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A felhasználás célja
In vitro diagnosztikai használatra
ABondOracleHER2IHCrendszeregyfél-kvantitatívimmunhisztokémiai(IHC)vizsgálóeljárás,
mely a HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) oncoprotein jelenlétét
vizsgálja szövettani kiértékelésre előkészített emlőrákos szövet, illetve gyomor (beleértve
a gastrooesophagealis átmenetet is) adenocarcinoma esetén. A Bond Oracle HER2 IHC
Systemhasználataolyanbeteget kiértékelésének támogatására indikált, akiknélHerceptin®
(trastuzumab)kezeléstterveznek(lásdaHerceptin®csomagolásicímkéjét).
Megjegyzés: a Herceptin® klinikai vizsgálatra az összes beteget kutatási immun-citokémiai
ClinicalTrialAssay(CTA)használatávalválasztottákki.Azebbenakutatásbanvalórészvételre
kiválasztott betegek egyik sem használ BondOracleHER2 IHCSystem rendszert.A Bond
Oracle HER2 IHC System rendszer egy független mintakészlet segítségével össze lett
hasonlítva aDakoHercepTest™ teszttel, és aKlinikai konkordancia összefoglalóban jelzett
elfogadhatókonkordanciaeredményeketmutatta.ABondOracleHER2IHCSystemrendszer
ésaklinikaikimenetköztiaktuáliskorrelációmégnemlettmegállapítva.
A Herceptin® előrehaladott gyomorrák (ToGA) klinikai vizsgálat minden páciensét Dako
HercepTesthasználatávalválasztottákki.Azebbenavizsgálatbanvalórészvételrekiválasztott
betegek egyike sem használ BondOracleHER2 IHC rendszert.A BondOracleHER2 IHC
rendszert egy független mintakészleten hasonlították össze a Ventana Medical Systems
Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) nyúlból származómonoklonális elsődleges antitesttel,
és elfogadható konkordanciaszintű eredményt kaptak, mely a Klinikai konkordancia –
összefoglalóban(gyomor-bél rendszer) isszerepel.ABondOracleHER2IHCrendszerésa
klinikaikimenetköztiaktuáliskorrelációtmégnemállapítottákmeg.

Összefoglaló és magyarázat
Háttér
A Bond Oracle HER2 IHC System rendszer egérből származó monoklonális anti-HER2
antitestet,cloneCB11-ettartalmaz.ACloneCB11,melyeteredetilegaCorbettetal(1)fejlesztett
kiésaNovocastraLaboratoriesLtd(jelenlegLeicaBiosystemsNewcastleLtd)gyárt,aHER2
daganatfehérjebelsődoménjéhezkapcsolódik.
Olyanarányban,azemlőésagyomorrákosbetegek,aHER2onkoproteinoverexpresszáljuk
részekéntafolyamatmalignustranszformációésatumorprogresszióját(2).HER2állapotazt
iskimutatták,hogyfontoskövetkezményeikezeléséregyomorrák(3).OverexpressionAHER2
onkoproteintaláltemlőrákossejtekreutal,HER2,mintacélegyellenanyag-alapúterápia,míg
abbólaToGAkísérletvilágosanjelzi,hogyahasználataHerceptin®agyomorrákakemoterápia
mellettahatékonykezelés,amelyjavítjaateljestúlélésHER2pozitívgyomorrákkialakulása
(4).Herceptin®egyhumanizáltmonoklonálisellenanyag (5),amelynagyaffinitássalkötődik
a HER2 onkoprotein, és kimutatták, hogy gátolja a proliferációt eredményez tumorsejtek
fokozottanexpresszáltaaHER2onkoproteininvitroésinvivo(6-8).
A Nakane és Pierce (9) által bevezetett első immunperoxidáz technika óta számos
fejlesztő lépett be az immun-hisztokémia területére, és ennek nyománmegnőtt a technikák
érzékenysége.A legújabb fejlesztésekapolimer címkézésthasználják fel.Eza technológia
mind elsődleges antitesteken, mind immun-hisztokémiai észlelőrendszereken alkalmazható
(10).ABondOracleHER2IHCSystemáltalhasználtCompactPolymerTMészlelőrendszeregy
új,irányítottpolimerizációstechnológiacsaládrésze,melyetkifejezettenpolimerizált,HRP-hez
kötöttantitestkonjugátumokelőkészítésérefejlesztettekki.MivelazOracletermékpalettaezt
apolimerizációstechnológiáthasználja,ígyastreptavidin/biotinészlelőrendszerekbenlátható
nemspecifikusendogénbiotinfestődésnemlépfel.
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A HER2 kifejeződése HER2
AHER2 daganatfehérje immun-hisztokémiaimódszerekkel észlelhető szinten fejeződik ki a
különböző elhelyezkedésű adenokarcinómák kb. 20 százalékában. 10% és 20% az invazív
ductalis carcinomákamell (11) és 20%a gyomor rákosmegbetegedések (12-14) pozitív a
HER2-onkoprotein.A comedo típusú in situ duktális karcinómák (DCIS) 90%-a pozitív (15),
valamintszinteazösszes,emlőrelokalizálódóPaget-kórosesetpozitív(16).

Klinikai konkordancia – összefoglaló
ABondOracleHER2IHCSystemaHerceptin®klinikaivizsgálatokbanhasználtkutatásiClinical
TrialAssay(CTA)alternatívájakéntkerültkifejlesztésre.Függetlenvizsgálatbanértékeltékkia
BondOracleHER2IHCSystemteljesítményétaHER2daganatfehérjefokozottexpressziójának
meghatározásában,melynek során a BondOracleHER2 IHCSystem eredményeit aDako
HercepTesteredményeivelhasonlítottákösszeazEgyesültÁllamokbólszármazó431emlőtumor
mintán.Ezendaganatmintákegyikesemszármazottolyanbetegből,akiaHerceptin®klinikai
vizsgálatban részt vett.Az eredmény szerint a két vizsgálat eredményei közi konkordancia
92,34%a2x2-es analízisben (95%konfidenciaintervallum: 89,42%–94,67%)és 86,54%a
3x3-asanalízisben(95%konfidenciaintervallum:82,95%–89,62%).
Független vizsgálatban kiértékelték a Bond Oracle HER2 IHC rendszer teljesítményét a
gyomorból(beleértveagastrooesophagealisátmenetetis)származóadenocarcinomákHER2
oncoproteinjénekfokozottexpressziójakapcsán,melybenaBondOracleHER2IHCrendszer
eredményeitVentanaMedicalSystemsInc.PATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)nyúlbólszármazó
monoklonális elsődleges antitesttel hasonlították össze 287 kínai eredetű gyomordaganat-
mintán.Ezendaganatmintákegyikesemszármazottolyanbetegből,akiaHerceptin®klinikai
vizsgálatbanrésztvett.AzeredményszerintaBondOracleHER2IHCrendszerésaVentana
PATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)eredményeiköztikonkordancia95,12%a2x2-esanalízisben
(95% konfidenciaintervallum: 91,95 - 97,31%) és 89,90% a 3x3-as analízisben (95%
konfidenciaintervallum:85,81-93,13).

Az eljárás alapjai
ABondOracleHER2IHCSystemtartalmazzaaformalinnalfixált,paraffinbeágyazásúszövetek
immun-hisztokémiai festéséhez szükséges összetevőket. Az előkészített HER2 Primary
Antibody (cloneCB11) antitesttel való inkubálás után a rendszer azonnali használhatóságú
CompactPolymertechnológiátalkalmaz.Azezutánhozzáadottkromogénanyagenzimatikus
átalakításautánazantigénoldalonláthatóreakciótermékkeletkezik.Aszövettanimetszeteken
utószínezés,dehidrálás,tisztításésfixáláslehetszükséges.Azeredményekfénymikroszkópiával
értékelendők ki. A festési sor validálására ellenőrzőmetszetek állnak rendelkezésre négy,
formalinnal fixált, paraffin beágyazású humán emlőrák sejtvonallal.A négy sejtvonal 0, 1+, 
2+és3+intenzitásúHER2daganatfehérjekifejeződéstmutatbe.Ezensejtvonalakfestődésének
intenzitásaarányosmindaHER2daganatfehérjesejtenkéntireceptorszámával,mindaHER2
génamplifikációsállapottal.
ABondOracleHER2 IHCSystem (termékkód:TA9145)aLeicaBiosystemsBOND teljesen
automata,fejlettfestőrendszerbenvalóhasználatravaló.

Biztosított összetevők
Az alábbi anyagok (1. táblázat) 150 metszet megfestésére elegendőek (60 tesztmetszet
inkubálva a következővel: HER2 Primary Antibody, 60 egyező tesztmetszet inkubálva a
következővel:HER2NegativeControl,15HER2ControlSlideinkubálvaakövetkezővel:HER2
PrimaryAntibody,és15sajátpozitívellenőrzőmetszetinkubálvaakövetkezővel:HER2Primary
Antibody).Atesztekszámaametszetenkénti150µl-esautomataadagolásonalapul.Akészlet
tartalmamaximum15egyediBONDfestésisorelvégzéséreelegendő.
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HER2 Control Slides, 
(x15)

Formalinnal fixált, paraffin beágyazású humán emlőrák sejtvonali 
metszetek, melyek a megadott protokoll szerinti festés esetén a HER2 
daganatfehérje kifejeződését 0, 1+, 2+ és 3+ festődési intenzitással 
mutatják be. A metszetek teljesen rögzítve vannak és nem igényelnek 
további szárítást.

HER2 Primary 
Antibody, 13,5 ml

Használatra kész, affinitás szerint tisztított, egér monoklonális IgG-
antitestet, clone CB11 sejtvonalat, és 0,35% ProClin™ 950 -t tartalmaz.

HER2 Negative 
Control, 9 ml

Használatra kész egér monoklonális IgG-antitestet (a HER2 Primary 
Antibody antitesthez képest ekvivalens koncentrációban) és 0,35% 
ProClin™ 950-et tartalmaz.

Peroxide Block, 
22,5 ml 3–4% hidrogén-peroxidot tartalmaz.

Post Primary, 22,5 ml
Nyúlból származó egér elleni IgG-antitestet (<10 μg/ml) tartalmaz 
10%-os (v/v) állati szérumot tartalmazó Tris-pufferoldatban, valamint 
0,09% ProClinTM 950-et.

Polymer, 22,5 ml
Kecskéből származó poli-HRP nyúl elleni IgG-antitestet (<25 μg/ml) 
tartalmaz 10%-os (v/v) állati szérumot tartalmazó Tris-pufferoldatban, 
valamint 0,09% ProClinTM 950-et.

DAB Part 1, 2,25 ml 66 mM 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidrokloridot tartalmaz stabilizátor 
oldatban.

DAB Part B (x2), 
22,5 ml ≤0,1% (v/v) hidrogén-peroxidot tartalmaz.

Hematoxylin, 22,5 ml <0,1% hematoxilint tartalmaz.

1. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC System összetevői

Használati útmutató
Mindenmellékeltreagensspeciálisanehhezavizsgálathozlettkialakítva,atételszámokpedig
minden egyes Bond Oracle HER2 IHC System esetén egyediek. Helyettesítések esetén a
vizsgálatnemhiteles.

Tárolás és lejárat
Tárolás2–8°C-on.Nefagyasszale.Használatutánazonnalvisszakellhelyeznia2–8°C-os
hőmérsékletre.Azettőlvalóeltéréseseténavizsgálatnemhiteles.Ügyeljenrá,hogyaBond
OracleHER2IHCSystemcsaka lejáratidátumonbelül legyen felhasználva.ABondOracle
HER2 IHCSystem szennyeződésére vagy instabilitására utaló jelek a következők: az oldat
zavarosodása,szagmegjelenése,csapadékképződés.Afentiektőleltérőtárolásikörülményeket
afelhasználónakkellellenőrizni.

A minta előkésztése
Minden mintát úgy kell előkészíteni, hogy a szövet az immun-hisztokémiai festés számára
megőrződjön.Mindenmintaeseténaszokásosszövetfeldolgozásieljárásokatkellhasználni(17).
Javasoljuk, hogy ezeket a szöveteket formalin alapú fixálóval készítsék elő, majd a rutin
feldolgozás után ágyazzák be paraffinba. A kivágott metszetekből például 3–4 mm vastag
blokkokatkellképezni,majd18–24óránát10%semleges-puffereltformalinbankellfixálni.A
szöveteketalkoholsorraldehidrálnikell,majdxilenneltisztítani,végülmaximum60°C-ontartva
olvasztottparaffinbakellágyazni.Aszövetmintákból3–5µm-esmetszeteketkellkészíteni.
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AHER2daganatfehérje kiértékeléséhezésadaganat igazolásához szükségesmetszeteket
egyszerre kell előkészíteni. Az antigenitás megőrzése érdekében a tárgylemezekre (Leica
BONDPlusSlides,termékkód:S21.2113vagyApexBONDSlidestermékkód:3800040) rögzített
szövetmetszeteketametszéstkövető4–6hétenbelülmegkellfesteni,haszobahőmérsékleten
(18–24°C)voltaktartva.Ametszéstkövetőenjavasoltametszetek12–18órás(egyéjszakányi)
inkubálása37°C-on.Azerősebbtapadástigénylőmetszetekeseténtovábbiegyóránát60°C-
oninkubálásjavasolt.
Az Egyesült Államokban az 1988-as Clinical Laboratory Improvement Act (klinikai
laboratóriumokra vonatkozó kutatási törvény) 42CFR 493.1259(b) részemegköveteli, hogy
„a laboratóriumok amegfestettmetszeteket legalább a vizsgálat dátumát követő 10 évig, a
szövetblokkokatpediglegalábbavizsgálatdátumátkövető2évigmegőrizzék”.

Figyelmeztetések és óvintézkedések
Kizárólag szakember általi felhasználásra.
Atermékveszélyesösszetevőkettartalmaz.
Alapvető előírás, hogy 18 évnél fiatalabb személy ezzel a termékkel nem dolgozhat. A
felhasználóknakrészletesenelkellmagyarázniamunkamenetét,atermékveszélyesjellemzőit,
valamintaszükségesbiztonságiutasításokat.
AzOraclereagensbenhasználttartósítószernek,aProClin™950-nekvalótúlzottkitettségtünetei
abőrésaszem,illetveanyálkahártyákésafelsőlégutakirritációja.AProClin™950ebbena
termékbenmaximum0,35%-oskoncentrációbanvanjelen.Ezazoldatnemérielaveszélyes
anyagokra vonatkozó OSHA-kritériumokban megadott határértéket. Az anyagbiztonsági
adatlapot kérésre rendelkezésre bocsátjuk, valamint elérhető a www.LeicaBiosystems.com
honlaponis.
Amintákat(mindrögzítéselőtt,mindutána)ésamintákkalérintkezőanyagokatpotenciálisan
fertőzésekátviteléreképesanyagokkéntkellkezelni,ésamegfelelőrendszabályokbetartása
mellettkellőketártalmatlanítani.
Tilosareagensekszájjaltörténőpipettázása!Areagensekésmintákbőrrelvagynyálkahártyával
valóérintkezésételkellkerülni.Hareagensvagymintaérzékenyterülettelkerülérintkezésbe,
azérintett területetbővízzel lekellmosni. Ilyenesetben forduljonorvoshoz.Apotenciálisan
mérgező összetevők ártalmatlanításával kapcsolatban forduljon az állami vagy helyi
szabályzószervekhez.
Areagensekmikrobiológiaiszennyeződésétminimalizálnikell,ellenkezőesetbenmegnőanem
specifikusfestődésekszáma.

A beállítás menete
A. Nem biztosított reagensek

• BONDDewaxSolution(termékkód:AR9222)
• BONDEpitopeRetrievalSolution1(termékkód:AR9961)
• BONDWashSolutionx10Concentrate(termékkód:AR9590)
• Szokványosimmun-hisztokémiaioldatok(pl.etilalkohol–abszolútésfokszámozott)
• Xylene(vagyxilenhelyettesítők)
• Rögzítőközeg
• Desztilláltvagyionmentesítettvíz

B. Nem biztosított felszerelés
• LeicaBiosystems’BOND-MAXésBOND-IIIteljesenautomata,fejlettfestőrendszer
• BONDUniversalCovertilesTM(termékkód:S21.2001,S21.4583vagyS21.4611)
• BONDMixingStations(termékkód:S21.1971)
• Szárító,60°Ctartásáraalkalmas
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• Fénymikroszkóp,(4–40x-esnagyításúobjektív)
• Tárgylemezek(LeicaBONDPlusSlides,termékkód:S21.2113vagyApexBONDSlides

termékkód:3800040)
• Fedőlapok
• BONDSlideLabel&PrintRibbon(termékkód:S21.4564)
• BONDAspiratingProbeCleaningSystem(termékkód:CS9100)

C. Módszertan
• A módszertanba való belekezdés előtt a felhasználónak el kell sajátítania a BOND

teljesenautomatizáltimmun-hisztokémiaitechnikákat.
• Mindentesztmetszethez,melyetaHER2PrimaryAntibodysegítségévelfestenekmeg,

tartoznia kell egy azonosmetszetnek a HER2Negative Control festéshez.A negatív
ellenőrzőmetszet lehetővé teszi a differenciálást az antigénhely specifikus és nem
specifikus festődéseközött.MindenegyesBOND festési sornak tartalmazniakellegy
HER2ControlSlide-ot.Haafestésiprotokollvégénasejtvonalaknemmutatjákahelyes
festődésimintát(lásdaBondOracleHER2IHCSystemértelmezésiútmutatóját),akkor
afestésisorérvénytelenneknyilvánítandó.

D. Metszetelrendezés
Minden metszetnél az új BOND Universal Covertile fedőlemez használata (termékkód:
S21.2001,S21.4583vagyS21.4611) javasolt.Korábban immun-hisztokémiai vagy insitu
hibridizációs festésnélalkalmazottBONDUniversalCovertileshasználataezzela teszttel
nincshitelesítve.
Ametszettartótálcaelrendezése(2.táblázat)biztosítjaaBondOracleHER2IHCSystem
optimálisteljesítményét,ésminda60tesztelvégzését.

Metszet 
pozíciója

Metszet leírása Reagens Szövet 
típusa

Metszet ikonja

1 1. tartó *HER2 Negative Control Teszt

2 2. tartó *HER2 Negative Control Teszt

3 3. tartó *HER2 Negative Control Teszt

4 4. tartó *HER2 Negative Control Teszt

5 1. tartó *HER2 Primary Antibody Teszt

6 2. tartó *HER2 Primary Antibody Teszt

7 3. tartó *HER2 Primary Antibody Teszt

8 4. tartó *HER2 Primary Antibody Teszt

9 HER2 Control Slide *HER2 Primary Antibody Pozitív
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10 Saját ellenőrzőmetszet *HER2 Primary Antibody Pozitív 

 2.táblázatAmetszettartótálcaelrendezése,aszövetektípusávalésareagensekkel

E. Az eljárás lépései
Az alábbi lépéseket követve állítsa be a metszettartó tálcát a 2. táblázatnak megfelelő
elrendezésbe.EzeketazutasításokataBONDrendszerfelhasználóikézikönyvévelegyütt
kellolvasni.
1. Ellenőrizze a BOND berendezésben, hogy az ömlesztett és veszélyes anyagokat

tartalmazó tartályokban elegendő hely legyen a szükséges mennyiségű festési sor
megfestéséhez.

2. Ellenőrizze, hogy a szükséges számú festési sorhoz elegendő etil-alkohol, desztillált
vagy ionmentesített víz,BONDDewaxSolution (használatra készenszállítva),BOND
EpitopeRetrievalSolution1(használatrakészenszállítva)ésBONDWashSolution(x10-
estöménységbenszállítva)álljonrendelkezésreatömegesreagenstartályokban.

3. Ellenőrizze,hogytisztaBONDMixingStationlegyenbeszerelve.

4. KapcsoljabeaBONDteljesenautomata,fejlettfestőrendszert.

5. Kapcsolja be a BOND teljesen automata, fejlett festőrendszerhez csatlakoztatott BOND
gépvezérlő.

6. IndítsaelaBONDprogramot.

7. Új Bond Oracle HER2 IHC System esetén olvassa le a reagenstálca vonalkódját a
kéziszkennerrel,hogyarendszertbevigyeaBONDreagenskönyvtárba.

8. MenjenaMetszetbeállításképernyőre,éskattintsonazAdd case (tartó hozzáadása) elemre.

9. Adjamegazelsőtartóadatait.Ellenőrizze,hogyazadagolásitérfogat150 µllegyen,és
előkészítésiprotokollnak*Dewaxlegyenkiválasztva.KattintsonazOKgombra.

10.ASlidesetup(metszetbeállítás)képernyőnválasszakiatartót,majdkattintsonazAdd slide 
(metszet hozzáadása) elemre.

11. Elsőkéntadjonhozzábetegbőlszármazó tesztmetszeteket.Aszövet típusaTest tissue 
(teszt szövet)kelllegyen.

12. Ellenőrizze,hogyazadagolásitérfogat150 µllegyen,éselőkészítésiprotokollnak*Dewax 
legyenkiválasztva.

13. AfestésimódnálválasszakiazSingle (egyszeres) és az Oracle értéket (nekattintsonaz
Oracle controllehetőségre).

14.VálasszakiazIHC eljárást.

15.Válasszakia*HER2 Negative Control(HER2negatívkontroll)lehetőségetamarkerlistából.A
Protokollokfülönállítsaalapértelmezésreamegfelelőfestésiprotokollt(*IHC Protocol H)ésa
HIERprotokollt(*HIER 25 perc ER1 (97)-tel).

16.KattintsonazAdd slide (metszet hozzáadása)elemre.Areagenshezlétrejönanegatív
ellenőrzőmetszet.

17. AzAddslide(metszethozzáadása)panelenválasszakia*HER2 Primary Antibodylehetőséget
amarkerlistából.Azalapértelmezettprotokollésatöbbibeállításváltozatlanmarad.

18. KattintsonazAdd slide (metszet hozzáadása)elemre.Létrejönatesztmetszet.

19. Ismételjeaddiga8–18.lépéseket,mígmindentartóésbetegbőlszármazótesztmetszet
létrenemjön.

20.EzutánhozzalétreaHER2ControlSlide-ot.Aszokásoslaboratóriumigyakorlattólfüggően
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adjahozzáazutolsótartóhozvagyhozzonlétreegyújtartótazellenőrzőmetszeteknek.

Fontos tudnivaló: a vizsgálat hitelesítésének feltétele, hogy a Bond Oracle HER2 IHC System 
rendszerben egy HER2 Control Slide el legyen helyezve minden egyes festési sorban (azaz 
minden metszettartó tálcán).

21. AMetszethozzáadásapanelenállítsaaszövet típusátPositive tissue (pozitív szövet) 
lehetőségre.

22. KattintsonazOracle control (Oracle ellenőrzőminta)lehetőségre.

23. VálasszakiaHER2ControlSlidetételszámátaLot No (tételszám)listából.Atételszáma
metszetcímkerészérevangravírozva.

Fontos tudnivaló: a HER2 Control Slide ugyanabból a Bond Oracle HER2 IHC System rendszerből 
kell származzon, amelyet használni fog.

24.Válasszakia*HER2 Primary Antibodylehetőségetamarkerlistából.Hagyjaabeállítottértéken
azadagolásitérfogatot,afestésimódot,azeljárástésaprotokollt.

25.Kattintson az Add slide (metszet hozzáadása) lehetőségre a HER2 Control Slide
hozzáadásához.

26.Végüladjonhozzáegysajátpozitívszövettaniellenőrzőmetszetet.

27. TöröljeazOracle control (Oracle ellenőrzőminta)kijelölését.

28. Válasszakia*HER2 Primary Antibodylehetőségetamarkerlistából.Hagyjaabeállítottértéken
az adagolási térfogatot, a festési módot, az eljárást és a protokollt. A szövet típusa
maradjon Positive tissue (pozitív szövet). 

29. KattintsonazAdd slide (metszet hozzáadása)elemre.Ezzelametszetek létrehozása
befejeződött.

30.Nyomtassaki ametszetcímkéket.MindenOraclemetszetcímkére rá vannyomvaaz „OC”
megjelölés.AHER2ControlSlide-onaBondOracleHER2IHCSystemtételszámisszerepel.

31. Címkézzefelmegfelelőenametszeteket.

32. NyissafelaBondOracleHER2IHCSystemtartályokfedeleit,éstöltsebeareagenseket
aBONDegységbe.

33. Tegye be ametszeteket a metszettartó tálcába a 2. táblázat D szakaszában látható
módon.Helyezzenfelújfedőlemezeket.

34.Töltsebea tálcákataBONDegységbe,ésnyomjamegaLoad/Unload (betöltés/kiadás) 
gombot.

35.Ellenőrizze, hogy a metszetek be vannak-e olvasva, majd nyomja meg a Run (Play) 
(futtatás (indítás))gombotaSystemstatus(rendszerállapot)képernyőn.

36.Ellenőrizze,hogyatálcajelzőmezőbenaProc (OK) (Feld. (OK))szövegjelenik-emeg,és
látható-eatételszámésabefejezésiidő.

37. AfuttatásvégénnyomjamegaLoad/Unload (betöltés/kiadás)gombot,majdvegyekia
tálcákataBONDegységből.

38. Vegyeleafedeleket,majdöblítseleametszeteketionmentesítettvízzel.

39. Szárítsaki,tisztítsamegésrögzítseametszeteket.

Minőségellenőrzés
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Afelhasználólaboratóriumábanaszövetekfixálási,feldolgozásiésbeágyazásikülönbségeiaz
eredményekszignifikánseltéréseihezvezethetnek,emiattaLeicaBiosystemsBondOracleHER2
IHCSystemrendszeréhezszállítottHER2ControlSlidesmellettateljesítményrendszeressaját
ellenőrzéseisszükséges.AminőségellenőrzésiirányelveketazAmerikaiPatológiaiKollégium
(CollegeofAmericanPathologists,CAP)Immun-hisztokémiaitanúsítványprogramjábantalálja
meg.Lásdmég:CLSI (korábbiNCCLS) Immun-hisztokémiaiminőségbiztosítás,Jóváhagyott
irányelv (17) ésSpeciális jelentés: Immun-hisztokémiaiminőségellenőrzés (18). Emellett az
alábbi,3.táblázatistartalmazzaazimmun-hisztokémiaiminőségellenőrzéstípusaitéscéljait.

Minta*    Leírás HER2 Primary Antibody  
Festés

HER2 Negative  
Control festés

HER2 Control 
Slide 

A Bond Oracle HER2 
IHC System rendszerhez 
szállított módon.

Ellenőrzi a festési eljárást, 
és validálja a reagens 
teljesítményét.

A nem specifikus 
háttérfestődés 
észlelése

Saját pozitív 
ellenőrzőminta

A cél antigént tartalmazó 
szövet. Az ideális ellenőrző 
enyhén pozitívan festődő 
szövet, így az elsődleges 
antitest érzékenység enyhe 
változásai is észlelhetők.

Az analízis minden lépését 
ellenőrzi. Validálja a szövet 
előkészítését, és a Bond 
Oracle HER2 IHC System 
festés teljesítményét.

Saját negatív 
ellenőrzőminta

Negatívnak várt 
szövetek vagy sejtek 
(elhelyezkedhet betegből 
származó szövetben 
vagy pozitív/negatív 
ellenőrzőmintában).

A sejtekkel/sejtalkotókkal 
történő nemspecifikus 
antitest keresztreakciók 
észleléséhez.

*Betegből származó mintaként fixálva és feldolgozva

3. táblázat Immun-hisztokémiai minőségellenőrzés és ennek céljai

Az ellenőrzőmintákat biopsziával vagy sebészi úton kell kinyerni, majd a beteg mintáihoz
hasonlóan a lehető leghamarabb formalinban kell fixálni, végül feldolgozás után paraffinba
kell ágyazni. Minden mintát úgy kell előkészíteni, hogy a szövet antigenicitása az immun-
hisztokémiaifestésszámáramegőrződjön.Mindenmintaeseténaszokásosszövetfeldolgozási
eljárásokatkellhasználni(17).

HER2 Control Slide – HER2 Primary Antibody
Minden mellékelt HER2 Control Slide-ot négy, formalinnal fixált, paraffin beágyazású
humánemlőráksejtvonalat tartalmaz,melyek festődése0,1+,2+és3+ intenzitású.Minden
tesztfestéshez egy metszetet kell hozzáadni (azaz tálcánként). A Leica Biosystems HER2
ControlSlide-jánakhelyeskiértékelésejelziatesztvaliditását(lásdaBondOracleHER2IHC
Systemértelmezésiútmutatót).AzezzelarendszerrelszállítottHER2ControlSlideskizárólag
areagensteljesítményéthitelesíti,aszövettanimintaelőkészítésétnem.

Saját pozitív ellenőrzőminta – HER2 Primary Antibody
Ha saját pozitív ellenőrzőmintákat használ, úgy ezeket biopsziával vagy sebészi úton kell
kinyerni,ésabetegmintáihozhasonlóanalehetőleghamarabbfixálnikell,majdfeldolgozás
utánbekellágyazni.Apozitívellenőrzőmintákaszövetekhelyeselőkészítésétjelzikésafestési
technikátvalidálják.Mindenfestésisorbanlegalábbegypozitívellenőrzőmintátelkellhelyezni.
Apozitívellenőrzőmetszetgyengepozitívfestődéstkellmutasson,ígyazelsődlegesantitest
érzékenységenyheváltozásaiésészlelhetők.
Megjegyzés:azismertenpozitívösszetevőkkizárólagafeldolgozottszövetekésatesztreagensek
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megfelelőegyüttesteljesítményétjelzik,ésNEMhasználhatókfelabetegbőlszármazóminták
értelmezéséhezsegítségként.Haapozitívellenőrzőmintanemmutatkellőenpozitívfestődést,
úgyabetegbőlszármazómintaeredményeérvénytelenneknyilvánítandó.
Megfelelősajátellenőrzőanyaglehetegyolyan,többszövetbőlállóblokk,amelyminda4HER2
fokozatotképviselőtumorttartalmaz.

Saját negatív ellenőrzőminta – HER2 Primary Antibody
Hasajátnegatívellenőrzőmintákathasznál,úgyezeketfrissen,biopsziávalvagysebésziúton
kellkinyerni,ésabetegmintáihozhasonlóanalehetőleghamarabbfixálnikell,majdfeldolgozás
utánbekellágyazni.Mindenegyes festésnélhasználjonaHER2daganatfehérjére ismerten
negatívellenőrzőmintátazelsődlegesantitest specifitásánakellenőrzésére,ésazesetleges
nemspecifikusháttérfestődésmegjelenítésére.Alegtöbbszövetmetszetbenjelenlévőkülönféle
sejttípusok nagy száma belső negatív ellenőrzőhelyeket kínál (ezeket a felhasználónak kell
hitelesíteni).A tumorral összefüggésbe nem hozható, normál emlőjáratok felhasználhatók a
vizsgálat hitelesítésére. Ha a negatív ellenőrzőmintában specifikus festődés történik, úgy a
betegbőlszármazómintaeredményeérvénytelenneknyilvánítandó.
Megfelelőpozitívésnegatívellenőrzőanyaglehetegyolyan,többszövetbőlállóblokk,amely
mindanégyHER2fokozatotképviselőtumorttartalmaz.

Betegből származó szövetminta – HER2 Negative Control
HasználjaamellékeltHER2NegativeControlmintátaHER2PrimaryAntibodyhelyettamegfelelő
metszetnélmindenegyesbetegtesztmintájánálanemspecifikusfestődéskiértékelésére,ésa
specifikusHER2daganatfehérjefestődésénekpontosértelmezéséreazantigénhelyen.

Betegből származó szövetminta – HER2 Primary Antibody
A pozitív festődés intenzitását a HER2 Negative Control nem specifikus háttérfestődésével
összefüggésben kell értékelni. A többi immun-hisztokémiai teszthez hasonlóan a negatív
eredmény itt sem azt jelenti, hogy a vizsgált szövetben/sejtben nincs antigén, csak azt,
nincs észlelve.A Bond Oracle HER2 IHC System immunreaktivitására vonatkozó speciális
információkat lásd: A metszetek szűrésének alapjai, korlátozásai, a teljesítmény értékelése és az 
immunreaktivitás c. részt.

A vizsgálat hitelesítése 
Mielőtt a felhasználó a diagnosztikai eljárásban bármely antitesttel vagy festőrendszerrel
munkába kezdene, az antitestek specifitását ellenőrizni kell egy sorozat olyan saját
szövetmintán,melyekismertimmun-hisztokémiaipozitívésnegatívprofillalrendelkeznek.Lásd
azelőzőlegismertetettMinőségellenőrzésrészt,valamintaCAPImmun-hisztokémiaitanúsítvány
programés/vagyaCLSI(korábbiNCCLS)Immun-hisztokémiaiminőségbiztosítás,Jóváhagyott
irányelv (17) követelményeit. Ezeket a minőségellenőrzési eljárásokat minden új antitest
tételnél, illetve a vizsgálati paraméterek bármifélemódosítása eseténmeg kell ismételni.A
vizsgálathitelesítéséhezismertfestődésű,0–3+besorolásúHER2daganatfehérjétexpresszáló
invazív(infiltráló)humánduktálisemlőkarcinóma,valamintmás,megfelelőnegatívszövetminta
alkalmas.

A festődés kiértékelése - Emlő
AHER2daganatfehérjeexpressziójánakmeghatározásáhozcsakamembránfestődésimintázat
ésintenzitásértékelhetőkia4.táblázatbanszereplőskálaalapján.Ametszetekkiértékelését
világos-látóteresmikroszkópothasználópatológuskellvégezze.Azimmun-hisztokémiaifestés
kiértékeléséhezésabesoroláshoz10x-esnagyításúobjektívmegfelelő.20–40x-esnagyítású
objektívabesorolásmegerősítéséhezhasználandó.Acitoplazma festődésétnemspecifikus
festődésnek kell értékelni, és nem számítható bele a sejtmembrán festődési intenzitásának
értékelésébe(19).A0,1+,2+,és3+festődésifokozatokköztikülönbségtételhezsegítségként
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lásdaBondOracleHER2IHCSystemértelmezésiútmutatóbantalálhatóképeketafestődési
intenzitásról. Csak invazív emlőkarcinómás betegek mintái értékelhetők. Ha ugyanazon
mintábanin situkarcinómaésinvazívkarcinómaiselőfordul,csakazinvazívrészértékelhető
ki.

Immun-hisztokémiai festődési mintázat Fokozat Értékelés

Nem vagy csak a daganatsejtek kevesebb, mint 10%-ban 
észlelhető membránfestődés.

0 Negatív

A daganatsejtek több, mint 10%-ban észlelhető gyenge/enyhe 
membránfestődés. A sejtmembránok csak részben festődnek.

1+ Negatív

A daganatsejtek több, mint 10%-ban észlelhető gyenge-
közepes membránfestődés a teljes sejtmembránon.

2+
Bizonytalan (gyenge 

pozitív)

A daganatsejtek több, mint 10%-ban észlelhető erős 
membránfestődés a teljes sejtmembránon.

3+ Erős pozitív

4. táblázat. A HER2 festődés kiértékelése

Bond Oracle HER2 IHC System festődési eredménye 0 és 1+ besorolás esetén a HER2
daganatfehérje expressziójára nézve negatívnak értékelendő, bizonytalannak (gyenge
pozitívnak)számíta2+,éserőspozitívnaka3+besorolás.BondOracleHER2IHCSystemnem
biztosítdiagnosztikaiinformációtabetegés/vagyazorvosszámára,ésilyencélúhasználatra
nincshitelesítve.Ametszeteketmindenegyes festődésikiértékelésnélazalábbimódonkell
megvizsgálniafestődésvalidálásáhozésaszövetmintafestődésiintenzitásaszemikvantitatív
kiértékelésénekazengedélyezéséhez.
A festődés kiértékelése - gyomor-bél rendszer
AHER2oncoproteinexpressziójánakmeghatározásáhozcsakamembránfestődésimintázat
és intenzitás értékelhető ki az 5. és 6. táblázatban szereplő skála alapján. A metszetek
kiértékelését világos-látóteres mikroszkópot használó patológus végezze. Az immun-
hisztokémiai festés kiértékeléséhezésabesoroláshoz10x-esnagyításúobjektívmegfelelő.
20–40x-es nagyítású objektív a besorolás megerősítéséhez használandó. A citoplazma
festődésétnemspecifikusfestődésnekkellértékelni,ésnemszámíthatóbeleasejtmembrán
festődésiintenzitásánakértékelésébe(15).A0,1+,2+,és3HER2+festődésifokozatokközti
különbségtételhezsegítségkéntlásdaBondOracleHER2IHCrendszergyomor-bélrendszeri
értelmezési útmutatóban található képeket a festődési intenzitásról. Csak a gyomor vagy a
gastrooesophagealisátmenetadenocarcinomájávalrendelkezőbetegekmintáiértékelhetők.
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Immun-hisztokémiai festődési mintázat Fokozat Értékelés

Nem vagy csak a daganatsejtek kevesebb, mint 10 %-ában 
észlelhető membránfestődés.

0 Negatív

A daganatsejtek több, mint 10 %-ában észlelhető gyenge/enyhe 
membránfestődés. A sejtmembránok csak részben festődnek.

1+ Negatív

A daganatsejtek 10 %-ában, illetve ennél nagyobb részében 
észlelhető gyenge-közepes membránfestődés a teljes, a 
bazolaterális vagy a laterális sejtmembránon.

2+
Bizonytalan  

(gyenge pozitív)

A daganatsejtek több, mint 10 %-ában észlelhető erős 
membránfestődés a teljes, a bazolaterális vagy a laterális 
sejtmembránon.

3+ Erős pozitív

5. táblázat. A HER2 festődés értelmezése gyomor eredetű sebészeti mintákon

Bi
op

sz
iá

s 
m
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tá

k

Immun-hisztokémiai festődési mintázat Fokozat Értékelés

Nem észlelhető festődés egyetlen daganatsejtben sem 0 Negatív

Daganatsejt csoportokban gyenge/enyhe membránfestődés 
észlelhető, a megfestődött sejtek százalékos arányától 
függetlenül

1+ Negatív

Daganatsejt csoportokban gyenge-közepes 
membránfestődés észlelhető a teljes, a bazolaterális vagy a 
laterális sejtmembránon, a megfestődött sejtek százalékos 
arányától függetlenül

2+
Bizonytalan  

(gyenge pozitív)

Daganatsejt csoportokban erős membránfestődés 
észlelhető a teljes, a bazolaterális vagy a laterális 
sejtmembránon, a megfestődött sejtek százalékos arányától 
függetlenül

3+ Erős pozitív

6. táblázat. A HER2 festődés értelmezése gyomor eredetű biopsziás mintákon

A Bond Oracle HER2 IHC rendszerrel festett biopsziás minták értelmezésére legalább 5
daganatsejtbőlállócsoporthasználatajavasolt.

A metszetek szűrésének alapjai 
Ametszetekszűréseazalábbisorrendbenkelltörténjen:

1. HER2 Control Slide – HER2 Primary Antibody
AzOracleHER2ControlSlide-dalvégzettvalidvizsgálatraazalábbiakjellemzők:
• Erősbarna,teljesmembránfestődésa3+SK-BR-3ellenőrzősejtvonalban.
• Gyenge vagy közepes barna, teljes membránfestődés a 2+ MDA-MB-453 ellenőrző

sejtvonalban.
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• Enyhevagygyengebarna,részlegesmembránfestődésaz1+MDA-MB-175ellenőrző
sejtvonalban.

• Nincsfestődésa0MDA-MB-231ellenőrzősejtvonalban.
Fontos tudnivaló: azMDA-MB-1751+ellenőrzősejtvonalmegjelenésekivehetőnövekedési
mintázatotmutat,aholasejtekhalmazokbatömörülnek.Ezahalmazfolyamatoslumináris
kefeszegélyrégiótképezasejthalmazszélén.Ennekakefeszegélynekafestődéseerősebb,
mintmásholasejtmembránoké.AkorrektHER2daganatfehérje1+festődésimintázatában
enyhe vagy gyenge barna, részleges membránfestődés szerepel. A sejtplazma Golgi-
készülékeinekpontszerűimmunfestéseszinténmegfigyelhetőebbenasejtvonalban.

2. Saját pozitív ellenőrzőminta – HER2 Primary Antibody
AkiválasztottpozitívmintábanjelenlévőHER2daganatfehérjeállapotánakmegfelelőbarna
membránfestődéskellMEGFIGYELHETŐlegyen.

3. Saját negatív ellenőrzőminta – HER2 Positive Control
AmembránfestődésHIÁNYAkellmegfigyelhetőlegyen.Anegatívellenőrzőmintamegerősíti
azészlelőrendszerkeresztreakciójánakahiányátamegcélzottsejtekkel/sejtösszetevőkkel.
Haanegatívellenőrzőmintábanmembránfestődéstörténik,úgyabetegbőlszármazóminta
eredményeérvénytelenneknyilvánítandó.

4. Betegből származó szövet – a következővel festve: HER2 Negative Control
A membránfestődés HIÁNYA megerősíti a megcélzott antigén speciális címkézését
az elsődleges antitesttel. Ha a HER2 Negative Control mintával együtt kezelt minták
sejtplazmájában más barna festődés is észlelhető (pl. kötőszövet, leukociták, eritrociták
vagysejttörmelék),akkoraznemspecifikusfestődésnekértékelendőésfigyelembeveendő.

5. Betegből származó szövet – a következővel festve: HER2 Primary Antibody
HER2daganatfehérjeexpressziósszintjeita4-6.táblázatbanésaBondOracleHER2IHC
Systemértékelésiútmutatóbanszereplőkritériumokalapjánkellkiértékelni.

Korlátozások
A. Általános korlátozások

Az immun-hisztokémia egy többlépéses laboratóriumi technika,melyet a hisztopatológiai
jellemzőkértelmezésénekésmeghatározásánaka támogatására használnak.A technika
speciális gyakorlatot igényel az eljárás minden szakaszában (ideértve a megfelelő
reagensekésszövetekkiválasztását,afixálást,afeldolgozást,ésaz immun-hisztokémiai
metszetelőkészítésétis)ésazértelmezésbenis.
Aszövetekimmun-hisztokémiaifestődéseerősenfüggaszövetekfestéselőttikezelésétől,
fixálásától és feldolgozásától. A nem megfelelő fixálás, fagyasztás, felolvasztás,
lemosás,szárítás,melegítés,metszés, illetveamásszövetekkelvagy folyadékokkalvaló
szennyeződésműtermékeket,antitest-árnyékolástvagyálnegatíveredményekethozlétre.
Azeltérőeredményekafixálásiésbeágyazásieljárásokkülönbségeire, illetveaszövetek
belsőszabálytalanságairavezethetőkvissza(21).Azexcesszívvagyhiányosutófestődés
szinténmeghamisíthatjaazeredményekhelyesértelmezését.
Amennyiben előfordul, a nem specifikus festődés rendszerint diffúz megjelenésű. A
kötőszövetszórványosfestődéseismegfigyelhetőaformalinbantúlhosszanfixáltszövetek
esetén.Afestődésieredményekértékeléséhezcsaképsejteketválasszon.Anekrotikusvagy
degeneratívsejtekgyakranaspecifikusanfestődnek(22).Azálpozitíveredményekidőnként
a fehérjék nem immunológiai kötődése vagya szubsztrát reakciótermékeimiatt láthatók.
Ahasználtimmun-hisztokémiaifestéstőlfüggőenokozhatjákemellettendogénenzimekis,
példáulapszeudoperoxidáz(eritrociták)vagyazendogénperoxidáz(citokrómC).
Hepatitis B vírussal fertőzött betegből származó és hepatitis B vírus felületi antigénnel
(HBsAg)szennyezettszövetekeseténanemspecifikusfestődésttormaperoxidázzallehet
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kizárni(23).
A nem várt immun-hisztokémiai festődés vagy a festődés variabilitása a kódoló gének
vagyantigénekeltérőszintűkifejeződésemiatt is lehet.Avárt festődésimintázatbármely
megváltozásátmásdiagnosztikaivizsgálatokkalegyüttkellértékelni.
Az immun-hisztokémiai festés eredményeit morfológiai vizsgálatokkal és megfelelő
ellenőrzőanyaggal kell kiegészíteni, valamint a beteg klinikai előzményeinek és egy
gyakorlottpatológusáltalelvégzettegyébdiagnosztikai teszteknekafigyelembevételével
kellértékelni.
Avizsgálat teljesítményét(azazmindapozitív,mindanegatívkontrollmegfelelőségének
kiértékelését) és bármely immun-hisztokémiai festődés értelmezését (vagy a festődés
hiányát) egy megfelelően akkreditált/jogosított laboratóriumban, kellően képzett és
tapasztalt patológus felügyelete alatt kell elvégezni, aki az immun-hisztokémiai vizsgálat
teljeskiértékeléséértésértelmezéséértafelelősségetviseli.

B. A termék speciális korlátozásai
Ez a termék áramlási citometriával nem használható. A teljesítmény karakterisztikája
áramlásicitometriaeseténnincsmeghatározva.
Aszövettanimetszetbenazantigéneklebomlásamiattálnegatíveredményisláthatólehet.
AHER2daganatfehérjekiértékeléséhezésadaganatigazolásáhozszükségesmetszeteket
egyszerre kell előkészíteni. Az antigenitás megőrzése érdekében a szövetmintákat
tartalmazó tárgylemezeket (Leica BOND Plus Slides, termékkód: S21.2113 vagy Apex
BONDSlidestermékkód:3800040)ametszéstkövető4–6hétenbelülmegkellfesteni,ha
szobahőmérsékleten (18–24°C) voltak tartva.Ametszést követően javasolt ametszetek
12–18órásinkubálása37°C-on.Azerősebbtapadástigénylőmetszetekeseténtovábbiegy
óránát60°C-oninkubálásjavasolt.
A növesztett sejtcsoportokban az immun-hisztokémiai profil minimális természetes
változatossága figyelhető meg a Bond Oracle HER2 IHC System rendszerben. Ezek a
természetesváltozatokjóvalabiológiailétformákelfogadhatótűréshatáránbelülvannak,és
nembefolyásoljákarendszerteljesítményénekmegítélését.
Asejtvonalak7. táblázatbanszereplő,áramlásicitometriávalés insituhibridizációvalnyert
jellemzőireszinténvonatkozikabiológiaiváltozatosság.Azellenőrzősejtvonalaktechnikaiés
értelmezésiváltozataifluoreszcensinsituhibridizációvalszinténmegfigyelhetőkvoltak(24).
AHER2ControlSlidesértékelésétamegfelelő lejáratidátumraügyelvekellelvégezni.A
BondOracleHER2IHCSystemtárolása2–8°C-ontörténjen.Nefagyasszale.Használat
utánazonnalvisszakellhelyeznia2–8°C-oshőmérsékletre.Azettőlvalóeltéréseseténa
vizsgálatnemhiteles.
NecseréljekiaBondOracleHER2IHCSystemreagenseketsemaLeicaBiosystems,sem
másgyártóreagenseivel.Ellenkezőesetbenavizsgálatnemleszhiteles.
Alapvető fontosságú, hogy a C – E szakaszokban ismertetett lépések mindegyikét a
megadottsorrendbenvégezzékel.Azettőlasorrendtőlvalóeltéréseseténavizsgálatnem
hiteles.
Kiemelten fontos,hogyebbenavizsgálatbancsak formalinalapú fixálóval fixáltszövetek
használhatókfel.Mástípusúfixálókhasználataavizsgálatotérvénytelennéteszi.
Ajavasoltmetszetvastagságitartományonkívülesőszövettanimetszeteknemhitelesíthetők.
Eltérővastagságúmetszetekhasználataavizsgálatotérvénytelennéteheti.

Sejtvonal adatok
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HER2  IHC 
System profil

HER2sejtenkénti 
receptorszám*

HER2 génamplifikációs állapot+

HER2 
másolatszám

HER2:Chr17 
génarány

SK-BR-3 3+ 4,3x105 13,35 3,55

MDA-MB-453 2+ 1,4x105 5,73 2,05

MDA-MB-175 1+ 6,3x104 3,33 1,20

MDA-MB-231 0 9,3x103 3,15 1,13
*A HER2 receptorszám meghatározása áramlási citometriával mérve.  + A HER2 génamplifikációs állapot kettős próbával értékelve 
(HER2:17-es kromoszóma) FISH.

7. táblázat HER2 Control Slide profil

Klinikai konkordancia: Bond Oracle HER2 IHC System vs Dako 
HercepTest - Emlő
AvizsgálategyrészeaBondOracleHER2IHCSystemhasználhatóságátvizsgáltaaHerceptin®
(trastuzumab) kezelés támogatásában.A vizsgálat úgy lett kialakítva, hogymeghatározzaa
BondOracleHER2 IHCSystemésaDakoHercepTest közti konkordanciát,melyutóbbi az
elemzésviszonyításialapja is. Elfogadásikritériumkéntakét tesztközti75%-nálmagasabb
fokúkonkordanciavanmegjelölve,95%-oskonfidenciaintervallum(CI)mellett.
A vizsgálatot két, egyesült államokbeli helyszínen, vakértékeléssel végezték el. Minden
vizsgálóhely ismert HER2 állapotú, formalinnal fixált, paraffin beágyazású emlőrákmintával
lettellátva.Azesetekaklinikaiarchívumokból fordítottsorrendben lettekkiválasztva,amiaz
esetekneka szövettani osztályra, klinikai tesztelésre valóegymásutánbeérkezését hivatott
leképezni.Amintákatmásprognosztikaiés/vagyprediktív tényezőktől függetlenül tesztelték,
aholakohorsznemmutatotteltérést.Az1.és2.helyen160,illetve292mintábólállókohorsz
vizsgálata történt. Mindenkohorszbanegyenlőenreprezentálódottabizonytalan/pozitív (2+,
3+)ésanegatív(0,1+)esetekszáma(akorábbanmegállapítottHER2IHCbesorolásalapján),
ígyateljesvizsgálatipopuláció452mintábólállt.12mintanembizonyultmegfelelőnek,mivel
nemtartalmazottkellőeninfiltratívtumort,ígyezekavizsgálatbóleltávolításrakerültek.További
9mintát a szövetnek a felületről való elválásamiatt nem lehetett besorolni, így a vizsgálat
véglegespopulációszáma431mintavolt.
Minden mintát HercepTest használatával, a gyártó által a csomagoláson megadott módon
festettekmeg.MindenmintábólegymásutánimetszeteketfestettekmegaBondOracleHER2
IHCSystemrendszerrelaLeicaBiosystemsBONDteljesenautomatizált,fejlettfestőrendszere
használatával. Minden mintáról eltávolították az egyedi azonosító adatokat, majd a tumor
méretére, stádiumára, besorolására és az ösztrogén-receptor állapotára utaló klinikai
információkkalláttákel.
Mindenfestettmetszetrandomizáltmódonképzettvizsgálókáltallettmaszkolvaésértékelve
akéthelyen.A2x2-eskonkordanciaanalízishezazértékeléssoránnegatívnaklettértékelvea
0és1+,mígpozitívnaka2+vagy3+intenzitás.A3x3-askonkordanciaanalízishezazértékelés
soránnegatívnaklettértékelvea0és1+,bizonytalannaka2+,mígpozitívnaka3+intenzitás.
Azadatokeztánanegatívéspozitívfestődésiegyezésszerintlettekelemezve.

A 2x2-es konkordancia eredményei
Ebben az elsődleges analízisben a két teszt (Bond Oracle HER2 IHC System és Dako
HercepTest) eredményei negatív (0,1+) és pozitív (2+, 3+) csoportba sorolódtak. A négy
lehetséges kombináció gyakorisága 2x2-táblázatként van megjelenítve (lásd: 8. táblázat).
Ezutánezen2x2-estáblázatalapjánlettkiszámítvaazátlagoskonkordanciahányad95%-os
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konfidenciaintervallummellett(binomiáliseloszlásalapján).
Asikerfeltétellelszembeállítottnullhipotézis(H0)szerintakonkordancianemnagyobb,mint75%.
A2x2-esanalízisbenakéttesztközöttmegfigyeltegyezésa431mintában92,34%-os(398/431)
konkordanciátmutatott95%-osCI(89,42%–94,67%)mellett.Ezenadatokalapjánelvetésre
kerültanullhipotézis(H0),melyszerintazegyezésnemnagyobb,mint75%(p-érték<0,0001).
Apozitívegyezés (érzékenység)arányavagyaBondOracleHER2 IHCSystemképessége
aHercepTestpozitívesetekmegfelelőazonosítására (aBondOracleHER2 IHCSystemés
HercepTestáltalpozitívnakminősítettmintákszámánakarányaazösszesHercepTestpozitív
esethez képest) 84,87% (129/152) volt 95%-os CI (78,17%–90,16%) mellett. A negatív
egyezés (specifitás)arányavagya tesztképességeaHercepTestnegatívesetekmegfelelő
azonosítására (aBondOracleHER2 IHCSystemésHercepTestáltalnegatívnakminősített
mintákszámánakarányaazösszesHercepTestnegatívesethezképest)96,42%(269/279)volt
95%-osCI(93,51%–98,27%)mellett.

HercepTest

Negatív Pozitív Összesen

Bond Oracle HER2  
IHC System

Negatív 269 23 292

Pozitív 10 129 139

Összesen 279 152 431

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

8. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC System és HercepTest 2x2-es konkordanciája 

A 3x3-as konkordancia eredményei
A3x3-asanalízisbenazadatoknegatív(0vagy1+),bizonytalan(2+)éspozitív(3+)csoportokba
sorolódtak, és 86,54%-os konkordanciát mutattak (373/431) 95%-os CI mellett (82,95%
– 89,62%).Ezek alapján elvetésre került a nullhipotézis (H0),mely szerint az egyezés nem
nagyobb,mint75%(p-érték<0,0001).
A pozitív 3+ egyezés aránya (a Bond Oracle HER2 IHC System és a HercepTest által 3+
pozitívnakminősítettmintákszámánakarányaazösszesHercepTestpozitívesethezképest)
ebbena vizsgálatban73,33% (66/90) volt 95%-osCImellett (62,97%–82,11%).Anegatív
egyezésaránya96,42%(269/279)volt95%-osCImellett(93,51%–98,27).Lásda9.táblázatot.

HercepTest

Negatív  
(0 vagy 1+)

2+ 3+ Összesen

Bond Oracle  
HER2 IHC 
System

Negatív  
(0 vagy 1+)

269 23 0 292

2+ 10 38 24 72

3+ 0 1 66 67

Összesen 279 62 90 431

3x3-askonkordancia(95%CI)=86,54%(82,95–89,62%);p<0,0001
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9. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC System és HercepTest 3x3-as konkordanciája 

Következésképpenazebbőlavizsgálatbólnyertadatokbemutatták,hogyaBondOracleHER2
IHC System HercepTest teszteredményével való nagyfokú konkordanciája miatt alkalmas a
Herceptin®(trastuzumab)kezeléstámogatására.

Klinikai konkordancia: Bond Oracle HER2 IHC System vs PathVysion HER-2 
DNA Probe Kit - Emlő
Avizsgálat2.fázisaaBondOracleHER2IHCSystemésazAbbottMolecularPathVysionHER-
2DNAProbeKitköztikonkordanciavizsgálatárairányult,aholezutóbbivoltagénkiértékelési
reflexvizsgálatvonatkoztatásipontjaaHER2immun-hisztokémiasorán.
A vizsgálat az 1. fázissal azonos vizsgálóhelyeken és azonos kohorszokon történt. Minden
mintát azAbbottMolecularPathVysionHER-2DNAProbeKit használatával, agyártóáltal a
csomagoláson megadott módon festettek meg. Minden mintából egymás utáni metszeteket
festettekmegaBondOracleHER2IHCSystemrendszerrelaBONDteljesenautomatizált,fejlett
festőrendszere használatával (a klinikai vizsgálat 1. fázisából).A 431 festettmintából három
esetbennemvoltértékelhetőeredménykinyerhetőamintaelégtelenhibridizációjamiatt,ígya
kohorszösszesen428esetettartalmazott.
Minden festett metszetet képzett vizsgálók értékelnek a két helyen. A 3x2-es konkordancia
analízishez az értékelés negatívnak tekintendő, ha a HER2/CEP17 génamplifikációs arány
20daganatsejtszámlálásaeseténkisebbmint(<)2,0,éspozitívnak,hanagyobbvagyegyenlő,
mint(>)2,0.

A 3x2-es konkordancia eredményei
A3x2-esanalízisbenakéttesztközöttmegfigyeltegyezésa428mintában87,6%-os(375/428)
konkordanciátmutatott95%-osCI(84%–90%)mellett.
A pozitív egyezés (érzékenység) aránya vagy a BondOracleHER2 IHCSystem képessége
a PathVysion pozitív esetekmegfelelő azonosítására (a BondOracle HER2 IHC System és
PathVysion által pozitívnakminősítettminták számának aránya az összes PathVysionpozitív
esethezképest)93,8%(61+30/97)volt95%-osCI(86,8%–97,4%)mellett.
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Anegatívegyezés (specifitás)arányavagya teszt képességeaPathVysionnegatívesetek
megfelelőazonosítására (aBondOracleHER2 IHCSystemésPathVysionáltal negatívnak
minősített minták számának aránya az összes PathVysionnegatív esethez képest) 85,8%
(284/331)volt95%-osCI(81,6%–89,2%)mellett.Lásda10.táblázatot.

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Negatív Pozitív Összesen

BOND Oracle HER2  
IHC System

0/1+ 284 6 290

2+ 41 30 71

3+ 6 61 67

Összesen 331 97 428

Átlagoskonkordancia(95%CI)=87,6%(84,1–90.6%)

10. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC System festődés és a PathVysion HER-2 DNA Probe Kit 3x2-es konkordanciája.

A Bond Oracle HER2 IHC rendszer és a Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY 
anti-HER-2/neu (4B5) nyúlból származó monoklonális elsődleges antitest közti 
klinikai konkordancia - gyomor-bél rendszer
Avizsgálat3.szakaszánakacéljaadatoknyerésevoltformalinnalfixált,paraffinbeágyazású
előrehaladott gyomorrákmintákból, hogy megvizsgálja a Bond teljesen automata, fejlett
festőrendszerthasználóBondOracleHER2IHCrendszerésaVentanaMedicalSystemsInc.
PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) nyúlból származó monoklonális elsődleges antitest közti
konkordanciát.Aharmadikszakaszelfogadásifeltételekéntakéttesztközti75%-nálmagasabb
összesítettkonkordanciáthatároztákmeg.
A 2x2-es konkordancia analízishez az értékelés során negatívnak lett értékelve a 0 és 1+,
mígpozitívnaka2+vagy3+intenzitás.A3x3-askonkordanciaanalízishezazértékeléssorán
negatívnak lettértékelvea0és1+,bizonytalannaka2+,mígpozitívnaka3+ intenzitás.Az
adatokatezutánanegatívéspozitívfestődésiegyezésszerintelemezték.

Eredmények - Bond Oracle HER2 IHC rendszer és Ventana Medical 
Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) nyúlból származó 
monoklonális elsődleges antitest - gyomor-bél rendszer

A 2x2-es konkordancia eredményei
ABondteljesenautomata,fejlettfestőrendszerthasználóBondOracleHER2IHCrendszerésa
VentanaMedicalSystemsInc.PATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)nyúlbólszármazómonoklonális
elsődlegesantitestköztikonkordanciavizsgálata287mintántörtént.
A két teszt közti konkordancia 2x2-es elemzés esetén 95,12% (273/287) volt 95%-os CI
(91,95-97,31%)mellett.Ezenadatokalapjánelvetésrekerültanullhipotézis(H0),melyszerint
az egyezés nem nagyobb, mint 75% (p-érték<0,0001). A pozitív egyezés (érzékenység)
arányavagyaBondOracleHER2IHCrendszerképességeaVentanaPATHWAYanti-HER-2/
neu (4B5)pozitívesetekmegfelelőazonosítására (aBondOracleHER2 IHC rendszerésa
VentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)általpozitívnakminősítettmintákszámánakaránya
azösszesVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)pozitívesethezképest)90,79%(138/152)
volt 95%-osCI (85,03-94,87%)mellett.A negatív egyezés (specifitás) aránya vagy a teszt
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képességeaVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)negatívesetek(aBondOracleHER2
IHCSystemésaVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)általnegatívnakminősítettminták
számánakarányaazösszesVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)negatívesethezképest)
megfelelő azonosítására 100% (135/135) volt 95%-os CI (97,30-100%) mellett (lásd: 11.
táblázat).

Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)

Negatív Pozitív Összesen

Bond Oracle 
HER2 IHC 
rendszer

Negatív 135 14 149

Pozitív 0 138 138

Összesen 135 152 287

Átlagos konkordancia (95 % CI) = 95,12 % (91,95-97,31 %)

11. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC rendszerrel való festés és a Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu 
(4B5) nyúlból származó monoklonális elsődleges antitest közti 2x2-es konkordancia gyomorszövetben.

A 3x3-as konkordancia eredményei
Akéttesztköztikonkordancia3x3-aselemzésesetén89,90%(258/287)volt95%-osCI(85,81-
93,13%)mellett.Ezekalapjánelvetésrekerültanullhipotézis(H0),melyszerintazegyezésnem
nagyobb,mint75%(p-érték<0,0001).Apozitív3+egyezésarányavagyaBondOracleHER2
IHCrendszerképességeaVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)pozitívesetekmegfelelő
azonosítására (aBondOracleHER2IHCrendszerésaVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu
(4B5)által 3+pozitívnakminősítettmintákszámánakarányaazösszesVentanaPATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) 3+ pozitív esethez képest) ebben a vizsgálatban 85,94% (110/128)
volt 95%-osCI (78,69-91,45%)mellett.A negatív egyezés (specifitás) aránya vagy a teszt
képességeaVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)negatívesetek(aBondOracleHER2
IHCSystemésaVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)általnegatívnakminősítettminták
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számánakarányaazösszesVentanaPATHWAYanti-HER-2/neu(4B5)negatívesethezképest)
megfelelő azonosítására 100% (135/135) volt 95%-osCI (97,30-100%)mellett. Lásd a 12.
táblázatot.

Ventana PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)

Negatív  
(0 vagy 1+) 2+ 3+ Összesen

Bond Oracle 
HER2 IHC 
rendszer

Negatív  
(0 vagy 1+) 135 11 3 149

2+ 0 13 15 28

3+ 0 0 110 110

Összesen 135 24 128 287

Átlagos konkordancia (95 % CI) = 89,90 % (85,81-93,13 %)

12. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC rendszerrel való festés és a Ventana Medical Systems Inc. PATHWAY anti-HER-2/neu 
(4B5) nyúlból származó monoklonális elsődleges antitest közti 3x3-as konkordancia gyomorszövetben.

Immunreaktivitás – normál panel
Normál szöveti típus Festődési minta

HER2 Primary Antibody HER2 Negative Control

Mellékvese Negatív Negatív

Agy, kisagy Negatív Negatív

Agy, nagyagy Negatív Negatív

Emlő Negatív Negatív

Csontvelő Negatív Negatív

Vastagbél Negatív Negatív

Nyelőcső Negatív Negatív

Szem Negatív Negatív

Hipofízis Közepes citoplazma-festődés látható a hipofízis 
sejtekben (1/3)

Negatív

Vese Negatív Negatív

Gége Negatív Negatív

Máj Negatív Negatív

Tüdő Negatív Negatív

Mesothelium Negatív Negatív

Petefészek Negatív Negatív

Hasnyálmirigy Negatív Negatív

Mellékpajzsmirigy Negatív Negatív

Perifériás idegek Negatív Negatív
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Prosztata Negatív Negatív

Nyálmirigy Negatív Negatív

Bőr Negatív Negatív

Vékonybél Negatív Negatív

Lép Negatív Negatív

Gyomor Gyenge citoplazma-festődés látható a 
gyomormirigyekben (2/3)

Negatív

Harántcsíkolt izom Negatív Negatív

Here Negatív Negatív

Csecsemőmirigy Negatív Negatív

Pajzsmirigy Negatív Negatív

Mandula Negatív Negatív

Méhnyak Negatív Negatív

Méh Negatív Negatív
13. táblázat Normál festődési panel

A vizsgálat megismételhetősége
Precíziós tesztelés alatt és között
A precíziós tesztelést a Leica Biosystems, Newcastle Ltd végezte. A felhasznált szövet
formalin fixálású, paraffin beágyazású kompozit szöveti microarray (tissue micro array, TMA)
minta volt, melyet az IsuAbxis (Yonsei University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seoul, 
120-752Korea)bocsátottrendelkezésre;ésamely20,egyenként4mmátmérőjűinvazívemlőrák
szövethengerttartalmazott.A20esetazelőzőlegmegjelöltHER2besorolásalapjánlettkiválasztva.
Ebben,x5HER23+,x5HER22+,x5HER21+ésx5HER20besorolásúmintavoltmegtalálható.

A. A festésen belüli precizitás tesztelése 
A Bond Oracle HER2 IHC System festésen belüli precizitásának tesztelése egy 20 invazív
emlőrákmintáttartalmazóTMA-bólszármazóegymástkövető40metszetés40HER2Control
Slidekiértékeléséveltörtént.MindenmetszetetaBondOracleHER2IHCSystemrendszerben
BONDteljesenautomata,fejlettfestőrendszerrelfestettekmeg.Ametszetekegyetlenfolyamatos
időszakalatt,azonosgyártási tételbőlszármazóBondOracleHER2IHCSystemrendszerrel
lettekmegfestve.A festettmetszetekenmaszkolásután randomizáltértékelést végeztekegy
tapasztaltvizsgálósegítségévelazegyetlenfestésenbelüliprecizitásmeghatározására.
A festésen belüli reprodukálhatósági vizsgálat metszeteinek értékelése alapján 733/800
(91,63%)tesztelésimintahelyvoltértékelhető.40mintahelykilettzárva,mivelcsakDCISvolt
jelen,további27mintahelypedigazinvazívtumorelvesztésemiattnemvoltértékelhető(3minta
esetén).Alehetséges733festődésnélfestődésivariáció61(8,32%)esetbentörtént.37esetben
3+helyett2+(n=20)és1+helyett0(n=17)voltmegfigyelhető,amiemiattnemjelentetta
klinikaipozitívésnegatívértékelésekköztiváltásta2x2-esértékelésben.Amaradék24(3,27%)
esetklinikailagnegatívról(0vagy1+)klinikailagpozitívra(2+vagy3+)váltástképvisel.Siker
aránya=96,7%(95%CI=95,15%–97,81%).

B. A festések közötti precizitás tesztelése
ABondOracleHER2IHCSystemfestésekközöttiprecizitásteszteléseegy20invazívemlőrák
mintát tartalmazóTMA-bólszármazóegymástkövető24metszetés24HER2ControlSlide-
otkiértékelésével történt. MindenmetszetetaBondOracleHER2 IHCSystem rendszerben
BOND teljesen automata, fejlett festőrendszerrel festettek meg. A metszeteket 8 független
festődésiteljesítményalapjánértékelték,aholugyanazalaboratórium3különbözőalkalommal
azonosgyártásitételbőlszármazóBondOracleHER2IHCSystemrendszerthasznált.Afestett
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metszeteken maszkolás után randomizált értékelést végeztek egy tapasztalt vizsgáló
segítségévelafestésekközöttiprecizitásmeghatározására.
A festések közötti precizitási vizsgálatmetszeteinek értékelése alapján 456/480 (95,00%)
tesztelési mintahely volt értékelhető. 24mintahely nem volt értékelhető az invazív tumor
elvesztése miatt (5 minta esetén). A lehetséges 456 festődésnél festődési variáció 42
(9,21%)esetben történt. 30esetben3+helyett2+ (n=10)és1+helyett0 (n=20)volt
megfigyelhető,amiemiattnemjelentettaklinikaipozitívésnegatívértékelésekköztiváltásta
2x2-esértékelésben.Amaradék12(2,63%)esetklinikailagnegatívról(0vagy1+)klinikailag
pozitívra(2+vagy3+)váltástképvisel.Sikeraránya=97,37%(95%CI=95,90%–98,77%).

C. Tételenkénti reprodukálhatóság
Atételenkéntireprodukálhatóságmeghatározásához3tételBondOracleHER2IHCSystem
lettlegyártvaGMPszerint3különbözőalkalommal,és24emlőrákmetszetet(24tesztelési
mintahelyet) vettek ki 4 különböző, formalinnal fixált, paraffinbeágyazásúszövetblokkból
(melyekHER20,1+,2+és3+besorolási intenzitásokatképviseltek),ésezeket3HER2
Control Slide-dal (12 ellenőrzőmintahelyet) együtt értékelték ki.Három független festést
végeztekugyanabbanalaboratóriumbanháromeltérőalkalommal,mindegyikeseténeltérő
BondOracleHER2IHCSystemgyártásitételthasználva.MindenmetszetetaBondOracle
HER2IHCSystemrendszerbenBONDteljesenautomata,fejlettfestőrendszerrelfestettek
meg.A festettmetszetekenmaszkolás után randomizált értékelést végeztek egy képzett
vizsgálósegítségévelatételenkéntireprodukálhatóságmeghatározására.
A tételenkénti vizsgálatmetszeteinek (tesztek és ellenőrzőmetszetek) értékelése alapján
36/36mintahelyvoltértékelhető.A36mintahelyennemfordultelőfestődésieltérésahárom
különböző BondOracle HER2 IHC System gyártási tétel között.A BONDOracle HER2
IHCSystemhasználatávalvégzettfestésagyártásitételektőlfüggetlenülegységes.

D. Laboratóriumok közötti reprodukálhatóság
A Bond Oracle HER2 IHC System laboratóriumok közti reprodukálhatóság vizsgálata
3 vizsgálóhelyen (Leica Biosystems Newcastle Ltd (A vizsgálóhely), és 2 független
laboratóriumban(BésCvizsgálóhely)történtösszesen192metszeten,melyek20invazív
emlőrákos mintát tartalmazó TMA-ból származtak, valamint 24 HER2 Control Slide-on.
A192 festettTMAmetszetből96voltaHER2PrimaryAntibodyés96aHER2Negative
Control reagenssel festve. Minden metszetet a Bond Oracle HER2 IHC System-ben
BONDteljesenautomata,fejlettfestőrendszerrelfestettekmeg.Ametszeteket8független
festődési teljesítmény alapján értékelték, ahol mindhárom vizsgálóhely azonos gyártási
tételbőlszármazóBondOracleHER2IHCSystemrendszerthasznált.Afestettmetszeteken
maszkolás után randomizált értékelést végeztek a Leica Biosystems, Newcastle
Ltd egy tapasztalt vizsgálója segítségével a laboratóriumonkénti reprodukálhatóság
meghatározására.
A laboratóriumonkénti reprodukálhatósági vizsgálat metszeteinek értékelése alapján
1477/1920(76,93%)tesztelésimintahelyvoltértékelhető.443tesztelésiadathelynemvolt
értékelhetőazalábbiakmiatt:
a)AHER2ControlSlidenemmegfelelő teljesítménye2/24esetben2 festésnél/160 teszt
mintahely lett eltávolítva. Ez az esemény azA és B vizsgálóhelyen egy-egy alkalommal
történtmeg(vizsgálóhelyenként80–80tesztmintahelyletteltávolítva).
b) Eltérés volt a tesztelési tervtől aC vizsgálóhelyen, ahol 24metszetet a BondOracle
HER2 IHC System festés után manuálisan utófestettek hematoxilinnal.  Ez erőteljes
utófestődéstokozottmindaHER2ControlSlides-on,mindaTMAtesztelésimintahelyeken,
így240mintahelyelletttávolítva.
c) Az invazív tumor elvesztése miatt 23 mintahely el lett távolítva. Ez az esemény
23alkalommalfordultelőazAvizsgálóhelyen,ésavizsgálathozelvégzéséhezszükséges
192 egymás utáni TMA metszet legyártása során a szövet elvesztéséből egyenesen
következett.
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d)ABOND teljesen automatizált, fejlett festőrendszerében bekövetkezett nemmegfelelő
lemosásmiattiértékelhetetlenfestődésmiatt20mintahelykerülteltávolításra.
Alaboratóriumokközöttiprecizitásvizsgálatasoránazértékelhetőmetszetekkiértékelése
afestődésvariációját79esetben(5,28%)mutattaalehetséges1477festődésből.Ezekből
14/1477(0,95%)esetben0helyett1+vagy2+helyett3+voltmegfigyelhető,amiemiattnem
jelentettaklinikaipozitívésnegatívértékelésekköztiváltásta2x2-esértékelésben.Siker
aránya=99,05%(95%CI=98,42%–99,46%).A14ilyenfestődésből5/1477(0,34%)a
Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (A vizsgálóhely), 8/1477 (0,54%) a B vizsgálóhely, és
1/1477(0,07%)aCvizsgálóhelyeseténfordultelő.
Amaradék65/1477(4,40%)festődésnél2+helyett1+vagy2+helyett0voltmegfigyelhető,
ami emiatt váltást jelentett a klinikai pozitív és negatív értékelések között a 2x2-es
értékelésben. Siker aránya = 95,6% (95% CI  = 94,42% – 96,54%). A 65 klinikailag
szignifikánsváltozásból11/65(16,9%)aLeicaBiosystems,Newcastle,Ltd(Avizsgálóhely),
24/65 (36,9%)aB vizsgálóhely, és30/65 (46,1%)aC vizsgálóhely esetén fordult elő.A
klinikailagszignifikánsváltozásokegyikesetébensemfordultelő,hogy3+helyettnegatív(0
vagy1+)besorolástörténtvolnavagyfordítva.

E. Értékelők közötti reprodukálhatóság 
40 véletlenszerűen kiválasztott invazív emlőrákos esetből, melyek a különböző HER2
IHCbesorolásokköztegyenletesenoszlanakel(rezekciósminták)egymásutánimetszeteket
készítettek,ésezeketaLeicaBiosystems,NewcastleLtd(Avizsgálóhely),aBvizsgálóhely
ésaCvizsgálóhelyszámárafestésreésértékelésrekiadták.Ametszeteketmaszkoltákés
randomizáltákazértékeléselőtt.AvizsgálókköztiegyezésaBésCvizsgálóhelyen87,5%
volt(95%CI=73,3%–95,8%).AB,illetveCvizsgálóhelyésaLeicaBiosystemsNewcastle,
Ltdközöttiegyezés92,5%(95%CI=79,6%–98,4%), illetve85%volt(95%CI=70,1%
–94,29%).Azösszesegybeeséselemzésea3vizsgálóhely(A,B,C)között82,50%.

F. Műszerek közötti pontosság (BOND-MAX vs BOND-III) 
Aműszerek közti pontosság vizsgálatát a BondOracle HER2 IHC System rendszerben
egyetlen független, európai vizsgálóhelyen végezték el. A vizsgált mintákat száz és
harmincnyolc(138)invazívemlőrákosesetből(tűbiopsziaésrezekció)származó,formalinnal
fixált, paraffin beágyazású blokkokból nyerték.Aműszerek közti pontosság vizsgálatát a
vizsgálóhelyenvégeztékel,afestésegymásutánimetszetekkelaBOND-MAXésBOND-III
platformokontörtént.3esetaminta/tumorjelenlétemiattnemmegfelelőneklettnyilvánítva,
éselletttávolítvaavizsgálatból.
AzonostételszámúBondOracleHER2IHCSystemésBONDInstrumentsegédreagenseket
használtakmindenműszeren.Metszeteketvisszamenőleg.Ametszeteketavizsgálóhelyen
egyetlen,tapasztaltvizsgálóértékelteaműszerekköztiprecizitásmeghatározásacéljából.
Aműszerekköztiprecizitáskiértékelésealapján94,2%-os(130/138)2x2-eskonkordancia
volt tapasztalhatóapozitív(2+,3+)ésanegatív(0,1+)esetekközött95%-osCI(88,9–
97,5%);valamint87,0%-os(120/138)3x3-askonkordanciaapozitív(3+),abizonytalan(2+)
ésanegatív(0,1+)esetekközött95%-osCI(80,2–92,1%)mellett.
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BOND-MAX

Negatív (0/1+) Pozitív (2/3+) Összesen

BOND-III

Negatív (0/1+) 80 1 81

Pozitív (2/3+) 7 50 57

Összesen 87 51 138

Átlagoskonkordancia(95%CI)=94,2%(88,9–97,5%)
14. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC System festődés 2x2-es átlagos konkordanciája a BOND-MAX és BOND-III platformo-
kon.

BOND-MAX

Negatív (0/1+) Bizonytalan (2+) Pozitív (3+) Összesen

BOND-III

Negatív (0/1+) 80 1 0 81

Bizonytalan (2+) 6 5 1 12

Pozitív (3+) 1 9 35 45

Összesen 87 15 36 138

Átlagoskonkordancia(95%CI)=87,0%(80,2–92,1%)
15. táblázat A Bond Oracle HER2 IHC System festődés 3x3-as átlagos konkordanciája a BOND-MAX és BOND-III platformo-
kon.

Összességébenazebbőlavizsgálatbólnyertadatokaztbizonyítják,hogyaLeicaBiosystems
BOND-MAXésBOND-IIISystemsközöttmagaskonkordanciaállfennaBondOracleHER2
IHCSystemhasználataesetén.
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A hiba A hiba oka Teendő

Nem jön létre immun-
hisztokémiai festődés

A festés a befejezés előtt 
félbeszakadt

A BOND programmal ellenőrizze, hogy 
voltak-e hibaüzenetek a festés alatt, majd 
járjon el a BOND program által javasolt 
módon.

Helytelen protokoll lett 
kiválasztva

Ellenőrizze, hogy a megfelelő 
alapértelmezett értéket az Add slide 
(metszet hozzáadása) panel festési Protocol 
(protokoll) mezőjének *IHC Protocol H 
részében.

A metszetek 
paraffinmentesítése nem 
megfelelő

Ellenőrizze, hogy az Add slide (metszet 
hozzáadása) panel Preparation (előkészítés) 
mezőjében a *Dewax mód legyen 
kiválasztva.

Nem megfelelő reagens lett 
adagolva

Ellenőrizze, hogy minden BOND reagens a 
megfelelő tartályhoz van-e hozzárendelve, 
és megfelelően van-e elrendezve a 
berendezésben.

A BOND Wash oldat 
nátriumaziddal 
szennyeződött

A megfelelő munkaerősséghez használjon 
friss BOND Wash oldatot.

Gyengén specifikus 
immun-hisztokémiai 
festődés

Nem megfelelő epitop 
visszanyerés

Ellenőrizze, hogy a megfelelő BOND Epitope 
Retrieval reagensek a megfelelő tartályokhoz 
vannak-e rendelve, és a BOND program 
alapértelmezésében a megfelelő epitop 
visszanyerési protokoll van *HIER 25 min with 
*ER1 (97).

A tesztminta fixálása 
vagy feldolgozása nem 
megfelelő

Ellenőrizze, hogy formalin alapú fixálót 
használtak-e, valamint hogy a feldolgozási 
lépések megfelelőek-e a vizsgált mintához.

Bond Oracle HER2 IHC  
System a lejárati dátum 
után lett felhasználva

Ellenőrizze, hogy a Bond  Oracle HER2 IHC 
System csak a lejárati dátumon belül legyen 
felhasználva.
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Túl erősen specifikus 
immun-hisztokémiai 
festődés

Nem megfelelő epitop 
visszanyerés

Ellenőrizze, hogy a megfelelő BOND 
Epitope Retrieval reagensek a megfelelő 
tartályokhoz vannak-e rendelve, és a BOND 
program alapértelmezésében a *HIER 25 min 
with *ER1 (97) protokoll szerepel-e.

Fixálási eltérések Ellenőrizze, hogy formalin alapú fixálót 
használtak-e, valamint hogy a feldolgozási 
lépések megfelelőek-e a vizsgált mintához. 
Lehetőség szerint végezzen új tesztet egy 
másik blokkal. Ha ez nem lehetséges, a 
legjobb fixálási mintát mutató területet 
értékelje ki egy megfelelő H&E festésű 
metszet segítségével.

A hiba A hiba oka Teendő

Nem specifikus 
háttérfestődés

Nem megfelelő reagens 
lett adagolva

Ellenőrizze, hogy minden BOND reagens a 
megfelelő tartályhoz van-e hozzárendelve, 
és megfelelően van-e elrendezve a 
berendezésben.

A metszetek 
paraffinmentesítése nem 
megfelelő

Ellenőrizze, hogy az Add slide (metszet 
hozzáadása) Preparation (előkészítés) 
mezőjében a *Dewax mód legyen kiválasztva.

Nem specifikus 
immun-hisztokémiai 
keresztreakció a szövetben

A normál szöveti keresztreakciókról 
lásd a Bond Oracle HER2 IHC System 
kézikönyvének 13. táblázatát.

Nem specifikus 
immun-hisztokémiai 
keresztreakció a szövet 
nekrotikus területein

Ellenőrizze, hogy formalin alapú fixálót 
használtak-e, valamint hogy a feldolgozási 
lépések megfelelőek-e a vizsgált mintához. 
Lehetőség szerint végezzen új tesztet egy 
másik blokkal. Ha ez nem lehetséges, a 
legjobb fixálási mintát mutató területet 
értékelje ki egy megfelelő H&E festésű 
metszet segítségével.

A festés után száradási 
műtermék keletkezik

Ha a metszeteket éjszakai festéssel kell 
megfesteni, célszerű alkalmazni a BOND 
késleltetett indítási funkcióját.  A metszetek 
kiszáradásának megelőzésére ellenőrizze, 
hogy kellő mennyiségű desztillált vagy 
ionmentesített víz álljon rendelkezésre erre 
az időszakra az adagolóban.

A metszetek egyes 
részei összetapadtak 
a kikeményedett 
adalékanyagok miatt

Használjon tapadásgátló tárgylemezeket 
(Leica BOND Plus Slides, termékkód: 
S21.2113 vagy Apex BOND Slides 
termékkód: 3800040).
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A szövet leválik a beteg/
kontroll lemezről

Nem megfelelő lemezeket 
használt vagy nem 
megfelelő elvezetést 
alkalmazott a metszeten

Használjon megfelelő lemezeket a beteg-/
ellenőrzőmetszetekhez (Leica BOND 
Plus Slides, termékkód: S21.2113 vagy 
Apex BOND Slides termékkód: 3800040). 
Ellenőrizze, hogy a metszetek elvezetése 
megfelelő legyen, és 12–18 órán át 37 °C-on 
inkubálva legyenek (egész éjjel). Az erősebb 
tapadást igénylő metszetek esetén további 
egy órán át 60 °C-on inkubálás javasolt.

16. táblázat. Bond Oracle HER2 IHC System hibaelhárítási útmutató.

HaaBondOracleHER2IHCSystemrendszerrelkapcsolatosproblémakívülesikahibaelhárítási
útmutató (lásd16. táblázat) tárgykörén, továbbisegítségért lépjenkapcsolatbaahelyiLeica
BiosystemsMűszakiszervizrészleggelvagyaforgalmazóval.
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Az előző verzió módosításai 
Műszerekközöttipontosság(BOND-MAXvsBOND-III).
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