Konkordanz zwischen Bond Oracle HER2 IHC System und HercepTest

3x3 Konkordanzergebnisse

Die Daten wurden fiir die 3x3-Analyse als negativ (0 oder 1+), mehrdeutig (2+) oder positiv (3+)
gruppiertund zeigten eine Konkordanz von 86,54 % (373/431) miteinem 95 %-Konfidenzintervall
von 82,95 % - 89,62 %. Deshalb wurde die Nullhypothese (H,), dass die Ubereinstimmung nicht
mehr als 75 % betrage, mit einem p-Wert <0,0001 abgelehnt.

Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen fiir 3+ (das heift, der Anteil der sowohl vom Bond
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Oracle HER2 IHC System als auch vom HercepTest als 3+ positiv klassifizierten Proben an der
Gesamtanzahl der mithilfe des HercepTests als 3+ positiv klassifizierten Falle) in dieser Studie
betrug 73,33 % (66/90) mit einem 95 %-KI von 62,97 % - 82,11 %. Der Anteil der negativen
Ubereinstimmungen betrug 96,42 % (269/279) mit einem 95 %-Kl von 93,51 % - 98,27. Siehe
Tabelle 9.

HercepTest
Negativ 2+ 3+ Gesamt
(0 oder 1+)
Bond Oracle Negativ 269 23 0 292
HER2 IHC (0 oder 1+4)
System 2 10 38 24 72
3+ 0 1 66 67
Gesamt 279 62 90 431

3x3 Konkordanz (95 %-Kl) = 86,54 % (82,95 - 89,62 %); p<0,0001
Tabelle 9. 3x3 Konkordanz zwischen Bond Oracle HER2 IHC System und HercepTest

Die bei dieser Studie generierten Daten zeigen somit, dass das Bond Oracle HER2 IHC System
aufgrund seiner hohen Konkordanz mit dem HercepTest zur Entscheidung tber eine Therapie
mit Herceptin® (trastuzumab) eingesetzt werden kann.

Klinische Konkordanz zwischen Bond Oracle HER2 IHC System und
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Mamma

Teil 2 der Studie zielte darauf ab, die Konkordanz zwischen dem Bond Oracle HER2 IHC
System und dem als Goldstandard fir Gene Assessment Reflex Assays in Kombination mit
HER2 Immunhistochemie geltenden Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit zu
untersuchen.

Diese Studie wurde in denselben Labors mit derselben Kohorte wie Teil 1 durchgefiihrt.
Alle Falle wurden mit dem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit gemaR den
Anweisungen des Herstellers auf der Packungsbeilage gefarbt. Aufeinanderfolgende Schnitte
von den einzelnen Fallen wurden mit dem Bond Oracle HER2 IHC System auf einem BOND
Farbeautomaten (aus Teil 1 der Studie) gefarbt. Bei drei von 431 gefarbten Proben wurde wegen
unzureichender Sondenhybridisierung kein Ergebnis erzielt, wodurch sich die Gesamtkohorte
auf 428 Falle verringerte.

Alle gefarbten Objekttrager wurden in zwei Labors von geschulten Beobachtern eingestuft. Bei
der 3x2-Konkordanzanalyse wurden die Ergebnisse als negativ eingestuft, wenn der HER2/
CEP17-Genverstarkungsfaktor weniger als (<) 2,0 betrug, und positiv eingestuft, wenn er nach
Zahlung von 20 Tumorzellen gréRer oder gleich (>) 2,0 war.

3x2 Konkordanzergebnisse

Die beobachtete Ubereinstimmung bei 428 Proben in den beiden Tests zeigt in einer 3x2-
Analyse eine Konkordanz von 87,6 % (375/428) mit einem 95 %-Konfidenzintervall von 84 %
- 90 %.

Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen (Sensibilitat) bzw. die Fahigkeit des Bond Oracle
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HER2 IHC System, die mithilfe von PathVysion als positiv klassifizierten Falle korrekt zu
erkennen (das heif3t, der Anteil der Proben, die sowohl vom Bond Oracle HER2 IHC System als
auch von PathVysion als positiv erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von PathVysion
als positiv klassifizierten Falle), betrug 93,8 % (61+30/97) mit einem 95 %-Konfidenzintervall
von 86,8 % - 97,4 %.

Der Anteil der negativen Ubereinstimmungen (Spezifitat) bzw. die Fahigkeit des Tests, die
mithilfe von PathVysion als negativ klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heif’t, der
Anteil der Proben, die sowohl vom Bond Oracle HER2 IHC System als auch von PathVysion
als negativ erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von PathVysion als negativ
klassifizierten Falle), betrug 85,8 % (284/331) mit einem 95 %-Konfidenzintervall von 81,6 %
- 89,2 %. Siehe Tabelle 10.

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ Positiv Gesamt
Bond Oracle HER2 | 0/1+ 284 6 290
IHC System 94 41 30 71
3+ 6 61 67
Gesamt 331 97 428

Gesamtkonkordanz (95 %-Kl) = 87,6 % (84 - 90 %)

Tabelle 10. 3x2-Konkordanz zwischen der Farbung mit dem Bond Oracle HER2 IHC System und dem PathVysion HER-2
DNA Probe Kit.

Klinische Konkordanz zwischen Bond Oracle HER2 IHC System und dem
Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Monoklonalen
Primérantikorper vom Kaninchen - Magen

Ziel des 3. Teils der Studie war das Generieren von Daten anhand von formalinfixierten, in
Paraffin eingebetteten Magentumorproben (fortgeschrittenes Stadium), um die Konkordanz
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zwischen dem voll automatisierten Bond Oracle HER2 IHC System auf dem BOND
Farbeautomaten und dem Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
Monoklonalen Primarantikérper vom Kaninchen zu ermitteln. Als Akzeptanzkriterium fiir Teil 3
wurde eine Gesamtkonkordanz von mehr als 75 % zwischen den beiden Tests definiert.

Bei der 2x2-Konkordanzanalyse wurden die Ergebnisse als negativ bewertet, wenn die
Farbeintensitat 0 oder 1+ betrug, und positiv bewertet, wenn die Werte 2+ oder 3+ betrugen.
Bei der 3x3-Konkordanzanalyse wurden die Ergebnisse bei einer Farbeintensitat von 0 oder
1+ als negativ, bei einem Wert von 2+ als mehrdeutig und bei einem Wert von 3+ als positiv
bewertet. AuRerdem wurden die Daten auf Ubereinstimmung der positiven und negativen
Farbung analysiert.

Ergebnisse - Bond Oracle HER2 IHC System und Ventana Medical
Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Monoklonaler
Primarantikérper vom Kaninchen - Magen

2x2-Konkordanzergebnisse

Die Konkordanz zwischen dem voll automatisierten Bond Oracle HER2 IHC System auf dem
BOND Farbeautomaten und dem Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) wurde anhand von
287 Proben ermittelt.

Die beobachtete Konkordanz zwischen den beiden Tests lag in einer 2x2-Analyse bei 95,12 %
(273/287), mit einem 95 %-Konfidenzintervall von 91,95 % bis 97,31 %. Diese Daten unterstiitzen
die Ablehnung der Nullhypothese (H,), dass die Uberginstimmung nicht mehr als 75 % (mit einem
p-Wert<0,0001) betrage. Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen (Sensibilitat) bzw. die
Fahigkeit des Bond Oracle HER2 IHC System, die mithilfe des Ventana PATHWAY anti-HER-2/
neu (4B5) als positiv klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heif3t, der Anteil der Proben,
die sowohl vom Bond Oracle HER2 IHC System als auch vom Ventana PATHWAY anti-HER-2/
neu (4B5) als positiv erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Ventana PATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) als positiv klassifizierten Falle), betrug 90,79% (138/152), mit einem
95 %-Konfidenzintervall von 85,03 % bis 94,87 %. Der Anteil der negativen Ubereinstimmungen
(Spezifitat) bzw. die Fahigkeit des Tests, die mithilfe des Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu
(4B5) als negativ klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heil3t, der Anteil der Proben,
die sowohl vom Bond Oracle HER2 IHC System als auch vom Ventana PATHWAY anti-HER-2/
neu (4B5) als negativ erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Ventana PATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) als negativ klassifizierten Falle), betrug 100% (135/135), mit einem
95 %-Konfidenzintervall von 97,30 % bis 100 % (siehe Tabelle 11).

Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
Negativ Positiv Gesamt
Bond Oracle Negativ 135 14 149
HER2 IHC N
Positiv 0 138 138
System
Gesamt 135 152 287

Gesamtkonkordanz (95 %-Kl) = 95,12 % (91,95 % bis 97,31 %)

Tabelle 11. 2x2-Konkordanz zwischen Bond Oracle HER2 IHC System und dem Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) Monoklonalen Primérantikérper vom Kaninchen bezogen auf Magengewebe.

3x3-Konkordanzergebnisse

Die beobachtete Konkordanz zwischen den beiden Tests lag in einer 3x3-Analyse bei 89,90 %
(258/287), mit einem 95 %-Kl von 85,81 % bis 93,13 %. Deshalb wurde die Nullhypothese (HO),
dass die Ubereinstimmung nicht mehr als 75% betrage, mit einem p-Wert <0,0001 abgelehnt.
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Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen in Bezug auf 3+ bzw. die Fahigkeit des Bond
Oracle HER2 IHC System, die mithilfe des Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) als 3+
klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heif’t, der Anteil der Proben, die sowohl vom
Bond Oracle HER2 IHC System als auch vom Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) als 3+
positiv erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu
(4B5) als 3+ positiv klassifizierten Falle), betrug bei dieser Studie 85,94 % (110/128), mit einem
95 %-Konfidenzintervall von 78,69 % bis 91,45 %. Der Anteil der negativen Ubereinstimmungen
(Spezifitat) bzw. die Fahigkeit des Tests, die mithilfe des Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu
(4B5) als negativ klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heil3t, der Anteil der Proben,
die sowohl vom Bond Oracle HER2 IHC System als auch vom Ventana PATHWAY anti-HER-2/
neu (4B5) als negativ erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Ventana PATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) als negativ klassifizierten Falle), betrug 100% (135/135), mit einem
95 %-Konfidenzintervall von 97,30 % bis 100 %. Siehe Tabelle 12.

Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
Negativ
(0 oder 1+4) 2+ 3+ Gesamt
Bond Oracle Negativ
1 11 14

HER2 IHC (0 oder 1+) 35 3 o
System 2+ 0 13 15 28
3+ 0 0 110 110
Gesamt 135 24 128 287

Gesamtkonkordanz (95 %-Kl) = 89,90 % (85,81 % bis 93,13 %)

Tabelle 12. 3x3-Konkordanz zwischen Bond Oracle HER2 IHC System und dem Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) Monoklonalen Primérantikérper vom Kaninchen bezogen auf Magengewebe.

Immunreaktivitat — Liste fiir normale Gewebe

Farbemuster
| HER2 Negative Control

Normalgewebetyp

HER2 Primary Antibody
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Nebennieren Negativ Negativ
Gehirn, Kleinhirn Negativ Negativ
Brain, GroBBhirn Negativ Negativ
Mamma Negativ Negativ
Knochenmark Negativ Negativ
Kolon Negativ Negativ
Speiserdhre Negativ Negativ
Auge Negativ Negativ
Hypophyse MaRBige zytoplasmatische Farbung bei | Negativ
Hypophysenzellen beobachtet (1/3)
Niere Negativ Negativ
Kehlkopf Negativ Negativ
Leber Negativ Negativ
Lunge Negativ Negativ
Mesothel Negativ Negativ
Eierstock Negativ Negativ
Bauchspeicheldriise Negativ Negativ
Nebenschilddriise Negativ Negativ
Peripherer Nerv Negativ Negativ
Prostata Negativ Negativ
Speicheldrise Negativ Negativ
Haut Negativ Negativ
Diinndarm Negativ Negativ
Milz Negativ Negativ
Magen Schwache zytoplasmatische Farbung Negativ
bei Magendriisen beobachtet (2/3)
Quergestreifter Muskel Negativ Negativ
Hoden Negativ Negativ
Thymus Negativ Negativ
Schilddrise Negativ Negativ
Tonsille Negativ Negativ
Gebarmutterhals Negativ Negativ
Gebarmutter Negativ Negativ

Tabelle 13. Farbung normaler Gewebe

Reproduzierbarkeitsstudie

Tests auf Prazision innerhalb eines Laufs/zwischen verschiedenen Laufen
Die Prazisionstests wurden bei Leica Biosystems, Newcastle Ltd. durchgefiihrt. Bei dem
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verwendeten Gewebe handelte es sich um einen von Isu Abxis (Yonsei University Medical Center
134 Shinchon-dong, Seoul, 120-752 Korea) gelieferten formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Tissue Micro Array (TMA), der sich aus 20 Gewebekernen mit einem Durchmesser von 4 mm aus
invasiven Brustkarzinomen zusammensetzte. Die 20 Falle wurden anhand zuvor zugewiesener
HER2 Werte ausgewahlt. Auf dieser Basis wurden x5 Falle von HER2 3+, x5 Falle von
HER2 2+, x5 Falle von HER2 1+ und x5 Falle von HER2 0 einbezogen.

A. Tests auf Prazision innerhalb eines Laufs

Die Tests auf Prazision innerhalb eines Laufs wurden fiir das Bond Oracle HER2 IHC
System mit insgesamt 40 aufeinanderfolgenden Schnitten aus einem TMA aus 20 invasiven
Brusttumoren und 40 HER2 Control Slides durchgefuhrt. Alle Objekttréger wurden mit dem
Bond Oracle HER2 IHC System auf dem BOND Farbeautomaten gefarbt. Die Schnitte
wurden innerhalb eines zusammenhangenden Zeitraums mit einem Bond Oracle HER2 IHC
System aus derselben Produktionscharge gefarbt. Die gefarbten Schnitte wurden verblindet
und auf Zufallsbasis (randomisiert) von einem einzigen erfahrenen Beobachter im Hinblick
auf die Prazision innerhalb eines Laufs beurteilt.

Eine Beurteilung der Objekttrager aus der Intra-Run-Untersuchung ergab, dass 733/800
(91,63 %) Testdatenpunkte interpretiert werden konnten. 40 Datenpunkte wurden
ausgeschlossen, weil nur DCIS-Gewebe vorhanden war, und weitere 27 Datenpunkte konnten
wegen des Verlusts von invasivem Tumorgewebe (spezifisch fir 3 Kerne) nicht interpretiert
werden. Farbevariationen traten bei 61 (8,32 %) von 733 mdglichen Farbeereignissen auf.
In 37 Fallen wurde eine Variation von 3+ zu 2+ (n = 20) und von 1+ zu 0 (n = 17) beobachtet,
was somit in einer 2x2-Datenanalyse keine Veranderung von klinisch positiv zu klinisch
negativ oder umgekehrt bedeuten wiirde. Die verbleibenden 24 (3,27 %) Falle stellten eine
Veranderung von klinisch negativ (0 oder 1+) zu klinisch positiv (2+ oder 3+) dar. Erfolgsrate
=96,7 % (95 % Kl = 95,15 % - 97,81 %).

B. Test auf Prazision zwischen verschiedenen Laufen

Die Tests auf laufubergreifende Prazision wurden fiir das Bond Oracle HER2 IHC System
mit insgesamt 24 aufeinanderfolgenden Schnitten aus einem TMA aus 20 invasiven
Brusttumoren und 24 HER2 Control Slides durchgefiihrt. Alle Objekttrager wurden mit dem
Bond Oracle HER2 IHC System auf dem BOND Farbeautomaten gefarbt. Die Objekttrager
wurden in 8 voneinander unabhangigen, im selben Labor bei drei verschiedenen
Gelegenheiten durchgefiihrten Farbelaufen mit einem Bond Oracle HER2 IHC System aus
derselben Produktionscharge beurteilt. Die gefarbten Schnitte wurden verblindet und auf
Zufallsbasis (randomisiert) von einem einzigen erfahrenen Beobachter im Hinblick auf die
Préazision zwischen verschiedenen Laufen beurteilt.

Eine Beurteilung der Objekttrager aus der Inter-Run-Untersuchung ergab, dass 456/480
(95,00 %) Testdatenpunkte interpretiert werden konnten. 24 Datenpunkte konnten wegen
des Verlusts von invasivem Tumorgewebe (spezifisch fur 5 Kerne) nicht interpretiert werden.
Farbevariationen traten bei 42 (9,21 %) von 456 mdglichen Datenpunkten auf. In 30 Fallen
wurde eine Variation von 3+ zu 2+ (n = 10) und von 1+ zu 0 (n = 20) beobachtet, was somit
in einer 2x2-Datenanalyse keine Veranderung von klinisch positiv zu klinisch negativ oder
umgekehrt bedeuten wiirde. Die verbleibenden 12 (2,63 %) Falle stellten eine Veranderung
von klinisch negativ (0O oder 1+) zu klinisch positiv (2+ oder 3+) dar. Erfolgsrate = 97,37 %
(95 % Kl =95,90 % - 98,77 %).

C. Reproduzierbarkeit von Charge zu Charge
Zur Bestimmung der chargenubergreifenden Reproduzierbarkeit wurden 3 Chargen des
Bond Oracle HER2 IHC System bei 3 verschiedenen Gelegenheiten unter GMP-Bedingungen
produziert und an 24 Brusttumorschnitten (24 Testdatenpunkten) aus vier verschiedenen
formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeblécken (die den HER2 Farbeintensitaten
0, 1+, 2+ und 3+ entsprachen) und drei HER2 Control Slides (12 Kontrolldatenpunkten)
getestet. Drei voneinander unabhangige Farbeldaufe wurden im selben Labor bei drei
verschiedenen Gelegenheiten durchgefiihrt, wobei jeweils eine separate Produktionscharge
des Bond Oracle HER2 IHC System verwendet wurde. Alle Objekttrager wurden mit dem
Bond Oracle HER2 IHC System auf dem BOND Farbeautomaten gefarbt. Die gefarbten
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Objekttrager wurden verblindet und auf Zufallsbasis (randomisiert) von einem einzigen
erfahrenen Beobachter im Hinblick auf die chargenlbergreifende Reproduzierbarkeit
beurteilt.

Eine Beurteilung der Objekttrager (Tests und Kontrollen) aus der Charge-zu-Charge-
Untersuchung ergab, dass 36/36 Datenpunkte interpretiert werden konnten. Bei den
36 Datenpunkten trat zwischen den drei verschiedenen Produktionschargen des Bond
Oracle HER2 IHC System keine Farbevariation auf. Die Farbung mit dem Bond Oracle
HER2 IHC System ist produktionschargenibergreifend konstant.

D. Reproduzierbarkeit von Labor zu Labor
Die Tests auf laboriibergreifende Reproduzierbarkeit der mit dem Bond Oracle HER2
IHC System erzielten Ergebnisse wurden an 3 Standorten (Leica Biosystems Newcastle
(Standort A) und zwei unabhangigen Labors (Standort B und C) mit insgesamt 192 Schnitten
aus einem TMA von 20 invasiven Brusttumoren sowie 24 HER2 Control Slides durchgefihrt.
Von den 192 gefarbten TMA-Schnitten wurden 96 mit HER2 Primary Antibody und 96 mit
HER2 Negative Control gefarbt. Alle Objekttrager wurden mit dem Bond Oracle HER2 IHC
System auf dem BOND Farbeautomaten gefarbt. Die Objekttrdger wurden in 8 voneinander
unabhangigen, an jedem der drei Standorte durchgefiihrten Farbeldufen mit einem Bond
Oracle HER2 IHC System aus derselben Produktionscharge beurteilt. Die gefarbten Schnitte
wurden verblindet und auf Zufallsbasis (randomisiert) von einem einzigen erfahrenen
Beobachter bei Leica Biosystems, Newcastle im Hinblick auf die laboribergreifende
Reproduzierbarkeit beurteilt.
Eine Beurteilung der Objekttréager aus der laboriibergreifenden Untersuchung ergab, dass
1477/1920 (76,93 %) Testdatenpunkte interpretiert werden konnten. 443 Testdatenpunkte
konnten aus folgenden Griinden nicht interpretiert werden:
a) Unzureichende Funktion des HER2 Control Slide in 2/24 Fallen, was zum Ausschluss von
2 Laufen/160 Testdatenpunkten fihrte. Dieses Ereignis trat einmal am Standort A und einmal
am Standort B auf (80 Testdatenpunkte pro Standort ausgeschlossen).
b) Abweichung vom Testplan an Standort C, wobei insgesamt 24 Objekttrager nach der
Farbung mit dem Bond Oracle HER2 IHC System manuell mit Hadmatoxylin gegengefarbt
wurden. Dies fuhrte zu UbermaRiger Gegenfarbung der HER2 Kontrollobjekttrager und der
TMA-Testdatenpunkte, sodass 240 Datenpunkte ausgeschlossen wurden.
c) Verlust invasiven Tumorgewebes mit Ausschluss von 23 Testdatenpunkten. Dieses
Ereignis trat 23 mal am Standort A auf und war das direkte Ergebnis von Gewebeverlust im
TMA-Block bei der Produktion der fiir diese Untersuchung erforderlichen 192 aufeinander
folgenden TMA-Schnitte.
d) Nicht interpretierbare Farbung aufgrund unzureichenden Spilens durch den BOND
Farbeautomaten mit Ausschluss von 20 Datenpunkten.
Die Beurteilung der interpretierbaren Objekttrager bei der Untersuchung der
laborlibergreifenden Prazision ergab, dass bei 79 von 1477 (5,28 %) mdglichen
Farbeereignissen eine Farbevariation auftrat. Dabei stellten 14/1477 (0,95 %) Ereignisse
Variationen von 0 zu 1+ oder 2+ zu 3+ dar, was bei einer 2x2-Datenanalyse keiner
Veranderung von klinisch positiv zu klinisch negativ oder umgekehrt entsprach. Erfolgsrate
= 99,05 % (95 % Kl = 98,42 % - 99,46 %). Von den 14 Farbeereignissen traten 5/1477
(0,34 %) bei Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (Standort A), 8/1477 (0,54 %) am Standort B
und 1/1477 (0,07 %) am Standort C auf.
Die restlichen 65/1477 (4,40 %) Farbeereignisse zeigten Variationen von 2+ zu 1+ oder
2+ zu 0, was in einer 2x2-Datenanalyse einer Veranderung von klinisch positiv zu klinisch
negativ oder umgekehrt entsprechen wirde. Erfolgsrate = 95,6 % (95 % Kl = 94,42 % -
96,54 %). Von den 65 klinisch signifikanten Veranderungen traten 11/65 (16,9 %) bei Leica
Biosystems, Newcastle, Ltd (Standort A), 24/65 (36,9 %) am Standort B und 30/65 (46,1 %)
am Standort C auf. Bei den klinisch signifikanten Veranderungen ergab sich in keinem Fall
eine Veranderung von 3+ zu einem negativen Ergebnis (0 oder 1+) oder umgekehrt.

E. Reproduzierbarkeit von Beobachter zu Beobachter
40 Resektionsproben von auf Zufallsbasis ausgewahlten Fallen von invasivem Brustkrebs,
die eine gleichmaRige Verteilung der HER2 IHC Grade aufwiesen, wurden nacheinander
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geschnitten und Leica Biosystems, Newcastle (Standort A), Standort B und Standort
C zur Farbung und Interpretation zur Verfligung gestellt. Die Schnitte wurden an den
Standorten vor der Einstufung verblindet und randomisiert. Die Ubereinstimmung zwischen
verschiedenen Beobachtern an den beiden voneinander unabhangigen klinischen
Standorten B und C betrug 87,5 % (95 %-KI = 73,3 % - 95,8 %). Die Ubereinstimmung
zwischen Standort B bzw. Standort C und Leica Biosystems Newcastle, Ltd betrug 92,5 %
(95 %-KI = 79,6 % - 98,4 %) bzw. 85 % (95 %-KI = 70,1 % - 94,29 %). Die Analyse der
Gesamtlibereinstimmung zwischen den drei Beobachtern (A, B, C) ergab einen Wert von
82,50 %.

F. Zwischen Instrument Genauigkeit (BOND-MAX und BOND-III)

Die Tests auf gerateubergreifende Prazision wurden mit dem Bond Oracle HER2 IHC
System an einem einzigen unabhangigen Standort in Europa durchgefiihrt. Die getesteten
Proben wurden aus formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten ganzen Schnitten von
Einhundertachtunddreilig (138) Fallen von invasivem Brustkrebs (Nadelkern und
Resektionsproben) entnommen. Die Tests auf gerateubergreifende Reproduzierbarkeit
wurden prospektiv am Laborstandort durchgefiihrt, wobei aufeinanderfolgende Schnitte
auf BOND-MAX und BOND-III Plattformen gefarbt wurden. Drei (3) Falle wurden aufgrund
nicht verfugbaren Proben-/Tumorgewebes als ungeeignet eingestuft und aus der Studie
ausgeschlossen.

Bei beiden Geraten wurden identische Chargennummern des Bond Oracle HER2 IHC
System und der Reagenzien des BOND Geréts verwendet. Die Schnitte wurden retrospektiv
gefarbt. Die Objekttrager wurden am Untersuchungsstandort von einem einzigen erfahrenen
Beobachter im Hinblick auf die plattformibergreifende Prazision beurteilt.

Die Auswertung der Objekttrager aus den Tests zur geratelbergreifenden Prazision zeigte
eine 2x2-Konkordanz zwischen positiv (2+, 3+) und negativ (0, 1+) von 94,2 % (130/138) mit
einem 95 %-Klvon 88,9 - 97,5 % und eine 3x3 Konkordanz zwischen positiv (3+), mehrdeutig
(2+) und negativ (0, 1+) von 87,0 % (120/138) mit einem 95 %-KI von 80,2 - 92,1 %.

Deutsch I

BOND-MAX
Negativ (0/1+) Positiv (2/3+) Gesamt
Negativ (0/1+4) 80 1 81
BOND-III Positiv (2/3+) 7 50 57
Gesamt 87 51 138

Gesamtkonkordanz (95 %-KI) = 94,2 % (88,9 - 97,1 %)

Tabelle 14. 2x2-Konkordanz der Farbungen mit dem Bond Oracle HER2 IHC System auf den Plattformen BOND-MAX und

BOND-III.
BOND-MAX
Negativ (0/1+) Mehrdeutig (2+) | Positiv (3+) Gesamt
Negativ (0/1+) 80 1 0 81
BOND-III Mehrdeutig(2+) | 6 5 1 12
Positiv (3+) 1 9 35 45
Gesamt 87 15 36 138

Gesamtkonkordanz (95 %-KIl) = 87,0 % (80,2 - 92,1 %)

Tabelle 15. 3x3-Konkordanz der Farbungen mit dem Bond Oracle HER2 IHC System auf den Plattformen BOND-MAX und
BOND-III.

Die bei dieser Studie generierten Daten zeigen ein hohes Maf} an Konkordanz zwischen den
Systemen Leica Biosystems BOND-MAX und BOND-III bei Verwendung des Bond Oracle
HER2 IHC System.
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Fehlerbehebung

Problem Wahrscheinliche FehlerbehebungsmaBnahme
Ursache

Keine Farbelauf vor dem Priifen Sie mithilfe der BOND Software,

immunhistochemische Abschluss abgebrochen ob wahrend des Farbelaufs Fehler

Farbung gemeldet wurden, und beheben Sie

Deutsch I

sie nach den von der BOND Software
ausgegebenen Anweisungen.

Falsche Protokollauswahl

Stellen Sie sicher, dass im
Farbeprotokollfeld des Dialogs "Add
Slide" der Standardwert *IHC Protocol H
ausgewahlt ist.

Unzureichende
Entparaffinierung von
Objekttragern

Stellen Sie sicher, dass der Modus
*Dewax im Feld "Preparation” des
Dialogs Add slide ausgewadhlt ist.

Abgabe ungeeigneter
Vorratsreagenzien

Stellen Sie sicher, dass alle

BOND Reagenzien den richtigen
Vorratsbehdltern zugeordnet und an
den richtigen Positionen in das Gerat
eingesetzt wurden.

Kontamination der BOND
Wash Solution mit
Natriumazid

Verwenden Sie eine neue BOND Wash
Solution in der geeigneten
Konzentration.

Schwache spezifische
immunhistochemische

Unzureichendes Epitop-
Retrieval

Stellen Sie sicher, dass geeignete BOND
Epitope Retrieval Reagenzien den richtigen

Farbung Vorratsbehaltern zugeordnet wurden und
dass die BOND software auf das richtige
Epitop-Retrieval-Protokoll, *HIER 25 min
with *ER1 (97), eingestellt ist.
Unzureichende Fixierung Stellen Sie sicher, dass ein Fixiermittel auf
oder Verarbeitung der Formalinbasisverwendetwird unddassdie
Testprobe Verarbeitungsablaufe fiir die zu testende
Probe geeignet sind.
Das Bond Oracle HER2 IHC | Stellen Sie sicher, dass das Verfallsdatum
System wird nach Ablauf des verwendeten Bond Oracle HER2 IHC
des Verfallsdatums System nicht Gberschritten ist.
verwendet.
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Problem Wahrscheinliche FehlerbehebungsmaBnahme
Ursache

UberméBige spezifische | Unzureichendes Epitop- Stellen Sie sicher, dass geeignete BOND

immunhistochemische Retrieval Epitope Retrieval Reagenzien den

Farbung richtigen Vorratsbehéltern zugeordnet

wurden und dass die BOND Software auf
das richtige Epitop-Retrieval-Protokoll,
*HIER 25 min with *ER1 (97), eingestellt
ist.

Variable Fixierung

Stellen Sie sicher, dass ein Fixiermittel
auf Formalinbasis verwendet wird und
dass die Verarbeitungsablaufe fir die

zu testende Probe geeignet sind. Testen
Sie den Fall nach Méglichkeit mit einem
anderen Block erneut. Falls dies nicht
moglich ist, werten Sie die Bereiche mit
den besten Fixierungsmustern mit einem
entsprechenden mit H&E gefarbten
Schnitt aus.

Unspezifische
Hintergrundfarbung

Abgabe ungeeigneter
Vorratsreagenzien

Stellen Sie sicher, dass alle

BOND Reagenzien den richtigen
Vorratsbehaltern zugeordnet und an
den richtigen Positionen in das Gerat
eingesetzt wurden.

Unzureichende
Entparaffinierung von
Objekttragern

Stellen Sie sicher, dass der Modus *Dewax
im Feld "Preparation” des Dialogs Add
slide ausgewahlt ist.

Unspezifische
immunhistochemische
Kreuzreaktion in Gewebe

Informationen zur Kreuzreaktivitat
normaler Gewebe finden Sie in der
Gebrauchsanleitung zum Bond Oracle
HER2 IHC System (Tabelle 13).

Unspezifische
immunhistochemische
Kreuzreaktion

mit nekrotischen
Gewebebereichen

Stellen Sie sicher, dass ein Fixiermittel

auf Formalinbasis verwendet wird und
dass die Verarbeitungsablaufe fir die

zu testende Probe geeignet sind. Testen
Sie den Fall nach Méglichkeit mit einem
anderen Block erneut. Falls dies nicht
moglich ist, werten Sie die Bereiche mit
den besten Fixierungsmustern mit einem
entsprechenden mit H&E gefarbten Schnitt
aus.

Trocknungsartefakt nach
Abschluss eines Farbelaufs

Wenn ein Objekttrager-Farbelauf Gber
Nacht durchgefiihrt werden soll, wird

die Verwendung der BOND Funktion fir
verzogerten Start empfohlen. Stellen Sie
sicher, dass wahrend dieses Zeitraums ein
ausreichendes Volumen an destilliertem
oder entionisiertem Wasser zum Verteilen
auf die Objekttrager zur Verfligung steht,
um ein Austrocknen zu verhindern.

Schnitte wurden mithilfe
von starkehaltigen
Zusatzen an die
Objekttrager geheftet

Verwenden Sie starkefreie Objekttrager
(Leica BOND Plus Slides — Produktcode
$21.2113 of Apex BOND Slides -
Produktcode 3800040)
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Problem Wahrscheinliche FehlerbehebungsmaBBnahme

Ursache
Gewebe hat sich Verwendung des falschen | Stellen Sie sicher, dass fiir Patienten-/
von Patienten-/ Objekttrégertyps oder Kontrollschnitte die richtigen _
Kontrollobjekttrager(n) unzureichende Drénage Objekttrager verwendet werden (Leica

gelost

BOND Plus Slides - Produktcode $21.2113
of Apex BOND Slides - Produktcode
3800040). Stellen Sie sicher, dass die
Objekttrager ausreichend entwéssert
und 12-18 Stunden (Uber Nacht) bei

37 °Cinkubiert werden. Schnitte, die

eine starkere Haftung erfordern, kdnnen
eine weitere Stunde bei 60 °C inkubiert
werden.

Tabelle 16. Bond Oracle HER2 IHC System Trouble Shooting Guide.

Falls bei Verwendung des Bond Oracle HER2 IHC System Probleme auftreten, die nicht
durch den Troubleshooting Guide (Tabelle 16) abgedeckt sind, wenden Sie sich bitte an den
Kundendienst von Leica Biosystems oder an lhren Fachhandler.
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