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Bond™ Oracle™ HER2 IHC-system
Brugsanvisning

Til brug pa Leica Biosystems’ BOND" fuldautomatiske avancerede farvningssystem.

Product Code TA9145 er designet til farvning af 60 test (150 objektglas):
60 testobjektglas med HER2 Primary Antibody

60 testobjektglas med HER2 Negative Control

15 HER2-kontrolobjektglas med HER2 Primary Antibody
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Tiltaenkt brug
Til in-vitro-diagnostisk brug

Bond Oracle HER2 IHC System en semi-kvantitativ immunhistokemisk (IHC) analyse to
bestemmelse af HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) oncoprotein-status i
brystkreeft-vaev, som gennemfgres med henblik pa histologisk evaluering. Bond Oracle HER2
IHC System er indikeret som en hjeelp i vurderingen af patienter, som overvejes indstillet til
Herceptin® (trastuzumab)-behandling (se indlaegssedlen i Herceptin®-pakken).

Bemaerk! Alle patienter i de kliniske Herceptin®-forsgg blev udvalgt ved hjeelp af en
forskningsmaessig immunocytokemisk analyse til kliniske forsgg (CTA). Ingen af patienterne
i disse forsag blev valgt ved brug af Bond Oracle HER2 IHC System. Bond Oracle HER2 IHC
System blev sammenlignet med Dako HercepTest™ pa et uafhaengigt seet prever og fandtes
at give acceptable, overensstemmende resultater som angivet i resuméet over den kliniske
overensstemmelse. Den faktiske korrelation mellem Bond Oracle HER2 IHC System og det
kliniske resultat er ikke blevet pavist.

Resumé og forklaring

Baggrund

Bond Oracle HER2 IHC System indeholder det musemonoklonale anti-HER2-antistof, klon
CB11. Klon CB11, der oprindeligt blev udviklet af Corbett et al (1) og fremstillet af Novocastra
Laboratories Ltd (nu Leica Biosystems Newcastle Ltd.), rettes mod det interne omrade af HER2-
onkoproteinet.

Hos en mindre del patienter med brystkraeft bliver HER2-onkoproteinet overudtrykt som et led i
processen til ondartet omdannelse og svulstveekst (2). Overekspression af HER2-onkoproteinet
i brystkreeftceller pegede pa, at HER2 kunne vaere et mal for behandling med antistof.
Herceptin® er et humaniseret monoklonalt antistof (3), som binder sig med hgj affinitet til HER2-
onkoproteinet, og som har vist sig at inhibere formeringen af menneskelige svulstceller, som
overudtrykker HER2-onkoprotein in vitro og in vivo (4-6).

Den farste immunhistoperoxidaseteknik blev rapporteret af Nakane og Pierce (7). Siden
da er teknikken udviklet flere gange, hvilket har fgrt til gget felsomhed i forhold til tidligere
teknikker. En ny udvikling har veeret anvendelse af polymermaerkning. Denne teknologi har
veeret anvendt for bade primaere antistoffer og immunhistokemiske detektionssystemer (8).
Detektionssystemet Compact Polymer™, der anvendes af Bond Oracle HER2 IHC System, er
en del af en serie med nye, kontrollerede polymeriseringsteknologier, der er udviklet specielt til
fremstilling af polymere HRP-linker-antistofkonjugater. Da denne polymerteknologi anvendes
i Oracle-produktserien, opstar problemet med uspecifik farvning, der kan forekomme med
streptavidin/biotin-detektionssystemer pa grund af endogent biotin, ikke.

Udtryk for HER2

HER? -onkoproteinet udtrykkes pa niveauer, der kan registreres af immunhistokemi i op til 20 % af
adenocarcinomer fra forskellige steder. Mellem 10 % og 20 % af invasive duktale carcinomer fra
brystet af positive over for HER2 -onkoproteinet (9). 90 % af tilfeeldene af duktal comedo-carcinoma
in-situ (DCIS) er positive (10) sammen med neesten alle tilfeelde af Pagets-sygdom i brystet (11).

Resumé over klinisk overensstemmelse

Bond Oracle HER2 IHC System blev udviklet som et alternativ til den forskningsmaessige CTA,
der blev anvendti de kliniske Herceptin®-undersgagelser. Effektiviteten af Bond Oracle HER2 IHC
System til bestemmelse af HER2 -onkoprotein-overekspression blev evalueret i en uafhaengig
undersggelse, hvor resultaterne fra Bond Oracle HER2 IHC System blev sammenlignet med
Dako HercepTest pa 431 brystkreeft-praver fra USA. Ingen af disse stammede fra patienter i de
kliniske Herceptin®-forsgg. Resultaterne indikerede en 92,34 % overensstemmelse i en 2x2-
analyse (95 % konfidensintervaller pa 89,42 % til 94,67 %) og 86,54 % i en 3x3-analyse (95 %
konfidensintervaller pa 82,95 % til 89,62 %) mellem resultaterne fra de to analyser.
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Procedureprincipper

Bond Oracle HER2 IHC System indeholder de ngdvendige komponenter til at gennemfgre en
immunhistokemisk farvningsprocedure af formalinfikserede, paraffinindstebte vaevspraver.
Efter inkubation med HER2 Primary Antibody (klon CB11), der er klar til brug, anvender dette
system en kompakt polymerteknologi, der er klar til brug. Den enzymatiske omdannelse af det
efterfglgende tilsatte chromogen medferer dannelse af et synligt reaktionsprodukt pa antigen-
stedet. Vaevssnittene kan derefter kontrastfarves, dehydreres, renses og monteres med deekglas.
Resultaterne tolkes ved brug af et lysmikroskop. Kontrolobjektglas med fire formalinfikserede,
paraffinindstebte humane brystkreeftcellelinjer medfalger til validering af farvningskersler. De
fire cellelinjer demonstrerer HER2 -onkoprotein-ekspressionen ved farvningsintensiteter pa 0,
1+, 2+ og 3+. Farvningsintensiteten for disse cellelinjer er blevet afstemt med bade antallet af
HER2-onkoprotein receptorer pr. celle og HER2-gen-amplifikationsstatus.

Bond Oracle HER2 IHC System (product code TA9145) er beregnet til brug pa Leica Biosystems’
BOND fuldautomatiske avancerede farvningssystem.

Medfelgende komponenter

De materialer, der er anfert nedenfor (tabel 1), er tilstreekkelige til at farve 150 objektglas (60
testobjektglas inkuberet med HER2 Primary Antibody, 60 testobjektglas inkuberet med den
tilsvarende HER2 Negative Control, 15 HER2 Control Slides inkuberet med HER2 Primary
Antibody og 15 positive in-house-vaevskontroller inkuberet med HER2 Primary Antibody). Antallet
af test er baseret pa brugen af en 150 yL automatiseret dispensering per objektglas. Saettet
indeholder materialer, der er tilstraekkelige til maksimalt 15 individuelle BOND -farvningskersler.

Snit af formalinfikserede, paraffinindstebte humane brystkraeftcel-

HER2 Control Slides, | |gjinjer, som demonstrerer HER2-onkoproteinekspressionen ved

(x15) farvningsintensiteter pa 0, 1+, 2+ og 3+, nar de farves i henhold til
den medfelgende protokol. Disse snit er fuldt monteret og kraever
ikke yderligere bagning.

HER2 Primary Indeholder klar-til-brug affinitets-isoleret, musemonoklonalt IgG-

Antibody, 13,5 mL

antistof, klon CB11 og 0,35 % ProClin™950.

HER2 Negative
Control, 9 mL

Inderholder klar-til-brug muse-IgG i en koncentration aekvivalent
til HER2 Primary Antibody og 0,35 % ProClin™950.

Peroxide Block,
22,5 mL

Indeholder 3-4 % hydrogenperoxid.

Post Primary, 22,5 mL

Kanin-anti-mus 1gG (<10 pg/mL) i Tris-buffer-saltvand
indeholdende 10 % (v/v) animalsk serum og 0,09 % ProClin~ 950.

Polymer, 22,5 mL

Poly-HRP gede anti-kanin IgG (<25 pg/mL) i Tris-buffer-saltvand
indeholdende 10 % (v/v) animalsk serum og 0,09 % ProClin~ 950.

DAB Part 1, 2,25 mL

Indeholder 66 mM 3,3’-diaminobenzidin tetrahydroklorid, i en
stabiliseringsopl@sning.

DAB Part B (x2),
22,5mL

Indeholder 0,1 % (v/v) hydrogenperoxid.

Hematoxylin, 22,5 mL

Indeholder <0,1 % hematoxylin.

Tabel 1. Bond Oracle HER2 IHC System-komponenter
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Instruktioner for anvendelse

Alle reagenser er sammensat specifikt til brug sammen med denne test, og lothumre er
specifikke for hvert Bond Oracle HER2 IHC System. For at testen virker som specificeret, ma
der ikke foretages substitutioner.

Opbevaring og stabilitet

Opbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Anbringes igen i temperaturer mellem 2 til 8 °C lige efter
brug. Hvis der afviges fra disse betingelser, er testen ugyldig. Serg for, at Bond Oracle HER2
IHC System anvendes inden den angivne udlgbsdato. Fglgende er tegn pa, at Bond Oracle
HER2 IHC System er kontamineret og/eller ustabil: oplgsningerne er uklare, der udvikles lugt,
og der er bundfald. Hvis reagenser opbevares under andre betingelser, end dem som er angivet
ovenfor, skal disse valideres af brugeren.

Klargering af praver

Alle praver skal klarggres for at konservere vaevet med henblik pa immunhistokemisk farvning.
Standardmetoder for vaevsbehandling ber bruges til alle praver (12).

Detanbefales, at vaevsprgverne klargares i formalinbaserede fiksativer, behandles rutinemaessigt
og paraffinindkapsles. For eksempel ber resektionspraver udskaeres i en tykkelse pa 3 eller
4 mm og fikseres i 18-24 timer i 10 % neutral bufferjusteret formalin. Veevsprgverne skal
derefter dehydreres i en raekke alkoholer og renses i xylen efterfulgt af infiltrering med smeltet
paraffinvoks ved hgjst 60 °C. Veevsprover skal skeeres i snit pa 3-5 pm.

Objektglassene, der kraeves til  HER2-onkoproteinevaluering og verificering af
svulsttilstedeveerelse, ber klargares pa samme tid. For at bevare antigeniciteten skal vaevssnit,
der er monteret pa objektglas (Leica BOND Plus Slides — produktkode S21.2113 eller Apex
BOND Slides - produktkode 3800040) farves inden 4-6 uger efter de er skaret, hvis de
opbevares ved stuetemperatur (18-24 °C). Efter skaering anbefales det, at objektglassene
inkuberes i 12-18 timer (natten over) ved 37 °C. Snit, der kraever yderligere montering, kan
inkuberes ved 60 °C i yderligere en time.

| USA kraever Clinical Laboratory Improvement Act fra 1988 i 42 CFR 493.1259 (b) at
"Laboratoriet skal opbevare farvede objektglas i mindst ti ar efter undersggelsesdatoen samt
opbevare prgveblokke i mindst to ar efter undersggelsesdatoen".

Advarsler og forholdsregler

Ma kun anvendes af uddannet fagpersonale.

En eller flere af komponenterne i produktet er sundhedsskadelige.

Som hovedregel ma personer under 18 ar ikke arbejde med produktet. Brugere skal have
grundig indfering i de rigtige arbejdsprocedurer, produktets sundhedsskadelige egenskaber og
ngdvendige sikkerhedsforanstaltninger.

Symptomer pa overeksponering for ProClin™ 950, der anvendes som konserveringsmiddel i
Oracle-reagenser, kan omfatte lokalirritation af gjne og hud samt irritation af slimhinder og de
gvre luftveje. Koncentrationen af ProClin™ 950 i dette produkt er op til maks. 0,35 %. Disse
lgsninger opfylder ikke OSHA-kriterierne for sundhedsskadelig substanser. Et Material Safety
Data Sheet kan rekvireres eller findes pa www.LeicaBiosystems.com.

Prover skal for og efter fiksering, ligesom alle materialer eksponeret for pragverne, handteres
som potentielt smittefarlige og bortskaffes under iagttagelse af passende forholdsregler.
Pipetter aldrig reagenser med munden og undga, at reagenser og praver kommer i kontakt med
huden eller slimhinder. Hvis reagenser eller praver kommer i kontakt med fglsomme omrader,
skal der skylles efter med rigelige meengder vand. Sgg leege. Konsulter landsdaekkende og
lokale love og regler vedrgrende bortskaffelse af alle potentielt toksiske komponenter.

Minimer mikrobiel kontaminering af reagenserne, da der ellers kan forekomme gget uspecifik
farvning.

Side 5 of 24

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Instructions for Use TA9145 ROW-DA-CE-Rev_C 13/01/2020



Procedure

A. Nadvendige reagenser, der ikke medfalger

BOND Dewax Solution (produktkode AR9222)

BOND Epitope Retrieval Solution 1 (produktkode AR9961)

BOND Wash Solution x10 Concentrate (produktkode AR9590)
Standardoplgsningsmidler anvendt i immunhistokemi (f.eks. ethanol, absolut og 95 %)
Xylen (eller xylen-erstatninger)

Monteringsmedium

Destilleret eller de-ioniseret vand

B. Ngdvendigt udstyr, der ikke medfelger

Leica Biosystems’ BOND-MAX og BOND-III fuldautomatiske avancerede
farvningssystem(er)

BOND Universal Covertiles™ (produktkode S21.2001, S21.4583 eller S21.4611)
BOND Mixing Stations (produktkode S21.1971)

Terreovn, som er i stand til at opretholde 60 °C

Lysmikroskop (4-40x objektivforstarrelse)

Objektglas (Leica BOND Plus Slides — produktkode S21.2113 eller Apex BOND Slides -
produktkode 3800040)

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

C. Metodologi

Inden ibrugtagning af denne metodologi skal brugeren veere opleert i "BOND"-
fuldautomatiserede immunhistokemiske teknikker.

For hvert prgvesnit, der skal farves med HER2 Primary Antibody , skal der farves et
identisk snit med HER2 Negative Control. Det negative kontrolsnit muligger differentiering
mellem specifik og uspecifik farvning pa antigen-stedet. Hver BOND-farvningskearsel skal
indeholde et HER2 Control Slide. Hvis cellelinjerne ved slutningen af farvningsprotokollen
ikke demonstrerer de korrekte farvningsmegnstre (se Bond Oracle HER2 IHC Systems
Interpretation Guide), skal kerslen anses for at vaere ugyldig.

D. Oversigt over objektglas
Der skal bruges en ny BOND Universal Covertile (produktkode S21.2001, S21.4583 eller
S21.4611) for hvert objektglas. Brugen af BOND Universal Covertiles, som tidligere har
veeret brugt til enten immunhistokemisk eller in-situ-hybridiseringsfarvning er ikke blevet
valideret til denne test.

Objektglasbakkens opbygning (tabel 2) sikrer, at Bond Oracle HER2 IHC System reagerer
optimalt, sa alle 60 test kan anvendes.
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Place- Beskrivelse af Reagens Vaevs- | Objektglasikon
ring af objektglas type
objekt-
glas
1 Tilfeelde 1 *HER2 Negative Test CI
Control W D e iz
2 Tilfeelde 2 *HER2 Negative Test 7o
Control et i
3 Tilfeelde 3 *HER2 Negative Test =
Control e o e Wi
4 Tilfeelde 4 *HER2 Negative Test CI
Control ek o e i
5 Tilfeelde 1 *HER2 Primary Test 7T
Antibody e o e i)
6 Tilfeelde 2 *HER2 Primary Test ER =)
Antibody TR ——
7 Tilfeelde 3 *HER2 Primary Test
Antibody
8 Tilfeelde 4 *HER2 Primary Test 7 =
Antibody PR ——
9 HER2 Control Slide | *HER2 Primary Positiv | [ = +~ TN
Antibody W e
10 In-house- *HER2 Primary Positiv 4 7
veevskontrol Antibody Wt o e i)

Tabel 2. Objektglasbakkens opbygning med visning af veevstype og reagens

E. Proceduretrin
Folg nedenstaende trin for at klarggre en objektglasbakke med den opbygning, der er
beskrevet i tabel 2. Disse anvisninger skal la&eses sammen med BOND System User Manual.
1. Serg for, at beholderne til sundhedsfarligt affald pa BOND -instrumentet har tilstraekkelig
kapacitet til de ngdvendige farvningskersler.

2. Sgrg for, at der er tilstraekkeligt alkohol, destilleret eller de-ioniseret vand, BOND Dewax
Solution (leveres klar-til-brug), BOND Epitope Retrieval Solution 1 (leveres klar-til-
brug) og BOND Wash Solution (leveres som x10 koncentrat) i reagensbeholderne til de
ngdvendige farvningskarsler.

3. Sarg for, at der er monteret en ren BOND Mixing Station.
4. Teend det fuldautomatiske, avancerede BOND-farvningssystem.

5. Teend den BOND controlleren, der er sluttet til det fuldautomatiske, avancerede BOND-
farvningssystem.

6. Abn BOND-softwaren.

7. Hvis du anvender et nyt Bond Oracle HER2 IHC System, skal stregkoderne pa

reagensbakken scannes med en handholdt scanner, s& systemet anferes pa BOND-
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reagenslisten.
8. Ga til skeermen til opsaetning af objektglas, og klik pa Add case.

9. Indtast oplysningerne for det farste tilfeelde. Sarg for, at dispenseringsvoluminen indstilles
til 150 pL, og at klargeringsprotokollen er *Dewax. Klik pa OK.

10.Kontrollér, at tilfeeldet er fremhaevet pa skaermen til opsaetning af objektglas, og klik pa
Add slide.

11.Tilfgj forst patienttestobjektglas. Sarg for, at veevstypen er indstillet til Test tissue.

12.Bekreeft, at dispenseringsvoluminen indstilles til 150 L, og at klarggringsprotokollen er
*Dewax.

13.Veelg farvningstilstandsveerdien Single og Oracle (klik ikke pa Oracle control).
14.Veelg processen IHC.

15.Veelg *HER2 Negative Control fra listen. Fanen Protokoller vaelger som standard den rigtige
farvningsprotokol (*IHC Protocol H) og HIER-protokol (*HIER 25 min with ER1 (97)).

16.Klik pa Add slide. Objektglasset med negativ kontrolreagens oprettes.

17.Veelg i dialogboksen "Add slide" *HER2 Primary Antibody fra listen. Standardprotokoller og
alle andre indstillinger forbliver usendret.

18.Klik pa Add slide. Testobjektglasset oprettes.
19.Gentag trin 8 til 18, indtil alle tilfeelde og patienttestobjektglas er oprettet.

20.0Opret derefter HER2 Control Slide. Fgj det til det sidste tilfeelde, eller opret et nyt tilfeelde
for kontrolobjektglas afhaengigt af standardpraksis pa laboratoriet.

Vigtigt! Det er ngdvendigt i Bond Oracle HER2 IHC System, at der indgar et HER2
-kontrolobjektglas i hver karsel (dvs. objektglasbakke), for at analysen er gyldig.

21.1 dialogboksen "Add slide" skal veevstypen indstilles til Positive tissue.
22.Klik pa Oracle control.

23.Veelg lotnummer for HER2 Control Slide pa listen Lot No. Lotnummeret fremgar af
meerkatomradet pa objektglasset.

Vigtigt! HER2 Control Slide skal komme fra det Bond Oracle HER2 IHC System , der skal
bruges.

24 Veelg *HER2 Primary Antibody fra listen. Bevar dispenseringsvolumen, farvningstilstand,
proces og protokolindstillinger.

25.Klik pa Add slide for at tilfgje HER2 Control Slide.
26.Tilfgj til sidst et positivt in-house-vaevskontrolobjektglas.
27.Fraveelg Oracle control.

28.Veelg *HER2 Primary Antibody fra listen. Bevar dispenseringsvolumen, farvningstilstand
samt proces og protokolindstillinger. Vaevstypen forbliver Positive tissue.

29.Klik pa Add slide. Oprettelsen af objektglas er nu afsluttet.

30.Udskriv objektglasmeerkater. Alle Oracle -objektglasmaerkater har “OC” patrykt. Meerkaten
til HER2 Control Slide indeholder ogsa lotnummeret til Bond Oracle HER2 IHC System.
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31.Saet meaerkaterne pa objektglassene.

32.Abn l&gene pé alle Bond Oracle HER2 IHC System-beholdere, og anbring reagensbakken
pa BOND.

33.Anbring objektglassene pa objektglasbakken i den reekkefalge, der er angivet i afsnit D,
tabel 2. Anvend nye Covertiles.

34.Anbring objektglasbakken pa BOND, og tryk pa knappen Load/Unload.

35.Bekraeft, at objektglassene er blevet scannet, og klik pa knappen Run (Play) pa skeermen
Systemstatus.

36.Sgrg for, at Proc (OK) vises i bakkeindikatorfeltet, og at batchnummer og afslutningstid
vises.

37.Nar kerslen er afsluttet, skal du trykke pa knappen Load/Unload og fierne
objektglasbakkerne fra BOND.

38.Fjern Covertiles, og rens objektglassene med de-ioniseret vand.

39.Dehydrer, rens og monter snit.

Kvalitetskontrol

Forskelle i vaevsfiksering, behandling og indstgbning i brugerens laboratorium kan medfere
signifikante variationer i resultaterne og nedvendiggere regelmaessig udferelse af in-house
kontroller ud over de HER2 Control Slides, som leveres af Leica Biosystems’ i Bond Oracle
HER2 IHC System. | USA kan man radfgre sig med retningslinjerne for kvalitetskontrol fra
College of American Pathologists (CAP) Certification Program for Immunohistochemistry; se
ogsa CLSI (tidligere NCCLS) Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline
(12) og Special Report: Quality Control in Immunohistochemistry (13). Se desuden de forskellige

immunhistokemiske kvalitetskontroller og deres formal i tabel 3 nedenfor.

Prove* Beskrivelse HER2 Primary HER2 Negative
Antibody-farvning Control-
farvning
HER2 Som leveret i Bond Oracle Kontrollerer farvnings-
Control Slide | HER2 IHC System. proceduren og indikerer
gyldigheden af reagen-
sens effekt.
Positivt Veev indeholdende Kontrollerer alle trin
in-house- mal-antigen. Den ideelle i analysen. Validerer
kontrolvaev kontrol er svagt positivt veevsklargering og
farvet veev, s& sma Bond Oracle HER2 IHC .
forandringer i det primeere System-farvningseffekt. Detekp(')n af
antistofs sensitivitet kan uspecifk bag-
detekteres. grundsfarvning
Negativ Veev eller celler, som Detektion af uspecifik
in-housekon forventes at veere krydsreaktivitet for anti-
trolvaevsko negative (kunne vaere stof til celler/cellekompo-
mponentrol indeholdt i patientvaev nenter.
vaevskompo eller positive/negative
nent kntrolveevskomponenter).
kontrolvaevskomponenter).

*Fikseret og behandlet som patientprove
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Tabel 3. Immunhistokemiske kvalitetskontroller og deres formal

Kontrolveevet skal veere biopsipraeparater eller kirurgiske prgver, der formalinfikseres,
behandles og paraffin-indstgbes sa hurtigt som muligt pa samme made som patientpreven/
patientpraverne. Prgverne skal handteres korrekt for at konservere veevets antigenicitet med
henblik pa immunhistokemisk farvning. Standardmetoder for veevsbehandling ber bruges til alle
praver (12).

HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody

Hvert af de leverede HER2 Control Slides indeholder fire formalinfikserede, paraffinindstebte
humane brystkreeft cellelinjekerne med farvningsintensitets-scoringer pa 0, 1+, 2+ og 3+. Et
objektglas ber farves i hver farvningskegrsel (dvs. objektglasbakke). Den korrekte evaluering
af HER2 Control Slide, som leveres af Leica Biosystems’, indikerer testens validitet (se Bond
Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide). HER2 Control Slides, der fglger med dette
system, validerer kun reagensens effekt og ikke veevsklargaringen.

Positiv in-house-kontrolvavskomponent — HER2 Primary Antibody

Hvis de positive in-house-kontrolvaevskomponenter anvendes, skal de veaere friske
biopsipraeparater eller kirurgiske prever, der fikseres, behandles og indstgbes sa hurtigt som
muligt pA samme made som patientpraven/patientpreverne. Positive vaevskontroller tyder pa
korrekt klargjorte vaevsprgver og korrekte farvningsteknikker. En positiv kontrolkomponent bgr
inkluderes i hver testkgrsel. De positive vaevskontroller bgr vise svag positiv farvning, sa de kan
afdaekke underliggende aendringer i det primeere antistofs sensitivitet.

Bemzerk! Kendt positivt kontrolvaev bgr kun anvendes til overvagning af den korrekte effekt af
behandlede vaevspraver og testreagenser, IKKE som en hjaelp til udarbejdelse af en specifik
diagnose ud fra patientpraverne. Hvis det positive kontrolvaev ikke viser korrekt positiv farvning,
bgr resultaterne fra patientpraverne betragtes som ugyldige.

En multiveevs-kontrolblok indeholdende svulster fra alle 4 HER2-gradueringer kan ogsa
anvendes effektivt som passende in-house-kontrolmateriale.

Negativ in-house-kontrolvaeevskomponent — HER2 Primary Antibody

Hvis de negative in-house-kontrolkomponenter anvendes, skal de veere friske biopsipraeparater
eller kirurgiske praver, der fikseres, behandles og indstgbes sa hurtigt som muligt pa samme
made som patientprgven/patientprgverne. Brug et kontrolvaev (kendt som vaerende HER2-
onkoprotein-negativ) ved hver farvningskersel for at verificere specificiteten af det primaere
antistof og for at give en indikation af uspecifik baggrundsfarvning. Variationen af forskellige
celletyper, som er til stede i de fleste vaevssnit, giver internt negative kontrolsteder (dette bar
verificeres af brugeren). Normale brystkanaler uden svulster kan bruges som reference for
analysens validitet. Hvis der forekommer specifik farvning i det interne negative kontrolveev, bar
resultaterne fra patientens praver betragtes som ugyldige.

En multiveevs-kontrolblok fra alle fire HER2-gradueringer kan anvendes til negativt og positivt
kontrolveev.

Patientvaev — HER2 Negative Control

Brug den medfeglgende HER2 Negative Control i stedet for HER2 Primary Antibody sammen
med et snit af hver patientprgve for at vurdere uspecifik farvning og til at give bedre tolkning af
specifik HER2-onkoprotein-farvning pa antigen-stedet.

Patientvaev — HER2 Primary Antibody

Intensiteten af positiv farvning bgr vurderes i sammenhaeng med eventuel uspecifik
baggrundsfarvning med HER2 Negative Control. Som med alle immunhistokemiske test
betyder et negativt resultat, at antigenet ikke blev pavist, ikke at antigenet var fraveerende i
de analyserede celler eller det analyserede veev. Se Screeningsraekkefglge for objektglas,
Begraensninger, Reproducerbarhedsforseg og Immunoreaktivitet for at finde mere specifikke
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oplysninger om Bond Oracle HER2 IHC System-immunoreaktivitet.

Verificering af analysen

Inden ferste brug af et antistof eller farvningssystem i en diagnostisk procedure bgr brugeren
verificere antistoffets specificitet ved at teste det pa en reekke af laboratoriets egne veevsprgver
(in-house) med kendte immuncytokemiske effektivitetskarakteristika, som repraesenterer kendt
positivt og negativt veev. Se kvalitetskontrolprocedurerne, der tidligere er beskrevet i denne sektion
af indlaegssedlen, samt kvalitetskravene i CAP Certification Program for Immunohistochemistry
og/eller CLSI (tidligere NCCLS) Quality Assurance for Imnmunocytochemistry, Approved Guideline
(12). Disse kvalitetskontrolprocedurer ber gentages for hver ny antistof-lot, eller nar som helst
der sker eendringer i analyseparametre. Humant invasive (infiltrerende) brystcarcinomer med
kendte HER2-onkoprotein-farvningsintensiteter fra 0 til 3+ og andre egnede negative vaevstyper
er egnede til analyseverifikation.

Fortolkning af farvning

Til bestemmelse af HER2-onkoprotein-ekspression bgr kun membran-farvningsintensiteten og
-mgnsteret vurderes ved hjeaelp af skalaen, der vises i tabel 4. Evalueringen af objektglas ber
udfgres af en patolog ved brug af et lysmikroskop. Til evaluering af den immunhistokemiske
farvning og scoringen er et objektiv med 10x forstarrelse passende. Brugen af et 20-40x
forstgrrelsesobjektiv er nyttigt til bekreeftelse af scoren. Cytoplasmisk farvning bgr betragtes
som uspecifik farvning og ma ikke inkluderes i vurderingen af membran-farvningsintensiteten
(14). Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide indeholder repraesentative billeder af
farvningsintensiteter og kan fungere som hjeelp til at skelne mellem 0, 1+, 2+ og 3+ farvning. Der
bar kun sgges resultater vedrgrende praver fra patienter med invasivt brystcarcinom. | tilfeelde
med carcinom in situ og invasivt carcinom i samme prgve bgr der kun ses efter resultater fra
den invasive komponent.

Immunhistokemisk farvningsmonster Score |Vurdering

Der ses ingen farvning, eller membranfarvning ses i

mindre end 10 % af svulstcellerne. 0 Negativ

En svag/neesten ikke registrerbar membranfarvning ses i
mere end 10 % af svulstcellerne. Cellerne er kun farvede i 1+ Negativ
en del af deres membran.

En svag til moderat, fuldstaendig membranfarvning ses i o4 Dobbelttydigt
mere end 10 % af svulstcellerne. (Svagt positiv)

En steerk fuldsteendig membranfarvning ses i mere end

10 % af svulstcellerne. 3+ Steerkt positiv

Tabel 4. Fortolkning af HER2-farvning

Bond Oracle HER2 [IHC System-farvningsresultaterne tolkes som negative for
HER2-onkoprotein-ekspression (0 og 1+ farvningsintensitet), dobbelttydige (svagt positive) (2+
farvningsintensitet) og steerkt positive (3+ farvningsintensitet). Bond Oracle HER2 IHC System
er ikke beregnet til at give prognostiske informationer til patienten og/eller laegen og er ikke
blevet valideret til dette formal. For hver farvningsvurdering ber objektglassene undersgges
i den reekkefolge, der er vist nedenfor for at bestemme farvningskerslens validitet samt for at
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muliggere semi-kvantitativ vurdering af vaevsprgvernes farvningsintensitet.

Screeningsrakkefolge for objektglas
Objektglas skal screenes i falgende raekkefglge:

1. HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody
En gyldig analyse med Oracle HER2 Control Slide viser fglgende:
» Tilstedeveerelse af kraftig brun fuldsteendig cellemembranfarvning i 3+ kontrolcellelinjen
SK-BR-3.
» Tilstedeveerelse af svag til moderat brun fuldsteendig cellemembranfarvning i
2+ kontrolcellelinjen MDA-MB-453.

» Tilstedeveerelse af  svag/neesten ikke registrerbar  brun ufuldsteendig
cellemembranfarvning i 1+ kontrolcellelinjen MDA-MB-175.

* Ingen farvning i 0 kontrolcellelinjen MDA-MB-231.

Vigtigt! En egenskab ved MDA-MB-175 1+ kontrolcellelinjen er et tydeligt veekstmgnster, som
cellerne danner grupper i. Disse grupper danner en kontinuerlig klar greenseregion pa tveers
af cellegruppen. Denne greensefarvning er kraftigere end for resten af cellemembranen. Det
er den svage/naesten ikke registrerbare ufuldsteendige cellemembranfarvning, som er det
korrekte HER2-onkoprotein 1+ farvningsmenster. Der kan ogsa ses pletvis immunofarvning
i cytoplasmaens Golgi-omrade i denne cellelinje.

2. Positiv in-house-kontrolvavskomponent — HER2 Primary Antibody

TILSTEDEVARELSEN af brun membranfarvning ber kunne ses svarende til den kendte
HER2-onkoprotein-status af den valgte positive kontrol.

3. Negativ in-house-kontrolvaevskomponent — HER2 Positive Control
FRAVAR af membranfarvning bgr kunne ses. Negativt kontrolveevskomponent bekreefter,
at der ikke er krydsreaktivitet i saettet mellem celler/cellekomponenter. Hvis der forekommer
membranfarvning i en negativ kontrolveevskomponent, bgr resultaterne fra patientens prgve
betragtes som ugyldig.

4. Patientvaev - farvet ved hjzlp af HER2 Negative Control
FRAVAR af specifik membranfarvning verificerer den specifikke meerkning af malantigenet
med det primaere antistof. Anden brunfarvning, der forekommer i prgvens cytoplasma, som
er behandlet med HER2 Negative Control som f.eks. i bindevaev, leukocytter, erythrocytter
eller nekrotisk veev, ber betragtes som uspecifik baggrundsfarvning og ber rapporteres i
dataarkets kommentarafsnit.

5. Patientvaev - farvet ved hjalp af HER2 Primary Antibody
HER2-onkoprotein-ekspressionsniveauer bestemmes ved hjelp af de kriterier, der er
beskrevet i tabel 4 og i Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide.

Begransninger

A. Generelle begraensninger
Immunhistokemi er en flertrins laboratoriebaseret proces, som hjeelper med fortolkningen og
bestemmelsen af histopatologiske karakteristika. Det er en teknik, som kraever specialiseret
treening i alle dele af proceduren (herunder valg af passende reagenser, valg af vaev,
fiksering, behandling og klargering af IHC-objektglas) samt tolkning. Immunhistokemisk
veevsfarvning er afheengig af den forudgaende handtering, fiksering og behandling af
veevet. Ukorrekt fiksering, frysning, optening, vaskning, terring, opvarmning, skaering eller
forurening med andet vaev eller andre veesker kan lede til artefakter, antistoffaelder eller falske
negative resultater. Ikke-overensstemmende resultater kan skyldes variationer i fikserings-
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og indstgbningsmetoder eller iboende irregulariteter i selve vaevet (15). For megen eller
ufuldsteendig kontrastfarvning kan kompromittere korrekt tolkning af resultaterne.

Hvis der forekommer uspecifik farvning, har den ofte en diffus fremtoning. Sporadisk farvning
af tilstedende vaev kan ogsa forekomme i snit fra vaev med for kraftig formalinfiksering. Brug
intakte celler til tolkning af farvningsresultater. Nekrotiske eller degenererede celler farves
ofte uspecifikt (16). Falsk positive resultater kan forekomme pa grund af ikke-immunologisk
binding af proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ogsa skyldes endogene enzymer
som for eksempel pseudoperoxidaseaktivitet (erytrocytter) og endogen peroxidaseaktivitet
(cytochrom C), afthaengigt af hvilken type immunhistokemisk farve der bruges.

Veev fra personer, som er inficerede med hepatitis B-virus, og som indeholder hepatitis B
overfladeantigen (HBsAg), kan vise uspecifik farvning med peberrodperoxidase (17).
Uventet immunhistokemisk farvning eller variationer i farvningen kan skyldes sendringer i
ekspressionsniveauerne i de kodende gener eller antigener. Enhver aendring i de forventede
farvningsmenstre skal fortolkes i forbindelse med alle gvrige diagnostiske undersggelser.
Fortolkningen af immunhistokemisk farvning skal suppleres med morfologiske undersggelser
under anvendelse af egnede kontrolmaterialer og skal evalueres i lyset af patientens kliniske
historik og andre diagnostiske test udfert af en kvalificeret patolog.

Analysens effekt (dvs. analysen af bade de positive og negative kontrollers egnethed)
og fortolkningen af enhver immunhistokemisk farvning, eller fraveeret heraf, skal forega i
et certificeret, licenshavende laboratorium under overvagning af en kvalificeret og erfaren
patolog, som er ansvarlig for den generelle vurdering af den immunhistokemiske analyse og
fortolkningen heraf.

B. Produktspecifikke begransninger
Dette produkt er ikke beregnet til brug inden for flow-cytometri. Effekten og egenskaberne er
ikke bestemt til flow-cytometri.
Falske negative resultater kan skyldes nedbrydning af antigenet i vaevene i tidens
lgb. Objektglassene, der kraeves til HER2-onkoproteinevaluering og verificering af
svulsttilstedeveerelse, bgr klarggres pa samme tid. For at bevare antigeniciteten skal
vaevssnit, der er monteret pa objektglas (Leica BOND Plus Slides — produktkode S21.2113
eller Apex BOND Slides - produktkode 3800040) farves inden 4—6 uger efter de er skaret, hvis
de opbevares ved stuetemperatur (18-24 °C). Efter skeering anbefales det, at objektglassene
inkuberes i 12-18 timer ved 37 °C. Snit, der kraever yderligere montering, kan inkuberes ved
60 °C i yderligere en time.
Det vil ses minimale naturlige variationer i den immunhistokemiske profil mellem de
veekstbatches med de cellelinjer, der anvendes i Bond Oracle HER2 IHC System. Den
naturlige variation ligger sikkert inden for de acceptable toleranceniveauer for en biologisk
enhed og pavirker ikke fortolkningen af systemets ydelse.
Der forekommer ogsa naturlig biologisk variation i egenskaberne for de cellelinjer, der
anvender bade flow-cytometri og in situ-hybridisering som vist i tabel 5. Der rapporteres
ogsa teknisk og fortolkningsmaessig variation i kontrolcellelinjer, der vurderes via fluorescens
in situ-hybridisering (FISH) (18).
Ved vurderingen af HER2 Control Slides skal der tages hensyn til alle relevante udlgbsdatoer.
Opbevar Bond Oracle HER2 IHC System ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Anbringes igen i
temperaturer mellem 2 og 8 °C lige efter brug. Hvis der afviges fra disse betingelser, er
testen ugyldig.
Erstat ikke Bond Oracle HER2 IHC System-reagenser med andre komponenter fra Leica
Biosystems' eller andre producenter. Det vil resultere i, at testen bliver ugyldig.
Det er vigtigt, at alle trin, der er beskrevet i afsnit C til E (Procedure), udfgres i den beskrevne
reekkefglge. Hvis der afviges fra denne raekkefolge, er testen ugyldig.
Det er vigtigt, at der kun anvendes vaev, som er fikseret i formalinbaserede fiksativer, til
testen. Brugen af andre typer fiksativer betyder, at testen er ugyldig.
Veevssnit, der ligger uden for den anbefalede tykkelse, er ikke blevet valideret. Brugen af
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andre snittykkelse kan betyde, at testen er ugyldig.

Cellelinjedata

Cellelinje Bond Oracle HER2 HER2-genamplifikationsstatus*
HER2 IHC -receptorbe-
System-profil lastning per HER2- HER2:Kr.17
celle* kopinummer genkvotient
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

*HER2-receptorbelastningsanalyse vurderet ved flow-cytometri. * HER2-genamplifikationsstatus vurderet ved dobbeltprove
(HER2:kromosom 17) FISH.

Tabel 5. HER2 Control Slide-profil

Klinisk overensstemmelse for Bond Oracle HER2 IHC System v Dako
HercepTest

Som en del af forsgget undersggte man egnetheden af Bond Oracle HER2 IHC System til brug
som en hjeelp ved bestemmelsen af behandling med Herceptin® (trastuzumab)-terapi. Forsgget
blev designet med henblik pa at undersgge overensstemmelsen mellem Bond Oracle HER2
IHC System og Dako HercepTest, der anses for at veere den "gyldne standard" for denne test.
Acceptanskriteriet blev defineret som sterre end 75 % generel overensstemmelse mellem de to
test med et konfidensinterval (Cl) pa 95 %.

Forsgget blev gennemfart som et USA-baseret blindforsgg to steder. Hvert forsggssted blev
forsynet med formalinfikserede, paraffinindstebte brystkraeftprover med kendt HER2-status.
Tilfeeldene blev valg i omvendt konsekutiv reekkefglge i forhold til de kliniske arkiver, der
repraesenterer det konsekutive flow af tilfeelde i en histopatologisk afdeling for klinisk test og blev
testet uafhaengigt for andre prognotiske og/eller forudsigelige faktorer uden bias introduceret i
gruppen. Grupper med 160 og 292 prgver blev testet pa forsggssted 1 og forsggssted 2. Hver
gruppe havde samme repraesentation af dobbelttydige/positive (2+, 3+) og negative (0, 1+)
tilfeelde baseret pa tidligere tildelte HER2 IHC-scoringer, hvilket resulterede i en prgvepopulation
pa 452 prgver i alt. Tolv (12) prever blev anset for uegnede, da de ikke indeholdt tilstraekkelig
invasiv svulst, og de blev taget ud af forsgget. Yderligere ni (9) prever kunne ikke vurderes, da
veevet Igftede sig fra objektglassets overflade, hvilket resulterede i en endelig fors@gspopulation
pa 431 prover.

Alle tilfeelde blev farvet med HercepTest i henhold til producentens anvisninger som angivet
pa pakkens indlzegsseddel. Sekventielle snit fra hvert tilfaelde blev farvet med Bond Oracle
HER2 IHC System pa et automatiseret Leica Biosystems’ BOND fuldautomatisk avanceret
farvningssystem. Alle tilfeelde blev renset for unikke patientidentificerende oplysninger og blev
forsynet med kliniske data vedrgrende svulststgrrelse, svulststadie, svulstgrad og @strogen-
receptor-status.

Alle farvede objektglas blev maskeret og vurderet randomiseret af uddannede observatgrer
pa de to forsggssteder. For 2x2 overensstemmelsesanalysen blev resultaterne fortolket som
negative, hvis farvningsintensiteten var O eller 1+, og som positive, hvis farvningsintensiteten
var 2+ eller 3+. For 3x3 overensstemmelsesanalysen blev resultaterne fortolket som negative,
hvis farvningsintensiteten var O eller 1, som dobbelttydige, hvis farvningsintensiteten var 2+,
og som positive, hvis farvningsintensiteten var 3+. Dataene blev derefter analyseret for positiv
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2x2 Overensstemmelsesresultater

| denne primaere analyse kategoriseres resultaterne fra de to test (Bond Oracle HER2 IHC
System og Dako HercepTest) som negative (0,1+) eller positive (2+, 3+). Frekvenserne
for fire mulige kombinationer vises i et 2x2 tabelformat (se tabel 6). Derefter blev den
generelle overensstemmelse baseret pa denne 2x2 tabel beregnet ud fra et ngjagtigt
overensstemmelsesinterval pa 95 % (baseret pa binomial fordeling).

Nulhypotesen (H,), som succeskriterierne vurderes ud fra, er, at overensstemmelsen ikke er
sterre end 75 %.

Den observerede overensstemmelse for 431 prgver mellem to de to test i en 2x2-analyse
viser en overensstemmelse pa 92,34 % (398/431) med 95 % CI for 89,42 %-94,67 %. Disse
data understgtter afvisningen af nulhypotesen (H;) om, at overensstemmelsen ikke var stgrre
end 75 % med p-veerdi<0,0001. Procentdelen af positiv overensstemmelse (falsomhed) eller
Bond Oracle HER2 IHC System's evne til korrekt at identificere HercepTest -positive tilfeelde
(procentdelen af prgver, der blev vurderet som positive af bade Bond Oracle HER2 IHC System
og HercepTest ud af alle HercepTest-positive tilfeelde) var 84,87 % (129/152) med 95 % ClI for
78,17 %-90,16 %. Procentdelen af negativ overensstemmelse (specificitet) eller testens evne
til korrekt at identificere HercepTest-negative tilfeelde (procentdelen af praver, der blev vurderet
som negative af bade Bond Oracle HER2 IHC System og HercepTest ud af alle HercepTest-
negative tilfeelde) var 96,42 % (269/279) med 95 % ClI for 93,51 %-98,27 %.

HercepTest
Negativ Positiv | alt
Bond Oracle Negativ 269 23 292
;‘fzir'n“c Positiv 10 129 139
I alt 279 152 431

2x2 overensstemmelse (95 % Cl) = 92,34 % (89,42 til 94,67 %); p<0,0001

Tabel 6. 2x2 overensstemmelse for Bond Oracle HER2 IHC System med HercepTest

3x3 Overensstemmelsesresultater

Dataene blev grupperet som negative (0 eller 1+), dobbelttydige (2+) eller positive (3+) for
3x3-analysen og vise en overensstemmelse pa 86,54 % (373/431) med 95 % ClI for 82,95 %
til 89,62 %. Derfor blev nulhypotesen (H;) om, at overensstemmelsen ikke var stgrre end 75 %
med p-veerdi<0,0001, afvist. Procentdelen af positiv overensstemmelse for 3+ (procentdelen af
praver, der blev vurderet som 3+ positive af bade Bond Oracle HER2 IHC System og HercepTest
ud af alle 3+ HercepTest-positive tilfaelde) i dette forsag, var 73,33 % (66/90) med 95 % CI for
62,97 % til 82,11 %. Procentdelen af negativ overensstemmelse var 96,42 % (269/279) med
95 % ClI for 93,51 % til 98,27 %. Se tabel 7.

HercepTest

Negativ 2+ 3+ I alt
(0 eller 1+)
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System 2+ 10 38 24 72
3+ 0 1 66 67
I alt 279 62 90 431

3x3 overensstemmelse (95 % Cl) = 86,54 % (82,95 % til 89,62 %); p<0,0001
Tabel 7. 3x3 overensstemmelse for Bond Oracle HER2 IHC System med HercepTest

Konklusionen er, at de data, som dette forsgg genererede, viste, at Bond Oracle HER2 IHC
System kan bruges som en hjeelp i bestemmelsen af behandlingen for Herceptin® (trastuzumab)-
terapi baseret pa sin store overensstemmelse med HercepTest.

Klinisk overensstemmelse for Bond Oracle HER2 IHC System v
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Del 2 af forsgget var designet med henblik pa at undersgge overensstemmelsen mellem Bond
Oracle HER2 IHC System og Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, der anses
for at vaere den "gyldne standard" for genvurderende refleks-analyser anvendt sammen med
HER2-immunhistokemi.

Dette forsgg blev gennemfert pa samme forsggssteder og anvendte samme fors@gsgruppen
som i del 1. Alle tilfeelde blev farvet med Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit i
henhold til producentens anvisninger som angivet pa pakkens indlzegsseddel. Sekventielle snit
fra hvert tilfeelde blev farvet med Bond Oracle HER2 IHC System pa et BOND fuldautomatisk
avanceret farvningssystem (fra del 1 af det kliniske forsag). | de 431 tilfeelde, der blev farvet,
blev der ikke fundet noget resultat i tre tilfeelde som faelge af utilstreekkelig preve-hybridisering,
hvilket resulterede i en gruppe pa 428 tilfelde i alt.

Alle farvede objektglas blev vurderet af uddannede observatgrer pa to forsegssteder. For
3x2-overensstemmelsesanalysen blev scoringerne fortolket som negative, hvis HER2/CEP17-
genforsteerkningskvotienten var mindre end (<) 2,0, og positiv, hvis den var stgrre end eller lig
med (>) 2,0 efter en svulstcelletaelling pa 20.

3x2 Overensstemmelsesresultater

Den observerede overensstemmelse for 428 prgver mellem to de to test i en 3x2-analyse viser
en overensstemmelse pa 87,6 % (375/428) med 95 % CI for 84 % til 90 %.

Procentdelen af positiv overensstemmelse (falsomhed) eller Bond Oracle HER2 IHC System's
evne til korrekt at identicere PathVysion -positive tilfeelde (procentdelen af prgver, der blev
vurderet som positive af bade Bond Oracle HER2 IHC System og HercepTest ud af alle
PathVysion-positive tilfeelde) var 93,8 % (61+30/97) med 95 % ClI for 86,8 % til 97,4 %.
Procentdelen af negativ overensstemmelse (specificitet) eller testens evne til korrekt at
identificere PathVysion-negative tilfaelde (procentdelen af prgver, der blev vurderet som negative
af bade Bond Oracle HER2 IHC System og PathVysion ud af alle PathVysion-negative tilfaelde)
var 85,8 % (284/331) med 95 % ClI for 81,6 % til 89,2 %. Se tabel 8.

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Negativ Positiv I alt
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Bond Oracle 0/1+ 284 6 290
HER2 IHC 2+ 41 30 71
System
3+ 6 61 67
| alt 331 97 428

Generel overensstemmelse (95 % Cl) = 87,6 % (84 til 90 %)

Tabel 8. 3x2 Overensstemmelse mellem Bond Oracle HER2 IHC System-farvning og PathVysion HER-2 DNA Probe-saettet.

Immunoreaktivitet — Normalt panel

Normal vaevstype Farvningsmenstre
HER2 Primary Antibody HER2 Negative Control
Binyre Negativ Negativ
Hjerne, cerebellum Negativ Negativ
Hjerne, cerebrum Negativ Negativ
Bryst Negativ Negativ
Knoglemarv Negativ Negativ
Colon Negativ Negativ
Esophagus Negativ Negativ
Jje Negativ Negativ
Hypofyse Moderat cytoplasmatisk farvning Negativ
observeret i hypopfyseceller (1/3)
Nyre Negativ Negativ
Larynks Negativ Negativ
Lever Negativ Negativ
Lunge Negativ Negativ
Mesothel Negativ Negativ
Ovarie Negativ Negativ
Pancreas Negativ Negativ
Parathyreoid Negativ Negativ
Perifer nerve Negativ Negativ
Prostata Negativ Negativ
Spytkirtel Negativ Negativ
Hud Negativ Negativ
Tyndtarm Negativ Negativ
Milt Negativ Negativ
Mave Svag cytoplasmisk farvning Negativ
observeret i kirtlerne i maven (2/3)
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Tveerstribet muskel Negativ Negativ
Testis Negativ Negativ
Thymus Negativ Negativ
Thyreoid Negativ Negativ
Tonsil Negativ Negativ
Livmoderhals Negativ Negativ
Uterus Negativ Negativ

Tabel 9. Normal panelfarvning

Reproducerbarhedsforseg

Pracisionstest inden for og mellem

Preecisionstesten blev gennemfart hos Leica Biosystems, Newcastle Ltd. Det anvendte veev
var formalinfikseret, paraffinindstebt TMA-vaev (Tissue Micro Array) leveret af Isu Abxis (Yonsei
University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seoul, 120-752 Korea), som bestod af 20 stk.
veevskerner med invasivt brystcarcinomen med en diameter pa 4 mm. De 20 tilfeelde blev valgt ud
fratidligere tildelte HER2-vurderinger. Pa den baggrund blev x5 tilfeelde af HER2 3+, x5 tilfaelde af

HER2 2+, x5 tilfeelde af HER2 1+ og x5 tilfeelde af HER2 0 inkluderet.

A. Pracisionstest inden for kersler

Inden for karslen blev preecisionstesten af Bond Oracle HER2 IHC Systems evalueret pa i alt
40 konsekutive snit fra en TMA bestaende af 20 invasive brystsvulster og 40 HER2 Control
Slides. Alle snit blev farvet med Bond Oracle HER2 IHC System pa det fuldautomatiske
avancerede BOND-farvningssystem. Snittene blev farvet i en kontinuerlig periode ved
hjeelp af Bond Oracle HER2 IHC System fra samme batch. De farvede snit blev vurderet
randomiseret blindt af en enkelt erfaren observatar med henblik pa at bestemme praecisionen
inden for karslen.

En evaluering af objektglassene fra undersggelsen inden for kgrslen indikerede, at 733/800
(91,63 %) testdatapoint kunne fortolkes. 40 datapoint blev ekskluderet udelukkende pa
grund af tilstedevaerelsen af DCIS, og yderligere 27 datapoints kunne ikke fortolkes som
fglge af tab af invasiv svulst (specifik for 3 kerner). Der forekom variationer i farvningen
i 61 (8,32 %) ud af 733 mulige farvninger. | 37 tilfeelde blev der observeret variation
fra 3+ til 2+ (n = 20) og fra 1+ til 0 (n = 17), hvilket ikke var udtryk for en eendring fra
klinisk positiv til klinisk negativ eller omvendt i en 2x2 datavurdering. De resterende
24 (3,27 %) tilfeelde var udtryk for en aendring fra klinisk negativ (0 eller 1+) til klinisk positiv
(2+ eller 3+). Godkendelsesveerdi = 96,7 % (95 % Cl = 95,15 % til 97,81 %).

. Pracisionstest mellem korsler
Mellem kerslen blev preecisionstesten af Bond Oracle HER2 IHC System evalueret pa i alt 24
konsekutive snit fraen TMAbestaende af 20 invasive brystsvulster og 24 HER2 Control Slides.
Alle snit blev farvet med Bond Oracle HER2 IHC System pa det fuldautomatiske avancerede
BOND-farvningssystem. Objektglassene blev evalueret ved 8 uafhaengige karsler foretaget
pa samme laboratorium ved tre separate lejligheder ved hjeelp af et Bond Oracle HER2 IHC
System fra samme batch. De farvede objektglas blev vurderet randomiseret blindt af en
enkelt erfaren observatgr med henblik pa at bestemme praecisionen mellem kerslen.
En evaluering af objekiglassene fra undersggelsen mellem korslen indikerede, at
456/480 (95,00 %) testdatapoint kunne fortolkes. 24 datapoint kunne ikke fortolkes
som felge af tab af invasiv svulst (specifik for 5 kerner). Der forekom variationer i
farvningen i 42 (9,21 %) ud af 456 datapoint. | 30 tilfeelde blev der observeret variation
fra 3+ til 2+ (n = 10) og fra 1+ til 0 (n = 20), hvilket ikke var udtryk for en eendring fra
klinisk positiv til klinisk negativ eller omvendt i en 2x2 datavurdering. De resterende
12 (2,63 %) var udtryk for en andring fra klinisk negativ (0 eller 1+) til klinisk positiv
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(2+ eller 3+). Godkendelsesveerdi = 97,37 % (95 % CI = 95,90 % til 98,77 %).

C. Reproducerbarhed lot-til-lot

For at bestemme reproducerbarheden lot-til-lot blev der fremstillet 3 lot med Bond Oracle
HER2 IHC Systems under GMP ved 3 separate lejligheder, ligesom der blev evalueret pa 24
brystsvulstsnit (24 testdatapoint) taget fra fire forskellige formalinfikserede, paraffinindstgbte
veevsblokke (repraesenterende HER2-farvningsintensiteterne 0, 1+, 2+ og 3+) og tre HER2
Control Slides (12 kontroldatapoint). Der blev foretaget tre uafheengige kersler pa samme
laboratorium ved tre separate lejligheder, og hver gang blev der anvendt et separat lot Bond
Oracle HER2 IHC System. Alle snit blev farvet med Bond Oracle HER2 IHC System pa det
fuldautomatiske avancerede BOND-farvningssystem. De farvede objektglas blev maskeret
og vurderet randomiseret af en enkelt uddannet observater med henblik pa at bestemme
reproducerbarheden lot-til-lot.

En evaluering af objektglassene (test og kontroller) fra lot-til-lot-unders@gelsen indikerede,
at 36/36 datapoint kunne fortolkes. Der forekom ikke variation i farvningen i de 36 datapoint
mellem de tre forskellige lot Bond Oracle HER2 IHC System. Farvning med Bond Oracle
HER2 IHC System er konsistent pa tveers af batches.

D. Reproducerbarhed mellem laboratorier
Reproducerbarheden af Bond Oracle HER2 IHC System mellem laboratorier blev
evalueret 3 steder, Leica Biosystems Newcastle (sted A) og to uafhaengige laboratorier
(sted B og C) pa i alt 192 snit fra en TMA bestaende af 20 invasive brystsvulster og 24 HER2
Control Slides. Af de 192 farvede TMA-snit blev 96 farvet med HER2 Primary Antibody og
96 med HER2 Negative Control-reagens. Alle snit blev farvet med Bond Oracle HER2 IHC
System pa det BOND fuldautomatiske avancerede farvningssystem. Objektglassene blev
evalueret ved 8 uafhaengige kersler foretaget pa hver af de tre forskellige laboratorier ved
tre separate lejligheder ved hjeelp af et Bond Oracle HER2 IHC System fra samme batch.
De farvede objektglas blev vurderet randomiseret blindt af en enkelt erfaren observater hos
Leica Biosystems, Newcastle med henblik pa at bestemme reproducerbarheden mellem
laboratorier.
En evaluering af objektglassene fra undersggelsen af reproducerbarheden mellem laboratorier
indikerede, at 1477/1920 (76,93 %) testdatapoint kunne fortolkes. 443 testdatapoint kunne
ikke fortolkes af falgende grunde:
a) Utilstreekkelige ydelse af HER2 -kontrolobjektglasset ved 2/24 lejligheder, hvilket resulterede
i, at 2 karsler/160 testdatapoint blev fiernet. Denne heendelse forekom en gang pa sted A og
en gang pa sted B (80 datatestpoint per laboratorium fiernet).
b) Afvigelser fra testplanen pa sted C, hvor 24 objektglas i alt blev kontrastfarvet manuelt med
haematoxylin efter Bond Oracle HER2 IHC System-farvning. Det resulterede i overdreven
kontrastfarvning af bade HER2-kontrolobjektglassene og TMA-testdatapoint, hvilket
resulterede i, at 240 datapoint blev fjernet.
c) Tab af invasiv svulst, hvilket resulterede i, at 23 testdatapoint blev fiernet. Denne haendelse
forekom ved 23 lejligheder pa sted A og var et direkte resultat af tabet af veev i TMA-blokken
ved fremstilling af de 192 konsekutive TMA-snit, der var ngdvendige for at gennemfgre
undersggelsen.
d) Farvningen kan ikke fortolkes som fglge af utilstreekkelig vask med det fuldautomatiske,
avancerede BOND-farvningssystem, hvilket resulterede i, at 20 datapoint blev fjernet.
En evaluering af undersggelsen af preecisionen mellem laboratorier af de objektglas, der
kunne fortolkes, indikerede, at der forekom variation i farvningen i 79 (5,28 %) ud af 1477
mulige farvninger. Af disse var 14/1477 (0,95 %) udtryk for variationer fra O til 1+ eller 2+ til
3+ og repraesenterede som sadan ikke en aendring fra klinisk positiv til klinisk negativ eller
omvendt i en 2x2-datavurdering. Godkendelsesvaerdi = 99,05 % (95 % Cl = 98,42 % til
99,46 %). Af de 14 farvningshaendelser forekom 5/1477 (0,34 %) farvningsheendelser hos
Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (sted A), 8/1477 (0,54 %) forekom pa sted B, og 1/1477
(0,07 %) forekom pa sted C.
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De resterende 65/1477 (4,40 %) farvningshaendelser vise variationer fra 2+ til 1+ eller 2+
til 0 repreesenterede derfor en aendring fra klinisk positiv til klinisk negativ eller omvendt i
en 2x2-datavurdering. Godkendelsesveerdi = 95,6 % (95 % Cl = 94,42 % til 96,54 %). Af de
65 klinisk signifikante eendringer forekom 11/65 (16,9 %) hos Leica Biosystems, Newcastle,
Ltd (sted A), 24/65 (36,9 %) forekom pa sted B, og 30/65 (46,1 %) forekom pa sted C. Af de
klinisk signifikante sendringer var der ingen tilfeelde, hvor 3+ 2endrede sig til et negativt (0
eller 1+) result eller omvendt.

. Reproducerbarhed inter-observer

40 randomiserede tilfeelde af invasiv brystcancer, hvilket gav en jeevn fordeling for hver
HER2 [HC-graduering (resektionspreve), blev skaret konsekutivt og leveret til Leica
Biosystems, Newcastle (sted A), sted B og sted C med henblik pa farvning og fortolkning.
Snittene blev randomiseret blindt hvert sted fgr scoring. Den interlaboratoriemaessige
overensstemmelse (sted B og sted C) var 87,5% (95% Cl = 73,3 % til 95,8 %).
Overensstemmelsem mellem sted B og sted C og Leica Biosystems Newcastle, Ltd var 92,5 %
(95% Cl = 79,6 % til 98,4 %) og 85 % (95 % Cl = 70,1 % til 94,29 %). Analysen af det
samlede sammenfald mellem de tre observatarer (A, B, C) er 82,50 %.

F. Praecision mellem instrumenter (BOND-MAX vs. BOND-III)

Test af praecisionen mellem instrumenter ved hjeelp af Bond Oracle HER2 IHC System blev
foretaget pa et enkelt uafhaengigt europaeisk laboratorium. De prgver, der blev testet, blev
hentet fra hele formalinfikserede, paraffinindstgbte snit fra et hundrede og otteogtredive
(138) tilfeelde af invasiv brystcancer (nalekerne og resektionsprave). Testen mellem
instrumenterne blev foretaget prospektivt inden for laboratoriet, hvor konsekutive snit blev
farvet pa BOND-MAX- og BOND-IlI-platforme. Tre (3) tilfaelde blev anset for uegnede som
folge af, at pravens/svulstens tilgeengelighed blev fiernet fra forsaget.

Der blev brugt identiske lotnumre Bond Oracle HER2 IHC System og BOND-
instrumenthjeelpereagenser pa tveers af hvert instrument. Sektioner blev farvet med
tilbagevirkende kraft. Objektglassene blev fortolket pa laboratoriet af en enkelt erfaren
observatgr med henblik pa at bestemme praecisionen mellem instrumenterne.

En evaluering af objektglas fra undersggelsen af preecisionen mellem instrumenter viste en
2x2 overensstemmelse mellem positive (2+, 3+) og negative (0, 1+) pa 94,2 % (130/138) med
95 % CI for 88,9 til 97,5 % og en 3x3 overensstemmelse mellem positive (3+), dobbelttydige
(2+) og negative (0, 1+) pa 87,0 % (120/138) med 95 % CI for 80,2 til 92,1 %.

BOND-MAX

Negativ (0/1+)

Positiv (2/3+) | alt

Negativ (0/1+) | 80 1 81
BOND-III Positiv (2/3+) 7 50 57
I alt 87 51 138

Generel overensstemmelse (95 % Cl) = 94,2 % (88,9 til 97,5 %)

Tabel 10. 2x2 overensstemmelse for Bond Oracle HER2 IHC System-farvning p4 BOND-MAX v BOND-III -platforme.

BOND-MAX

Negativ (0/1+)

Dobbelttydig
(2+)

Positiv (3+)

| alt
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Negativ (0/1+) | 80 1 0 81
BOND-III Dobbelttydig

(2+) 6 5 1 12

| alt 87 15 36 138

Generel overensstemmelse (95 % Cl) = 87,0 % (80,2 til 92,1 %)

Tabel 11. 3x3 overensstemmelse for Bond Oracle HER2 IHC System-farvning pa BOND-MAX v BOND-IlI-platforme.

Konklusionen er, at de data, som dette forssg genererede, viste en hgj grad af
overensstemmelse mellem Leica Biosystems’ BOND-MAX- og BOND-IlI-systemerne, nar
evalueringen foregar med Bond Oracle HER2 IHC System.

Fejlfinding
Problem Sandsynlig arsag Afhjeelpning
Ingen Kerslen blev afbrudt, fer | Bekreeft ved hjeelp af BOND-softwaren,

immunhistokemisk
farvning

den var feerdig

at der er rapporterbare fejl til stede
under farvningskerslen, og felg anvis-
ningerne i BOND-softwaren.

Forkert protokolvalg

Sarg for, at *IHC Protocol H er valgt
som standard i farvningsprotokolfeltet i
dialogboksen "Add slide".

Utilstreekkelig deparafini-
sering af objektglas

Sarg for, at tilstanden *Dewax er valgt
i feltet Klargering i dialogboksen Add
slide.

Utilstraekkelig dispense-
ring af reagens

Sarg for, at alle BOND-reagenser er
blevet allokeret til de rigtige beholdere
og placeret korrekt pa instrumentet.

Kontaminering af BOND
Wash Solution med
natriumazid

Brug frisk BOND Wash Solution klar-
gjort i den korrekte arbejdsstyrke.

Svag specifik
immunhistokemisk
farvning

Utilstraekkelig epitopgen-
finding

Sarg for, at de rigtige BOND Epitope
Retrieval-reagenser er blevet allokeret i
de rigtige beholdere, og at BOND-soft-
waren som standard har den korrekte
epitopgenfindingsprotokol,

*HIER 25 min with *ER1 (97).

Utilstraekkelig fiksering
eller behandling af
testprove

Sarg for, at der bruges formalinbase-
rede fiksativer, og at behandlingsske-
maerne er egnede til den preve, der
testes.

Bond Oracle HER2 IHC
System anvendes efter
udlgbsdatoen

Serg for, at Bond Oracle HER2 IHC
System anvendes inden den angivne
udlgbsdato.
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Kraftig specifik
immunhistokemisk
farvning

Utilstreekkelig epitopgen-
finding

Sarg for, at de rigtige BOND Epitope
Retrieval-reagenser er allokeret til de
rigtige beholdere, og at BOND-soft-
waren som standard har *HIER 25 min
with ER1 (97).

Variation i fiksering

Sorg for, at der bruges formalinbase-
rede fiksativer, og at behandlingsske-
maerne er egnede til den prave, der
testes. Test om muligt tilfeeldet igen ved
hjeelp af en anden blok. Hvis det ikke er
muligt, skal du vurdere de omrader, der
fremviser de bedste fikseringsmgnstre
sammen med et tilsvarende haematoxy-
lin- og eosin-farvet (H&E) snit.

Problem

Sandsynlig arsag

Afhjeelpning

Uspecifik
baggrundsfarvning

Utilstraekkelig dispense-
ring af reagens

Sarg for, at alle BOND-reagenser er
blevet allokeret til de rigtige beholdere
og placeret korrekt pa instrumentet.

Utilstraekkelig deparafini-
sering af objektglas

Sorg for, at *Dewax er valgt i feltet Klar-
gering i dialogboksen Add slide.

Uspecifik immunhistoke-
misk krydsreaktion i veev

Se Bond Oracle HER2 IHC System-
beskrivelsen af krydsreaktivitet for
normalt veev (se i tabel 9).

Uspecifik immunhisto-
kemisk krydsreaktion i
omrader med veevsne-
krose

Serg for, at der bruges formalinbase-
rede fiksativer, og at behandlingsske-
maerne er egnede til den prave, der
testes. Test om muligt tilfaeldet igen ved
hjeelp af en anden blok. Hvis det ikke er
muligt, skal du vurdere de omrader, der
fremviser de bedste fikseringsmgnstre
sammen med et tilsvarende haematoxy-
lin- og eosin-farvet (H&E) snit.

Terringsartefakt efter af-
slutning af en farvnings-
karsel

Hvis objektglassene skal kgres natten
over, anbefales det, at funktionen til
forsinket BOND-start anvendes. Serg
for, at der er tilstraekkelige maesngder
destilleret eller de-ioniseret vand, som
kan dispenseres pa objektglassene i
den periode, sa objektglassene ikke
terrer ud.

Snit monteret pa
objektglas ved hjeelp af
stivelsesadditiver

Brug objektglas uden stivelse (Leica
BOND Plus Slides — produktkode
S21.2113 eller Apex BOND Slides -
produktkode 3800040).

Veevet har Igsnet sig
fra patient/kontrol-
objektglas

Brug af forket type
objektglas eller utilstraek-
kelig dreening af snit

Brug korrekte objektglas til patient/
kontrol-snit (Leica BOND Plus Slides

— produktkode S21.2113 eller Apex
BOND Slides - produktkode 3800040).
Serg for, at objektglassene dreenes
tilstreekkelig og inkuberes i 12-18 timer
ved 37 °C (natten over). Snit, der krae-
ver yderligere montering, kan inkuberes
ved 60 °C i yderligere en time.
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Tabel 12. Bond Oracle HER2 IHC System Trouble Shooting Guide.

Hvis der opstar problemer med Bond Oracle HER2 IHC System, som falder uden for
fejlfindingsguiden (se tabel 12), skal du kontakte din lokale Leica Biosystems’-serviceafdeling
eller -forhandler for at fa hjeelp.
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Andringer af tidligere udgave
Praecision mellem instrumenter (BOND-MAX vs. BOND-III).
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